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RESUMEN

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa (VNPI) es el agente causal de la
enfermedad conocida como necrosis pancreatica infecciosa (NPI). De manera natural
los salmonidos son los peces mas susceptibles. El curso agudo de la enfermedad
puede provocar una mortalidad hasta del 100% en salménidos jovenes. En las truchas,
la susceptibilidad a la enfermedad disminuye con la edad. Los peces infectados
transmiten el virus por via horizontal y vertical, esto promueve que el virus se encuentre
de forma continua en el agua y que infecte a otros peces. Al alcanzar los 1500 grados-
dia (valor que se obtiene multiplicando los dias de edad de los peces, por el promedio
de la temperatura en grados Celsius durante su esperanza de vida), los peces resisten
mas a la enfermedad. Los signos clinicos que presentan los peces afectados por el
VNPl son: anorexia, ataxia, hiperventilacion, obscurecimiento de piel
(hiperpigmentacién), hemorragias en areas ventrales y aletas. Con base en esto, un
pez puede estar infectado mas no enfermo, y un pez enfermo si esta infectado. Por la
complejidad del proceso salud - enfermedad, Casadevall y Pirofski propusieron una
nueva teoria de la patogenia microbiana, empleando modelos de microorganismos
patogenos en los humanos. Esto nos lleva a revisar los conceptos propuestos por estos
autores, haciendo énfasis en modelos de patdogenos importantes en el area de la
Medicina Veterinaria. En nuestro pais, el virus de la necrosis pancreatica infecciosa fue
reportado en 2002 y afecta principalmente a truchas jovenes de unidades de produccién
intensiva. El virus ha sido aislado en unidades de produccion truticola de las siguientes
entidades: México, Hidalgo, Morelos, Michoacan, Puebla, Chihuahua, Durango y
Veracruz. Conocer la patogenia microbiana del unico virus identificado y confirmado

hasta ahora en la truticultura nacional es de vital importancia.

Palabras clave: patogenia microbiana, VNPI, trucha arcoiris.
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ABSTRACT

The infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) is the causative agent of the disease
known as infectious pancreatic necrosis (IPN). Naturally, salmonids are the most
susceptible fish. The acute course of the disease can cause a 100% mortality in young
salmonids. In trout, susceptibility to disease decreases with age. The infected fish
transmit the virus horizontally and vertically, this causes the virus to be continuously in
the water and to infect other fish. At 1500 degrees-day (value that can be multiplied by
life expectancy), fish resist disease. The signs shown by the fish affected by IPNV are
anorexia, ataxia, hyperventilation, skin darkening, hemorrhages in ventral areas and
fins. Based on this information, a person may be infected without a single child and a
sick person sick of being infected. Due to the complexity of the health process,
Casadevall and Pirofski proposed a new theory of microbial pathogenesis, using models
of pathogenic microorganisms in humans. This leads us to review the concepts
proposed by these authors, emphasizing models of important pathogens in the area of
Veterinary Medicine. In particular, the infectious pancreatic necrosis virus causes an
infectious disease that mainly affects young salmonids from intensive production units.
This virus has been reported in our country since 2002 and has production units in: State
of Mexico: Hidalgo, Morelos, Michoacan, Puebla, Chihuahua, Durango and Veracruz;
therefore, know the microbial pathogenesis of the single virus confirmed so far at the

mexican culture fish production, is of vital importance.

Key words: damage-response framework, IPNV, rainbow trout.
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INTRODUCCION

La comprension de la interaccion de un microorganismo con un hospedero
en el proceso salud-enfermedad, es determinante para la implementacién de
medidas de prevencion y control eficaces. El virus de la necrosis pancreatica
infecciosa (VNPI) es el agente etiologico de una enfermedad de distribucion
mundial, la cual causa grandes pérdidas econdmicas particularmente en los
salmoénidos (Wolf, 1988; OIE, 2006). El VNPI pertenece a la familia Birnaviridae
(Fauquet et al., 2005). Es un virus de ARN (acido ribonucleico), en forma de
icosaedro, sin envoltura y tienen un diametro aproximado de 60 a 64 nm. La capside
consta de 180 subunidades estructurales compartidas entre 132 capsémeros en la
superficie del viridon con un numero de triangulacion (T) de 13 (Ozel y Gelderblom,
1985; Rodriguez et al., 2003).

La trucha de fontana (Salvelinus fontinalis) es la mas susceptible a los efectos
letales del VNPI, seguida por la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y el salmén
del Atlantico (Salmo salar), también se ha visto que el virus afecta a otras especies
marinas predisponiendo a otras enfermedades (Salgado-Miranda, 2006). Otros
organismos son llamados reservorios del virus y pueden cohabitar con los peces en
cultivo susceptibles al VNPI, entre estos podemos encontrar a: peces silvestres,
ectoparasitos, moluscos, plancton, crustaceos, aves y mamiferos (Evensen et al.,
2003). La susceptibilidad de los peces, al efecto del virus, disminuye con la edad;
resistiendo a la enfermedad clinica al alcanzar aproximadamente 1500 grados-dia
(valor que se obtiene multiplicando los dias de edad de los peces, por el promedio
de la temperatura en grados Celsius durante su esperanza de vida) (Dorson vy
Torchy, 1981). Los alevines son los principales afectados por el virus, los
sobrevivientes a la enfermedad de la necrosis pancreatica infecciosa, se convierten
en portadores del virus de por vida (Dobos, 2001). Los peces infectados pueden
transmitir el virus de manera horizontal y vertical. Los virus entran a la célula por

endocitosis (Couve et al., 1992). Los virus se replican en el citoplasma de las
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células, produciendo efecto citopatico (Rodriguez et al., 2003). Los signos que
muestran los peces afectados por el VNPI son: anorexia, ataxia, hiperventilacion,
obscurecimiento de piel (hiperpigmentacion), hemorragias en areas ventrales y
aletas (Wolf, 1988; Rodriguez et al., 2003; Roberts y Pearson, 2005). También se
observa comportamiento natatorio horizontal, el pez se encuentra en la parte inferior
del estanque, respiracion acelerada, exoftalmia moderada, distencién abdominal,
branquias palidas y heces blanquecinas (Dobos, 2001). La enfermedad produce
mortalidades acumuladas que varian de menos del 10% a mas del 90%,
dependiendo de la combinacidon de diversos factores (incluyendo la cepa y la
cantidad de virus, el hospedero y el ambiente) (Wolf, 1988). Se conoce una amplia
variedad de lineas celulares tanto de peces salmoénidos como no salmoénidos, en las
cuales el VNPI tienen la capacidad de replicarse y provocar un efecto citopatico
caracteristico (Malsberger y Cerini, 1965; Kelly et al., 1978; Nicholson et al., 1979;
Dorson, 1983). El VNPI resiste un amplio rango de salinidad y temperatura, incluso
puede permanecer viable durante varias semanas a 40 °C en agua dulce y hasta
cuatro meses en agua salada. Esto explica su capacidad de transmision tanto por
reservorios vivos como inanimados (Mortensen et al., 1998). La respuesta inmune
en los peces se ve afectada por factores que dependen del propio organismo
(factores intrinsecos) y factores ambientales (extrinsecos). A la fecha, no hay una
estrategia de de control especifica para el VNPI. Ha funcionado la eliminacién de
todos los peces infectados con el virus, asi como vaciar y desinfectar los estanques
de cultivo (Dobos, 2001). La infectividad del virus puede reducirse en contacto con

algunos agentes desinfectantes: yodo, cloro, ozono y formalina (Economon, 1973).

En México, el cultivo de trucha arcoiris inicié a finales del siglo XIX en el
primer vivero natural en Chimela, Lerma, Estado de México. En 1937, se formaliz6
la reproduccion de la especie con la creacion de un centro piscicola en Salazar,
Lerma, el cual en 1943 se convirtio en el centro acuicola El Zarco (SAGARPA,
2013). En México, el VNPI fue aislado por primera vez en el 2001 a partir de crias
de trucha arcoiris (O. mykiss) importadas de los Estados Unidos de América (EUA)
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(Ortega et al., 2002). A la fecha, el VNPI se ha reportado en las siguientes entidades:
México, Hidalgo, Morelos, Michoacan, Puebla, Chihuahua, Durango y Veracruz
(Ortega et al., 2013).

Es importante resaltar que en ambientes silvestres, la trucha arcoiris (O.
mykiss) se encuentra incluida en la NOM-059-SEMARNAT-2010, como especie
“sujeta a proteccidn especial” (Pr), regulacion a cargo de la SEMARNAT, a traves
de la Direccion General de Vida Silvestre, y su manejo y aprovechamiento
sustentable so6lo puede ser a través de Unidades de Manejo para la Conservacion
de la Vida Silvestre (UMA) y debera sujetarse a lo dispuesto en la Ley General de
Vida Silvestre y su Reglamento (SAGARPA, 2012b), por lo que es primordial su
proteccion. A partir de un analisis sobre el desarrollo de la produccion de trucha
arcoiris en la zona centro de México, se concluye que la produccion de trucha es un
caso de éxito, proporciona un producto de alto valor econémico y nutricional, y
permite diversificar las actividades productivas de comunidades rurales (Garcia-
Mondragon et al., 2013). Por lo antes mencionado, conocer la patogenia microbiana
del unico virus reportado hasta ahora en la truticultura de México, es de vital

importancia.
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JUSTIFICACION

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa (VNPI) es un agente de gran
importancia en la truticultura nacional e internacional; ya que este virus afecta
principalmente a los alevines y crias, provocando la muerte de éstos e impacta en
la produccion con grandes pérdidas economicas. En el 2001, se identificé en México
la presencia del VNPI, a partir de crias de trucha arcoiris importadas de los Estados
Unidos de Ameérica, las cuales fueron movilizadas a unidades de produccién
truticola, localizadas en varias entidades federativas del pais. A partir de entonces,
el VNPI ha sido aislado de truchas arcoiris procedentes de varias unidades de
produccion acuicola de las principales entidades federales en las que se cultiva la
especie. Una de las mayores pérdidas registradas en México, fue la eutanasia del
total de los organismos reproductores de trucha arcoiris del centro acuicola El
Zarco. A un total de 16,339 especimenes se les practicé la eutanasia, significando
una biomasa de 12,437 kilogramos. Asimismo, con el objetivo de eliminar el VNPI
del centro acuicola, se realizo la limpieza, desinfeccion y remodelacion de sus
instalaciones, ya que el VNPI, se disemina por medio de las heces y gametos
sexuales. Por todo lo mencionado, abordar, conocer y describir la patogenia del
virus de la necrosis pancreatica infecciosa, con base en la teoria respuesta — dafno;
propuesta por Casadevall y Pirofski, permitira comprender la interaccion entre el
hospedero y el agente causal, en el establecimiento de la infeccion y el desarrollo
de la enfermedad. Esta informacion puede servir de base para establecer el tipo de
diagnostico a realizar, asi como contribuir en las estrategias de prevencion y control

de la enfermedad en la truticultura nacional.
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OBJETIVO

Describir la patogenia del virus de la necrosis pancreatica infecciosa, con
base en la teoria respuesta — dafo, propuesta por Casadevall y Pirofski.
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MATERIAL

Para la escritura del documento la informacién fue obtenida de: articulos
cientificos publicados en revistas indexadas en JCR (por sus siglas en inglés:
Journal Citation Report), en SciELO, en el indice de revistas mexicanas de ciencia
y tecnologia de CONACYT, y en libros especializados.

El documento fue capturado en una aplicacion informatica orientada al

procesamiento de textos y posteriormente impreso.
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METODO

Se realiz6 una busqueda bibliografica y hemerografica sistematica de la
informacion publicada sobre la teoria respuesta — dafno del virus de la necrosis

pancreatica infecciosa, con base en la siguiente metodologia:

Bases de datos

Las bases de datos que se consultaron para la busqueda de la informacion
fueron: Web of Science, con acceso a la base de datos Science Citation Index e
Index Chemicus, PubMed con acceso a la base de datos MEDLINE y SciELO

(Scientific Electronic Library Online).

Descriptores o palabras clave

La busqueda de articulos fue por medio de las siguientes palabras clave en
inglés: virus, infectious pancreatic necrosis, fish, salmonid, rainbow trout, microbial
pathogenesis, phatogen, host, disease, IPNV, phatogenesis y virulence, en espaiol:
virus, necrosis pancreatica infecciosa, peces, salménidos, trucha arcoiris, agente
infeccioso, patogenia microbiana, patdégeno, hospedero, enfermedad, VNPI,

patogénesis y virulencia.

Operadores booleanos

Para definir la interaccion entre las palabras clave y determinar las
condiciones de la busqueda de informacion en las bases de datos, se utilizaron los
operadores booleanos en inglés y en espafol: and (y), or (0) y not (no),

respectivamente.

Recoleccion, clasificacién, lectura y analisis de la bibliografia
Para la escritura del documento, la bibliografia recopilada fue clasificada,
ordenada, leida y analizada. La informacion publicada, se ordend de la siguiente

manera: virus de la necrosis pancreatica infecciosa, dafo reportado en los
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hospederos, asi como la respuesta del hospedero ante el agente.

Contenido de la tesina, con base en la teoria respuesta — dafno del virus de la
necrosis pancreatica infecciosa

Con base en que la teoria de la respuesta — dafio de la patogenia microbiana,
que se basa en: a) la patogenia microbiana es resultado de la interaccion entre un
hospedero y un microorganismo, b) el resultado patoldgico en el hospedero, debido
a la interacciéon hospedero-microorganismo, se determina por la cantidad de dafo
producida en el hospedero, y c) el dano en el hospedero resulta de factores
microbianos y de la respuesta inmune del hospedero (Casadevall y Pirofski, 2003);

la informacién recabada, fue ordenada y presentada bajo la siguiente estructura:

Capitulo |. Patogenia microbiana.

Capitulo Il. Interaccion hospedero y microorganismo.

Capitulo Ill. Resultado patologico en el hospedero.

Capitulo IV. Factores microbianos y respuesta inmune del hospedero.

Capitulo V. Truticultura mexicana.
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REVISION DE LITERATURA

l. PATOGENIA MICROBIANA

En 2003, Casadevall y Pirofski propusieron una nueva teoria de la respuesta
- dafo de la patogenia microbiana, empleando modelos de microorganismos

patogenos en los humanos (Casadevall y Pirofski, 2003).

Un patogeno se describe como el microorganismo que tiene la capacidad de
producir un dafo en el hospedero (Casadevall y Pirofski, 2002). En 1958, Harry
Wain, definio el significado de virulencia; que deriva del latin virulentus y que
significa lleno de veneno, virus (veneno) y lentus (plenitud) (Casadevall y Pirofski,
2001). De forma constante, ha habido confusion para definir con exactitud el
significado de virulencia y actualmente se considera una propiedad microbiana, pero
que se expresa solo en hospederos susceptibles (Casadevall y Pirofski, 2001). Los
patogenos tienen diferente grado de virulencia; por lo que la virulencia, es la
capacidad relativa de un microorganismo de causar dafo en un hospedero (Soriano-
Vargas et al., 2006).

Las caracteristicas microbianas incluyen la patogenicidad del
microorganismo, la capacidad de superar el sistema inmunologico del hospedero,
la severidad de la enfermedad que causa, el porcentaje de muertes inducidas, su
infectividad o dafo inducido y su capacidad para crecer y multiplicarse en el

hospedero (Casadevall y Pirofski, 2001).

La teoria de la respuesta - dafio de la patogenia microbiana, se basa en: a)
la patogenia microbiana es resultado de la interaccion entre un hospedero y un
microorganismo, b) el resultado patoldgico en el hospedero, debido a la interaccion
hospedero-microorganismo, se determina por la cantidad de dafio producida en el
hospedero, y c) el dafio en el hospedero resulta de factores microbianos y de la
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respuesta inmune del hospedero (Casadevall y Pirofski, 2003). De acuerdo con las
evidencias clinicas y experimentales en la relacion hospedero-microorganismo,
Casadevall y Pirofski (2003), ponen a prueba esta teoria, que debe ser considerada
también en el campo de las ciencias veterinarias (Soriano-Vargas et al., 2006).

1.1 INFECCION
De acuerdo con las definiciones propuestas por Casadevall y Pirofski, la
infeccion es el establecimiento de un microorganismo (virus, bacteria, hongo o

parasito) en un hospedero (Casadevall y Pirofski, 1999; Casadevall y Pirofski, 2003).

1.2 PATOGENESIS O PATOGENIA

Etimologicamente, la palabra patogénesis se deriva de dos palabras griegas:
mG6o¢, pathos, sufrimiento y yéveaig, génesis, origen, y se pueden traducir como “el
origen de la enfermedad”. Por lo tanto la patogénesis viral implica el proceso por el
gue un virus ocasiona una enfermedad en el hospedero. Es importante recordar que
un virus ingresa y se replica en un hospedador, induce una respuesta inmune, y
posteriormente, se observan signos clinicos en el organismo afectado. Para muchos
virus, la mayoria de las infecciones, bajo circunstancias normales, son
asintomaticas. La infecciéon puede ser de corta duracion y autolimitada (aguda),
puede ser de duracidén prolongada (cronica), o persistir durante toda la vida del
hospedador (Nathanson y Tyler, 2005).

Casadevall y Pirofski proponen la definicion de microorganismo patégeno
como aquél con la capacidad de producir dafo en un hospedero. Esta capacidad es
la patogénicidad (Soriano-Vargas et al., 2006). Para Casadevall y Pirofski (2003), el

dano lo clasifica en cinco niveles: molecular, celular, tisular, 6rgano y organismo.

1.3 VIRULENCIA
La virulencia se define como la capacidad relativa de un microorganismo de

causar dano en un hospedero. La virulencia no puede ser considerada variable
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independiente, ya que solo se expresa en un hospedero susceptible (Casadevall y
Pirofski, 2002; Casadevall y Pirofski, 2003). La virulencia microbiana resulta de la
interaccion entre el hospedero y el microorganismo (Casadevall y Pirofski, 2003).
Este ultimo puede ser altamente virulento en un hospedero susceptible, pero de baja
virulencia en un hospedero inmunizado contra ese microorganismo. Desde el punto
de vista centrado en el patégeno dentro de la patogenia microbiana, las
caracteristicas del microorganismo, de manera particular, explican la virulencia
(Casadevall y Pirofski, 1999). Sin embargo, en hospederos susceptibles se pueden
observar diferencias en la virulencia de microorganismos de una misma especie o
cepa (Soriano-Vargas et al., 2006). Estas diferencias se deben a la expresién de
diferentes factores de virulencia, que se definen como los componentes microbianos
que pueden causar dafo al hospedero (Casadevall y Pirofski, 2001). Un gen
microbiano que codifica para estos componentes se llama gen de virulencia
(Casadevall y Pirofski, 2003). El uso de una terminologia precisa en la patogenia
microbiana y en las enfermedades infecciosas favorece la comprension de
patogenicidad y virulencia, su aplicacion en las enfermedades que afectan a los
animales es esencial para establecer las medidas o estrategias para la prevencion
y control adecuadas ante la interaccion del microorganismo con su hospedero

(Soriano-Vargas et al., 2006).
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Il INTERACCION HOSPEDERO Y MICROORGANISMO

21 HOSPEDEROS DEL VIRUS DE LA NECROSIS PANCREATICA
INFECCIOSA

2.1.1 Hospederos naturales

Los peces salménidos son principalmente los mas susceptibles de manera
natural ante el virus de la necrosis pancreatica infecciosa (VNPI). La trucha de
fontana (Salvelinus fontinalis) es la mas susceptible a los efectos letales del VNPI,
seguida por la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y el salmon del Atlantico
(Salmo salar), también ha sido aislado a partir de la trucha alpina (Salvelinus
alpinus), trucha café (Salmo ftrutta) y la trucha de lago (Salvelinus namaycush)
(Salgado- Miranda, 2006).

También se han aislado a partir de peces no salménidos importantes en la
acuacultura marina, como: rodaballo (Scophthalmus maximus) (Mortensen et al.,
1993; Novoa et al., 1995), lenguado (Solea senegalensis) (Perez-Priteo et al., 2001)
y fletdn o halibut del Atlantico (Hippoglossus hippoglossus) (Rodger y Frerichs,
1997; Gahlawat et al., 2004), lucio (Esox lucius) (Ahne, 1977), pez dorado (Carasius
auratus), pez disco (Symphysodon discus) y brema comun (Abramis brama) (Adair
y Ferguson, 1981), anguila americana y europea (Anguilla anguilla) entre otros
(Salgado-Miranda, 2006). A la fecha, el aislamiento del VNPI abarca clases como:
Monogonta, Mollusca, Crustacea, Agnatha y Teleostei (Cuadro 1).

Cuadro 1. Organismos acuaticos de los que se han aislado birnavirus.

Clase Familia Género y especie | Nombre comun Referencia
Monogonta | (Orden) Ploimida Brachionus plicatilis | Rotifero Comps et al.,
1991
Mollusca Veneridae Meretrix lusoria Almeja asitica Lo et al., 1991
dura
Corbiculidae Corbicula fluminea | Almeja asiatica Hastein,
de agua dulce comunicacion
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personal (CABI,

2018)
Patellidae Patella vulgata Lapa comun Hill et al., 1982
Littorinidae Littorina littorea bigaro comun o Hill et al., 1982
caracolillo
Mytilidae Mytilus edulis Mytiloida o Hill et al., 1982
mejillén
Ostreidae Crassostrea Ostién de Hill et al., 1982
virginica Virginia
Ostreidae C. gigas Ostion u ostra Hill et al., 1982
japonesa
Ostreidae Ostrea edulis Ostra europea Hill et al., 1982
Tellinidae Tellina tenuis Tellina o coquina | Hill, 1976
Veneridae Mercenaria Spisula Hill et al., 1982
mercenaria solidissima
Crustacea | Portunidae Carcinus maenas Cangrejo de mar | Hill et al., 1982
comun o
cangrejo verde
europeo
Portunidae Macropipus Cangrejo de Hill et al., 1982
depurator Puerto
Penaeidae Penaeus japonicus | Camarén Bovo et al., 1984
japonés
Agnatha Petromyzontidae Lampetra fluviatilis Lamprea Munro et al.,
1976
Teleostei Clupeidae Brevoortia tyrranus | Brevoortia o Stephens et al.,
lachas 1980
Clupeidae Dorosoma Sabalo molleja McAllister et al.,
cepedianum 1984
Anguillidae Anguilla japonica Anguila japonesa | Sano et al., 1981
Anguillidae A. rostrata Anguila McAllister et al.,
americana 1984
Anguillidae A. anguilla Anguila europea | Hudson et al.,
1981
Esocidae Esox lucius Lucio nortefio Ahne, 1979
Esocidae E. niger Lucio Cadena de | Ahne et al., 1989
pickerel
Salmonidae Hucho hucho Grayling Ahne et al., 1989
Salmonidae Oncorhynchus Trucha arcoiris Parisot et al.,
mykiss 1963
Salmonidae O. keta Keta o salmon Wolf, 1988
chum
Salmonidae O. kisutch Salmon del Wolf y Pettijohn,
Pacifico, salmon | 1970
coho o salmén
plateado
Salmonidae O. clarki Trucha degollada | Wolf, 1988
Salmonidae O. tshawytchka Salmon real, Wolf, 1988
chinuc o chinook
Salmonidae O. gorbuscha Salmoén rosado Wolf, 1988
Salmonidae O. rhodurus Trucha Amago Sanoy

Yamazaki, 1973
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Salmonidae Salvelinus fontinalis | Trucha de Hedrick et al.,
manantial o 1986
trucha de arroyo
Salmonidae S. naymacush Trucha de lago MacKelvie y
Artsob, 1969
Salmonidae S. alpinus Salvelino, trucha | Wolf, 1988
alpina o trucha
artica
Salmonidae Salmo salar Salmon del MacKelvie y
Atlantico Artsob, 1969
Salmonidae S. trutta Trucha marrén o | Wolf et al., 1960
reo
Salmonidae Thymallus thymallus | Timalo comun Wattanavijarn et
al., 1988
Salmonidae Prosopium Pescado blanco | Yamamoto y
williamsoni Kilistoff, 1979
Channidae Ophicephalus Pez cabeza de Wattanavijarn et
striatus serpiente al., 1988
Cyprinidae Abramis brama Brema o platica Hill et al., 1982
Cyprinidae Barbodes Lengueta Ahne et al., 1989
schwanefeldi
Cyprinidae Blicca bjoerkna Brema blanca Wolf et al., 1960
Cyprinidae Carassius auratus Carpin dorado, Hill et al., 1982
carpa dorada o
mejor conocido
como pez dorado
Cyprinidae C. ceratisinis Carpa Ahne et al., 1989
Cyprinidae C. carassius Carpa Hill et al., 1982
Cyprinidae Chondrostoma Nase comun Ahne et al., 1989
nasus
Cyprinidae Cyprinus carpio Carpa comun Hill et al., 1982
Cyprinidae Gobio gobio Gobio Ahne et al., 1989
Cyprinidae Oxyeleotris Gobio de arena Bonami et al.,
marmoratus 1983
Cyprinidae Hampala dispar Hampala Wattanavijarn et
al., 1988
Cyprinidae Phoxinus phoxinus Dace del vientre | Munro et al.,
rojo 1976
Cyprinidae Rutilus rutilus Rutilo Hill et al., 1982
Cyprinidae Scardinius Gardi Ahne et al., 1989
erythrophthalmus
Cyprinidae Barbus barbus Barbo comun Ahne et al., 1989
europeo
Cyprinidae Brachydanio rerio Pez cebra o Ahne et al., 1989
danio cebra
Cobitidae Misgurnus Dojo Hill et al., 1982
anguillicaudatus
Atherinidae Menidia menidia Sardina atlantica | Sorimachiy
0 pez blanco Hara, 1985
Sciaenidae Leiostomus Tambor o Sorimachi y
xanthurus corvine Hara, 1985
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Carangidae Seriola Cola amarilla Chen et al., 1984
quingeradiata
Cichlidae Symphysodon Pez disco Sorimachi y
discus Hara, 1985
Cichlidae Tilapia mossambica | Tilapia Ahne et al., 1989
Percidae Perca fluviatilis Perca amarilla Munro et al.,
1976
Percichthyidae Dicentrarchus Lubina, lobina, Bonami et al.,
labrax rébalo, o robalo 1983
Percichthyidae Morone saxatilis Bajo rayado Wechsler et al.,
1986
Poeciliidae Xiphophorus Platy Ahne et al., 1989
Xiphidium
Gadidae Gadus morhua Bacalao Hill et al., 1982
Pleuronectidae Limanda limanda Lenguado comun | Castric et al.,
1987
Pleuronectidae Paralichthys Lenguado del sur | McAllister et al.,
lethostigma 1984
Pleuronectidae Pleuronectes Suela Hill et al., 1982
fluviatis
Pleuronectidae Hippoglossus Fletan, Bonami et al.,
hippoglossus hipogloso, paltus | 1983
o halibut
Pleuronectidae Scophthalmus Rodaballo McAllister et al.,
maximus 1984

Fuente: Modificado de CABI, 2018.

2.1.2 Hospederos experimentales

De manera experimental, el VNPI fue inoculado y aislado en las ovas del pez
cebra (Brachydanio rerio). El experimento consistié en inocular peces cebra con el
VNPI, posteriormente se determind la transmision del virus a las ovas. Se realizaron
variaciones de apareamiento, se incluyeron padres que recibieron una o dos
inoculaciones del virus, y dentro de estas categorias se realizaron apareamientos
en los que ambos padres fueron tratados o solo uno de ellos. Los resultados
mostraron la transmisidén del VNPI al huevo, y que esta transmision fue a través de
la hembra. Sin embargo, cuando la hembra recibié dos inoculaciones del VNPI
produjo anticuerpos contra el virus, y transmitié el virus a los huevos por un corto
periodo de tiempo. Ademas, cuando el virus se transmitioé al huevo, se identifico el
virus en el F1 durante un periodo de al menos cinco meses (Seeley et al., 1977). Lo
anterior, indica que el VNPI tiene la capacidad de infectar al pez cebra.
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2.1.3 Otros hospederos

Ademas de las especies de peces de cultivo en las que se ha aislado el VNPI,
existen otras especies de organismos en las que el VNPI se ha identificado, sin que
en ellos se presenten signos clinicos. En estos trabajos no se informa de dafio tisular
en los peces (Reno, 1999). Estos organismos han sido llamados reservorios del
virus. Se ha demostrado que tanto animales homeotermos como ectotermos
pueden actuar como vectores mecanicos del virus (Eskildsen y Vestergard-
Jargensen, 1973). Dichos organismos, pueden cohabitar con los peces de cultivo
susceptibles al VNPI, entre estos se encuentran: peces silvestres, ectoparasitos,

moluscos, plancton, crustaceos, aves y mamiferos (Evensen et al., 2003).

2.1.4 Reservorios del VNPI

a) Peces de cultivo: principalmente los miembros de los géneros Salmo,
Salvelinus y Oncorhynchus. Entre ellos se encuentran la trucha arcoiris
(O. mykiss), trucha café (Salmo ftrutta), trucha de arroyo (Salvelinus
fontinalis), entre otros. Los sobrevivientes de un brote de NP, infectados
con el VNPI quedan como portadores hasta por seis afios (Reno, 1999).
El virus esta presente en las heces y la orina, exponiendo a la infeccién a
los peces a su alrededor (Evensen et al., 2003). Con base en los criterios
de Casadevall y Pirofski (2003), estos peces de cultivo se infectan con el
VNPI.

b) Peces silvestres: el virus se ha identificado en una gran variedad de
peces, como los planos: Limanda limanda, Pleuronectes platessa,
Microstomus kitt, y en peces redondos como: Eutrigla gumardus,
Pollachius virens, Merluccius merluccius, entre otros. En todos estos
peces, el virus se ha identificado con baja prevalencia, con bajo titulo viral
y los peces no muestras signos clinicos (Wallace et al., 2008). Con base
en los criterios de Casadevall y Pirofski (2003), estos peces silvestres se
infectan con el VNPI.
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c) Invertebrados: se ha documentado infeccidon por birnavirus acuaticos en
invertebrados marinos, pero esto no asegura un riesgo para los
salmonidos (Evensen et al., 2003). Entre los grupos susceptibles estan
los ectoparasitos, el plancton y los bentos (comunidad formada por
organismos que habitan el fondo de los ecosistemas acuaticos). Con base
en los criterios de Casadevall y Pirofski (2003), estos invertebrados se
infectan con el VNPI.

d) Aves: se ha detectado el VNPI en las heces de las aves marinas
piscivoras como el pato comun y garza. Se piensa que estos adquieren
al virus a partir del consumo de peces de cultivo infectados, pero se
desconoce qué factores medioambientales pueden afectar la estabilidad
del virus (McAllister y Owens, 1992). No existe evidencia de que este tipo
de aves marinas se infecten con el VNPI.

e) Mamiferos: mediante un experimento con vacas, donde se les
proporcioné una dieta de ensilado de pescado que contenia el VNPI para
posteriormente realizar un monitoreo durante siete dias, se encontré que
era posible detectar el virus hasta 72 horas después de la alimentacion.
Esto demostré que el virus es resistente a un pH entre 1.1 a 7.5, a las
enzimas digestivas y a la temperatura corporal de la vaca de 39 °C (Smail
et al., 1993). No hay evidencia de que el VNPI infecte células de

mamiferos.

f) Agua y sedimentos: se ha reportado que el VNPI tiene una larga
sobrevivencia en agua dulce, estuarina y salada entre los 15y 20 °C
(Toranzo y Hetrick, 1982). Su sobrevivencia fuera del hospedero es mas
larga a bajas temperaturas (Smail et al., 1993). Por esa resistencia el virus

tiene una via de transmisién horizontal, ya que los peces infectados con
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el VNPI constantemente eliminan en el agua particulas virales (Evensen
et al., 2003), y se ha comprobado que los virus pueden permanecer
activos durante al menos tres semanas (Labrafia et al., 2008).

2.1.5 Resistenciay susceptibilidad de los peces ante el VNPI

Con base en estudios de infeccion realizados en truchas arcoiris, la
susceptibilidad de los peces, disminuye con la edad; resistiendo los peces a la
enfermedad clinica al alcanzar aproximadamente 1500 grados-dia (valor que se
obtiene multiplicando los dias de edad de los peces, por el promedio de la
temperatura en grados Celsius durante su esperanza de vida) (Dorson y Torchy,
1981). Los alevines son los principales afectados por el virus, los sobrevivientes
infectados, se convierten en portadores del virus durante toda su vida (Dobos,
2001).

2.1.6 Respuesta a la seleccion de organismos para la supervivencia y

resistencia a la enfermedad de la NPI

La mayoria de las estimaciones de respuesta a la seleccion, se han obtenido
mediante experimentos que utilizan seleccion basada en la familia y pruebas de
desafio controlado. Sin embargo, la primera seleccion masiva exitosa de resistencia
a la enfermedad de la NPI, se llevé a cabo en Japdon, después de un brote repentino
del NPI en la trucha arcoiris en 1965 (Okamoto et al., 1993). En este brote, se
registré mas del 90% de mortalidad en las crias afectadas, los peces sobrevivientes
y su progenie se utilizaron para la reproducciéon hasta 1973. En este afio ya no se
registro mortalidad, a pesar de que el virus se detecto en los peces y en la granja.
Con base en estos resultados, en 1973 se creé una linea altamente resistente
utilizando un solo par de reproductores, y durante cinco generaciones los
especimenes mostraron resistencia al VNPI, en comparacion con otras lineas de
peces diferentes. Lo anterior mostré que la resistencia al VNPI es estable y tiene
una fuerte base genética. Sin embargo, las generaciones de estos peces altamente

consanguineos, tuvieron consecuencias negativas. Se registré pérdida de
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diversidad genética que condujo a la depresion endogamica para la aptitud, razén

por la que se dificultd la diseminacion y propagacion de esta linea de peces.

2.1.7 Vias de entrada, mecanismo de infeccién y diseminacién del virus de
la necrosis pancréatica infecciosa
El VNPI se transmite de manera horizontal y vertical (Reno, 1999). Los peces
infectados eliminan el virus por medio de la orina y heces (Billi y Wolk, 1969). El
virus presente en el agua entra en contacto con las branquias, la boca y por los

poros sensoriales del sistema de la linea lateral (Wolf, 1988; Novoa et al., 1995).

En peces reproductores, se ha demostrado que el VNPI se transmite de
manera vertical mediante la adsorcién viral a la superficie de los espermatozoides
(Mulcahy y Pascho, 1984), o puede estar presente en el liquido folicular (Wolf et al.,
1963). Esta via de transmision, se ha comprobado en trucha arcoiris (O. mykiss),
en trucha café (Salmo ftrutta), y en otras especies se han observado casos
asociados a ovas o fluidos sexuales infectados (Reno, 1999).

2.2 VIRUS DE LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA

Los virus son particulas infecciosas que contienen un acido nucleico, ya sea
ARN o ADN (acido ribonucleico o acido desoxirribonucleico), los cuales codifican
toda la informacion necesaria para su replicacion en la célula del hospedero. El
acido nucleico que constituye el genoma viral, se asocia con la proteina para formar
una nucleocapside, que puede o no estar envuelta en otras proteinas virales con o
sin membrana lipidica. Los virus que contienen membrana lipidica se denominan
envueltos, mientras que los virus sin lipidos se consideran no envueltos. Los virus
envueltos son generalmente (pero no siempre) menos definidos en la estructura, y
se dice que son pleomorficos. Los virus bacterianos (bacteriéfagos) pueden tener
estructuras extremadamente sofisticadas: una capside elongada en forma de

icosaedro, cuello, una maquinaria contractil (fibras largas) y una base (Minor, 2001).
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La particula completa del virus se denomina virion. En algunos casos, el acido
nucleico del virus puede estar presente en segmentos dentro del viridn, como
sucede con el virus de la influenza y en muchos virus de plantas; estos segmentos,

corresponden a genes que codifican para proteinas diferentes (Minor, 2001).

Las infecciones de origen viral, tienen gran importancia econémica en la
acuicultura (Southgate, 2000). Los virus con acido ribonucleico (ARN), causan las
enfermedades con mayor impacto ecolégico y socioeconomico en las granjas de:
salmon, trucha, dorada, lobina, carpa y rodaballo (Goémez-Casado, 2011). Algunas
de las enfermedades virales que provocan los mayores impactos ecologicos vy
socioecondmicos en las granjas de peces son: encefalopatia y retinopatia
(Nodoviridae), necrosis pancreatica infecciosa (Birnaviridae), septicemia
hemorragica (Rhabdoviridae), necrosis hematopoyética infecciosa (Rhabdoviridae),
viremia primaveral de la carpa (Rhabdoviridae), enfermedad del pancreas del
salmon (Togaviridae), anemia infecciosa del salmoén (Orthomyxoviridae),
herpesvirosis de la carpa koi (Alloherpesviridae) (Salgado-Miranda et al., 2013).

2.2.1 Taxonomia del virus de la necrosis pancreatica infecciosa

El VNPI pertenece a la familia Birnaviridae (Fauquet et al., 2005). El nombre
“Birna” resalta las caracteristicas mas importantes de estos virus: bi, del prefijo
latino, que significa 'dos', haciendo referencia a la naturaleza bisegmentada del
genoma viral asi como su doble hebra, y ARN del acido ribonucleico, indica la
naturaleza del acido nucleico viral. La familia estd compuesta por cuatro géneros:
1) Aquabirnavirus, representado por el Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa
(VNPI); 2) Avibirnavirus, representado por el Virus de la Enfermedad Infecciosa de
la Bolsa (VEIB); 3) Entomobirnavirus, representado por el Virus Drosophila X (VDX)
(Dobos, 2001); 4) Blosnavirus, representado por la especie tipo Virus Cabeza de
Serpiente Manchado (VCSM), (BSNV, por sus siglas en inglés: Blotched snakehead

virus), que se identifico por primera vez en lineas celulares derivadas del pez cabeza
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de serpiente del bosque (Channa lucius), ambos peces de aguas calidas del sureste
asiatico (Riji y Richards, 1999; Lee et al., 2006).

2.2.2 Estructura del virién

El VNPI tiene forma de icosaedro, de aproximadamente 60 a 64 nm de
diametro (Dobos, 2001), conformado por proteinas virales (VP, por sus siglas en
inglés: viral protein). Las micrografias electronicas por computadora a una
resolucion de 2 nm produce un modelo del viridon con 260 subunidades triméricas
compuestas por el polipéptido viridn o proteina viral 2 (VP2). La capa interna
consiste en 200 subunidades triméricas de VP3. El principal polipéptido de la
capside y el antigeno de tipo especifico, VP2, es la proteina de viribn mas
abundante, que constituye el 50-70% de la capside de los diversos Virus de la
necrosis pancreatica infecciosa (VNPI), Virus de la enfermedad infecciosa de la
bolsa (VEIB) y el Virus Drosophila X (VDX), estudiados, mientras que el antigeno
especifico de la proteina de la capside interna, VP3, representa el 20-40% de la
capside. VP1, un polipéptido interno menor, es la ARN polimerasa dependiente de
ARN asociada al virion y constituye solo el tres al cinco por ciento del virién. VP1
esta presente en ambos viriones en una forma libre y en una forma genoma-
vinculada llamada proteina genoma-unida (VPg), donde un residuo de serina de la
VPg se une al extremo 5' de cada cadena de ARN gendémico mediante un enlace
fosfodiéster. EI genoma de los viriones constituye entre el 7 al 10% del peso total
de la particula viral (Dobos, 2001).

2.2.3 Simetria del virién

La capside de los viriones tiene forma de icosaedros unidos sin envoltura,
con formas hexagonales isométricas y con un diametro de aproximadamente 60 a
64 nm (Dobos, 2001). La capside consta de 180 subunidades estructurales
compartidas entre 132 capsdémeros en la superficie del viribn que poseen un numero
de triangulacion (T) de 13 (Ozel y Gelderblom, 1985; Rodriguez et al., 2003). El virus
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tiene un peso molecular de 55 x 10° Da con un coeficiente de sedimentacion de 435
S y una densidad de flotacion en CsCl de 1,33 gr/cm? (Dobos y Rowe, 1977).

2.2.4 Acidos nucleicos

El acido nucleico viral es ARN bicatenario, con un peso molecular de 4,8 x
10% Da y que representa el 8.7% del peso total del virion (Dobos, 1976); presenta
un coeficiente de sedimentacion de 14 S y un porcentaje de pares G-C del 54%
(Rodriguez et al., 2003). El genoma esta constituido por dos segmentos de ARNdS,
que se denominan Ay B, de peso molecular 1,95 a 2,6 x 108y 1,72 a 2,3 x 10° Da,
respectivamente (Dobos, 1976; Dobos et al., 1979). Los dos segmentos contienen,
a ambos extremos de la molécula, regiones no codificantes de considerable tamario
(VPg) (Figura 1). Estas secuencias tienen importancia en el reconocimiento de la
polimerasa, la iniciacibn de la traduccion y también, posiblemente, en el

empaquetamiento del genoma (Duncan et al., 1991).

VP1 VP2

‘—. VPg

w3—

60nm

© Celene Salgado-Miranda

Figura 1. Diagrama de un birnavirus. Ay B, se refieren a los dos segmentos del genoma; VP1, es la
proteina viral 1; VP2, es la proteina viral 2; VP3, es la proteina viral 3; VPg, es la proteina ligada al
genoma y nm, es nanémetro.

Fuente: Proyecto CONACYT, CB-257781, responsable técnico Celene Salgado Miranda.

24



Patogenia del virus de la necrosis pancreatica infecciosa
Alba Astril Pérez Lozano

2.2.5 Organizacion del genoma

El segmento A, con una longitud de 2962 a 3104 pb (Rodriguez et al., 2003),
este segmento presenta dos marcos de lectura abierta (ORF, por sus siglas en
inglés: Open Reading Frame): el mayor y mas conocido (ORF2) codifica una
poliproteina de 106 kDa (NH2-preVP2-NS-VP3-COOH), la cual es precursora de las
proteinas estructurales VP2, NS y VP3, mediante modificacién cotransduccional
gracias a la actividad auto proteolitica de la region NS, que codifica para la VP4
(Dobos et al., 1977; Magyar y Dobos, 1994). El ORF1, codifica para una pequefa
proteina no estructural de 17 kDa, rica en arginina, denominada VPS5 e identificada
en las células infectadas (Magyar y Dobos, 1994; Dobos, 1995). Mientras que el
segmento B posee un peso de 2.3 x 106 Da y un tamaiio de 2731 a 2784 pb
(Rodriguez et al., 2003). El segmento B presenta un unico marco de lectura abierta,
denominado ORF3 que codifica para una proteina minoritaria, la proteina VPI,
presente en el interior de la capside (Duncan et al., 1991) (Figura 2).

SEGMENTO A SEGMENTO B

120(1

101(l 2638(845)
3360 ORFS 2787
5 3 [ VP9 3
68(1) 511(148) l l
|

l(49|) (504) l(ns) (737)l

Figura 2. Mapa gendmico del virus de la necrosis pancreatica infecciosa. Las barras representan las
secuencias de codificacion como marcos de lectura abiertos (ORFs) en la cadena positiva (ARNm).
Los numeros sobre cada segmento de ARN indican los numeros de nucleétidos. Los numeros entre
paréntesis se refieren al nUmero de aminoacidos (aa) dentro de los ORFs. VPg en el extremo 5' de
cada ARN representa la proteina unida al genoma. Las areas sombreadas entre pVP2 / NS / VP3
indican la ubicacion de los sitios de escision proteolitica dentro de la poliproteina. VP1, es la proteina
viral 1; VP2, es la proteina viral 2; VP3, es la proteina viral 3; VP4, es la proteina viral 4.

Fuente: Proyecto CONACYT, CB-257781, responsable técnico Celene Salgado Miranda.

© Celene Salgado-Miranda
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2.2.6 Proteinas del virién

Todos los birnavirus contienen cuatro polipéptidos. La proteina VP2 de 54
kDa forma la capside, la proteina VP3 con 30 kDa, permanece en el interior del
virion, y la proteina VP4 es una proteasa implicada en la maduracién del virus. El
segmento B codificada la VP1 de 94 kDa, que se encuentra en dos formas: un
polipéptido libre de ARN dependiente de ARN de la polimerasa (RdRp); y la proteina
VPg, que esta vinculada al extremo final 5’ de ambos segmentos gendmicos (Dobos,
2001). Algunos autores, sugieren la presencia de la VP5, identificada en las células
infectadas por el VNPI; sin embargo, su funcidn no esta definida en su totalidad
(Dobos, 1995).

2.2.7 Replicacion de los virus

Los virus se replican en una célula viva (Gutiérrez y Loépez, 2010). La
replicacion de algunas familias virales se lleva a cabo en el citoplasma y en otras en
el nucleo. Este proceso involucra varios pasos: unién, penetracion, pérdida de la
envoltura o capside viral, transcripcion, traduccidn, ensamblaje, maduracion y

liberacion (Maclachlan y Dubovi, 2017).

Las primeras interacciones entre un virus y una célula pueden carecer de
especificidad, a menudo son electrostaticas y sirven principalmente para dar a un
virus una retencion inicial para posteriormente entrar a la célula por medio de
receptores especificos (Grove y Marsh, 2017). El ciclo de replicacion inicia cuando
los virus a través de componentes de la superficie viral (glicoproteinas de la
envoltura o proteinas de la capside), se une a sus receptores celulares (Marsh y
Helenius, 2006). Los receptores son moléculas de superficie celular que facilitan la

entrada de los virus a la célula (Grove y Marsh, 2017).
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2.2.8 Lineas celulares para replicar el virus de la necrosis pancreatica

infecciosa

Se conoce una amplia variedad de lineas celulares (Cuadro 2) tanto de peces
salménidos como no salmoénidos, en las cuales los VNPI tienen la capacidad de
replicarse y provocar el efecto citopatico caracteristico a una temperatura inferior a
los 24 °C, y con una temperatura optima entre los 18 a 20 °C (OIE, 2006). El efecto
citopatico es una alteracion microscopica en la que la célula sufre cambios
bioquimicos, moleculares y morfolégicos durante el ciclo de replicacién viral, en un

cultivo celular (Mahy, 2001).

Cuadro 2. Lineas celulares continuas de peces teledsteos en las cuales se han
propagado los birnavirus.

Lineas celulares Especies Rendimiento del Referencia
virus
RTG-2 Oncorhynchus mykiss 1085 Kelly et al., 1978
RF O. mykiss NR Wolf y Mann, 1980
RTH-149 O. mykiss 10°3 Lannan et al., 1984
RTF-1 O. mykiss NR Wolf y Quimby, 1969
STE-137 O. mykiss 1095 Lannan et al., 1984
CHSE-214 O. tshawytscha 10°7 Lannan et al., 1984
CHSE-114 O. tshawytscha 10°2 Lannan et al., 1984
CSE-119 O. kisutch 1088 Lannan et al., 1984
CHH-1 O. keta 10100 Lannan et al., 1984
SSE-5 O. nerka 1088 Lannan et al., 1984
SSE-30 O. nerka 1088 Lannan et al., 1984
KO-6 O. nerka 1088 Lannan et al., 1984
BB Ictalurus nebulosus NR Wolf y Quimby, 1969
AS Salmo salar 1089 Piper y Smith, 1973
CCT Cyprinus carpio 1090 Chen et al., 1990
LF Misgurnus 10733 Chen et al., 1990
anguillicaudatus
TO-2 Tilapia mossambica 1010-33 Chen et al., 1990
INEM-1 Stenodus leucichthys 1099 Follett y Schmitt, 1990
SWT Xiphophorus helleri 1080 Kelly y Loh, 1972
GF-1 Haemulon sciurus 1070 Moewus-Kobb, 1965
FHM Pimephales promelas 1077 Kelly et al., 1978
OMAKA Caranx mate 102 Lee y Loh, 1975
BF-2 Lepomis macrochirus NR Wolf y Quimby, 1969
PG Esox Lucius NR Ahne, 1978
SJU-1 Carassius auratus 109 Lee y Loh, 1975
CL Ophicephalus lucius NR Wattanavijarn et al.,
1988

WC-1 Stizostedion vitreum NR Kelly et al., 1980
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MK Brevoortia tyrannus NR Stephens et al., 1980
EPC Cyprinus carpio 1089 Fijan et al., 1983
EK-1 Anguilla japonica 1095 Kusuda et al., 1989

No reportado: NR.
Fuente: Modificado de CABI, 2018.

En un principio la linea celular que mas se utilizé para la replicacion del virus,
fue la RTG-2 (por sus siglas en inglés: Rainbow Trout Gonad) (Malsberger y Cerini,
1965, Kelly et al., 1978, Nicholson et al., 1979, Dorson, 1983); esta linea celular es
muy sensible al virus y en ella se observa el efecto citopatico con rapidez
(MacDonald y Kennedy, 1979).

Actualmente la linea celular mas utilizada es la CHSE-214 (por sus siglas en
inglés: Chinook Salmon Embryo) (Figura 3), la cual presenta sensibilidad al virus y
desarrolla un efecto citopatico semejante a la linea RTG-2. Tiene la ventaja de que
la produccion de interferon es nula o muy baja consiguiendo titulos del orden de 108
pfu/ml (por sus siglas en inglés, también conocida como unidades formadoras de
placa por mililitro de muestra) (MacDonald y Kennedy, 1979); ademas es muy
adaptable y facil de manipular en el laboratorio, lo que la hace muy conveniente

para la replicacion del VNPI (Kelly et al., 1978).

Una tercera linea celular que se ha empleado en los ultimos afos es la BF-2
(por sus siglas en inglés: Bluegill Fry), de la especie mojarra oreja azul (Lepomis
macrochirus); aunque algunos autores e incluso la Union Europea, la proponen
como sustituto de la linea CHSE-214, otros han demostrado que determinadas
cepas del VNPI no se replican en esta linea célular (Rivas, 1991).
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Figura 3. Microfotografia de la linea celular CHSE-214. Cultivo celular en monoestrato, con 90% de
confluencia, sin inoculacién viral; se observa la morfologia epitelial normal de la linea celular.
Fuente: Proyecto CONACYT, CB-257781, responsable técnico Celene Salgado Miranda.

2.2.9 Ciclo de replicacion del virus de la necrosis pancreatica infecciosa

El VNPI es capaz de replicar a un amplio rango de temperaturas, de 4 °C a
37.5 °C (Scherrer et al., 1974; Scherrer y Cohen, 1975). Aunque se replica mejor
entre 10 y 25 °C, siendo su temperatura 6ptima de 15 a 20 °C (Malsberger y Cerini,
1963).

a) Union
El ciclo de replicacion de los VNPI inicia con la unién de la proteina VP2 a
polipéptidos de alto peso molecular (100-200 kDa) ubicados en la membrana
citoplasmatica de las células susceptibles (Kuznar et al., 1995). Se ha observado
que el VNPI se adhiere a diferentes receptores, e incluso algunos investigadores
sugieren que pueden tener diferentes mecanismos de entrada; esto podria explicar
su amplio rango de hospederos (Jdrpetveit et al., 2012). La union del virus a la célula

hospedera, se lleva a cabo en un lapso de 1 a 2 horas (Dobos, 2001).
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b) Penetracion
Los virus entran a la célula por endocitosis (Couve et al., 1992), a través del
mecanismo de macropinocitosis (Levican et al., 2017). El proceso endocitico en la
célula, tiene varias ventajas, primero evita la barrera del citoesqueleto de actina
cortical que se encuentra inmediatamente debajo de la membrana plasmatica y
forma una malla dificil de atravesar. Por otra parte, le da acceso a los organelos
endociticos los cuales proveen de micro ambientes que favorecen la penetracion

viral (Gutiérrez y Lopez, 2010).

c) Pérdida de la capside
Las proteasas endosomales o el bajo pH de la célula, facilitan la pérdida de
la capside (Gutiérrez y Lopez, 2010). La capside es parcial o totalmente removida
dejando expuesto el genoma viral. Este paso del ciclo de la replicacion viral es el
menos investigado hasta el momento (Cann, 2015). El proceso ocurrir en el
citoplasma de la célula hospedera (Drpetveit et al., 2012).

d) Transcripcion

Después de la entrar a en la célula, la ARN polimerasa dependiente de ARN
del viridbn se activa y produce moléculas de ARNm de longitud del genoma de cada
segmento de ARN de doble cadena (ARNds, por sus siglas en inglés: double-
stranded ribonucleic acid). La VP1 posee actividad de guanilacion donde el
guanosin monofosfato (GMP) se une a uno de los residuos de serina de la VP1
mediante un enlace serina-5-GMP fosfodiéster. Este complejo VP1pG sirve como
primer para la sintesis de ARN, de modo que los ARNm resultantes tienen un VPg
unido a sus extremos %' en lugar de la estructura de casquete o cap-5' (capping 5-
prima), y carecen de la cola 3'-poli(A). El ARNm del virus se transcribe a partir de
ARNds mediante un mecanismo semiconservativo de desplazamiento de cadena.
A las seis horas posteriores a la infeccion, los intermediarios de la transcripcion

representan el 70% de los ARN especificos del virus (Dobos, 2001).
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e) Traduccion

La sintesis de proteinas virales, se lleva a cabo de la siguiente manera:
Dobos (1977) propuso un procesamiento de poliproteina o una iniciacion interna de
la traduccion en el ARNm especifico del segmento A. Mertens y Dobos (1982)
sugirieron la presencia de un ARNm policistrénico. Finalmente, Manning y Leong
(1990) y Dobos (1995) consideraron que los modelos entienden la sintesis de estas
proteinas: 1) iniciacion traslacional independiente para cada proteina viral y/o, 2)
liberacion proteolitica rapida por una proteasa viral o del hospedero. Analisis de
secuencias de nucledtidos y péptidos han demostrado que el ORF mayor del
segmento A del VNPI es monocistrénico y codifica una poliproproteina conformada
por tres polipéptidos dispuestos en el orden siguiente: N-preVP2-NS-VP3-C’
(Dobos, 1995; Ducan y Dobos, 1986; Nagy et al., 1987). El producto del segmento
B del genoma es una ARN polimerasa (VP1) del VNPI. Este polipéptido esta
presente en el virion en dos formas: como polipéptido libre o0 como proteina unida al
genoma (VPg) (Dobos, 2001). En la linea celular CHSE-214, una tasa de sintesis
maxima de ARN especifico del VNPI se observa entre las 8 a 10 horas (Somogyi y
Dobos, 1980).

f) Ensamblaje y maduracion viral
La replicacion, ensamblaje y maduracion se lleva a cabo en el citoplasma de
las células infectadas, esto provoca un efecto citopatico caracterizado por: células
redondeadas y pérdida del monoestrato celular en un cultivo celular (Rodriguez et
al., 2003) (Figura 4).
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Figura 4. Microfotografia de la linea celular CHSE-214 con efecto citopatico. Se observan células
redondeadas (=) y perdida del monoestrato celular (%*); a los dos dias posteriores a la inoculacion
del VNPI.

Fuente: Proyecto CONACYT, CB-257781, responsable técnico Celene Salgado Miranda.

g) Liberacion de nuevas particulas virales
La liberacion de los nuevos virus se lleva a cabo por la destruccion (lisis) de
las células. Rodriguez y colaboradores (2003), reportan que un ciclo de replicaciéon
del VNPI en la linea celular CHSE-214, a 22 °C, ocurre entre las 16 a 20 horas

posteriores a la inoculacion.

2.2.10 Clasificacion serologica del VNPI

Rodriguez et al. (2003), agruparon serologicamente y clasificaron a los
aislamientos en tres serotipos: serotipo 1 (VR-299), serotipo 2 (Ab) y serotipo 3 (Sp).
Ademas, pueden diferenciarse entre si, fundamentalmente por sus caracteristicas
patoldgicas y de virulencia. La clasificacion serolégica de Hill y Way (1995) reconoce
dos serogrupos diferentes que no presentan reaccion cruzada: A y B. El serogrupo
A presenta nueve serotipos diferentes del VNPI y el serogrupo B solo uno (Cuadro
3). Existe correlacion entre estos esquemas seroldgicos de clasificacion (Rodriguez
et al., 2003).
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Cuadro 3. Clasificacion serolégica de los VNPI.

SEROGRUPO SEROTIPO NOMBRE ABREVIACION
A A1 VR-299 VR-299
West Buxton WB
A2 Spjarup Sp
A3 Abild Ab
A4 Hecht He
AS Telliana Te
A6 Canada 1 Can. 1
A7 Canada 2 Can. 2
A8 Canada 3 Can. 3
A9 Jasper Ja
B B1 TV-1 TV-1

Fuente: Datos tomados de Hill y Way (1995).

Cada serotipo estd compuesto de numerosas cepas que difieren en la
virulencia (Hill, 1982; Silim et al., 1982). La mayoria de los aislamientos de birnavirus
acuaticos obtenidos de peces de agua dulce y marinos en los Estados Unidos de
América (EUA) pertenecen al serotipo A1. Los serotipos A6, A7, A8 y A9 se
encuentran en Canada vy los serotipos A2, A3, A4 y A5 en Europa. La clasificacidon
serologica tiene gran importancia epidemioldgica, sin embargo los serotipos no
tienen una distribucion geografica clara ya que los de origen europeo se han
encontrado en América y viceversa, probablemente debido a los flujos migratorios
naturales de las poblaciones de peces, asi como a la comercializacién de huevo
oculado y peces importados como lo refriere Sano (1971) en Japdn, Bragg vy
Combrink (1988) en Africa y Espinoza y colaboradores (1985) en Chile.
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A partir de aislamientos de aquabirnavirus realizados en peces de ornato,
John y Richards (1999) sugirieron un tercer serogrupo, denominado serogrupo C,
que incluye el serotipo BSNV unicamente, aislado del pez cabeza de serpiente del
bosque (Channa lucius). El cuarto serogrupo, el D, propuesto por Dixon vy
colaboradores, incluye dos serotipos, D1 y D2, aislados de peces de ornato: gobio
marmol (Oxyeleotris marmorata), pez angel (Pterophyllum scalare), gurami enano
(Thrichogaster lalius) también conocido como Colisa lalia y en el ciclido enano de
Ramirez (Microgeophagus ramirezi) (Dixon et al., 2008).

2.2.11 Clasificacion molecular del VNPI

Las cepas de referencia y aislamientos de los principales serotipos (A1 al A9)
y los virus aislados de diferentes hospederos y paises, se han agrupado en 6
genogrupos: en el genogrupo 1 se incluyen aislamientos de los EUA (A1) y de
Canada (A9), en el genogrupo 2 aislamientos de Asia y Europa (A3), en el
genogrupo 3 aislamientos de Canada (A6) y un europeo (A5), el genogrupo 4 incluye
aislamientos de Canada (A7 y A8), el genogrupo 5 contiene cinco aislamientos
europeos y un aislamiento de Asia (A2) y el genogrupo 6 un aislamiento (A4) (Blake
et al., 2001a; Blake et al., 2001b). Posteriormente, Nishizawa y colaboradores
(2005) propusieron un genogrupo mas, el genogrupo 7 a partir de aislamientos de
Japon y Corea. El primer aislamiento mexicano fue clasificado como serotipo A1
basado en la secuencia parcial del gen de la VP2 (Ortega et al., 2002) y agrupado
en el genogrupo 1 (Nishisawa et al., 2005), asimismo otros virus obtenidos en el
Estado de México (Barrera-Mejia et al., 2011). Es necesaria la confirmacion
antigénica y serologica de esta observacion.

Los diferentes serotipos del VNPI, presentan diferencias en la virulencia en
peces de la misma especie e influyen en el curso de la enfermedad y en su
prondstico. Hay cepas altamente virulentas con un 90% de mortalidad y cepas
avirulentas. Los serotipos A1 y A2 causan mas mortalidad en truchas arcoiris que
el serotipo A3 (Jagrgensen y Kehlet, 1971) y dentro de un mismo serotipo hay
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diferencias en el grado de virulencia (Santi et al., 2004). La heterogenicidad
antigénica tiene base molecular y los epitopos de neutralizacion variables vy
conservados se localizan en la proteina VP2 (Christie et al., 1990; Frost et al., 1995).
Al comparar los aminoacidos que forman la proteina VP2 de los diferentes serotipos
del serogrupo, se observa que los aminoacidos de los extremos son iguales y muy
estables y los de la parte media muy variables y difieren en cada serotipo (Coulibaly
et al., 2010).

2.212 Sobrevivencia del virus en el ambiente
Es necesario conocer la estabilidad que el VNPI posee tanto en su medio
natural, asi como las condiciones Optimas en el laboratorio para conservar la

infectividad.

El'VNPI es menos estable en agua dulce que en agua de mar. El VNPI resiste
un amplio rango de salinidad y temperatura, incluso puede permanecer viable,
durante varias semanas a 40 °C en agua dulce y hasta cuatro meses en agua
salada; esto explica su presencia en reservorios vivos como inanimados (Mortensen
et al., 1998). Smail y colaboradores (1993), demostraron que el virus puede
sobrevivir en ensilaje de peces por mas de 15 dias a 20 °C y por 147 diasa4 °Cy
Dixon y colaboradores (2012) probaron que el VNPI sobrevivié por mas de 14 dias
en condiciones de ensilaje. EI VNPI permanece viable por varios meses en agua
filtrada a 4 °C, puede sobrevivir varias semanas en sedimento a 10 °C, 71 dias a 20
°C y dos horas a 60 °C (Dixon et al., 2012).

En el laboratorio, se puede conservar la infectividad durante meses en
soluciones tampon, incluyendo los medios de cultivo comerciales, a una
temperatura de 4 °C. Asimismo, se pueden conservar congelados a -70 °C durante
varios afnos. Al ser un virus sin envoltura lipidica, el VNPI resiste al tratamiento con
éter o cloroformo. Sin embargo, el VNPI es sensible a condiciones acidas y se ha
probado su inactivacion a una pH de 12 (Dixon et al., 2012).
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M. RESULTADO PATOLOGICO EN EL HOSPEDERO

3.1 SIGNOS CLINICOS

La enfermedad se presenta en especies de salmonidos, donde el grado de
susceptibilidad al virus varia de una especie a otra y se observan diversos signos
clinicos (Fridholm, 2008). Los signos clinicos caracteristicos, se presenta en la
trucha arcoiris, trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis), trucha café, salmon del
Atlantico (Salmo salar) y en varias especies de salmén del Pacifico (Roberts y
Pearson, 2005). Esta enfermedad es tipica en los salmonidos jovenes; en los
alevines y en crias de primera alimentacion, puede causar una mortalidad hasta del
100% (Wolf y Quimby, 1969), esto depende si el hospedero es homdlogo o
heterologo (Cuadro 4).

Cuadro 4. Virulencia de birnavirus acuaticos en infecciones experimentales
realizadas en hospederos homologos y heterdlogos.

Aislado en Especie Tamaiio, Rutade | Dosis por | Mortalida | Duracion | Referenc
infectada | edad y | exposici pez d dela ia
etapa del on TCIDso»» | especific | observaci
hospeda /ml a (%) on
dor
Especies homdlogas infectadas
Salvelinus S. fontinalis Alevin INM NR 7a98 14D Wolf y
fontinalis Quimby,
1969
S. fontinalis | S. fontinalis 05g INM/15 1069 3 1D Reno et
(NB) minutos al.,, 1978
S. fontinalis | S. fontinalis 5 ME IP 10683 0 25D Swanso
(Penn-2) ny
Gillespie
, 1982
S. fontinalis | S. fontinalis 6 ME IP 10683 0 25D Swanso
(VR-299) ny
Gillespie
, 1982
S. fontinalis | S. fontinalis 14 ME IP 10683 0 25D Swanso
(VR-299) ny
Gillespie
, 1982
O. mykiss O. mykiss 0.11g INM/1 1048 15 Q0D Sano et
HO al., 1981
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O. mykiss O. mykiss 5a7cm INM 10%9 20 21D Vesterg
(Sp) ard-
Jorgens
eny
Kehlet,
1971
O. mykiss O. mykiss 5a7cm INM 10%9 0 21D Vesterg
(Ab) ard-
Jorgens
eny
Grauball
e, 1971
O. mykiss O. mykiss 02¢g INM 10* 9 35D Kohlmey
(Ab) er et al.,
1986
O. mykiss O. mykiss 02¢g INM 10* 42 35D Kohimey
(Sp) er et al.,
1986
Salmo salar | S. salar Alevin INM 10°a 108 0a15 30D Smail et
al., 1986
Brevoortia B. tyrranus 5a25 IP 10° 100 7D Stephen
tyrranus cm s et al,
1980
Anguilla A. japonica 109 IP 1078 55a75 NR Sano et
Japonica al., 1981
Paralichthy | P. 59 IP NR 60 21D Kusuda
s olivaceus | olivaceus etal,
1989
Misgurnus M. 10a15g IP 10* 75 7D Chen et
anguillicaud | anguillicaud al., 1984
atus atus
Morone M. saxatilis | 5Da6 Oral, 102 a 10° 0 33 SE | Wechsle
saxatilis ME INM retal.,
1987
Especies heterdlogas infectadas
Oncorhync | Salvelinus 25 mm INM NR 42 a 51 20D Wechsle
hus mykiss | fontinalis retal.,
(Sp) 1987
O. mykiss Salmo salar | Alevin INM 10°a10® | 0a1.5 30D Smail et
(Sp) al., 1986
O. mykiss 0. 0.8a1.2 SC 103 100 <6D Klontz et
tshawytsch cm al., 1965
a
O. clarki O. nerka Alevin NR NR 0 NR Parisot
etal,
1963
O. clarki O. kisutch Alevin NR NR 0 NR Parisot
etal,
1963
O. clarki 0. Alevin NR NR 0 NR Parisot
tshawytsch etal,
a 1963
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Anguilla O. mykiss 011g INM/1 10%1 0 90D Sano et
japonica HO al., 1981
Esox niger | S. fontinalis NR INM/6 10° 16.6 a 14 D Silim et
horas 40 al., 1982
E. niger S. NR INM/6 108 1.6 14 D Silim et
namaycush horas al., 1982
E. lucius O. mykiss 02¢g INM 10* 0 35D Kohimey
(Hecht) er et al.,
1986
Morone S. fontinalis 20D INM 10° 94 60 D McAllist
saxatilis ery
McAllist
er, 1988
Rutilus O. mykiss Alevin INM 104 10 30D Hill,
rutilus 1982
Perca O. mykiss Alevin INM 104 6 30D Hill,
fluviatilis 1982
Cyprinus O. mykiss Alevin INM 10* 60 30D Hill,
carpio 1982
Salvelinus O. mykiss 100 g IP 108 0 84 D Wolf y
fontinalis Quimby,
1969
Paralichthy | S. fontinalis Alevin NR NR Ligerame NR McAllist
s nte er et al.,
lethostigma virulento 1984
A. japonica | Misgurnus 10a15g IP 10* 20 7D Chen et
anquillicaud al., 1984
atus (EVE)
Ostrea Crassostre 1a2cm INM 10* 18 50D Hill et
edulis a gigas al., 1982
Crassostre | Ostrea 5a6cm INM 10* 34 50D Hill et
a virginica edulis al., 1982
Tellina Crassostre NR INM NR 0 90D Hill,
tenuis a gigas 1976
S. fontinalis | Hippocamp NR IP 10° 0 34D Moewus
us erectus -Kobb,
1965
S. fontinalis | Haemulon NR IP 10° 0 22D Moewus
flavolineatu -Kobb,
m 1965

A: afo, cm: centimetro, D: dia, INM: inmersion, HO: hora, IP: intraperitoneal, ME: mes, NR: no

reportado, SC: subcutaneo, SE: semana.

Fuente: Modificado de CABI, 2018.

El VNPI se caracteriza por causar diversos cambios conductuales e

importantes lesiones internas y externas a nivel histolégico (Munro y Midtlyng,

2011). Los signos incluyen: anorexia, ataxia, hiperventilacion, obscurecimiento de

piel (hiperpigmentacion) (Figura 5), hemorragias en areas ventrales y aletas (Wolf,

1988; Rodriguez et al., 2003; Roberts y Pearson, 2005); un comportamiento
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natatorio horizontal, el pez se encuentra en la parte inferior del estanque, respiraciéon
acelerada, exoftalmia moderada (Figura 6), distencion abdominal, branquias palidas
y heces blanquecinas (Dobos, 2001).

Figura 5. Hiperpigmentacion en trucha arcoiris al dia ocho posterior a la infeccion con el VNPI. Pez
superior normal (grupo Control), pez inferior con obscurecimiento (grupo infectado con cepa Sp).
Fuente: Proyecto CONACYT, CB-257781, responsable técnico Celene Salgado Miranda.

0 1 2 3 4 5 6

Figura 6. Exoftalmia en cria de trucha arcoiris al dia ocho posterior a la infeccion con el VNPI. Pez
superior normal (grupo Control), pez inferior con exoftalmia (grupo infectado con cepa Sp).
Fuente: Proyecto CONACYT, CB-257781, responsable técnico Celene Salgado Miranda.
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3.2 HALLAZGOS MACROSCOPICOS

Los hallazgos a la necropsia son: moco lechoso en intestino y estobmago, el
bazo, corazon, higado y rindn pueden estar palidos (Figura 7), por lo general el
intestino y estdmago se encuentran vacios (sin alimento), el intestino se encuentra
con exudado catarral y lesiones en la mucosa, hay sustancia mucosa y hemorragias
petequiales en el tracto digestivo, congestién en el higado y de color amarillo,
hemorragias petequiales en tejido graso pilérico, ascitis en cavidad abdominal,
ciegos piloricos con hemorragias petequiales. También se pueden observar,
lesiones necréticas en gonadas y cerebro (Maret, 1997; Dobos, 2001; Roberts y
Pearson, 2005; Munro y Midtlyng, 2011; Vega et al., 2011).

Figura 7. Higado palido en trucha arcoiris al dia ocho posterior a la infeccién con el VNPI. Pez
superior con higado palido (grupo infectado con cepa Sp), pez inferior normal (grupo Control).
Fuente: Proyecto CONACYT, CB-257781, responsable técnico Celene Salgado Miranda.
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3.3 HALLAZGOS MICROSCOPICOS

Después de un periodo de viremia no detectable, aproximadamente al cuarto
dia post infeccion, se observan areas de necrosis en pancreas exocrino y otros

organos (Reno, 1999); sin embargo, el virus puede estar en distintos 6rganos.

En muchos casos no se aprecia infiltracion de células inflamatorias (Wolf,
1988). En peces adultos que sufrieron infeccion a edad temprana, en intestino se
encontraron abundantes células epiteliales con nucleos cariorrécticos. Este hallazgo
sugiere que pueden ser sitios de replicacion viral en los portadores, pero esto no se
ha confirmado (Smail et al., 1995).

A nivel histologico, se observa necrosis focal en las células de los acinos e
islote del pancreas (Figura 8), y en el higado, remanentes de estructura de sostén
y tejido adiposo del pancreas, necrosis en tejido adiposo peripancreatico, infiltrado
de células mononucleares en pancreas, necrosis de la mucosa intestinal y cecal,
enteritis catarral en intestino y ciego pilorico, infiltracion de células mononucleares
en intestino y ciego pildricos, incremento gradual de melanomacréfagos en rifidn,
necrosis en el tejido hematopoyético del rifidn y signos de necrosis y degeneracion
de tejido adiposo intra-abdominal (Maret, 1997; Roberts y Pearson, 2005; Munro y
Midtlyng, 2011; Vega et al., 2011). Ademas, se describen diferencias entre algunos
salmonidos, por ejemplo, en la trucha arcoiris las lesiones tipicas relacionadas a la
enfermedad incluyen necrosis del tejido acinar del pancreas y el exudado catarral
del intestino. En el caso del salmon del Atlantico se han observado areas de
necrosis focal o difusa en higado, que ademas se observa palido y muy fragil al
tacto, necrosis en el tejido hematopoyético del rinon (Roberts y Pearson, 2005;
Smail et al., 2006). Ademas, existe evidencia de salmones infectados con aislados
del VNPI que no expresan la proteina VP5 (que tiene actividad apoptética) y que
presentan hepatocitos en estado apoptético. Esta respuesta estaria desencadenada
por el sistema inmune innato del pez mas que por el VNPI (Noguera y Bruno, 2010).
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Figura 8. Microfotografia de las células de los acinos del pancreas. Se observa necrosis pancreatica
tipica (+) en las células de los acinos del pancreas, provocada por el VNPI. Escala de la barra = 10
vm.

Fuente: Imagen tomada de Munro y Midtlyng (2011), proporcionada por Patricia Noguera, Marine
Scotland, Escocia.

3.4 DIAGNOSTICO DEL VIRUS DE LA NECROSIS PANCREATICA
INFECCIOSA

De acuerdo al Manual de Pruebas de Diagnostico para los Animales
Acuaticos, publicado por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), las
técnicas para la identificacion del VNPI a partir de peces sin signos clinicos se
fundamentan en el aislamiento viral en lineas celulares de peces. El virus, se puede
aislar con lineas celulares como: RTG-2 (Rainbow Trout Gonad), CHSE-214
(Chinook Salmon Embryo) y BF-2 (Bluegill Fry), y posteriormente realizar la
identificacion inmunoldgica de los aislamientos mediante las pruebas de
inmunofluorescencia indirecta (Figura 9), seroneutralizacion e inmunoenzimatica
(ELISA, por sus siglas en inglés: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; en

espanol: ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas) (OIE, 2006).
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© Celene Salgado-Miranda

Figura 9. Inmunofluorescencia indirecta del VNPI 24 horas posteriores a la inoculacion de un
monocultivo de células CHSE-214.
Fuente: Proyecto CONACYT, CB-257781, responsable técnico Celene Salgado Miranda.

Sin embargo, el cultivo del virus es costoso y laborioso; por lo que se han
desarrollado nuevos meétodos de deteccion del virus, como la técnica de
transcriptasa inversa, reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR, por sus siglas
en inglés: Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) (Reno, 1999).

Rodriguez y colaboradores, evaluaron seis técnicas diagnosticas para la
deteccion del VNPI: inmunofluorescencia indirecta, citometria de flujo,
inmunoperoxidasa, inmunoblot, inmunoestafilococo-proteina A y RT-PCR.
Concluyeron que la RT-PCR y la citometria de flujo son los métodos mas apropiados
y sensibles para la deteccion de birnavirus en peces enfermos, y que la citometria
de flujo puede detectar peces infectados a partir de leucocitos sanguineos
(Rodriguez et al., 2001). En México se desarrollé un protocolo para la identificacion
del VNPI que consiste en un cultivo celular de corta duracién, seguido de un RT-
PCR multiple(Barrera-Mejia et al., 2009).
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Las siguientes técnicas fueron empleadas para detectar el VNPI a partir de
agua: la ultrafiltracion de flujo tangencial (UFT) (Watanabe, 1988) y la UFT
combinada con filtracion de exclusion (Chamorro et al., 2006).

3.5 MEDIDAS DE CONTROL DEL VIRUS DE LA NECROSIS PANCREATICA
INFECCIOSA

No hay una medida de control especifica para el VNPI (Dobos, 2001). Lo que
ha funcionado es el control de peces infectados, eliminacién de reproductores

positivos al virus y desinfeccion de estanques de cultivo (Munro y Midtlyng, 2011).

El VNPI se transmite principalmente en forma horizontal, por lo que la
cuantificacion del virus en el agua es fundamental para un adecuado manejo
sanitario de la salmonicultura y del ambiente (Chamorro et al., 2006). La infectividad
del virus puede ser reducida por varios agentes desinfectantes como el yodo, cloro,
ozono Yy formalina (Economon, 1973) y por calor seco o humedo a 60 °C por cuatro
horas (Munro y Midtlyng, 2011).

Hasta la fecha no se ha obtenido una vacuna totalmente efectiva contra el
VNPI, con las vacunas comerciales actuales, se observan resultados variables y no
previenen por completo las pérdidas (Munro y Midtlyng, 2011). En parte, esto es

debido a las caracteristicas antigénicas del virus antes mencionadas.
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IV. FACTORES MICROBIANOS Y RESPUESTA INMUNE DEL HOSPEDERO

41 FACTORES DE VIRULENCIA DEL VIRUS DE LA NECROSIS
PANCREATICA INFECCIOSA

Los factores de virulencia son moléculas producidas por bacterias, virus,
hongos y protozoos que aumentan su eficacia de patogenicidad y les permite lograr
en el hospedero lo siguiente: colonizacion de un nicho, capacidad para entrar y salir
de las células donde se multiplica, evasion o inhibicion de la respuesta imune y la
obtencidn de nutrientes a partir del hospedero (Keen, 2012).

4.1.1 Virulencia del virus de la necrosis pancreatica infecciosa

Conocer la capacidad que el VNPI tiene para provocar dafio y consecuente
enfermedad, su frecuencia, asi como su gravedad, en algunos eventos clinicos se
dificulta; ya que no en todos los brotes se conoce o se llega a conocer origen del
virus y no se lleva un registro de la mortalidad observada. Por lo que se han
propuesto métodos para determinar la virulencia o un indicador de esta mediante el
analisis de su genoma viral. Sano y colaboradores (1992) determinaron que el
segmento A del genoma del virus incluye genes que codifican para factores de
virulencia. Bruslind y Reno (2000) realizaron una infeccion experimental en 400
alevines de trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis) con tres cepas del genotipo Buhl
(Genogrupo 1). La exposicidn al virus durd 62 dias y ocasiond mortalidad acumulada
de 67%, 78% y 93%, siendo ésta ultima estadisticamente significativa,
considerandola una cepa virulenta. Se secuenciaron los genes de las proteinas VP2
y VP3 para determinar los posibles determinantes de virulencia. Los autores
sugirieron que la causa mas probable de la variacion en la virulencia de estas 3
cepas es la posicion 217 en el gen de la proteina VP2, debido a que la cepa virulenta
presento treonina en la posicidon 217, mientras que las cepas menos virulentas
(moderadamente virulentas) tenian el residuo alanina en esa posicion. En el trabajo

realizado por Santi y colaboradores (2004), se determiné la mortalidad ocasionada
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por nueve aislamientos noruegos del serotipo Sp, a partir de una infeccidn
experimental realizada en alevines de las especie Salmo salar. Se amplifico y
secuencio por completo el segmento A, tanto de los aislados originales como de
estos mismos recuperados, luego de realizar la infeccion. Se determiné que los
aislados virulentos presentaban residuos de treonina en la posicion 217 y de alanina
en la posicion 221, y los aislados avirulentos mostraban el residuo prolina en la
posicion 217. Ademas, los autores sugirieron que los aislados virulentos poseian
una proteina VP5 truncada de aproximadamente 12 kDa, al encontrar esta
caracteristica en 4 de 5 aislados que ocasionaron una alta mortalidad.
Posteriormente, en otra investigacion, mediante la creacion de tres recombinantes
genéticos del serotipo Sp: uno que codificaba para la proteina VP5 de 15 kDa, otro
que no poseia el codon de inicio para sintetizar la proteina VPS5 y tercero que
codificaba para la proteina VP5 truncada de 12 kDa, descartaron cualquier
correlacién de la proteina VP5 con la virulencia del virus, lo anterior debido a que
las tres cepas recombinantes ocasionaron mortalidades en post-smolt de salmén
sobre el 80% (Santi et al., 2005).

Song y colaboradores (2005) estudiaron la importancia de los aminoacidos
en las posiciones 217 y 221 mediante la utilizacion de varios aislamientos de virus
recombinantes del serotipo Sp, y ademas realizaron nueve pases seriados en
células CHSE-214 para descubrir la importancia de la posicién 221 en la virulencia
y atenuacion del virus. Estos virus recombinantes fueron inoculados en alevines de
Salmo salar silvestre y, posterior al desarrollo de la infeccion durante 32 dias, fueron
recuperadas nuevamente para su aislamiento y secuenciacion. Se determiné que la
combinacion de ciertas posiciones de residuos de aminoacidos determinaba la
virulencia: las cepas que presentaron treonina en posicion 217 y alanina en posicion
221 fueron virulentas, ocasionando en 70% de mortalidad, las cepas con sustitucion
prolina 217 y alanina 221 mostraron una virulencia moderada (47% de mortalidad)
y las cepas que presentaron treonina 221 fueron avirulentas independiente del
residuo en posicion 217. Adicionalmente se descartd que la posicidn 247 estuviera
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directamente correlacionada con la virulencia. No obstante, en los trabajos de Dadar
et al. (2013) y Dadar et al. (2014) se ha clasificado la mortalidad de los aislados
secuenciados como de moderada virulencia, a pesar de mostrar treonina 221,
asociada a aislados avirulentos. Estos autores sugieren la relacion de esta virulencia

moderna al residuo alanina en la posicion 247.

Posteriormente, Mutoloki y colaboradores (2016), investigaron la asociacion
entre la manifestacion clinica de la enfermedad y el gen que codifica para la proteina
VP2 del virus. Para ello, se cultivaron peces de la especie salmén del Atlantico, por
un periodo de tres afios, tanto en agua dulce como en agua de mar, los cuales
fueron situados en lugares cuyo historial, en relacién a la enfermedad, era de muy
alto o de muy bajo riesgo. Los virus aislados de peces con manifestaciones
subclinicas presentaron el siguiente motivo de virulencia, P217T221A247, en
cambio aquellos virus que fueron aislados de peces con claros signos de la
enfermedad presentaron un motivo altamente virulento, T217A221T247. Los
analisis filogenéticos presentaron dos clados: uno asociado a los aislados
subclinicos y otro relacionado con los aislados que provocaron signos evidentes de
la enfermedad. Ademas, este estudio se refiere a dos hallazgos importantes: por un
lado, un grupo de peces infectados con el VNPI en agua dulce, presentan signologia
al ser trasladados al agua de mar. Asimismo, se ha visto que los sitios de agua dulce
y marina pueden convertirse en reservorios del VNPI, por lo que son fuentes de

infeccion.

La sustitucién en la posiciéon 221, ademas de estar relacionada con la
virulencia de una cepa, también esta involucrada en la persistencia de la infeccion
(Song et al., 2005), ya que se ha observado una rapida sustitucion del aminoacido
Alanina, que es el que se correlaciona con la virulencia, por el aminoacido treonina.
Esta sustitucion se detecto luego de dos pases del virus en cultivo en células CHSE-
214, e incluso se mantuvo luego de realizados 10 pases (Santi et al., 2005).
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Los autores explican esta situacion asociando al residuo 221 la funcién de
reconocer al respecto que media la entrada del virus a las células CHSE-214, pero
no asi para la linea celular RTG. Esta misma situacion, incluso, se ha observado en
peces portadores (Song et al., 2005). Santi y colaboradores (2004), manifestaron
que el virus cambia y esto le permite sobrevivir largo tiempo en el hospedador, por
ejemplo: en situaciones en que hay pocos hospederos disponibles para infectar.
Aun asi, en este trabajo los virus del genotipo 5 mostraron en la posicion 217 el
aminoacido treonina que se relaciona con virulencia, pero en el residuo 221 se
observo casi la misma proporcion de alanina y treonina en posicion 221, ademas
gue dos aislados mostraban ¢ como residuo en esa posicion, a pesar de que la
mayoria de los aislados se recuperaron luego de dos o cuatro pases. En el trabajo
de Santi y colaboradores (2004), obtuvieron diferentes sustituciones en la posicion
221 después de dos pases para nueve aislados del serotipo Sp, por lo que proponen
que es el resultado de una constante presencia de clones que estan siendo
seleccionados para adaptarse al cultivo.

A pesar de que mayoritariamente se ha determinado que el segmento A del
genoma del virus es el responsable de la virulencia, se han encontrado aislamientos
virulentos en la especie Salmo salar con residuos de Prolina en la posicién 217 y
alanina en residuo 221 (Smail et al., 2006), por lo que es muy probable que existan
otros determinantes para reconocer cepas virulentas, posiblemente en el segmento
B del virus. Liu y Vakharia (2004) mostraron que en el IBDV (Infectious Bursal
Disease Virus), perteneciente a la misma familia Birnaviridae, la proteina CP1 esta
involucrada en la eficiencia de la replicacion viral, ademas que modula su virulencia
in vitro. Asimismo, Shivappa et al. (2004) sugiere la posibilidad de que la proteina
VP1 pueda tener un rol en la virulencia del VNPI. Los resultados de la infeccion
experimental en alevines y post-smolt de Salmo salar realizadas en su trabajo
mostraron que el aislamiento que presentd mayor virulencia, 79% de mortalidad
acumulada en post-smolts, tenia las sustituciones treonina 217 y treinina 221. En

cambio, el aislamiento que ocasiond una mortalidad moderada, 46% en post-smolts,
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mostro las sustituciones prolina 217 y alanina 221, al igual que el aislado virulento.
Por esta razén los autores sugirieron que no era posible explicar la virulencia del
virus solo basandose en VP2, y consideraron que VP1 podia aportar informacién al
respecto, ya que encontraron que los dos aislados virulentos diferian en las mismas

posiciones 125,154 y 240 en VP1 en contraste con la cepa avirulenta.

4.1.2 Impacto del VNPI en la truticultura

El VNPI provoca la necrosis pancreatica infecciosa, una enfermedad viral
aguda y altamente contagiosa de los salmonidos jovenes, tiene una importancia
economica para la industria acuicola de salmonidos, tiene una distribucion mundial
y se presenta mas en las granjas de salmonidos de América del Sur y Norte, Europa
y Asia (Crane y Hyatt, 2011; Sahoo y Goodwin, 2012). Actualmente, el VNPl y la
NPI, se consideran de distribucion mundial (Figura 10).

Las epizootias ocurren en los criaderos donde gran numero de peces
comparten estanques. Los alevines son los mas susceptibles, los brotes ocurren
comunmente en el momento en que los alevines empiezan a alimentarse a las tres
o cuatro semanas después del contacto y pueden dar como resultado mortalidades
superiores al 90%. Los peces mayores de seis meses, infectados, generalmente el
cuadro es subclinico sin mortalidad. Estos peces y los alevines sobrevivientes de
brotes, se convierten en portadores de por vida y son reservorios de nuevas
infecciones. A pesar de la respuesta inmune humoral, el VNPI se encuentra en la
mayoria de los 6rganos viscerales y periodicamente se liberan virus en las heces y

a través de los fluidos gonadales (Munro y Midtlyng, 2011).
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Figura 10. Identificacion del virus de la necrosis pancreatica infecciosa en paises y continentes.
Figura propia de la tesina, autores: Pérez-Lozano M y Pérez-Lozano AA, 2018. Africa: Sudéfrica
(Bragg y Combrink, 1988). América del Sur: Chile (McAllister y Reyes, 1984). Asia: China (Jiang et
al., 1989), Iran (Akhlaghi y Hosseini, 2007), Japén (Sano, 1971), Laos (Wattanavijarn et al., 1988),
Republica de Corea (Hah et al., 1984), Tailandia (Wattanavijarn et al., 1988), Taiwan (Hedrick et al.,
1983), Turquia (Candan, 2002). Canada: Alberta, Columbia Britanica, Manitoba, Nuevo Brunswick,
Terranova y Labrador (M'Gonigle, 1940), Territorios del Noroeste, Nueva Escocia, Ontario, Isla del
Principe Eduardo, Quebec (Reno, 1999). E.U.A.: Alabama, Arizona, Arkansas, California, Carolina
del Norte, Carolina del Sur, Colorado, Connecticut, Florida, Dakota del Norte, Dakota del Sur,
Georgia, Idaho, lllinois, Maine, Maryland, Massachusetts, Michigan, Minnesota, Montana, Nevada,
Nuevo Hampshire, Nueva Jersey, Nuevo México, Nueva York, , Oregon, Pennsylvania, Isla Rhode,
Tennessee, Texas, Utah, Vermont, Virginia, Washington, Virginia del Oeste, Wisconsin (Reno, 1999).
Europa: Alemania (Schlotfeldt et al., 1975), Checoslovaquia (ex) (Pospisil et al., 1986), Dinamarca
(Vestergard-Jargensen y Bregnballe, 1969), Espafia (Pérez y Rodriguez, 1997), Francia (Besse y de
Kinkelin, 1965), Grecia (Varvarigos y Way, 2002; Varvarigos et al., 2011), Italia (Ghittino, 1972),
Irlanda (Ruane et al., 2009), Kosovo (Rexhepi et al., 2011), Noruega (Hastein y Krogsrud, 1976),
Paises bajos (Haenen et al., 2016), Paises balticos (Lituania, Finlandia) (Lvov et al., 2015), Portugal
(Sousa et al., 1996), Polonia (Antychowicz et al., 2000), Reino Unido (Ball et al., 1971), Republica
Checa (Reschova et al., 2008), Républica Croata, Bosnia, Herzegovina (Lojki¢, et al., 2012), Rusia
(Marmansk) (Shchelkunov, 2006), Suecia (Ljungberg y Vestergard-dgrgensen, 1973), Suiza
(Mortensen et al., 1993), Yugoslavia (Serbia y Montenegro), Bélgica, Finlandia, Luxemburgo (Reno,
1999). México: Chihuahua, Durango (Ortega et al., 2013), Estado de México (Ortega et al., 2002),
Hidalgo, Morelos, Michoacan, Puebla, y Veracruz (Ortega et al., 2013). Oceania: Nueva Zelanda
(Tisdall y Phipps, 1987; Anderson, 1996; Anderson, 1998; Horner, 2003), Tasmania (Crane et al.,
2000).

Fuente: Proyecto CONACYT, CB-257781, responsable técnico Celene Salgado Miranda.

Las epizootias o brotes ocurren regularmente en criaderos que utilizan

huevos de reproductores portadores del virus o utilizan aguas superficiales
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habitadas por peces portadores. Las condiciones ambientales estresantes, como la
temperatura, la nutricidn, la salinidad, el limo, el hacinamiento, etc., frecuentemente
agravan la infeccion por VNPI. Los Aquabirnavirus (VNPI y virus tipo VNPI) estan
distribuidos globalmente a partir de 1993, el virus ha sido aislado de 16 especies de
salmonidos, 38 especies de no salménidos y 12 especies de mariscos. En los peces
no salmonidos, la infeccidn por el Aquabirnavirus no causa signos clinicos excepto
en la cola amarilla, arenque americano y la anguila. Aunque el virus ha sido aislado
de varios mariscos, solo se ha demostrado que causa cambios patologicos en las
ostras (Ostrea edulis) y en los moluscos bivalvos (Tellina tenuis) (Eskildsen vy
Vestergard-Jgrgensen, 1973).

4.1.3 Otros birnavirus

Los otros virus que pertenecen a la familia Birnaviridae, provocan también
enfermedades y pérdidas economicas: la enfermedad infecciosa de la bolsa de
Fabricio o también denominada enfermedad de Gumboro, es una infeccion viral
aguda y altamente contagiosa de los pollos jovenes. Se caracteriza por la
destruccion de las células linfoides (principalmente linfocitos B y sus precursores)
en la bolsa de Fabricio. La bolsa de Fabricio, es un érgano pequefio, ciego y
semejante a un saco, ubicado en la pared superior de la cloaca, es importante en el
sistema inmunitario de las aves jovenes, ya que en este organo los linfocitos
productores de anticuerpos B se desarrollan y maduran. Los pollitos susceptibles
menores a tres semanas no presentan signos clinicos, pero presentan un cuadro
subclinico que es econdmicamente importante como resultado de la
inmunosupresion severa. Las aves enfermas eliminan el virus a través de las heces,
y la ingesta oral de alimento contaminado, asegura la propagacion de la infeccion a
aves sanas. La resistencia del virus al calor, a la desecacion y una no correcta
desinfeccién, explica la presencia del virus en el ambiente. No se ha reportado la
transmision vertical del virus a través del huevo, y no existe evidencia de que las
aves recuperadas queden infectadas. El virus ha sido detectado en otras aves

domésticas como: pavos y patos, causando infeccidn subclinica sin
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inmunosupresion. El virus no afecta a los seres humanos y no tiene importancia
para la salud publica. En las granjas avicolas, los brotes iniciales son los mas
agudos y los brotes recurrentes son menos graves y con frecuencia no se detectan.
El periodo de incubacién es corto, y los signos clinicos de la enfermedad se
observan a los dos a tres dias después de la exposiciéon. En las poblaciones
altamente sensibles, la enfermedad aparece repentinamente y la tasa de morbilidad
puede alcanzar el 100%. La mortalidad acumulada puede estar entre 20 y 30%, por
lo general el pico se observa entre el quinto y séptimo dia después de la infeccidon
(Eterradossi y Saif, 2013). Drosophila melanogaster, es el hospedero natural de
VDX. El virus fue descubierto como contaminante de las colonias de moscas de la
fruta en Francia en 1976 (Teningeset et al, 1979). Las moscas infectadas se
vuelven sensibles a la anoxia y finalmente mueren. El virus se transmite tanto
horizontal como verticalmente. La distribucion geografica es desconocida. Los
organos diana no se conocen con exactitud, aunque el virus ha sido observado por
microscopia electrénica en secciones delgadas de varios 6rganos de moscas
infectadas (Dobos, 2001).

4.2 NATURALEZA DEL DANO: RESPUESTA INMUNE DEL HOSPEDERO

El sistema inmune de los peces teledsteos comparte componentes con los
mamiferos y aves. Sin embargo, tienen sus particularidades. A continuacion,

revisamos de manera general el sistema inmune de estos peces.

4.2.1 Organos linfoides en peces teledsteos

Los peces teledsteos carecen de médula ésea y ganglios linfaticos, no siendo
posible diferenciar entre érganos hematopoyéticos y érganos linfoides primarios y
secundarios. Algunos autores denominan a los 6rganos que ejercen estas funciones
como organos linfo-hemopoyéticos y otros como érganos linfoides. Los principales
organos linfoides en peces teledsteos son: timo, riidn y bazo (Figura 11) (Bone y
Moore, 2007).
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Timo: érgano par, homogéneo, localizado en la comisura dorsal del opérculo.
La histogénesis del timo comienza varios dias antes de la eclosion en la trucha
arcoiris, pero hasta los 14 dias post-eclosién no se observan células linfoides
diferenciadas. Mediante la timectomizacion de truchas de diversas edades, se ha
demostrado la implicacion del timo en la respuesta celular y humoral a lo largo de la

vida de los peces hasta que son adultos (Vega et al., 2010).
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Figura 11. Organos linfoides de un pez teledsteo. Figura propia de la tesina.
Fuente: Proyecto CONACYT, CB-257781, responsable técnico Celene Salgado Miranda.

RifAdnN: el rindn cefalico es el 6rgano hematopoyético primario de los peces y
es el principal sitio de diferenciacion de eritrocitos, granulocitos, linfocitos B y
monocitos. Asimismo, es el principal 6rgano productor de anticuerpos. Es el analogo
de la médula ésea, de los ganglios y en parte de la glandula adrenal de los

vertebrados superiores (Vega et al., 2010).

Bazo: 6rgano abdominal unico, aunque en ocasiones pueden encontrarse
dos 0 mas bazos menores. La funcién inmune del tejido linfoide esplénico ha sido
motivo de controversia, principalmente por las diferencias encontradas entre las

distintas especies. Estudios ontogénicos en el salmén del Atlantico, carpa y trucha
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arcoiris, sugirieren que el bazo no es esencial en la maduracion inmunoldgica (Vega
et al., 2010).

Los mecanismos de inmunidad existen en multiples y variadas formas a lo
largo de la evolucién, desde los organismos pluricelulares los mas primitivos hasta
los organismos superiores. Las células fagociticas y algunas moléculas en
circulacién son parte importante de la inmunidad innata que aparece temprano y se
conserva en especies superiores. La inmunidad innata es la primera linea de
defensa contra las infecciones en vertebrados. Los peces no mandibulados

presentan solo inmunidad innata (Vega et al., 2010).

El epitelio intacto y el moco forman la barrera de defensa primaria del pez
contra parasitos, bacterias y hongos. EI moco contiene carbohidratos, péptidos
antibacterianos (defensinas) y proteinas, principalmente mucina, precipitinas,
aglutininas, proteina C reactiva y lisozima, las células constituyen una barra de

defensa quimica primaria (Vega et al., 2010).

Los péptidos antimicrobianos de 12 a 50 aminoacidos, tienen actividad sobre
bacterias, hongos, virus y protozoarios. Estos péptidos también participan en la
respuesta inflamatoria, incluyendo el reclutamiento de neutrofilos y fibroblastos, la
desgranulacion de células cebadas, el incremento de la actividad fagocitica y la
disminucion de la fibrindlisis (Vega et al., 2010).

Existen otras moléculas que contribuyen a la respuesta inmune innata en la
superficie epitelial y el moco de muchas especies de peces. Algunas de esta
moléculas son anticuerpos, apolipoproteinas, varias isoformas de lisozima,
compuestos antimicrobianos como la escualamina (Vega et al, 2010). La
escualamina es un esteroide cationico, identificado por primera vez en el tiburén
cazon espinoso comun (Squalus acanthias) (Moore et al., 1993) y en los leucocitos
de sangre periférica del bagre (Vega et al., 2010). Muchos de los compuestos

54



Patogenia del virus de la necrosis pancreatica infecciosa

Alba Astril Pérez Lozano

catiénicos de los peces teledsteos se han aislado de células epidérmicas o

secreciones de la piel, branquias e intestino (Vega et al., 2010).

Los eosindfilos y los basofilos participan de manera importante en la defensa
antiparasitaria y en la inflamacion que se amplifica cuando vierten el contenido de
sus granulos citoplasmicos al medio extracelular. Las citosinas participan también
de manera importante en los procesos inflamatorios que ocurren en peces. Entre
las citosinas proinflamatorias que se liberan como consecuencia del dafio en las
barreras membranales en peces se han descrito las interleuquinas (IL) 1y 6, y el
factor de necrosis tumoral a (TNFa). Otras citoquinas que se han identificado en
peces son las citosinas antiinflamatorias IL-10 y otra, semejante a la IL-4, cuya
presencia y funcion caracteriza la respuesta de linfocitos cooperadores de tipo 2
(Th2) en mamiferos (Vega et al., 2010).

Un elemento humoral muy importante de la inmunidad innata en peces, es el
sistema del complemento, el cual se puede activar por tres vias: la via clasica

(dependiente de anticuerpos), la via alterna y la via de la lectina (Vega et al., 2010).

A partir de los teledsteos aparece un nuevo sistema de defensa mucho mas
complicado, la inmunidad adaptativa, que incluye mayor numero de células
participantes y una gran diversidad de ligandos y receptores celulares. La inmunidad
innata provee la primera linea de defensa y es responsable por la eliminacion de la
mayor parte de microorganismos infectantes. Esta respuesta da tiempo a que se
desarrolle la inmunidad adaptativa, que a su vez aumenta y potencia los
mecanismos de inmunidad innata, haciendo mas eficiente la respuesta

inmunoldgica (Vega et al., 2010).

La inmunidad adaptativa se favorecié con la apariciéon de los linfocitos y su
capacidad de auto renovacién y expansion clonal. Los linfocitos B y T tienen una
enorme variedad de receptores (BCR y TCR, respectivamente) para antigeno que
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se genera por recombinacion somatica de genes de linea germinal. La respuesta de
los linfocitos T requiere de la presentacion antigénica por macrofagos, fendmeno
que ya se presenta en peces. En peces, los genes que codifican para los productos
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés: Major
Histocompatibility Complex) de clase | y del MHC de clase Il se encuentran en
cromosomas diferentes. La existencia de dos tipos de MHC implica la diferenciacion
de dos poblaciones funcionales de linfocitos T, cooperadores y citotoxicos (Vega et
al., 2010).

La inmunoglobulina de membrana con funcion de receptor en los linfocitos B
es en forma predominante de clase M. La IgM en secreciones se presenta como un
tetramero, mientras que en suero se encuentra en forma monométrica y en

ocasiones como dimero (Vega et al., 2010).

Los linfocitos de los peces tienen memoria de corto plazo, pero son incapaces
de cambiar de isotipo de inmunoglobulina. Los anticuerpos son de baja afinidad y
su heterogeneidad es pequefia, a pesar de la recombinacion somatica (Vega et al.,
2010).

4.2.2 Respuesta inmune de los peces teledsteos
La respuesta inmune en los peces se ve afectada por factores que dependen
del propio organismo (factores intrinsecos) y factores ambientales (extrinsecos).

4.2.21 Factores intrinsecos
Se dividen en: edad, nutricion, ciclo de maduracion sexual, estrés y niveles
hormonales. Los factores extrinsecos: la temperatura, contaminantes inorganicos y

contaminantes de origen organico (Vega et al., 2010).

Edad: los peces teledsteos no son a nivel inmunoldgico competentes hasta

varias semanas después de la eclosion. Los huevecillos dependen mientras tanto
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de las inmunoglobulinas maternas. Luego aparecen los macrofagos y después los
linfocitos. Por ejemplo, en el salmén del Atlantico la actividad linfocitaria es
detectable hasta que el rifién y el bazo se desallorran (Vega et al., 2010). En los
alevines alrededor de los 20 a 30 dias posteriores a la eclosion. Se ha observado
que en crias de trucha arcoiris infectadas con una cepa patogénica y virulenta como
la Sp, la mortalidad disminuye con la edad; asi como con la temperatura del agua
(Dorson y Torchy, 1981).

Nutricion: las deficiencias vitaminicas de acidos ascorbico y vitamina E,
afectan de manera negativa los mecanismos de inmunidad, de modo principal la

actividad de los macrofagos y el complemento (Vega et al., 2010).

Ciclos de maduracion sexual y niveles hormonales: el sistema inmune se ve
gravemente comprometido durante la maduracidon sexual y la época reproductiva.
Los cambios fisiolégicos que se producen implican un incremento en los niveles
plasmaticos de corticoides y esteroides sexuales, hormonas capaces de afectar el
funcionamiento del sistema inmune y producir cambios en la epidermis, que influye

en la resistencia superficial (Vega et al., 2010).

Estrés: es una respuesta adaptativa del organismo que produce cambios en
el sistema de defensa. Cuando es muy agudo o prolongado, conlleva la supresion
o un desarrollo desmesurado de la respuesta inmune, lo que puede desequilibrar al

resto de los sistemas fisiologicos y producir una enfermedad (Vega et al., 2010).

Niveles hormonales: los corticoesteroides, sobre todo el cortisol y neutrofilia.
La disminucién de células linfoides ocasiona retrasos en la respuesta inmune
primaria y secundaria. Los corticoides también inhiben la migracion y proliferacion
in vitro de linfocitos. Los androgenos producen hiperplasia de la epidermis vy
descenso en la secrecion de moco en machos sexualmente maduros, o que

ocasiona un descenso en sus defensas (Vega et al., 2010).
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4.2.2.2 Factores extrinsecos

Temperatura: la temperatura afecta el desarrollo de la respuesta inmune
innata y adaptativa en animales ectotermos, como los peces. Bajas temperaturas
pueden disminuir parcialmente o del todo la produccién de anticuerpos. Los
linfocitos T son los mas afectados por la baja temperatura, afectando también la
produccion de anticuerpos. Sin embargo, el procesamiento y la presentacion del
antigeno y la proliferacion de las células B, son independientes de la temperatura.
Los efectos causados por las bajas temperaturas provocan que el sistema inmune
disminuya en invierno. Ademas, cambios en el fotoperiodo relacionadas con las

variaciones estacionales también afectan su sistema inmune (Vega et al., 2010).

Las alteraciones del sistema inmune ocasionan un incremento en la
susceptibilidad de los peces a las infecciones por seudohongos acuaticos. Las
Saprolegniales aparecen con mayor prevalencia en las épocas de temperaturas
frias (10 a 12 °C) (Vega et al., 2010).

Contaminantes inorganicos: las altas concentraciones de metales pesados
como son el cadmio, el mercurio y cobre, tienen efectos negativos sobre la actividad
y los niveles de lisozima en macrofagos. Algunos compuestos conocidos por su
inmunotoxicidad hacia otras especies, son también inmunotéxicos para los peces.
Los insecticidas organoclorados, organofosforados y herbicidad, pueden producir
leucopenia, atrofia de organos linfoides y supresion de la respuesta humoral en
peces (Vega et al., 2010).

Contaminantes de origen organico: fenoles, tributilos, hidrocarburos
aromaticos y bifenilos policlorados pueden producir leucopenia y algunos otros
efectos negativos como alteraciones en la respuesta humoral y la actividad de
macrofagos. La magnitud y duracion de estos efectos dependen del tiempo de
exposicion y concentracion del contaminante (Vega et al., 2010).
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4.2.3 Respuesta inmune ante el virus de la necrosis pancreatica infecciosa

Woo y Bruno (2006), consideran que la respuesta inmune generada al VNPI,
es medible; sin embargo, algunas veces insuficiente para conferir una proteccion
eficaz. En los peces infectados naturalmente por el VNPI, asi como en los peces
experimentales, se observa una respuesta inmune humoral por medio de
anticuerpos neutralizantes (Wolf y Quimby, 1969; Yamamoto 1975; Reno et al.,
1978).

Sadasiv (1995), investigd las respuestas inmunologicas de salmonidos al
VNPI e hizo hincapié en la falta de anticuerpos humorales neutralizantes, apuntando
hacia la capacidad del virus para infectar leucocitos de forma persistente, y abordd
un potencial paralelo a la enfermedad de la bursitis infecciosa (IBD) (Woo y Bruno,
2006). La recurrencia de la replicacion viral y las enfermedades clinicas posteriores
al estrés (Roberts y McKnight, 1976; Stangeland et al., 1996) y el VNPI conlleva a
la super infeccion (Taksdal et al., 1998), mientras la inmunidad adquirida

naturalmente contra el VNPI permanece baja (Woo y Bruno, 2006).

Las respuestas de anticuerpos que neutralizan la infectividad del VNPI in vitro
se demuestran facilmente en salmoénidos infectados naturalmente (Vestergard-
Jagrgensen, 1973; Yamamoto, 1975; Smail y Munro, 1985) y, aunque existe una
variabilidad significativa, se han notificado titulos de neutralizacion superiores a
1000 (Mangunwiryo y Agius, 1988).

Como se menciond antes, los mecanismos de inmunidad en los peces
poiquilotermos dependen en gran medida de la temperatura ambiental, pero se han
encontrado buenas respuestas neutralizantes contra el VNPI en trucha arcoiris
mantenida a 6 °C (Sadasiv et al., 1993). Mientras que los principales epitopos de
neutralizacion estan localizados en la proteina VP2 (capside) (Tarrab et al., 1995),
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Park y Jeong (1996) encontraron que VP3 también contenia sitios neutralizantes.
Front et al., (1998) informaron que los epitopos VP2 y VP3 fueron reconocidos

facilmente por sueros de peces infectados por el VNPI.

Asimismo, se ha reportado que los VNPI inducen una respuesta rapida y
persistente en la expresién de transcritos de los genes que codifican para las
proteinas antivirales Mx, las cuales posteriormente son detectadas en 6rganos
como el higado, rifion y branquias, asi como altos niveles de interferon (INF)
(Lockhart et al., 2007; Das et al., 2007). Estudios posteriores mostraron que la
induccion de Mx fue alta en el tejido hepatico de las truchas, coincidente con la
aparicion de mortalidad inducida por el VNPI, en comparacion con las truchas
jovenes,que se mantuvieron saludables y con bajos titulos del virus (Lockhart et al.,
2007). En el lenguado senegalés, en el que la transcripcion de Mx fue inducida por
poli I:C, revel6 una replicacion de birnavirus reducida en la infeccion experimental
(Fernandez-Trujillo et al., 2008). Das y colaboradores (2007), demostraron las
proteinas Mx por inmunohistoquimica en tejido hepatico, renal y branquial en
truchas infectadas con el VNPI que también expresaban altos genes de interferén y

transcripciones de genes Mx.

También se debe observar que el VNPI solo y los experimentos de
coinfeccion del VNPI con el virus de la necrosis hematopeyética infecciosa (VNHI)
en trucha arcoiris produjeron una fuerte expresion de Mx en riildn, higado y bazo, y
los peces que habian sido estimulados con poli I:C siete dias antes mostraron una
mortalidad reducida para ambos virus (Rodriguez y Perez-Prieto, 2007). La trucha
inicialmente infectada con el VNPI también mostro ser refractaria a la infeccidon

experimental con VNHI cuatro dias después (Byrne et al., 2008).

4.2.3.1 Infeccidn persistente del virus de la necrosis pancreatica infecciosa
En un experimento que duré 10 meses, peces infectados con el VNPI, no

presentaron signos clinicos mientras se mantuvieron en agua dulce; sin embargo,
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al ser transferidos al agua de mar, el 24% de los peces no vacunados murieron
debido al VNPI, en comparacion con los peces vacunados, en los que se registro
7% de mortalidad (Johansen et al., 2009).

En contraste con el VEIB del pollo, el VNPI no parece provocar en los

salmoénidos inmunodepresion de ningun grado (Woo y Bruno, 2006).

LaPatra et al. (2000), usaron al pez cebra (Danio rerio) como modelo y
demostraron que la infeccion con el VNPI produjo una toxicidad transitoria en los
precursores hematopoyéticos y en la diferenciacion terminal de las células rojas.
Esto no ha sido estudiado en salmoénidos. Sin embargo, debido a la gama de
hospederos que el virus tiene, en ocasiones no es facil identificar la respuesta que

el microorganismo provoca en ellos.
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V. TRUTICULTURA MEXICANA

5.1. LA PRODUCCION DE TRUCHA ARCOIRIS

El cultivo de trucha arcoiris en los Estados Unidos Mexicanos, inicio a finales
del siglo XIX en el primer vivero natural en Chimela, Lerma, Estado de México. En
1937, se formalizé la reproduccion de la especie con la creacion de un centro
piscicola en Salazar, Lerma, el cual en 1943 se convirtié en el centro acuicola El
Zarco (SAGARPA, 2013). A partir de entonces se inicio la produccion controlada de
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), que dio como resultado que se ampliara su
distribucion geografica. El cultivo se lleva a cabo en lugares de clima frio
principalmente, en lagos y lagunas con aguas limpias, frias y cristalinas en lugares
con altitud superior a os 1500 m s.n.m. (SAGARPA, 2012a). Se recomienda una
densidad de 20 a 25 kg/m? a 10 °C. Se siembran crias de 5.0 a 8.0 cm (SAGARPA,
2012b). Debido a la alta demanda del producto trucha arcoiris y a la falta de crias
nacionales, nuestro pais importa de manera continua huevo oculado. En el 2010
importé 11,570,000 huevos oculados de trucha arcoiris procedente de los Estados
Unidos de América (SAGARPA, 2012b).

Las entidades federativas que destacan en el cultivo la trucha arcoiris son:
Michoacan, México, Veracruz, Puebla, Tamaulipas, Chihuahua, Hidalgo, Durango y
Guerrero. En los ultimos 10 afos, la produccion de trucha arcoiris ha tenido una
tasa media de crecimiento anual de produccion de 9.16%; por su volumen se
encuentra posicionada en el lugar 16 de la produccion pesquera nacional sin
embargo, por su valor se encuentra en el lugar cinco (SAGARPA, 2014). En el 2018,
la produccion nacional de la trucha arcoiris, registrdé 19 mil 118 toneladas
producidas, con valor de 876 millones de pesos (SAGARPA, 2018).

En México, la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), en ambientes
silvestres; se encuentra incluida en la NOM-059-SEMARNAT-2010, como especie
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“sujeta a proteccion especial” (Pr), por lo que su regulacion le compete a la
SEMARNAT, a través de la Direcciéon General de Vida Silvestre, y su manejo y
aprovechamiento sustentable solo puede ser a través de Unidades de Manejo para
la Conservacion de la Vida Silvestre (UMA) y debera sujetarse a lo dispuesto en la
Ley General de Vida Silvestre y su Reglamento (SAGARPA, 2012b), por lo que es

primordial su proteccion.

En los afios 80°s en la presa Corra de Piedra se introdujo el cultivo de trucha,
iniciando con 20 granjas, hasta en 25 de febrero de 2010 se registraron 58 granjas,
donde se producen alrededor de 950 toneladas por afio (SAGARPA, 2010); siendo
actualmente uno de los principales municipios productores de la especie. A partir de
un analisis sobre el desarrollo de la produccién de trucha arcoiris en la zona centro
de México, se concluye que la produccién de trucha es un caso de éxito, proporciona
un producto de alto valor econdmico y nutricional, y permite diversificar las
actividades productivas de comunidades rurales (Garcia-Mondragén, 2013). Para
continuar con este crecimiento agropecuario, se requiere aplicar tecnologias
eficientes y procesos de innovacion, modernizacion y hacer una reconversion
productiva realista (APROMAR, 2014; FAO, 2014).

5.2. EL VIRUS DE LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA EN MEXICO

En México, el VNPI fue aisladé por primera vez en el 2000 a partir de crias
de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) importadas de los Estado Unidos de
América (EUA) (Ortega et al., 2002). A la fecha, el VNPI se ha reportado en las
siguientes entidades: México, Hidalgo, Morelos, Michoacan, Puebla, Chihuahua,
Durango y Veracruz (Ortega et al., 2013). A la fecha, en México se desconoce el
numero de peces que han sido afectados por el virus, asi como tampoco se tiene
registradas las pérdidas econémicas debido al VNPI. Sin embargo, se sabe que
entre el 2001 y el 2002, se identifico en crias de trucha arcoiris importadas de los
Estados Unidos de América, la presencia de la cepa Buhl del virus de la necrosis
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pancreatica infecciosa, y que estas crias fueron movilizadas a unidades de
produccién de trucha, localizadas en varias entidades federativas del pais (PROY-
NOM-045-PESC-2003). A tal grado, que en el centro acuicola El Zarco, unidad
nacional de reproduccién de trucha arcoiris, dependiente de la Direccion General
de Organizacion y Fomento de la Comision Nacional de Acuacultura y Pesca, y
principal productor de crias de trucha arcoiris, se diagnostico el virus de la necrosis
pancreatica infecciosa en el 2002, en 181 organismos de 638 peces reproductores
que se incluyeron en el muestreo. Ante la presencia del VNPI, se realizé la eutanasia
del total de los reproductores del centro acuicola El Zarco; 16,339 ejemplares, con
una biomasa de 12,437 kilogramos; asimismo, con el objetivo de erradicar el VNPI,
se realizé la limpieza, desinfeccién y remodelacion de las instalaciones del centro
acuicola, para posteriormente proceder al repoblamiento con ejemplares
certificados libres del VNPI (PROY-NOM-045-PESC-2003).

La sanidad acuicola juega un papel muy importante en este ambito ya que la
prevencion de las enfermedades es el mejor elemento de control y juega un papel
muy importante en los cultivos acuicolas. Las estrategias deben enfocarse mas en
la prevencion que en el tratamiento de las enfermedades (SAGARPA, 2012b).
Algunos de los aspectos mas importantes de las buenas practicas de produccion
acuicola son: a) utilizar huevos y crias certificados; b) oxigenacion mayor a 5.5 mg/I;
c) densidades de siembra adecuadas; d) agua limpia y con adecuada presion; e)
desechar y enterrar los peces muertos o enfermos lejos del centro de produccion; f)
desinfectar el material utilizado en el cultivo; g) control adecuado de la alimentacion;
h) monitoreo mensual de la calidad del agua; i) prohibir animales domésticos en las
instalaciones (SAGARPA, 2012b).

La descripcion de la patogenia del virus de la necrosis pancreatica infecciosa
con base en los criterios de la teoria de Casadavall y Pirofski (2003), puede
contribuir a establecer medidas para prevenir la introduccion y controlar la

dispersiéon de esta enfermedad de alto impacto en la truticultura nacional.
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CONCLUSIONES

La presente revision bibliografica sistematica y exhaustiva, describe la
patogenia del virus de la necrosis pancreatica infecciosa, con base en la teoria
respuesta — dafio, propuesta por Casadevall y Pirofski; la cual se basa en:

a) la patogenia microbiana es resultado de la interaccion entre un hospedero
y un microorganismo,

b) el resultado patolégico en el hospedero, debido a la interaccion
hospedero-microorganismo, se determina por la cantidad de dano
producida en el hospedero, y

c) el dano en el hospedero resulta de factores microbianos y de la respuesta

inmune del hospedero.

Para que se incie la patogenia microbiana, el hospedero y el microorganismo
deben interactuar. En el caso del VNPI, esto sucede principalmente por medio del
agua en la que se encuentran los peces, o bien por medio de los fluidos gonadales;
por lo que la transmision del virus se puede llevar acabo por via horizontal y vertical.
La union del virus a la célula, no es fortuito; sino se lleva a cabo por medio de la

proteina de superficie VP2 y los receptores celulares de la célula hospedera.

Después de la replicacion del VNPI, principalmente en las células del riidn,
higado y bazo, se puede observar el resultado patologico en el hospedero. Los
signos clinicos caracteristicos que se presentan en los salmonidos, abarca cambios
conductuales, fisiolégicos; con morbilidad y mortalidad variable de acuerdo a la
virulencia del virus y edad del pez. Las lesiones macroscopicas y microscopicas

pueden observarse facilmente, al presentarse un brote de la enfermedad.

A partir de los factores microbianos y la respuesta inmune del hospedero, los
peces pueden responder a la infeccidn viral activando los genes de respuesta del
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sistema inmune innato, en particular el interferén tipo I. La produccién de IFN se
activa en respuesta a patrones moleculares asociados al patégeno, como es la
doble hélice de ARN. La produccién de IFN finalmente da como resultado la
transcripcion de genes que codifican para las proteinas Mx (genes antivirales contra
los ARN).

En México, el primer brote del VNPI se presentd en el 2000 en crias de trucha
arcoiris, provenientes de los Estados Unidos de América, a partir de ese ano; el
virus se disemind en ocho entidades federativas productoras de la especie,
causando grandes pérdidas econdmicas en la truticultura nacional. Actualmente, el
VNPI se ha aislado en varios paises, y se encuentra presente en los cinco

continentes.

Conocer la patogenia del VNPI, es importante para establecer las correctas
medidas de control del virus; asi como la prevencion de la enfermedad; para evitar
grandes pérdidas en la truticultura nacional y en las poblaciones de truchas

silvestres.
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