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RESUMEN

Larisa Adriana Chavez Soriano. “Diagnéstico de la Viremia Primaveral de la carpa
(VPC) en granjas del Estado de México e Hidalgo, México”. Bajo la supervision del Dr.
Daniel Martinez Gémez, Dra. Susana Mendoza Elvira y Dra. Elizabeth Morales Salinas.

La viremia primaveral de la carpa (VPC) es una enfermedad viral asociada a un
Rhabdovirus de la familia Vesiculoviridae, que causa cuantiosas pérdidas econdmicas a la
industria acuicola y es de notificacion obligatoria ante la OIE. El objetivo del presente
estudio fue identificar al vWPC en granjas de los Estados de México e Hidalgo, mediante
histopatologia, ELISA y RT-PCR, asi como construir un control interno para evitar emitir
resultados falsos negativos. Las pruebas diagndsticas se realizaron a partir de muestras
de tejidos de carpas en granjas sospechosas que mostraban mortalidad, signos clinicos y
lesiones macroscoépicas. Las muestras colectadas para histopatologia fueron fijadas,
procesadas, tefiidas con H-E y observadas bajo un microscopio foténico. Las lesiones
histolégicas en los ciprinidos de estanques particulares y granjas del estado de Hidalgo:
Chilcuahutla, Tunititthn, La Manga y Tezontepec de Aldama | y del estado de México:
Tiacaque y Villa Victoria, estaban asociadas con mala calidad del agua, presencia de ecto
y endopardsitos e infeccidon bacteriana por Aeromonas hydrophila; salvo en la granja de
Tezontepec de Aldama Il, Hidalgo donde las lesiones fueron sugerentes de un complejo
virus-bacteria. En el estudio bacteriol6gico, se confirm6 el aislamiento de Aeromonas
hydrophila. Para confirmar los hallazgos identificados por histopatologia se realizé ELISA
comercial Test-Line a partir de tejidos, en donde sélo la granja de Tezontepec de Aldama
Il fue positiva al vWPC. Para verificar que no se generaran falsos negativos por RT-PCR,
se incluy6 un control interno (Cl) competitivo conformado por el gen de la proteina verde
fluorecente flanqueado con fragmentos del gen de la glucoproteina del vWPC. EIl ClI fue
obtenido por PCR, empleando como templete el pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO circularizado y
utilizando iniciadores denominados compuestos. Para corroborar los resultados de
histopaologia y ELISA, se realizO RT-PCR obteniendo un amplificado de 714 pb que
corresponde al gen de la glucoproteina del vWPC, en las muestras de los estanques de
Chilcuahutla y Tunititlan; también un coamplificado que correspondia al Cl obteniendo un
amplificado de 801 pb, indicando que las muestras de ambos sitios son positivas para
VVPC. Mientras, que para el resto de las muestras provenientes de las otras granjas no
hubo ningun amplificado; incluyendo las carpas de TAIl que mostraron lesiones
sugerentes a entidad viral y fue positiva por ELISA a vWPC. Por otro lado, el Cl VPC-
PVF-VPC fue clonado en un plasmido de expresion pcDNA3.1V5-His-TOPO y se
identific6 el producto clonado en direccion ClI VPC-PVF-VPC con respecto al
promotor/enhancer CMV, por PCR empleando un iniciador denominado de sentido. Una
vez identificado el pldsmido recombinante en direccion, fue empleado para realizar la
transfeccion con lipofectamina en células Hela, con el fin de obtener gran cantidad de
ARNmM que fue de 560 ng, se realiz6 la extraccion de ARNm a partir de las células Hela
transfectadas para amplificar por RT-PCR el Cl VPC-PVF-VPC de 801 pb. Por ultimo, se
verifico la eficiencia de la transfeccion, ya que el ClI VPC-PVF-VPC contiene un gen
reportero (proteina verde fluorecente), se observé con un microscopio de fluorescencia,
aprecidandose positividad en el 50% de las células Hela y la fluorescencia se preservo
hasta las 72 horas. A partir de estos hallazgos no se puede realizar aun el reporte de la
presencia de VPC ante SAGARPA vy la OIE, debido a que en el manual de la OIE se
menciona que se requiere confirmar el resultado de RT-PCR por secuenciacién y por
aislamiento viral empleando cultivo celular de FHM y EPC que no fueron contemplados
para el presente estudio.

Palabras clave: VVPC, pruebas diagndsticas, carpas, granjas del Estado México e Hidalgo,
control interno.
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ABSTRACT

Larisa Adriana Chavez Soriano. “Spring Viremia of Carp diagnosis (SVC) in farms of
the State of Mexico and Hidalgo, Mexico”. Under the supervision of: Dr. Daniel Martinez
Gobmez, Dra. Susana Mendoza Elvira y Dra. Elizabeth Morales Salinas.

Spring viremia of carp (SVC) is a viral disease associated to a Rhabdovirus from the family
Vesiculoviridae, that causes to the aquatic industry high economic losses and is an OIE
notificable disease. The objective of this study was the identification of SVCv in farms of
the states of Hidalgo and Mexico by histopathology, ELISA and RT-PCR, and the
construction of an internal control for avoiding the emition of false negative results. The
diagnostic tests were done from tissues of carps and the selected farms show mortality,
clinical signs and macroscopic lesions. The collected samples for histopathology were
fixed in 10% formaldehyde, processed, stain with Hematoxiline-Eosine and observed with
a photonic microscope. The histological lesions in the cyprinids of the particular ponds and
farms of the state of Hidalgo: Chilcuahutla, Tunititlan, La Manga y Tezontepec de Aldama |
and from the state of Mexico: Tiacaque and Villa Victoria, were associated to the bad
water quality, the presence of ecto and endoparasites and bacterial infection by
Aeromonas hydrophila; except in the Tezontepec Aldama Il farm the lesions suggested a
virus-bacteria complex. In the bacteriologic study, Aeromonas hydrophila was isolated too.
For confirming the findings identified by histopathology, a commercial Test-line ELISA was
done using tissue samples and only in the Tezontepec Aldama Il was positive to vWPC.
For verifying that we are not generating false negatives by RT-PCR test, we included a
competitive internal control established in the body by the green fluorescent protein gene
and flanked with fragments of the glycoprotein gene of vWPC. The Cl was obtained by
PCR, employing like template the circular pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO and using the
denominated composed primers. To corroborate the histopathology and ELISA findings,
we made RT-PCR obtaining an amplification of 714 bp corresponding to the glycoprotein
gene of SVCy, in the samples of the ponds of Chilcuahutla and Tunititlan; and the co
amplification of the Cl by an amplification of a product of 801 bp, showing that the samples
from both places are positive to SVCv. And for the rest of the samples of the other farms
we didn’t have any amplification; including the TAII carps samples that showed suggesting
lesions of a viral entity and that was positive to ELISA. On the other hand, the CI VPC-
PVF-VPC was cloned in an expression plasmid pcDNA3.1V5-His-TOPO and the cloned
product in direction toward CMV promoter/enhancer, these was verified by PCR using the
denominated sense primer. Once the recombinant plasmid was identificated in direction,
the transformed plasmid was employed for a lipofectamine transfection in Hela cells,
having high quantity of mRNA that was in this study of 560 ng, then the mRNA extraction
of the transformed Hela cells was done, these extraction product was used for RT-PCR
and a amplification of the 801 bp that corresponds to Cl VPC-PVF-VPC was obtained. At
last, the efficiency of the transfection was verified, because the Cl VPC-PVF-VPC has an
inner region composed with a reporter gene (green fluorescent protein) and observed with
a fluorescent microscope, shows with fluorescence a positive result that in the present
study was of 50% in Hela cells and preserved until 72 hours. The manual of the OIE, says
that from this findings we can’t make the report of the presence of VPC, because it is
required to confirm the RT-PCR results by sequence and with isolation that were not
contemplated in the present study. From these findings we can’t make any report to
SAGARPA and the OIE of the presence of SVC, because in the manual of the OIE the
results obtained with RT-PCR must be confirmed by sequencing or isolation in cell culture
using FHM or EPC that were not contemplated for this study.

Key words: SVCV, diagnostic techniques, carps, farms of the state of Mexico and Hidalgo and
Internal control.
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1.0 INTRODUCCION
1.1 PRODUCCION DE CARPA EN MEXICO

En México, la acuicultura es una actividad complementaria que se cre6 para el
apoyo social de las comunidades rurales. En la actualidad, se han
incrementado las necesidades de alimento para consumo humano,
aumentando en la dieta la cantidad de proteina animal para mejorar asi los
niveles nutricionales de la poblacion (Juarez, 1987). Otra actividad para el
apoyo de la poblacién, es la reparticion, a pequefios productores, de huevo
oculado y crias para autoconsumo y obtencién de ingreso econdémico. Por otro
lado, la ciprinocultura ademas de ser empleada para consumo y obtencién de
ingresos, se utiliza para repoblaciéon de cuerpos de agua naturales y para venta
de peces de ornato (Montero, 2006).

El consumo de carpa, se ha arraigado en la dieta de la poblacién rural en
varios estados de la republica Mexicana como: Estado de México, Hidalgo,
Aguascalientes, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Durango, Guanajuato, Jalisco,
entre otros; siendo los dos primeros estados los de mayor importancia en
cuanto a la produccion de crias y peces de engorda (Montero, 2007).

En México se cultivan 8 especies de carpas: (comun, espejo, barrigona,
dorada, herbivora, plateada, cabezona y negra). El cultivo se lleva a cabo en
sistemas intensivos como semintensivos.

A partir de esta actividad, se generan millones de pesos aportados por la
produccion nacional de especies dulceacuicolas, en donde la ciprinocultura en
apariencia es el segundo recurso en importancia en las aguas continentales
(Cabrera y Garcia, 1982).

En México, las enfermedades virales en peces no se habian estudiado debido

a que no se contaba con pruebas diagndsticas aceptadas por la Organizacién



Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2009). En el 2001, hubo un brote de
Necrosis Pancreatica Infecciosa asociado a un birnavirus, que afecté a la
truticultura nacional, ocasionando cuantiosas pérdidas econdémicas a causa de
la elevada mortalidad de crias y alevines (Salgado, 2006). Debido a esto, se vio
la necesidad e importancia de implementar pruebas diagnosticas permitidas
por esta organizacion como son el aislamiento viral, pruebas serologicas y
moleculares para identificar a los agentes virales (OIE, 2009; lowa State
University, 2007). Ademas, surgié el interés de estudiar otras enfermedades
virales como es el caso de la Viremia Primaveral de la Carpa (VPC) para

determinar si esta presente en México.

1.2 VIREMIA PRIMAVERAL DE LA CARPA (VPC)

La Viremia Primaveral de la Carpa (VPC) es una enfermedad de curso agudo,
sistémica, hemorragica y contagiosa (Fijan et al.,, 1971; Petty et al.,, 2002,
Johnson y Weber, 2004).

VPC es una enfermedad certificable ante SAGARPA y la OIE y se encuentra en
la lista B dentro de la norma 010-PESCA-1993 (OIE, 2009; NOM-010-PESCA-
1993), esto debido a que tiene gran importancia economica porque al
introducirse en un centro de produccion, puede causar morbilidad y mortalidad
del 30-90% en cultivos de ciprinidos de produccion y ornamentales. Afecta a
carpas juveniles y adultos de hasta 1 aflo de edad (Ahne et al.,, 2002; lowa
State University, 2007).

Esta enfermedad afecta a todas las especies de carpa como: carpa comun,
carpa koi (Liu et al., 2004), carpa herbivora, carpa plateada (Shchelkunov et al.,

1984; OIE, 2009), carpa cabezona y peces japoneses (OIE, 2009), siendo



estos ultimos mas susceptibles a la infeccion (Fijan, 1976; Pasco et al., 1987;
Johnson y Weber, 2004). En la literatura también se menciona que inclusive
puede afectar a ictaliridos como el pez gato europeo y al pez cebra
(Brachynario rerio) (Sanders et al., 2003; Siwicki et al., 2003; OIE, 2009).
Experimentalmente, otras especies de agua dulce se han infectado con el virus
de la Viremia Primaveral de la Carpa (VWPC) como los peces Guppie (Ahne et
al., 2002) vy la perca del Norte (Exoc lucus) (Wolf, 1988; OIE, 2009). Otras
especies afectadas son “Sheatfish” (Silurus glanis) ocasionando mortalidad
hasta del 90% (Fijan et al., 1981; OIE, 2009), trucha arcoiris (Svetlana et al.,
2006) e inclusive afecta a la mosca de la fruta (Drosofila melanogaster)
(Bussereau et al., 1975). Asi mismo, el virus ocasiona lesiones en los “Golden
shiners” (Notemigonus crysoleucas) (Ahne et al., 2002), Roach (Rutilis rutilis)
(Haenen y Davidse, 1993), Lucio (Esox lucius) (Koutnad et al., 2003) y
Pumpkinseed (Lepomis gibbosus) (Ahne et al., 2002), asi como en los
camarones blancos del pacifico (Johnson et al., 1999).

Desafortunadamente para esta enfermedad no existe ningun tratamiento
exitoso, por el momento solo se sugieren medidas profilacticas de higiene y

manejo (Ahne et al., 2002; OIE, 2009).

1.3 ETIOLOGIA

El grupo de los rhabdovirus es el que tiene mayor nUmero de agentes que
afecta a los peces y es de gran importancia ya que esta asociado con
epizootias y cuantiosas pérdidas econdémicas (Essbauer y Ahne, 2001).

Dentro de la familia Rhabdoviridae se encuentran los géneros: Vesiculovirus,

Lyssavirus, Ephemerovirus, Cytorhabdovirus, Nucleorhabdovirus vy



Novirhabdovirus. Los virus de peces se encuentran incluidos en 2 de los 6
géneros, Novirhabdovirus y Vesiculovirus. En el género Novirhabdovirus se
encuentran los virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (VNHI),
rhabdovirus Hirame (HIRRV), virus de la septicemia hemorragica viral (VHSV) y
tres sugerentes a este género como virus B12 de la anguila (EEV-B12), C26 de
la anguila (EEV-C26) y rhabdovirus de la “snakehead”. Dentro del género
Vesiculovirus se incluyen los rhabdovirus del lucio (PFR), el virus de la Viremia
Primaveral de la Carpa (vWPC) (Walker et al., 2000), virus de la anguila
americana (EVA) y el rhabdovirus de la enfermedad ulcerativa (UDRV) (Van
Regenmortel et al., 2000; Essbauery Ahne, 2001 y Walker et al., 2000).

El virus de la viremia primaveral de la carpa (VWPC) fue clasificado dentro del
género vesiculovirus de acuerdo con el patron electroforético de sus
polipéptidos estructurales (Hoffman et al., 2002 y OIE, 2009) y pertenece al
género y especie: Rhabdovirus carpio (Fijan et al., 1971).

El vVPC tiene como todos los miembros de la familia, forma de bala (Wunner et
al., 1995; Ahne et al., 2002), mide 60-90 nm de ancho y 90-180 nm de largo,
es un virus ARN, envuelto, de cadena sencilla, lineal, no segmentado y de

sentido negativo (Fijan,1999; Ahne et al., 2002; OIE,2009) (Figura 1).

Figura 1. Imagen de microscopia electronica del rhabdovirus de la Viremia
Primaveral de la carpa donde se aprecia que la particula esta envuelta con
espiculas de glucoproteinas (flechas). Tiene forma de bala, mide 60-90 nm

de ancho y 90-180 nm de largo. (Tomado de Wolf, 1988).



Este virus tiene la capacidad de pasar a través de filtros de 450 a 200 y de
porosidad, pero es retenido por membranas de 100 u (Wolf, 1988).

En el aflo 2002, se determinaron los componentes del genoma completo del
virion. Esta constituido por una secuencia de 11,019 nucledtidos, con 5 genes y
tiene 5 marcos de lectura abierta que codifican para 5 proteinas que se
acomodan de la siguiente manera 3'-N-P-M-G-L-5", cuyas secuencias virales
se encuentran incluidas en el GenBank (Hoffman et al., 2002). Cada una de
estas 5 proteinas estructurales permite la identificacion del virus y son
necesarias para que se lleve a cabo la replicacion viral. Carece del gen no
estructural (NS), presente en los virus del género Novirhabdovirus (Kurath et
al., 1997; Walker et al 2000; Ahne et al., 2002).

Las 5 proteinas estructurales se denominan: nucleoproteina (N), fosfoproteina
(P), matriz (M), glucoproteina (G) y polimerasa dependiente del ARN (L)
(Lenoir, 1973; Lenoir y de Kinkelin, 1975; Clerx y Horzinek 1978; Ahne et al.,
2002; Essbauer y Ahne, 2001; OIE, 2009).

La nucleocapside presenta una simetria helicoidal que mide 50 nm de diametro
y estd compuesta por 3 proteinas (N, P y L), conocidas como
ribonucleoproteinas (Ahne et al., 2002).

La nucleoproteina (N) es la proteina mas abundante del virion e interacciona
con el ARN viral para darle la estructura helicoidal a la nucleocapside, es un
modulador de la transcripcion. Para que la replicasa cumpla su funcion de
replicacion, la nucleoproteina debe estar en altas concentraciones y ademas
también tiene la funcion de proteger al ARNm recién formado (Sokol y

Koprowski,1975; Banerjee, 1987 y Ahne et al., 2002).



La fosfoproteina (P) es otro de los componentes de la nucleocapside y para
gue se lleve a cabo la transcripcion requiere de la formacién de un complejo
junto con las proteinas N y L (Roy, 1981; Banerjee, 1987; Wunner et al. 1995 y
Ahne et al.,, 2002). Se encarga de la fosforilacion durante la transcripcion,
elonga la cadena de ARN durante la replicacion y transcripcion, ademas,
posiciona a la L polimerasa en el promotor de la terminacion 3". Esta proteina
también es requerida para que se lleve acabo el capping o metilacion del
ARNmM.

La proteina L polimerasa, funciona durante la transcripcion y replicacion viral
como transcriptasa y ARN polimerasa, pero para que esta funcion se lleve a
cabo se requiere de la formacion de un complejo con las proteinas N y P;
ademas, en el caso de peces, para que la replicacion se lleve a cabo, la
temperatura Optima para su actividad es de 20-25 °C (Roy y Clewley, 1978b;
Banerjee, 1987; Ahne et al., 2002).

Como otros vesiculovirus, el vWPC tiene una membrana proteica M que
conforma la envoltura de la nucleocapside, le da la forma de bala al virién y une
a la nucleocéapside con los dominios citoplasmaticos de la proteina G, que esta
embebida en la bicapa lipidica de la envoltura viral (Walker et al.2000). Es
necesario que la particula viral durante la liberacibn en la célula, no se
encuentre envuelta para que se pueda llevar acabo la replicacion y
transcripcion (Kiuchi y Roy, 1984; Banerjee, 1987; Bjorklund et al., 1996; Ahne
et al., 2002 y OIE, 2009).

La glucoproteina G esta constituida por peplémeros o espiculas triméricas que
se unen a los receptores e inducen la endocitosis del virion (Ahne et al., 2000).

Estas proteinas integrales de membrana se encuentran embebidas firmemente



en la bicapa lipidica de la envoltura viral, estan constituidas por un dominio
corto y por 2-3 segmentos transmembranales que son componentes a-hélices
hidrofébicas, estas estructuras se expanden hacia la bicapa lipidica (Flint,
2004). La glucoproteina posee oligosacaridos que surgen a partir del dominio
corto y posee sitios de union para receptores virales en la superficie celular.
Las secuencias de la glucoproteina median la fusion viral con la membrana
celular durante la fase de adhesién, para que se lleve a cabo la endocitosis
viral. Estas proyecciones son antigenicas e inducen anticuerpos neutralizantes,
son responsables de la hemoaglutinacion y determinan las propiedades
serolégicas de los rhabdovirus (Wagner, 1987). Para el caso del vVPC,
comparte determinantes antigénicos con el rhabdovirus del lucio (Hill et al.,

1975; Bishop y Smith, 1977, Jorgensen et al., 1989; Ahne et al., 2002).

1.4 REPLICACION VIRAL

Se han realizado pocos estudios con respecto a la forma de replicacion del
VVPC, sin embargo parece ser semejante a la del vesiculovirus de la
estomatitis vesicular del cerdo (vSV).

Los rhabdovirus tienen peplémeros o espiculas que utilizan para la adhesion
con las células de hospedero. Estos peplomeros estan conformados por
glucoproteinas de superficie, constituidas por aminoacidos hidrofébicos basicos
de fosfatidilserina; ademas dependen de varios factores para que se lleve a
cabo la union entre la particula viral y la célula. Dichos factores son en primer
lugar, la proteina de fusién constituida por una glucoproteina que forma
complejo proteico de fusion, este complejo provee la energia requerida para

gue se lleve a cabo la aproximaciéon entre la membrana celular y la viral; una



vez fusionadas ambas membranas, el complejo se disocia perdiendo la
capacidad de fusion (Flint, 2004). En segundo lugar, debe haber en el medio un
pH acido y en tercer lugar, la temperatura fisiolégica del hospedero (Matlin et
al., 1982; Wagner, 1991).

Para que se lleve a cabo la fase de adhesién, las células requieren de un
receptor especifico (Wagner, 1991; Hunt, 2008), cuyo mayor componente
parecen ser fibronectina (Bearzoti et al.,, 1999) o fosfolipidos acidos de
fosfatidilserina y acido fosfatidico (Wagner, 1991). Estos componentes seran
identificados por las glucoproteinas de la superficie del rhabdovirus de vSV
permitiendo que se lleve a cabo la adhesion con la membrana celular (Hunt,
2008).

Una vez adherido el virus a la membrana celular, éste provoca modificaciones
bioquimicas de la membrana ocasionando deformacion asociada con el
sistema de tubulos, plegamientos y formacion de la vesicula endocitica; de ésta
forma el virus entra a la célula por endocitosis preservandose la fusion entre
ambos componentes (Wagner, 1991; Flint et al., 2004, Hunt, 2008).

Ya en el interior de la vesicula o endosoma, se liberan enzimas lisosomales
(Wagner, 1991) por activacion de la bomba de protones, favoreciendo la acidez
en el interior del endosoma, reactivando la reaccion de fusion para que se de la
transferencia del virus hacia el citoplasma celular.

Para que se pueda llevar a cabo la transcripcion, se requiere de la pérdida de
la envoltura y de la proteina matriz; ambas sufren cambios conformacionales,
fusionandose con la membrana del endosoma a través de cargas y

produciéndose la liberacion de la nucleocapside helicoidal.



La nucleocapside esta constituida por una cadena de ARN con sentido
negativo que estad recubierta por la L-polimerasa dependiente del ARN,
nucleoproteinas y fosfoproteinas. Estas proteinas se encargan de catalizar la
sintesis del ARN viral conocido como el complejo ribonucleoproteina nuclear de
sentido negativo (Wagner, 1991; Flint et al., 2004).

La cadena de ARN con sentido negativo liberado en el citoplasma de la célula
infectada, esta cubierta por moléculas proteicas de la nucleocapside y escasas
proteinas L y P que catalizan la sintesis del ARN viral. La cadena de ARN de
sentido negativo se copia, dando origen a 5 ARN mensajeros subgendémicos
por las proteinas L y P (Wagner, 1991; Flint et al., 2004).

Se cree que las proteinas N, P y L sintetizadas de novo participan en la
replicacion viral. Esta fase se inicia con la sintesis de ARN gendmico con
sentido positivo en forma de ribonucleoproteinas. Para que cada uno de los
ARNmM con sentido positivo sean traducidos, deberan estar metilados en la
penultima adenina que puede tener o carecer de “capping”. El “capping” del
nucleétido 5° terminal se localiza al final de cada gen viral, antes que la cadena
de ARN sea extendida (Gupta y Roy, 1980; Gupta y Roy, 1981) y por ultimo los
5 ARNm con sentido positivo seran poliadenilados en el penultimo nucle6tido
gue es el sexto o septimo uracilo.

Por otro lado, estos ARN con sentido positivo serviran como templete para la
sintesis de nuevas cadenas de ARN pero con sentido negativo, en forma de
nucleocapside. Otra parte de las cadenas de ARN con sentido negativo,
entraran hacia la via de sintesis de ARNm viral de nuevo (Barnejee, 1987;

Hunt, 2008).



Los ARNm de N, P, M y L son traducidas por los ribosomas citoplasmicos,
mientras que la proteina G por los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso
(Pal y Wagner, 1987; Wagner, 1991). Las glucoproteinas entran por la via
secretora a través del reticulo endoplasmico rugoso y el aparato de Golgi,
donde son transformadas y glucosiladas (Flint et al., 2004) y posteriormente
viajan en vesiculas hacia la membrana plasmatica donde se fusionaran e
insertaran con las ribonucleoproteinas y la proteina matriz.

La progenie de las ribonucleoproteinas y proteina matriz son transportadas a la
membrana celular, aqui se unen a la superficie citoplasmica de la membrana,
en una region que contiene numerosas glucoproteinas. Los fosfolipidos de
fosfatidilserina con cargas negativas, se uniran con la proteina matriz con carga
positiva iniciandose el ensamblaje.

Las particulas virales ensambladas seran envueltas por la membrana rica en
glucoproteinas y se liberaran los viriones por lisis celular, esto gracias a las
polimerasas residuales para reiniciar un nuevo ciclo de infeccién (Flint et al.,

2004; Wagner, 1991).

1.5 FACTORES QUE FAVORECEN EL DESARROLLO DE LA
ENFERMEDAD

Para que la VPC se desarrolle en los peces se requiere de varios factores,
entre los que se pueden mencionar la edad, temperatura, inmunidad,
sobrepoblacién y calidad del agua.

Con respecto a la edad, los peces menores de un mes (alevines y crias) son

mas susceptibles a VPC (Shchelkunov y Shchelkunova, 1989); sin embargo,
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los peces adultos de hasta 1 afio pueden verse afectados (Ahne et al., 2002;
lowa State University, 2007).

Uno de los factores ambientales cruciales para que se desencadene un brote,
es la temperatura (Fijan, 1972). Si las temperaturas son menores a los 17-18°C
se iniciara la signologia clinica (Ahne, 1986; Fijan N, 1999;Ahne et al., 2000;
OIE, 2009) y al descender entre los 10 y 11° C se incrementara la mortalidad
(Baudouy et al., 1980 a y b). Estas fluctuaciones de temperatura se presentan
durante la primavera con picos altos en abril, en el verano en los meses de
junio y noviembre, cuando inicia el invierno que es cuando se presentan los
brotes (Wolf, 1988; Pfeil y Bath, 1978). Al ser estos organismos poiquilotermos
0 sea que mantienen la temperatura corporal igual a la ambiental si hay una
disminucién en la temperatura del agua, provocara que la respuesta inmune
disminuya y aunque la replicacion viral es lenta, la enfermedad es fatal
presentandose los signos clinicos y la mortalidad (Baudouy et al., 1980a,b y c;
Jeney y Jeney, 1995).

Otros factores que son frecuentes y que contribuyen a que se presenten
enfermedades en las producciones acuicolas son las malas practicas
sanitarias, la mala calidad del agua, sobrepoblacion, el exceso de manejo y la
mala nutricion, que ocasionan estrés y desarrollo de la enfermedad (Jeney y

Jeney, 1995;Wolf, 1988; Stankiewicz, 1979).

1.6 PATOGENIA DE vVPC
El vWPC al estar infectando a los peces causa inmunosupresion y los agentes
bacterianos secundarios como Aeromonas sp. y Pseudomonas sp. que se

encuentran en el agua, también intervienen afectando a los peces
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conformando un complejo virus bacteria (Fraire, 1978; Cahil, 1990; Cipriano,
2001).

La VPC tiene dos presentaciones (Wolf, 1988): la forma aguda o ascitica que
esta asociada con el Rhabdovirus carpio (Fijan et al. 1971) y la forma crénica o
ulcerativa conocida como la eritrodermatitis de la carpa que es provocada por
el Rhabdovirus carpio y Aeromona salmonicida o A. hydrophila (Bootsma et al.,
1977). Las lesiones vasculares observadas por vVWPC y A. hydrophila son
similares pudiendo confundir el diagndstico (Wolf, 1988; Stoskopf, 1993; Fijan,
1999; y OIE, 2009).

La transmision de la VPC puede darse de tres maneras: horizontal, vertical o a
través de vectores (Wolf, 1988; Ahne et al., 2002 y OIE, 2009). La forma
horizontal puede ser directa o indirecta, la forma directa es a través del
contacto con peces enfermos que muestran signos clinicos o puastula con
trasudado en el tegumento. Sin embargo, puede haber peces que sean
portadores asintomaticos, que portan al virus pero que no presentan signos
clinicos o lesiones.

La forma indirecta es por el factor abiético, el agua; los viriones son excretados
en las heces, orina 6 moco branquial y son diseminados en el agua pudiendo
sobrevivir a los 10°C por 5 semanas o durante mas de 6 semanas en el fango
del estanque a 4°C. (Ahne 1982; Ahne et al., 2002; OIE, 2009).

Otra forma de transmision es la vertical, donde el vWPC se ha encontrado en el
fluido ovarico de algunos peces y se ha asociado con los huevos, aunque
parece no ser una forma de transmision importante (Wolf, 1988; OIE, 2009). Un

ensayo usando fluido seminal y ovarico en carpas asintomaticas de 5 — 10 afios
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de edad, demostro escasas particulas virales en estas muestras (Békesi y
Csontos, 1985).

Por otro lado, el vWPC puede ser inoculado por vectores que transmiten al virus
pasivamente, como parasitos, crustaceos (Argulus foliaceus) (Pfeil 1977; Ahne
1985a), la sanguijuela Piscicola geometra y otros artrépodos (Ahne, 1985a;
OIE, 2009). Otros vectores potenciales son las aves ictiofagas, como la garza
Ardea cinerea que mantiene al virus hasta 120 minutos después de la ingesta
(Peters y Neukrirch, 1986).

Por otro lado, debido a que en la mayoria de las granjas no se toman las
medidas sanitarias adecuadas, el virus puede ser dispersado hacia los
estanques en los utensilios de limpieza como redes, contenedores para
transportar peces e inclusive en los uniformes o botas del personal mal
desinfectados (Ahne et al, 2002; OIE, 2009).

El periodo de incubaciéon de la enfermedad experimentalmente es de 7 — 15
dias. El virus es excretado en heces, orina 6 moco branquial hacia el agua,
entrando asi en contacto con el epitelio branquial, que es el primer sitio
anatémico donde se replica el virus a las dos horas post-infeccién (h.p.i.).
Debido a que las branquias son un tejido muy vascularizado, el virus se
disemina via sanguinea (viremia) a los 5 dias post-infeccion (d.p.i) e invade
organos Yy tejidos, como el bazo, higado, encéfalo y rifién. Entre los 7 a 10
d.p.i., se replica en el endotelio vascular, en el tejido hematopoyético y en el
rifidn (Ahne, 1978).

Aproximadamente entre los 8-11 d.p.i los signos clinicos que se muestran son:

insuficiencia respiratoria, letargia, se mantienen en el fondo de los estanques,
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nado erratico, pérdida de equilibrio e hiperactividad esporadica (Ahne, 1978;
OIE, 2009).

A los 15-20 d.p.i, se aprecian las lesiones macroscopicas evidenciandose el
oscurecimiento de la piel, exoftalmia, branquias palidas, aletas deshilachadas
en algunos peces, abdomen distendido, abundante liquido ascitico
sanguinolento, heces gruesas y largas con moco, prolapso y edema del
coprodéo (Wolf, 1988; Ahne, 1978; Fijan 1999; OIE, 2009).

En la piel se observan numerosas petequias (Ahne et al., 2002 y OIE, 2009) y
la presencia de pustulas.

Las branquias muestran también numerosas petequias y cambios
degenerativos. En pocas ocasiones se han apreciado cuerpos de inclusién
intracitoplasmicos eosinofilicos en el epitelio branquial (Wolf, 1988; Woo y
Brunol, 1999).

En el encéfalo y camara anterior del ojo hay hemorragias y edema (Osadcajay
Ruderho, 1981).

Con respecto al muasculo esquelético, se aprecian zonas de hemorragia y
abundante edema (Woo y Brunol, 1999; OIE, 2009); mientras que el musculo
cardiaco presenta degeneracion hialina, necrosis (OIE, 2009), miocarditis y
pericarditis (Wolf, 1988 y Woo y Brunol, 1999).

El higado muestra cambios degenerativos de las paredes vasculares, reaccion
inflamatoria y abundante edema. En el parénquima hepatico se aprecian
numerosos focos de degeneracion y necrosis, abundante edema e infiltrado
inflamatorio constituido por histiocitos y linfocitos (Negele, 1977).

En el pancreas se observa necrosis y reaccion inflamatoria linfocitaria (Negele,

1977) o heterofilica (Wolf, 1988; Woo y Brunol, 1999).
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El tejido adiposo que se encuentra en la cavidad celémica puede presentar
cambios degenerativos y abundante edema y en el peritoneo parietal y visceral
se observa reaccién inflamatoria, los vasos linfaticos se encuentran dilatados y
en su luz macréfagos vy linfocitos (Negele, 1977). En el estbmago se aprecia
gastritis catarral (Osadcaja y Ruderho, 1999) y en el intestino hay perivasculitis
y edema severo (Negele, 1977), necrosis, descamacion del epitelio y atrofia de
vellosidades (Osadcaja y Ruderho, 1999).

El bazo muestra hiperemia severa con hiperplasia del tejido reticuloendotelial,
linfoide y de los centros melanomacréfagos (Negele, 1977) y esplenitis
(Osadcaja y Ruderho, 1999). Ademés, se observa almacenamiento de
lipofuscina en siderocitos, necrosis e inflamacion (Negele, 1977).

En el rifién se llegan a apreciar lesiones necréticas en el tejido excretor y en el
hematopoyético. Los tubulos renales (tejido excretor), presentan cilindros
hialinos que corresponden a la presencia de abundante proteina, cambios
degenerativos y vacuolas en el epitelio tubular (Negele, 1977; OIE, 2009).

Una de las lesiones mas caracteristica de esta enfermedad se localiza en el
epitelio de la vejiga natatoria, donde se observa hiperplasia, hemorragias
(Negele, 1977; Ahne et al., 2002; OIE, 2009) y los vasos sanguineos de la
submucosa se encuentran dilatados con infiltrado linfocitario y edema (Negele,
1977; OIE, 2009).

En la literatura se menciona que durante la replicacion pueden apreciarse
cuerpos de inclusion intracitoplasmicos en el epitelio branquial y en los tabulos
renales con cambios degenerativos y detritus asociados a la necrosis (Wolf,

1988; Woo y Brunol, 1999).
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Como se menciond, las lesiones histolégicas en su mayoria son de tipo
vasculares, hiperemia y hemorragias, necréticas e inflamatorias. Al afectarse
los vasos sanguineos, branquias y rifidon hay un desbalance i6nico y en la
mayoria de los casos los peces mueren a los 20 d.p.i. (Ahne, 1977; Ahne,

1978; OIE, 20009).

1.7 PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Debido a que la acuicultura en México, es de suma importancia a nivel
economico, surgio el interés de estudiar las enfermedades certificables virales,
que ocasionan alta mortalidad y cuantiosas pérdidas econémicas como es el
caso de VPC.

En México, las enfermedades virales no se habian estudiado, debido a que no
se contaba con pruebas diagnosticas aceptadas por la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal (OIE). En el 2001, hubo un brote de Necrosis Pancreatica
Infecciosa asociado a un birnavirus, que afectd a la truticultura nacional,
ocasionando cuantiosas pérdidas econémicas debido a la elevada mortalidad
de crias y alevines (Salgado, 2006). Debido a esto, se vio la necesidad e
importancia de implementar pruebas diagndsticas permitidas por la OIE como
son el aislamiento viral, pruebas serolégicas y moleculares para identificar a los
agentes virales (OIE, 2009). Por lo anterior, surgio el interés de estandarizar las
pruebas diagnésticas para Viremia Primaveral de la Carpa (VPC) para
determinar si esta presente en el pais.

Existen dos tipos de pruebas diagnésticas, las directas y las indirectas. Las
primeras se refieren a pruebas que demuestren la presencia del agente

etioldgico como el aislamiento, PCR, inmunohistoquimica, inmunofluorescencia

16



e hibridacion “in situ”. Las pruebas indirectas son las serologicas que
demuestran la reaccion del organismo en contra del agente, entre las que se
encuentran el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), inhibicién
de la hemoaglutinacion, aglutinacién en placa, virus sueroneutralizacién y
fijacion del complemento.

Segun el Manual de pruebas diagnosticas para organismos acuaticos de la
OIE, el diagnéstico debe de ser confirmado mediante el aislamiento viral, pero
tiene la desventaja de que es tardado, costoso de implementar, se necesita
experiencia para identificar los efectos citopaticos y no es confiable al utilizar
muestras autolisadas. Por lo que, es necesario verificar el resultado del
aislamiento, empleando la prueba de inmunofluorescencia o ELISA monoclonal
o policlonal en tejidos de animales sospechosos. El manual indica que dichas
pruebas de diagnoéstico son suficientes para iniciar medidas de control y
deberan ser confirmadas con virus neutralizacién, RT-PCR y secuenciacion.
Por lo que el PCR y RT-PCR, se ha empleado cada vez mas en el diagnostico
de enfermedades de especies acuicolas (Cunningham, 2002), debido a que es
una prueba sensible, especifica, segura y una vez implementada no es tan
costosa y es facil de realizar (OIE, 2004).

No obstante lo anterior, en la RT-PCR pueden surgir dudas si los resultados
negativos realmente sean por la ausencia del virus debido a que durante la
extraccion del ARN de las muestras clinicas, se contamine con inhibidores
como grasa, hemoglobina y enzimas que impidan la amplificacion, que ocurran
errores durante la extraccion de los acidos nucleicos, en la mezcla de los
reactivos o durante el RT-PCR por mal funcionamiento del termociclador o que

hayan variaciones en la ejecucién de los ciclos de RT-PCR o pobre actividad
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de la ADN polimerasa (Hoofar et al., 2004; Villanova et al., 2007; Adams y
Thompson, 2008; Cunningham, 2002) por lo anterior, se requiere de la
validacion de un método molecular con un Cl (Adams y Thompson, 2008) que
evite la posibilidad de obtener resultados falsos negativos, éste debe ser
estable, econémico al producirse, no infeccioso, ausente en las muestras
clinicas y capaz de verificar la eficiencia del procedimiento en cada uno de los
pasos (Niesters, 2004; Pasloske et al., 1998).

Por lo anterior, se deben de emplear controles internos que son cualquier
secuencia de ADN o ARN presente en el tubo para PCR o RT-PCR, que debe
ser coamplificado junto con las muestras clinicas. Esta sefial control, siempre
debe de ser producida a pesar de que no se amplifique el producto de la
muestra.

Existen dos tipos de controles internos, los competitivos y los no competitivos.
En los competitivos se utilizan iniciadores compuestos y éstos son amplificados
usando un solo juego de iniciadores y son sometidos a las mismas condiciones
en el mismo tubo de PCR. Para evitar la competencia entre el iniciador de la
muestra y el del control interno, resultando en la inhibicion o unién de ambos
productos por los iniciadores, es necesario modificar la concentracion de
ambos iniciadores. La concentracion de la muestra debe ser menor y el tamafio
de la secuencia del control interno debe ser mayor, para evitar asi la
competencia entre ambas secuencias (Hoofar et al., 2004).

En los no competitivos, las secuencias de la muestra y el control interno son
amplificados usando juegos de iniciadores, diferentes para cada uno. Esto
requiere que se realicen dos reacciones del PCR o RT-PCR con diferente

cinética y que procedan simultaneamente (Hoofar et al., 2004).
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Debido a lo anterior, se disefid un control interno de tipo competitivo, para
verificar los resultados que seran emitidos a partir del RT-PCR para el
diagnostico de VWPC. Se decidi6 emplear en el cuerpo del control interno, el
gen de la proteina verde fluorescente, que al estar clonado en un vector de
expresion, en direccion con respecto al promotor/enhancer del citomegalovirus
(pCMV), se verificara la eficiencia de la transfeccion por lipofectamina en
células Hela a partir de la expresion de la proteina verde fluorescente y se

generard una gran cantidad de ARNm que sera empleado como control interno.
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2.0 JUSTIFICACION

En el 2001, en el estado de México, se identificO un brote asociado con el
birnavirus de la necrosis pancreatica infecciosa (VNPI) en truchas (Salgado,
2001), que motivo el interés de identificar otras enfermedades certificables
como VPC, que afecta a la carpa que es una especie de importancia
econdmica en el pais. Un brote, podria diseminarse con facilidad en el territorio
nacional y ocasionar 70-90% de mortalidad, provocando cuantiosas pérdidas.
Lo anterior es factible, debido a que no hay un manejo sanitario adecuado en la
mayoria de las granjas y a que muchas especies de peces ornamentales,
huevo y crias, son de importacibn como es el caso de las carpas Koi y los
peces japoneses. Muchos de los peces importados pasan por los Estados
Unidos de América y Canadé en los cuales, desde el 2002 ha habido reportes
de VPC (Goodwin, 2002; Dikkeboom et al., 2004; Garver, 2007). En el pais, no
existen pruebas diagndsticas como el aislamiento viral o pruebas moleculares
que confirmen que efectivamente los peces estan libres de enfermedades. Asi
mismo, se requiere implementar nuevas regulaciones sanitarias, que incluyan
la toma de muestras para la deteccion de animales enfermos y portadores
asintomaticos. Por otro lado, en varias granjas y estanques rurales se
desarrollan policultivos, en los cuales se mezclan tanto especies de produccion
como ornamentales, éstas Ultimas importadas, las cuales en ocasiones son
utilizadas para repoblacion de cuerpos de agua naturales pudiéndose introducir
y dispersar numerosas enfermedades.

Debido a que no se han realizado estudios para determinar si existen
enfermedades virales en los ciprinidos de México y a que se han identificado

algunos peces con signos clinicos y lesiones sugerentes a la vVPC, surgi6 el
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interés de realizar el presente estudio para la implementacion de técnicas

diagnésticas sensibles, rapidas y econémicas.
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3.0 HIPOTESIS
Si se implementara la prueba de RT-PCR con controles internos para el
diagnostico de la Viremia Primaveral de la Carpa, entonces se podra evaluar su

presencia en ciprinidos de produccién y ornamentales.
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4.0 OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar al virus de la viremia primaveral de la carpa en granjas sospechosas

de los estados de México e Hidalgo, México mediante histopatologia, ELISA y

RT-PCR.
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4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

I) Realizar histopatologia para identificar lesiones sugerentes a VPC.

II) Verificar los hallazgos histopatologicos de las muestras de carpas por

ELISA.

[II) Construir un control interno competitivo, constituido por el gen de la proteina

verde fluorescente flanqueado con fragmentos del gen de la glucoproteina de

vVPC.

IV) Diagnosticar por RT-PCR al vVPC a partir de muestras clinicas de carpa.

V) Realizar cultivos bacteriol6gicos para evaluar que las lesiones puedan estar

asociadas con Aeromonas sp., debido a que las lesiones de estas bacterias

son semejantes a las del vWPC.
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5.0 MATERIAL Y METODOS

5.1 MUESTREO

Las colectas se realizaron en 7 granjas, capturando en total 258 ciprinidos de
diferentes variedades (barrigona, espejo, plateada, koi y japoneses) elegidos al
azar y sin importar el sexo. Las carpas colectadas eran de centros de
produccion de cria y de engorda, cultivados, en el Estado de México,
municipios de Tiacaque (TIA) y Villa Victoria (VV) e Hidalgo, municipio de
Tezontepec de Aldama | (TAI) y Il (TAIl), localidades de Chilcuautla (CH),
Tunititthn (TUN) y Mangas (LM). El objetivo de la colecta fue verificar o
descartar una posible infeccion viral, ya que en las historias clinicas referian
mortalidades, signos clinicos y lesiones macroscépicas sugerentes de la

infeccidn por rhabdovirus de la VPC (Cuadro 1).

Cuadrol.Nomero de peces y especies de carpas colectadas en granjas del Estado de
México e Hidalgo, México.

GRANJA ESTADO NUMERO DE VARIEDAD DE CARPA
PECES

Tezontepec de Aldama | (TAI) Hidalgo 24 Barrigona,espejo y koi
Tezontepec de Aldama Il (TAII) Hidalgo 80 Barrigona y espejo
Chilcuahutla (CH) Hidalgo 24 Barrigona y espejo
Tunititlan (TUN) Hidalgo 15 Barrigona,espejo y koi
La Manga (LM) Hidalgo 20 Japoneses y Koi
Tiacaque (TIA) Estado de México 70 Plateada
Villa Victoria (VV) Estado de México 25 Barrigona
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5.2 NECROPSIAS E HISTOPATOLOGIA

A los responsables de las granjas se les pregunté la historia clinica y si los
peces habian mostrado signos clinicos de enfermedad. Para el sacrificio se le
agregd al agua benzocaina (5 mg/L) (Stoskopf, 1993). Se realizaron las
necropsias de acuerdo a los métodos descritos por Stoskopf, 1993 y Noga,
1996 y se documentaron las lesiones macroscopicas.

Para el estudio histopatolégico se emplearon 10 peces de cada granja.

Durante las necropsias realizadas en las carpas de 6 granjas se obtuvieron

todos los 6rganos y tejidos. De las granjas de TA Il fueron remitidas crias de

carpa para el estudio histopatoldgico y debido al tamafio que presentaban los

peces (0.8 cm) se fijaron, inyectandoles formalina a la cavidad celomica. La

formalina empleada para preservar los tejidos se utilizo al 10 % amortiguada a

pH de 7.2 y se dejaron las muestras en fijacién durante 24 horas.

Para la fijacion se realizaron cortes de los 6rganos con un tamafio aproximado
de 1 cm®y los cuerpos completos de las crias se cortaron longitudinalmente.
Las secciones de los tejidos se colocaron en capsulas previamente
etiquetadas, fueron procesados por la técnica histologica de rutina, se
realizaron cortes con microtomo a 3-4 micrometros de grosor y fueron tefiidos
con Hematoxilina-Eosina (H-E) para su posterior revision en el fotomicroscopio
y documentar las lesiones histoldgicas.

El estudio histopatolégico se realizé para identificar a los organismos que
presentaran lesiones microscopicas sugerentes de un proceso viral.

También durante la necropsia, el rifion y el bazo de todos los organismos se
dividieron en 3 partes: una para realizar el estudio histopatolégico, los otros dos

se emplearon en las pruebas de ELISA y RT-PCR. Para estos ultimos dos
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estudios, las muestras de tejido fueron colocadas en tubos estériles y

congeladas a -70°C hasta su procesamiento.

5.3 ENSAYO INMUNOABSORBENTE LIGADO A ENZIMAS (ELISA)
SANDWICH POLICLONAL

Se empled en el presente estudio, el juego de reactivos Test-Line Ltd. Clinical
Diagnostics 001/2000/CPVP siguiendo el procedimiento de acuerdo a las
instrucciones del fabricante de captura de antigeno policlonal. ElI estuche
incluye un blanco, un testigo positivo y negativo. Para la validaciéon e
interpretacion de resultados ver anexo 1.

Para detectar peces infectados por el vWPC mediante la prueba de ELISA se
realizé un “pool” de bazo y rifidn de los peces pertenecientes a las granjas de
(TAD, (TAI), (TU) y (LM) del Estado de Hidalgo y (Tl) y (VV), del Estado de
México, asi como de las crias completas pertenecientes a TAIll. Para la
preparacion de las muestras, los érganos y los cuerpos de las crias completas
fueron homogeneizados en tubos colocando 3 g de muestra en 3-5 volimenes
de PBS pH 7.2 y fueron almacenados a -20°C hasta realizar la prueba. Los
homogeneizados fueron centrifugados a 2000 g por 5 minutos y los

sobrenadantes se emplearon para la prueba.

5.4 CULTIVO BACTERIOLOGICO
Con hisopos estériles, se tomaron muestras de “pool” obtenidas de la cavidad
celomica de 10 carpas por granja. Las muestras fueron colocadas en medio de

Stuart y se enviaron al Departamento de Microbiologia e Inmunologia, de la
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Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional

Auténoma de México para su andlisis bacteriolégico general.

5.5 DISENO DEL CONTROL INTERNO Y REACCION EN CADENA A LA
POLIMERASA (PCR)

5.5.1 DISENO DE INICIADORES

Se diseflaron 2 juegos de iniciadores sentido y contrasentido (Invitrogen)
tomando como base distintas secuencias obtenidas del GENBANK. El primer
par amplifica el gen que codifica para la proteina verde fluorescente en verde y
fueron disenados a partir de la secuencia del vector pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO
(pcPVF). Este juego de iniciadores, contienen ademas en los extremos dos
segmento del gen que codifica para la glucoproteina del vWPC en rojo
(Genbank numero de acceso U18101). ElI segundo par de iniciadores
corresponden Unicamente a la secuencia adicionada con el primer par al gen
de la proteina verde fluorescente (en rojo con nimero de acceso U18101). A
continuacion se muestran las secuencias, concentracion inicial y el tamafio de

cada uno (Cuadro 2).

Cuadro 2. Nombre de los iniciadores para PCR y RT-PCR, tamafio en pares de bases,
concentracion inicial y secuencias empleadas para obtener el control interno y para
ser empleado con las muestras clinicas de carpas.

NOMBRE SECUENCIA TAMARO | CONCENTRACION
DEL (pb) INICIAL
INICIADOR (nmol)
VSP-GFP-1 5" TCTTGGAGCCAAATAGCTCAAGCT 40 22.8
VSP-GFP-2 | 5" AGATGGTATGGACCCCAATACATC 41 49.1
VSP-1 5" AGATGGTATGGACCCCAATACATC 24 35.0
VSP-2 5" TCTTGGAGCCAAATAGCTCAA 21 40.2
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5.5.2 OBTENCION DEL GEN DE LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE

Se empled el plasmido de expresion pcDNA 3.1/CT-GFP TOPO (pc-PVF)
(Invitrogen), el cual contiene el gen de la proteina verde fluorescente de 720
pares de bases. En la Figura 2, se observa parte de la secuencia nucleotidica
de este vector y se indica el sitio de clonacion de secuencias de ADN y el
marco de lectura de la proteina verde fluorescente, en la figura 3, se observa el

mapa con los componentes que integran a este vector.

Figura 2. Secuencia nucleotidica y de aminoacidos de la
proteina verde fluorescente.
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pcDNA3.1/
CT-GFP-TOPO®

Figura 3. Mapa del plasmido de expresion pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO.

Este vector fue transformado en una cepa de E.coli y el plasmido fue extraido
por medio de lisis alcalina (Sambrook et al., 2002). Una vez purificado, el ADN
plasmidico se visualiz6 por medio de electroforesis empleando geles de

agarosa al 1.2% tefidos con Bromuro de etidio (Br-E).

5.5.3 REACCION EN CADENA A LA POLIMERASA (PCR)

Se realiz6 el PCR (Figura 4) agregando el plasmido recombinante pc-PVF
como templado y los iniciadores compuestos (VPC-PVF-1y 2), con el fin de
obtener el control interno competitivo (CI-VPC-PVF-VPC) de 801 pb, que
corresponde al gen de la proteina verde fluorescente flanqueado por
fragmentos del gen de vWPC (Cl VPC-PVF-VPC). Para ello, se mezclaron los
siguientes reactivos en tubos para PCR: 45 ul de Supermix (Invitrogen), 2ul del
plasmido pc-PVF, 2ul de cada uno de los Iniciadores compuestos VSP-GFP-1

y 2. Las condiciones empleadas en esta PCR se indican en la Figura 4.
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Figura 4. Condiciones de la Reaccion en Cadena a la Polimerasa empleando
iniciadores compuestos VSP-GFP-1 y VSP-GFP-2 para obtener el Cl VPC-PVF-VPC.

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4
(1 repeticion) (35 repeticiones) / (25 repeticiones) (1 repeticion)
95°C 95°C ' 95°C
5:00 1:00 1:10
72°C ;2(;’33 72°C
1:30 o 5 5:00
55°C 6§ C
100 / 100
4°C
10:00

El producto obtenido de esta reaccion fue visualizado empleando electroforesis
en geles de agarosa al 1.2% tefidos con bromuro de etidio, como marcador de

peso molecular se empleo lambda Hind Il (Invitrogen).

554 CLONACION Y TRANSFORMACION QUIMICA DEL PLASMIDO
pcDNA 3.1 V5-His-TOPO

El Cl VPC-PVF-VPC fue clonado en el vector pcDNA 3.1 V5-His-TOPO (pcV5).
Con esta construccion se realizé una segunda PCR empleando como templado
el pcV5 vy los iniciadores VPC 1 y 2 (Figura 5). El producto obtenido fue
visulizado por electroforesis. El plasmido de expresion pcDNA 3.1 V5-His-
TOPO (pc-V5) (Invitrogen) entre sus caracteristicas presenta rio arriba al sitio
de clonacion el promotor/enhancer del citomegalovirus (pCMV) (Figura 6), esto
sera util posteriormente, cuando se realice la transfeccion en células
eucariontes (Hela) y se produzca gran cantidad de ARNm, permitiendo la
expresion eficiente y de alto nivel del CI VPC-PVF-VPC.
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Figura 5.

Condiciones de la Reaccién en Cadena a la Polimerasa empleando

iniciadores VPC-1 y VPC-2 para comprobar la amplificacion del ClI con el mismo
juego de iniciadores para las muestras clinicas de carpa.

Ciclo1
(1 repeticion)

Ciclo 2 Ciclo 3
(30 repeticiones) (1 repeticion)
95°C 95°C
5:00 1:00
72°C 72°C
1:30 3:00
60°C
1:00 4°C
3:00
PCR [
A Product

pcDNA3.1/

V5-His-TOPO
5523 bp

ents for pcDNA3.1/V5-His-TOPO
3 nucleotides

Figura 6. Componentes del plasmido de expresién pcDNA3.1V5-His-TOPO
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5.5.5 VERIFICACION DEL SENTIDO DEL CI VPC-PVF-VPC EN EL SITIO DE
CLONACION DEL PLASMIDO pcDNA3.1 V5-His TOPO

Para la verificacion del sentido en el cual se encontraba el Cl VPC-PVF-VPC
en el sitio mudltiple de clonacién, con respecto al promotor/enhancer del
citomegalovirus humano (pCMV) componente de pc-V5, se empled un nuevo
iniciador denominado de direccidon disefiado con el programa DNAMan, cuya
secuencia es 5° GGATCCACTAGTCCAGTGTGG 3°. Con este iniciador se
realiz6 PCR empleando como templados los pcV5 transformantes (Cl VPC-
PVF-VPC) y los iniciadores que amplifican el control interno. Los productos
obtenidos fueron visualizandose en geles de agarosa al 1.2%, tefiidos con Br-
Et. Una vez que se identificé que el ClI VPC-PVF-VPC estuviese en direccion
en el sitio de clonacion del pc-V5, a partir de los cultivos de LB sélido con
ampicilina se tomaron 4 colonias y se realizé crecimiento en medio LB liquido.
Después se hizo lisis alcalina maxipreparacion segun Sambrook et al., 2002,
para obtener abundante cantidad de pcV5 transformante. Una vez purificado se
realizé electroforesis, visualizandose en gel de agarosa al 1.2% tefiido con Br-
Et. Este mismo vector fue purificado empleando el sistema comercial “pure link
quick plasmid miniprep” (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del manual.

Este vector purificado fue cuantificado por medio de espectrometria a 260 nm.

5.5.6 TRANSFECCION DE CELULAS HELA CON EL PLASMIDO
RECOMBINANTE CON CI VPC-PVF-VPC:

Se cultivaron células Hela en cajas de cultivo de 25 cm? en el medio minimo
esencial de Eagle’s (MEM) (In Vitro) (L-glutamina 2 Mm, bicarbonato de sodio
0.1 mM, antibiético 10 mg/ml y 10% suero fetal bovino), hasta alcanzar una

confluencia del 80%.
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Para la transfeccion, se empleé lipofectamina LX (Invitrogen) siguiendo las
indicaciones del fabricante. La reaccion de lipofectamina se prepar6 agregando
24 ul del vector purificado a una concentracion de 5.7 ng/ml, 2.4 ul de MEM y
reactivo de lipofectamina LX 1.4 pl y se dej6é a temperatura ambiente durante 5
minutos. Posteriormente, se agregaron 2.8 ul de lipofectamina LX y se incubd
por 30 minutos a temperatura ambiente. Del cultivo de monocapa se retiré el
MEM vy se realizaron 3 lavados con PBS pH 7.4. La mezcla de transfeccion se
agrego al cultivo de células Hela, revolviéendose suavemente e incubandose a
37°C y con 5% de CO,. A las seis horas se retird la mezcla de la transfeccién
de la caja de cultivo de células Hela y se agregaron 5 ml de MEM enriquecido
nuevo con antibiotico dejdndose incubar por 24 horas. Al completarse la
incubacioén, las células transfectadas fueron observadas bajo un microscopio
de fluorescencia empleando luz azul que corresponde a 495 nm para emitir

bioluminiscencia verde.

557 EXTRACCION DEL ARNm A PARTIR DE CELULAS HELA
TRANFORMADAS Y RT-PCR EMPLEANDO INICIADORES DE VPC1Y 2.

Una vez evaluada la eficiencia de la transfeccién por lipofectamina, se requeria
verificar si durante la transcripcion in vitro, el promotor/enhancer del
citomegalovirus (pCMV) habia generado la cantidad suficiente de ARNm (ClI
VPC-PVF-VPC) y que la expresion de las proteinas no haya sido modificada
durante la traduccion preservandose la formacion del CI VPC-PVF-VPC en las
células Hela. Para verificarlo, se realizo la extraccion del ARNm de las células
Hela transfectadas a partir de una caja de 25 cm? empleando Trizol

(Invitrogen) (Maldonado, 2009) vy se verific6 la concentracion por
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espectrofotometria a partir del producto final de las extracciones del ARNm de
las células Hela transfectadas, para obtener la concentracion adecuada para
ser empleado como CI junto con las muestras clinicas de carpa. Después se
realiz6 el RT-PCR (Figura 7), agregando los siguientes reactivos: cuanto baste
para 50 yl agua con DEPEC, 2 yl de ARNm de Hela transfectadas (605 ng), 1
dI Iniciador VPC-1 (35 nmol), 1 ul Iniciador VPC-2 (40.2 nmol), 4 ul solucién
amortiguadora 5X (Invitrogen), 1.5 pl MgCl,, 2 yl DNTPs (Invitrogen), 1ul DTT,
1U Tag polimerasa (Invitrogen), 100 U Transcriptasa reversa Superscript Il
(Invitrogen), utilizando los iniciadores de VPC-1 y VPC-2 para obtener un
amplificado de 801 pb que correspondera al Cl VPC-PVF-VPC y se realiz6

electroforesis de gel de agarosa 1.2% tefiido con Br-Et.

Figura 7. Condiciones de la Transcriptasa reversa-Reaccion en cadena a la
Polimerasa empleando los iniciadores para VPC 1y 2.

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3
(1 repeticion) (30 repeticiones) (1 repeticion)
94°C 95°C
5:00 6:45
72°C 72°C
1:45 5:00
59°C
1:30
45°C 4°C
60:00 90:00

Posteriormente, para conocer el limite inferior de la amplificacion del ClI VPC-
PVF-VPC para ser usado como control interno competitivo, se realizé dilucion
doble seriada del ARN de la extraccion y RT-PCR (Figura 7) agregando los

siguientes reactivos: cuanto baste para 50 pl agua con DEPEC, 5 pl de CI
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VPC-PVF-VPC (663 ng), 1 ul Iniciador VPC-1, 1 pl Iniciador VPC-2, 4 ul
Solucién amortiguadora 5X (Invitrogen), 1.5 pl MgCl,, 2 yl DNTPs (Invitrogen),
1yl DTT, 1 U Tag polimerasa (Invitrogen), 100 U Transcriptasa reversa
Superscript Il (Invitrogen ). Una vez finalizado el RT-PCR se hizo electroforesis

con gel de agarosa al 1.2%.

5.5.8 EXTRACCION DE LAS MUESTRAS CLINICAS

Se realizé “pool” de las muestras de rifidn y bazo de los peces obtenidos de
cada una de las granjas, realizando macerados con 50 a 100 mg de los tejidos.
Las muestras se centrifugaron a 12,000 g por 10 minutos a 4°C. Después de
retirar el sobrenadante, se agreg6 Trizol (Invitrogen) para realizar la extraccion
de ARN (Maldonado, 2009) a partir de las muestras de carpa colectadas de las

7 granjas y cada extraccion fue cuantificada por espectrofotometria.

559 TRANSCRIPTASA REVERSA-REACCION EN CADENA A LA
POLIMERASA EMPLEANDO LAS MUESTRAS CLINICAS Y EL CI VPC-PVF-
VPC

Por ultimo, se realiz6 el RT-PCR de un solo paso estandarizado por Maldonado
E., 2009 empleando los iniciadores para VPC 1 y 2 (Figura 6), con los
siguientes reactivos: cuanto baste para 50 ul agua con DEPEC, 2 yl de ARN
de las muestras, 5 ul de Cl VPC-PVF-VPC, 1 ul Iniciador VPC-1, 1 pl Iniciador
VPC-2, 4 pl solucién amortiguadora 5X (Invitrogen), 1.5 yl MgCl,, 2 yI DNTPs
(Invitrogen), 1ul DTT, 1 U Taq polimerasa (Invitrogen),100 U Transcriptasa
reversa Superscript 1l (Invitrogen). Estos se analizaron por electroforesis

empleando gel de agarosa al 1% tefido con Br-Et.
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6.0 RESULTADOS

6.1 SIGNOS CLINICOS

Los peces colectados en 6 de las 7 granjas no mostraban signos clinicos de
enfermedad, en algunos casos solo se apreciaban lesiones macroscépicas. Las
carpas barrigonas y espejo, remitidas de la granja de TA Il se observaron
adelgazadas, mostraban boqueo constante, nado erratico. El productor refirié

crecimiento lento y mortalidad del 100%.

6.2 HALLAZGOS MACROSCOPICOS

Las lesiones macroscopicas observadas en los peces de 3 granjas fueron: en
la granja del municipio de CHI, manchas blancas opacas de 1 X 2 cm en la piel
(Figura 8) y en la misma granja seis organismos presentaban Ulceras en la piel
de 1.5 X 1 cm en las regiones dorsal y lateral del cuerpo. El borde de las
Ulceras era rojo obscuro y en el centro se apreciaba un material blanco
algodonoso sugerente de infeccidbn micética, ademas de la presencia de
hemorragias equimaéticas y en sufusion (Figura 9). En la granja de LM se
apreciaron 10 peces con Ulceras de 1 X 2 cm con borde de color rojo oscuro
en la piel, en 3 de los casos se vio un material blanco algodonoso sugerente de
hongos de Saprolegnia sp. (Figura 10). Las crias de carpa remitidas de la
granja de TA Il mostraban exoftalmia unilateral o bilateral, despigmentacion de
la piel, algunos peces adelgazados, no alcanzaron la talla de 2 cm de longitud
total y aumento de volumen de la cavidad celémica (Figura 11). El resto de los

peces colectados de las otras granjas no mostraron lesiones macroscopicas.
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Figura 8. Carpa barrigona de la granja de la
localidad de Chilcuahutla que presenta en la regién
dorsal del cuerpo una mancha blanca opaca de 1 X
2 cm (flecha) que corresponde al incremento en la
produccién de moco.

Figura 10. Pez japonés perteneciente a la granja
de “La Manga” observandose en la region lateral
del cuerpo Ulcera de 2 X 3 cm y la presencia de
material algodonoso blanco sugerente con
Saprolegnia sp. (Flecha).
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Figura 9. Carpa barrigona con Ulcera en la
piel de la region lateral izquierda de 1 X 1.5
cm (flecha).

lcm

Figura 11. Crias de carpa barrigona que
presentan exoftalmia (1), despigmentacion
de la piel (2), adelgazamiento (3) y aumento
de volumen de la cavidad celémica (flecha)
pertenecientes a Tezontepec de Aldama Il.



6.3 LESIONES HISTOLOGICAS

En cuatro de las granjas del Estado de Hidalgo (TA I, CHI, TUN y LM) y las del
Estado de México (TIA y VV), los peces mostraron lesiones de hiperplasia de
células productoras de moco en las branquias y cambios vasculares de
telangiectasia leve, multifocal, sugerente de mala calidad del agua. Otras
lesiones identificadas en las branquias fueron inflamacion leve, difusa por
heterdfilos (branquitis) e hiperplasia linfoide. Ademas, se observaron multiples
especies de parasitos como monogeneos Dactylogyrus sp., digeneos de
Centrocestus formosanus, Trichodina sp. e Ichthyophthyrius multifiliis.

Por otro lado, los diez peces seleccionados al azar para el estudio
histopatoldgico de las granjas CHI, TUN y LM, mostraron mdltiples granulomas
en el tejido periocular, coroides, branquias, higado, bazo, pancreas, peritoneo,
ovario y miocardio con escasos cortes transversales y longitudinales de
nematodos (huevos larvados y adultos). En 3 carpas espejo pertenecientes a la
granja de Chilcuahutla se apreciaron en el tejido periocular, bazo y pancreas,
numerosos melanomacréfagos y abundante melanina alrededor de los
granulomas que contenian parasitos. En las secciones que presentaron
granulomas se realizo6 tincion especial de Ziehls-Neelsen que resultd negativa
para bacterias acido alcohol resistentes.

En una de las granjas de TUN, Estado de Hidalgo y en TIA, Estado de México,
se identificaron cestodos de Bothriocephalus acheilognathi y nematodos en la
luz de intestino anterior. Por otro lado, también se observo enteritis heterofilica,
linfocitaria grave, difusa, hiperplasia linfoide leve, multifocal y alrededor de los

parasitos la proliferacion de una fina capa de tejido conectivo fibroso. Por
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altimo, en el intestino de las carpas provenientes de la granja de VV, se
apreciaron numerosos nematodos.

En la mayoria de los peces, en la mucosa de intestino y rifidn se observo
necrosis zonal, reaccion inflamatoria severa difusa, constituida por numerosos
heterofilos, macréfagos y linfocitos ademas de numerosas estructuras ovoides,
acido periodico de Shiff (PAS) positivas que correspondieron a myxosporidios
identificados como Myxobolus sp.

De los 80 peces remitidos de la granja de TA Il, se tomaron 10 crias de carpa
Barrigona y 10 de carpa Espejo al azar y las lesiones microscopicas mas
relevantes fueron:

En la piel de la superficie corporal y tejido periocular: dermatitits desde
epidermis hasta hipodermis y perioftalmitis necrética crénica-activa (reaccién
inflamatoria constituida por heterofilos, histiocitos y linfocitos), en el 100% de
las muestras. Asi mismo, en el 70% de las muestras histolégicas con miositis
necrotica cronica-activa grave, difusa (Fotomicrografia 1). Ademas, en el 100%
de las carpas se observé edema grave, difuso en piel y en un 60% en el
musculo esquelético. En el estrato escamoso de la piel en el 60% de las
secciones histologicas con hiperplasia leve, difusa y en el 10% en el musculo
esquelético con hemorragia extensa.

Por otro lado, en el 60% de los peces, se aprecio branquitis necrética crénica-
activa, grave, difusa (Fotomicrografia 2), ademas de hiperplasia grave del
epitelio branquial, causando la fusion de las lamelas secundarias e hiperplasia
de las células productoras de moco en un 50% de las muestras y con la
presencia de numerosos bacilos Gram negativos en el 70% de las secciones

de branquias.
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En el 50% de las muestras se observé con hepatitis necrética cronica-activa
moderada, multifocal y la presencia de numerosos cuerpos de inclusion
eosinofilicos intranucleares en los hepatocitos (Fotomicrografia 3).

En el 50% de las carpas en el bazo y el 80% en el rifibn mostré6 con
linfonecrosis moderada, difusa y en el 30% de ambos tejidos edema leve,
difuso. En el rifion en el 60% de los peces revisados, se aprecio tubulonefrosis
y necrosis glomerular grave, multifocal (Fotomicrografia 4).

En el tejido gastrointestinal: gastritis en el 20% de las muestras, faringitis y
peritonitis en el 80% y enteritis en el 100%, heterdfilica en el 70% de los peces
y en el 30% cronica-activa, ambas graves, difusas. También se observo
necrosis extensa en el intestino abarcando desde la mucosa hasta la
submucosa en el 100% de las muestras histoldgicas revisadas (Fotomicrografia
5), en un 20% en el estbmago y 80% en la faringe en este Ultimo
extendiéndose hasta la muscular. Otra de las lesiones identificadas en el 20%
de las muestras de intestino y estbmago fue edema leve, difuso y en la faringe
extendiéndose hasta el musculo liso, edema de leve a grave, difuso, en el 30%
de los peces revisados.

El pancreas con pancreatitis necrotica cronica-activa grave, multifocal, edema
moderado en el 60% de las secciones histologicas (Fotomicrografia 6) y en el
10% de las muestras de pancreas se encontraron hemorragias extensas e
hiperplasia de los centros melanomacrofagos leve, multifocal.

Por ultimo, en un solo organismo se aprecio en la coroides con necrosis grave,

zonal y en el epicardio del corazon con serositis granulomatosa grave, difusa.
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Fotomicrografia 1. Seccion de musculo
esquelético de la aleta caudal mostrando
un area extensa de necrosis y reaccion
inflamatoria constituida por linfocitos y
macrofagos (Flecha) H-E, 500X.

Fotomicrografia 3. Secciébn de higado
observandose esteatosis hepatica leve,
escasas areas de necrosis (1) y la presencia
de escasos cuerpos de inclusion eosinofilicos
intranucleares (Flecha) H-E, 500X

Fotomicrografia 5. Seccion de intestino
anterior de carpa observdndose necrosis
extensa grave, difusa con reaccion
inflamatoria por macréfagos y heterdfilos
(Flecha) H-E, 125 X.
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Fotomicrografia 2. Seccion de branquias
observandose necrosis extensa, grave,
difusa, hemorragias y células inflamatorias
macrofagos, heterdfilos y linfocitos (Flecha)
H-E, 500X.

Fotomicrografia 4. Seccibn de rifidn
mostrandose linfonecrosis (1), tubulonefrosis
(2) y necrosis glomerular grave, difusa (3) H-E,
500X.

| | 3

Fotomicrografia 6. Seccion de pancreas
apreciandose numerosas areas de necrosis (1) e
hiperplasia de centros melanomacrofagos leve,
multifocal (flecha) y reaccién inflamatoria
constituida  por  heteréfilos  linfocitos y
macréfagos (3) H-E,125 X.



6.4 ENSAYO INMUNOABSORBENTE LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

Los resultados de ELISA obtenidos de la mezcla de extractos de rifion y bazo
de peces colectados de las granjas del estado de Hidalgo: TA |y Il, CH, TUN,
LM y del Estado de México TIA y VV fueron negativos al vVWPC. Los resultados
se validaron segun el manual de la prueba del ELISA Testline, la media de la
absorbancia del antigeno negativo fue de 0.117 y la absorbancia del antigeno
positivo fue de 1.358.

De acuerdo al manual, se cumplieron los resultados de validacion y se
interpretaron como negativos, porque los valores de la media de la
absorbancia de las muestras problema fueron menores a 0.1, salvo en una de
las muestras de CH que fue de 0.13, aun asi son menores a la media de la

absorbancia del antigeno negativo (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resultados de la prueba de ELISA para muestras de tejido de carpas de 4
granjas del estado de Hidalgo y 2 del Estado de México para detectar al VVPC.

GRANJA MUESTRA 1 MUESTRA 2 MEDIA DE LAS VALIDACION DE RESULTADOS
MUESTRAS LOS
RESULTADOS

Blanco 0.231

Negativo 0.215 0.139 1.177

Positivo 1.359 1.357 1.358

TALl 0.166 1.163 0.164 0.06 -
TA2 0.147 0.255 0.201 0.03 -
CH1 1.120 0.064 0.092 0.13 -
CH2 0.168 0.206 0.187 0.04 -
TUN 1 0.214 0.201 0.207 0.02 -
TUN 2 0.188 0.201 0.194 0.03 -
LM 1 0.190 0.109 0.149 0.08 -
LM 2 0.115 0.120 0.117 0.006 -
TI1 0.222 0.301 0.261 0.03 -
TI2 0.239 0.322 0.280 0.04 -
V1 0.221 0.216 0.218 0.01 -
V2 0.170 0.162 0.166 0.06 -

TA 1 Y 2-Tezontepec de Aldama 1; CH-Chincuahutla; TUN-Tunititlan; LM-La Manga; TI-
Tiacaque y VV - Villa Victoria.

43




Por otro lado, se realizaron otras dos pruebas de ELISA para las crias de carpa
pertenecientes a la granja de TAIl, que tuvieron mortalidad del 100%. En
ambas pruebas de ELISA se cumplieron los resultados de validacion; en la
primera ELISA se obtuvo un resultado positivo para vVPC, pero como se utilizé
agua destilada, en vez del reactivo de dilucién proporcionado en el juego de
reactivos, se repitio la prueba para corroborar dicho resultado, el cual también
fue positivo para el mismo agente (Cuadro 4y 5).

En el cuadro 4 se observan los resultados de la primera ELISA, se considero
positiva porque la media de las absorbancias de las muestras fueron mayores a

0.1y el doble de la media de la absorbancia del antigeno negativo.

Cuadro 4. Resultados de la prueba de ELISA para muestras de crias de carpas de dos
estanques con mortalidad de la Granja de Tezontepec de Aldama |1, Hidalgo para detectar al
VVPC.

ESTANQUE MUESTRA | MUESTRA 11 MEDIA DE LAS VALIDACION DE RESULTADOS
MUESTRAS LOS
RESULTADOS

Blanco 0.068

Negativo 0.060 0,060 0.008

Positivo 1.104 1.039 1.071

M1 E1 0.739 0.831 0.785 0.71 +
M2 E1 0.812 0.908 0.86 0.79 +
M3 E1 0.841 0.743 0.792 0.72 +
M4 E9 0.603 0.612 0.607 0.53 +
M5 EQ 0.549 0.623 0.586 0.51 +
M6 E9 0.489 - 0.489 0.42 +

M-muestra, E1-Estanque carpa barrigona y E9-Estanque de carpa espejo

En el cuadro 5 se muestran los resultados de la segunda ELISA realizada a las
carpas de TAIll en donde la media de las absorbancias de las muestras son

mayores a 0.1 y el doble de la media del antigeno negativo.
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Cuadro 5. Comprobacion de los Resultados obtenidos en la prueba de ELISA en muestras de
crias de carpas de la Granja de Tezontepec de Aldama, Hidalgo.

ESTANQUE MUESTRA 1 MUESTRA 2 MEDIA DE LAS | VALIDACION RESULTADOS
MUESTRAS DE LOS
RESULTADOS

Blanco 0.429

Negativo 0.496 0.475 0.485

Positivo 2.091 1.850 1.970

M1 E1 1.421 2.077 1.749 1.32 +
M2 E1 1.649 1.211 1.430 1.00 +
M3 E1 1.645 2.110 1.877 1.00 +
M4 E9 1.703 1.725 1.714 1.44 +
M5 E9 1.502 - 1.502 1.50 +
M6 E9 1.413 1.855 1.637 1.20 +

M-Muestra, E1-Estanque 1 (carpa barrigona) y E9-Estanque 9 (carpa espejo)

6.5 ESTUDIO BACTERIOLOGICO

Los resultados informados del laboratorio de Microbiologia e Inmunologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM indicaron que en
todas las muestras del “pool” de cavidad celémica de las carpas y en todas las
granjas hubo un crecimiento de escasas a abundantes colonias identificadas
como Aeromonas hydrophila. Se solicitd la realizacién del antibiograma y las
bacterias resultaron sensibles a gentamicina, sulfonamida, trimetroprim,

norfloxacina y cefuroxina y resultaron resistentes a ampicilina y estreptomicina.

6.6 CONSTRUCCION DEL CONTROL INTERNO A PARTIR DEL PLASMIDO
pcPVF.

Se logré la circularizacion del plasmido pc-PVF al clonarse el gen de
Campylobacter sp. de 801 pb como se aprecia en el gel de agarosa (Figura

12).
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Figura 12. Fotografia de gel de agarosa al 1.2% en TAE,
tefiido con Br-Et, observandose dos muestras de
plasmidos (pc-PVF) circularizados al clonar un gen de
Campylobacter sp. (Flechas). Carril 1: M-marcador A
Hind Ill, carril 2: P1-plasmido 1 y carril 3: P2-plasmido
2.

A partir del plasmido pc-PVF circularizado, se realizé la PCR obteniéndose el
gen de la PVF para conformar el cuerpo del Cl VPC-PVF-VPC al emplear los
iniciadores compuestos de sentido VSP-GFP-1 5" AGA TGG TAT GGA CCC
CAA TAC ATC de 40 pb y contrasentido VSP-
GFP-2 5 TCT TGG AGC CAA ATA GCT CAA GCT

de 41 pb. ElI amplificado fue de 801 pb que corresponde al gen de la
proteina verde fluorescente flanqueado con fragmentos de la secuencia del gen

de la glucoproteina del vWPC demostrado mediante gel de agarosa (Figura 13).
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Figura 13. Fotografia de gel de agarosa al
1.2% en TAE tefiido con Br-E, mostrando dos
amplificados del control interno de 801 pb que
corresponde al gen de la proteina verde fluorescente
flanqueado con fragmentos de la secuencia del gen de
la glucoproteina del vVPC. Carrill: M-marcador A Hind
I, carril 2: CI VPC-PVF-VPC1y carril 3: Cl VPC- PVF-
VPC2.

El producto de la PCR CI VPC-PVF-VPC, fue verificado por medio de otra PCR
y se demostré que si amplificaba al usar el juego de iniciadores para el vWPC
(VSP-1) 5’AGA TGG TAT GGA CCC CAA TAC ATC de 24 pb y contrasentido
VSP-2 5'TCT TGG AGC CAA ATA GCT CAA de 21 pb obteniéndose un

amplificado de 801 pb verificado mediante un gel de agarosa (Figura 14).
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Figura 14. Fotografia de gel de agarosa al 1.2% tefiido con Br-E,
que muestra amplificados de 801 pb que corresponden al Cl VPC-
PVF-VPC, que amplifican al usar el mismo juego de iniciadores para
detectar el vWPC. Carril 1: (M) marcador A Hind Il y Carriles: 1-4
mostrando amplificados del Cl VPC-PVF-VPC.

6.7 VERIFICACION DEL ClI VPC-PVF-VPC EN EL SITIO DE CLONACION
DEL VECTOR pc-V5 CON RESPECTO AL pCMV.

Por otro lado, se requeria saber si el CI VPC-PVF-VPC, se encontraba clonado
en direccién con respecto al promotor/enhancer del citomegalovirus humano
para poder llevar a cabo la transfeccién en células Hela. Por lo que se disefid
un iniciador de direccién, de esta forma se encontré que soldé una de las
colonias transformadas con el plasmido recombinante presentaba el Cl VPC-
PVF-VPC (prCl) clonado en direccion correcta. En este caso, al emplear el
iniciador VPCL1 sentido (F) y VPC2 contrasentido (R) que corresponde al control

del ensayo (lineas 1-4) y el iniciador de direccion(F) y el iniciador de
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contrasentido VPC2 (R), carriles 7 a 8 se obtuvo el amplificado de 801 pb que
corresponde al Cl VPC-PVF-VPC. Mientras que, al agregar en otro tubo de
PCR dos iniciadores de sentido, el de direccion (F) y el de VPC1 (F) carriles 9-
11, no se generd ningun amplificado.

Por lo anterior, se concluyé que Unicamente un plasmido pc-V5 contenia en el
sitio de clonacion el ClI VPC-PVF-VPC en direccion con respecto al pCMV

(Figura 15).

Figura 15. Fotografia de gel de agarosa al 1.2% en TAE tefiido con Br-Et mostrando amplificado de
810 pb empleando iniciador de direcciébn para demostrar que el Cl VPC-PVF-VPC se encuentra
clonado en direccion en el sitio de clonacion del pcV5 con respecto al promotor del CMV. Carril
M:marcador A Hind Ill, Carriles 1-4: se observa amplificado de PCR de 801 pb al emplear
iniciadores VPC 1 (sentido) y VPC2 (Contrasentido), en el carrii 2 (plasmido C) (flechal) y 3
(plasmido E). Carriles 5- 8: en el carril 6 amplificado de 801 pb al utilizar el iniciador de direccién de
sentido (Sentido) e iniciador VPC2 (contrasentido) (flecha 2) y Carriles 9-12: no hubo amplificado al
utilizar dos iniciadores de sentido (direccién de sentido y VPC1) (flecha 3).

Una vez que se identificé el prCl en direccion con respecto al pCMV, se
cuantifico por electroforesis obteniendo un valor de 605 ng. Este valor indico
que se tenia la concentracion suficiente para realizar la transfecciébn con

lipofectamina en células Hela.
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Posteriormente, se realiz6 la purificacién con el juego de reactivos de plasmido
miniprep (Invitrogen) empleando columna de silica y se visualizé en gel de
agarosa al 1.2% en TAE tefiido con Br-Et donde, se observo el prCl que esta
en direccion con respecto al pCMV (Figura 16) y se obtuvo una concentraciéon
de 450 ng al medirlo con el espectrofotdmetro, la cual disminuida debido al

procedimiento.

Figura 16. Fotografia de gel de agarosa al
1.2% tefiido con Br-E, mostrando plasmido
recombinante con el ClI VPC-PVF-VPC purificado
(Flechas), para ser empleado en la transfeccién de
células Hela. Carril 1: M-marcador A Hind IlII, Carril2:
plasmido recombinante concentrado —PC y Carril 3:
plasmido recombinante purificado en columna-PPC.
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6.8TRANSFECCION CON LIPOFECTAMINA EN CELULAS HELA CON EL
PLASMIDO RECOMBINANTE

En los ensayos de transfeccion se aprecié que a las 6 horas aproximadamente
el 50% de las células Hela estaban transfectadas, debido a que hubo expresién
de la proteina verde fluorescente. Esta expresion se detectdé por la
bioluminiscencia de color verde, al emitir luz fluorescente azul de 495 nm sobre
las células. A las 24 horas posteriores al cambio del MEM enriquecido, se
conservo la bioluminiscencia inclusive hasta las 72 horas. Esto corroboré los
hallazgos obtenidos a partir del empleo del iniciador de direccion, que el ClI
VPC-PVF-VPC si esta clonado en direccibn en pc-V5 y con respecto al
promotor/enhancer del CMV. Por otro lado, la transfeccién con lipofectamina

fue exitosa (Figura 17).

Figura 17. Fotografia que muestra la bioluminiscencia
de la proteina verde fluorescente en células Hela
transfectadas con el plasmido pc-V5 recombinante con el
Cl VPC-PVF-VPC clonado en direccion correcta con
respecto al promotor/ enhancer CMV y que la transfeccion
se llevo a cabo de manera correcta.



Una vez evaluada la eficacia de la transfeccion por lipofectamina, se verifico
gue durante la transcripcion in vivo, el pCMV habia generado la cantidad
suficiente de ARNm (Cl VPC-PVF-VPC) y la expresion de la proteina verde
fluorescente en las células Hela. Para esto se realiz6 RT-PCR a partir del
extracto con ARNm de las células Hela transfectadas empleando los
iniciadores VPC-1 y 2 en donde se obtuvo amplificado de 801 pb, que
corresponde al Cl VPC-PVF-VPC. La concentracion del producto final de las
extracciones del ARNm de las células Hela transfectadas fue de: 663 ng,
concentracion adecuada para ser empleada como Cl junto con las muestras

clinicas de carpa (Figura 18).
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Figura 18. Fotografia del gel de agarosa 1% en TAE
tefiido con Br-Et, observandose amplificado de 801
pb que corresponde al Cl obtenido durante la
extraccion del ARNm a partir de las células Hela
transfectadas por lipofectamina Carril 1: marcador de
peso molecular A Hind 111, carril 2 no amplificé el Cl 'y
Carril 3: amplificado del control interno.
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6.9 EXTRACCION DEL ARN DE LAS MUESTRAS CLINICAS DE CARPAS Y
COAMPLIFICACION DEL CI VPC-PVF-VPC

Una vez demostrado que durante la transfeccion en células Hela se obtuvo la
cantidad adecuada de ARNm (Cl VPC-PVF-VPC), se realiz6 la extraccion de
ARN de las 7 muestras clinicas de carpa pertenecientes a todas las granjas,
pero solo en dos localidades (CHI y TUN) con una concentracion de ARN de
560 y 240 ng, respectivamente, se llevé a cabo la coamplificacion, agregando 5
pl del ClI junto con 2 ul de las muestras clinicas. De las dos muestras clinicas
se obtuvieron dos amplificados: uno de 801 pb que corresponde al Cl VPC-
PVF-VPC y otro de 714 pb positiva para el vWPC. Con lo anterior se demostro,
gue el CI con la concentracion obtenida, longitud del Cl y con el mismo juego
de iniciadores para vVVPC, se logré la coamplificacion del Cl VPC-PVF-VPC al
agregarlo a las muestras clinicas. Este hallazgo evidencié que los resultados
obtenidos mediante ELISA que fueron negativos para VWPC en estas dos

granjas fueron falsos negativos (Figura 19).
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Figura 19. Fotografia de gel de agarosa al 1% en TAE tefiido
con Br-Et, observandose amplificado del ClI VPC-PVF-VPC de
801 pb y del gen de la glucoproteina del vWPC de 714 pb
indicando que es positivo para VPC y que el control interno
coamplifica con la muestra clinica. Carril 1: marcador de peso
molecular A Hind Ill, carril 2: muestra de carpas de Tunititlan,
carril 3: muestra de carpas de Chilcuahutla, ambas postivas
para VPC y coamplificado del Cl VPC-PVF-VPC.
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7.0 DISCUSION.

La viremia primaveral de la carpa (VPC), es una enfermedad viral asociada a
un Rhabdovirus de la familia Vesiculoviridae que causa cuantiosas pérdidas
economicas a la industria acuicola. Con el fin de confirmar su presencia en
México se seleccionaron de entre varias granjas, aquellas con problemas de
mortalidad y signos clinicos sugerentes de enfermedades infecciosas.

En una de las granjas seleccionadas -TAll-, se presenté una mortalidad del
100% en carpas, de dos estanques de peces juveniles, durante el periodo de
transicion entre el invierno-primavera (marzo-abril), periodo en el cual se
aprecio un incremento en la temperatura de 0-10°C. Esta mortalidad elevada,
edad de los individuos y el cambio en la temperatura del agua como factor
desencadenante de la enfermedad, eran indicios claros de la presencia de
VPC, considerando lo reportado por Fijan, 1972; Fijan et al., 1984; Ahne et al.,
2002; OIE, 2009. En esta misma granja se apreciaron ademas, lesiones
macroscopicas inespecificas como el aumento de volumen de la cavidad
celémica por liquido ascitico y exoftalmia, lo cual nuevamente era coincidente
con VPC segun lo reportado por Hadghighi et al., 2008; OIE, 2009. En el
laboratorio de patologia se analizaron los tejidos de todos los animales,
incluyendo aquellos pertenecientes a la granja TAII.

El andlisis de las lesiones macroscoépicas observadas en algunas carpas de las
granjas de CH y LM sugeria una posible etiologia bacteriana y micética (solo
para la segunda granja). Para el caso de la granja TAIl, se aprecio6 palidez en la
superficie corporal de las carpas (Ahne et al., 2002; Hadghighi et al, 2008; OIE,
2009). El cambio en la coloracion de la piel se ha relacionado con una infinidad

de condiciones como estrés, anemia, parasitosis y procesos infecciosos
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bacteriano o virales. En el caso especifico de vWPC, existen diversos reportes
(Ahne et al., 2002; Hadghighi et al., 2008 y OIE, 2009) donde se menciona
también que en animales infectados con este virus, se presentan
macroscopicamente edema y hemorragias en tegumento, musculo esquelético,
aletas, branquias, ojos y todas las visceras, heces mucoides, edema y
protrusion del coprodeo con salida de liquido sanguinolento. Si bien estas
lesiones no se observaron en los animales colectados en el presente trabajo,
Su ausencia no es concluyente, pues en algunas ocasiones un incremento de la
temperatura y oxigenaciéon detiene la replicacion del virus sin causar lesiones
vasculares.

Las lesiones observadas en los estudios histopatolégicos de las carpas de las
granjas de TUN, CHI, TAIl, LM, TIA y VV estuvieron asociadas con ecto y
endoparasitos y con la calidad del agua. Las lesiones asociadas con la
deficiente calidad de agua se observaron mayormente en las branquias, donde
principalmente se encontré hiperplasia epitelial, hiperplasia de células
caliciformes y telangiectasia. Estos cambios patoldgicos en las branquias nos
refieren un status de salud en organismos acuaticos y son indicadores
eficientes de la calidad del agua (Evans, 1987; Scharamm et al., 1999). En este
caso nuevamente una calidad deficiente en el agua de los estanques
favoreceria la presentacion de infecciones virales, a través principalmente de
erosion de epitelios e inmunosupresion. Cabe mencionar en este punto que
una gran parte de las granjas de ciprinocultura nacionales son rusticas y de
policultivo, la mayor parte de las veces con instalaciones que permiten el libre
contacto de los peces con especies silvestres, favoreciendo el desarrollo de

ciclos de distintos parasitos, por lo que no es raro encontrar infestaciones
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parasitarias. Pfeil y Baath, 1978 en su estudio mencionan que los parasitos
como crustaceos e hirudineos pudiesen ser vectores de VVPC, en nuestro caso
no se encontraron crustaceos ni hirudineos en las granjas muestreadas,
aclarando que no se buscaron de forma exhaustiva.

Por otra parte, la mala calidad del agua y la existencia de parasitos generan
estrés, inmunosupresion, como ya se ha mencionado, provocando que los
peces sean susceptibles a una invasion secundaria por otros microorganismos
como Aeromonas hydrophila (Fijan et al.,, 1971 y Fijan, 1972). En nuestro
estudio, todos los tejidos analizados mostraron la presencia de este agente,
conformando esta situacion.

En los cortes histolégicos de las carpas pertenecientes a la granja TAIl no se
encontraron parasitos, sin embargo las lesiones microscépicas como edema,
necrosis, inflamacién heterofilica, linfocitaria e histiocitica y cuerpos de
inclusion intranucleares en hepatocitos sugirieron que estaban asociados a un
complejo virus-bacteria. En esta granja como se menciona en el parrafo
anterior el cultivo bacteriolégico mostro la presencia de A. hydrophila. No
obstante, se debe de mencionar que este agente esta presente en todos los
cuerpos de agua dulce no contaminadas y suele ser mas abundante en agua
con alta carga organica (Hazen et al., 1978, Heuschmann, 1978 y Karper et al.,
1981) como en los cultivos de ciprinocultura, también es un componente de la
flora normal del tracto gastrointestinal de las especies acuaticas (Trust et al.,
1974) y solo cuando existe inmunosupresion se comporta como un patégeno
en organismos poiquilotermos, homeotermos e inclusive del hombre (Fraire,

1978; Salton y Schnick, 1973) Para el caso de esta granja, las lesiones
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histologicas indicaban que la infeccion bacteriana se habia presentado
secundaria a una infeccion viral.

Las lesiones histolégicas observadas en las carpas de la granja TAIl fueron
principalmente edema, necrosis e inflamacién en todos los tejidos. Negele,
1977 y Hadghighi et al., 2008 mencionan que las lesiones histoldgicas
asociadas con el vWPC son principalmente de tipo vascular como degeneracion
fibrinoide de los vasos sanguineos, vasculitis y perivasculitis, dilatacion y
necrosis de los vasos linfaticos, hemorragia y edema en todos los tejidos.
También se mencionan cambios degenerativos y necrosis en rifién, bazo,
pancreas, musculo esquelético, higado y corazon, reaccion inflamatoria en
intestino, pancreas, corazon, musculo esquelético y encéfalo e hiperplasia del
reticuloendotelial y centros melanomacréfagos del bazo. Si bien en este
trabajo, no se observaron lesiones vasculares principalmente, cabe mencionar
gue los reportes mencionados establecen estas lesiones en animales afectados
Gnicamente con VVPC, la asociacion con otro agente como A. hydrophila,
pudiera ocasionar entonces que las lesiones sean enmascaradas ocultando
aguellas asociadas directamente con vWPC o0 que estas lesiones fueron
provocadas por otra entidad viral.

Un dato relevante en este trabajo fue la presencia de cuerpos de inclusion
intranucleares en el higado de las carpas de TAIl, sugerentes de un proceso
viral, a la fecha este hallazgo no ha sido asociado a VPC (Negele, 1977; Ahne
et al., 2002; OIE, 2009). Solamente se han reportado cuerpos de inclusién
intranucleares en el epitelio tubular del rifidn asociados con vWPC (Negele,

1977), los cuales no fueron observados en este estudio.
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Con el fin de establecer de forma directa la presencia de vWPC, se emplearon
otras pruebas de laboratorio complementarias. La primera de las metodologias
utilizadas para establecer la presencia de vVPC en las muestras analizadas fue
un ELISA (Test-Line).

Los resultados obtenidos con las muestras de las carpas de la granja TAll,
fueron positivos para el vWPC, para el resto de las granjas CH, TUN, LM, TIAy
VV los resultados fueron negativos. En el manual de la OIE, 2009 se menciona
que el ELISA es una prueba que no puede ser todavia aceptada como prueba
rutinaria y que posteriormente a la realizacion de estd, se debe de verificar el
resultado por aislamiento viral, sin embargo este es laborioso y consume
mucho tiempo (Koutnd et al., 2003, OIE, 2009). El ELISA tampoco es aceptado
por la OIE como Unica prueba diagndstica debido a que todavia no se conocen
las respuestas seroldgicas de los peces con respecto a las infecciones virales.
El sistema comercial de ELISA Test-line empleado en este trabajo es una
prueba de captura y es muy sensible (10?%-10*° TCIDs, por 0.1 ml), sin
embargo es poco especifica pudiendo existir reacciones cruzadas con otros
rhabdovirus de ciprinidos como el del pez Lucio (Clerx y Horzinek, 1978; Clerx
et al., 1978; Jorgensen et al., 1989; Way, 1991; Ahne et al., 1998 y Dixon y
Longshaw, 2005). Ademas existen 4 genogrupos de vesiculovirus en peces, el
VVPC esta incluido en el genogrupo 1, este grupo a su vez esta dividido en 4
subgenogrupos con antigenicidad cruzada, lo cual incrementa la probabilidad
de emitir resultados falsos positivos (Dixon y Longshaw, 2005).

Por otra parte Adams y Thompson, 2008 mencionan que la prueba de ELISA

de sé&ndwich, es util en la deteccidbn de patdgenos durante la enfermedad
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clinica, pero su aplicacion se ve limitada al utilizarlo en infecciones subclinicas,
como lo observado en este trabajo.

El manual de la OIE, 2009, refieren que al realizar una prueba de ELISA para el
diagnostico de VPC, el resultado debe de ser confirmado por RT-PCR. Los
resultados de ELISA se corroboraron por RT-PCR que incluyé un Cl VPC-PVF-
VPC, demostrando ser la prueba de eleccién para realizar el diagnéstico del
VVPC empleando muestras clinicas de todas las granjas. Se debe enfatizar en
este punto que el Cl fue un disefio original en este trabajo.

Empleando este control con muestras de carpas de dos estanques particulares
de los municipios de CH y TUN se logr6 obtener un amplificado de 714 pb que
corresponde al gen de la glucoproteina del vWPC, es decir fueron positivas al
VVPC, en estos mismos ensayos se logro la amplificacion de 801 pb
correspondiente al Cl VPC-PVF-VPC, estableciéndose la utilidad del Cl en el
diagnéstico de esta enfermedad.

El RT-PCR ha sido empleado en una infinidad de reportes para el diagnostico
de VPC en diferentes especies de peces (Sanders et al., 2003; Grove et al.,
2006; Rowley et al., 2001). Este ensayo es mas sensible y especifico que el
resto de las pruebas diagnésticas, tiene la ventaja de que amplifica humerosas
copias y el diagndstico se obtiene rapidamente (OIE, 2004; Adams vy
Thompson, 2008; Neumaier et al., 1998; Cunningham, 2002). No obstante lo
anterior, en la RT-PCR pueden surgir dudas si los resultados negativos
realmente sean por ausencia del virus debido a que durante la extraccién del
ARN de las muestras clinicas, se contamine con inhibidores como grasa,
hemoglobina y enzimas que impidan la amplificacion, que ocurran errores

durante la extraccion de los acidos nucléicos, en la mezcla de los reactivos o
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durante el RT-PCR por mal funcionamiento del termociclador o que hayan
variaciones en la ejecuciéon de los ciclos de RT-PCR o pobre actividad de la
ADN polimerasa (Hoofar et al., 2004; Villanova et al., 2007; Adams vy
Thompson, 2008; Cunningham, 2002). Por lo anterior, se requiere de la
validacion de un método molecular con un Cl que evite la posibilidad de
obtener resultados falsos negativos (Adams y Thompson, 2008), éste debe ser
estable, econdmico, no infeccioso, ausente en las muestras clinicas y capaz de
verificar la eficiencia del procedimiento en cada uno de los pasos (Niesters,
2004; Pasloske et al., 1998).

En las muestras colectadas de TAIl que mostraron lesiones sugerentes a una
entidad viral y que fueron positivas por ELISA para VWPC, no se aprecio
amplificado correspondiente al virus ni coamplificado del ClI en la RT-PCR, al
igual que para el resto de la muestras de otras granjas. Por lo tanto, no se
puede afirmar que las muestras de estas granjas sean negativas al vVPC,
debido a que tampoco se amplificé el Cl. En este caso el Cl ayudo a establecer
aguellos resultados falsos negativos, de forma clara.

En el presente trabajo se disefié un control interno ClI VPC-PVF-VPC
obteniendo el coamplificado de 801 pb en muestras de carpa pertenecientes a
dos estanques del estado de Hidalgo, esto se logré debido que el Cl VPC PVF
VPC tiene un tamafio adecuado y estd en la concentracién correcta con
respecto al de la muestra. Asi mismo, funciona con el mismo juego de
iniciadores empleados para la amplificacion del vWPC. Hoofar et al., 2004
menciona que en el caso de los controles internos competitivos, puede existir la
competencia entre el Cl y la muestra, pero al controlar estos tres factores se

logrard la coamplificacion. Se han realizado pocos estudios de RT-PCR
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empleando CI en peces, Maldonado (2009), emple6 un Cl que contiene el gen
de la B-actina humana flanqueado con la proteina VP2 de IPNv para RT-PCR
tradicional e Hirayama et al., 2005 utilizé CI constituido por el gen GAPDH para
RT-PCR de tiempo real para el diagndstico de birnavirus, ambos lograron el
amplificado de los Cl. Maldonado (2009), construyé el Cl y lo clon6é en
pcDNA3.1 V5-His-TOPO que es un plasmido de expresion, éste lo emple6 para
la transfeccion con lipofectamina en células Hela, determinando la cantidad
total necesaria de ARN para amplificar el CAI, pero no logr6 determinar la
cantidad de células Hela transfectadas, ya que su Cl no contaba con un gen
reportero. En el presente estudio, se realizdé el procedimiento de clonacion
empleando el mismo plasmido de expresion y se construy6 el Cl VPC-PVF-
VPC pero en este caso se empleé como cuerpo del Cl un gen reportero
constituido por el gen de la proteina verde fluorescente.

Hoofar et al., 2004 desarroll6 una técnica denominada iniciadores compuestos,
en donde realizé un PCR de tiempo real agregando a la mezcla de reactivos
ADN no relacionado con Salmonella sp.; en este caso de virus de pez para
constituir el cuerpo del control interno y agregd iniciadores compuestos para
obtener el flanqueado por fragmentos de Salmonella entérica, obteniendo una
guimera de ADN que denomind IAC. Posteriormente empled el mismo juego de
iniciadores para S. enterica, logrando el amplificado de ambos componentes.
La ventaja de este disefio es que ambas secuencias deben de ser heterélogas
para aumentar el limite de deteccion. El procedimiento es semejante al
realizado en el presente estudio, sin embargo no existen informes de que se
haya empleado en el cuerpo del control interno un gen reportero siendo el

primer trabajo en comprobarlo. El ClI disefiado para este estudio tiene varias
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ventajas: fue empleado como control interno competitivo, ya que esta
flanqueado con fragmentos del gen de la glucoproteina de VPC y al emplear el
mismo juego de iniciadores amplifico junto con muestras positivas de las dos
granjas antes mencionadas. Por otro lado, al estar clonado en el plasmido
pcDNA 3.1V5-His-TOPO, éste tiene integrado rio abajo del sitio de clonacion al
promotor/enhancer del CMV. Como el plasmido prCl se transfectdé en células
Hela, este promotor/enhancer tiene la propiedad de generar gran cantidad de
ARNmM del producto clonado (Cl VPC-PVF-VPC). Posteriormente el ARNm fue
extraido a partir de las células Hela tranfectadas. Este procedimiento se realizo,
porque para lograr el amplificado del CI VPC-PVF-VPC se requiere de gran
cantidad de ARN, obteniendo 663 ng, cantidad suficiente para que se
amplificara el CI.

Por ultimo, Maldonado, 2009 no logré conocer el nimero real de células Hela
transfectadas, sin embargo en este trabajo al emplear el mismo vector de
expresion y como en el cuerpo del ClI VPC-PVF-VPC se incluy6o el gen
reportero de la proteina verde fluorescente (Phillips, 1997 y Tsien, 1998), se
pudo verificar la eficiencia de la transfeccion por lipofectamina en células Hela,
ya que éstas emiten fluorescencia y se aprecian de color verde, pudiendo
realizar con certeza el conteo de células Hela que fueron transfectadas
exitosamente.

A partir de estos hallazgos, no se puede realizar un reporte de la presencia de
VPC, ya que se requiere confirmar todavia el resultado de RT-PCR por
secuenciacion y por aislamiento viral (Ahne et al., 2002; OIE, 2009), se

continuara trabajando para implementar el aislamiento viral en el laboratorio de
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Microbiologia agropecuaria de la UAM-Xochimilco que no fueron contemplados
en el presente estudio.

Para el diagnostico de enfermedades en peces es necesario desarrollar un
procedimiento diagndéstico empleando una prueba como la histopatologia junto
con pruebas complementarias como ELISA, PCR o RT-PCR y aislamiento viral
para determinar con precision el diagnostico final y asi poder tomar medidas
sanitarias y administrar tratamientos oportunos.

Por ultimo, los resultados obtenidos en este estudio indican que se cumplieron
los objetivos planteados y se aceptd la hipotesis, ya que se identificaron
lesiones histologicas sugerentes con un complejo virus-bacteria y la
intervencion de otros factores que ocasionaron estrés, como mala calidad del
agua por ser cultivos rusticos, presencia de parasitos e infeccion bacteriana por
Aeromonas hydrophila condiciones que favorecen el desarrollo de un brote
viral. Se diagnostic6 la granja de TAIll positiva a vWpC por ELISA y los
estanques particulares de Chilcuahutla y Tunitittan por RT-PCR junto con el

coamplificado del CI VPC-PVF-VPC confirmando la veracidad de los hallazgos.
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8.0 CONCLUSIONES

A partir de las lesiones histolégicas se identificé que las carpas de la granja
de TAIl presentaban lesiones sugerentes de un complejo virus-bacteria y en
el resto de las granjas asociados con multiples factores como calidad del
agua, presencia de parasitos e infeccion bacteriana secundaria por
Aeromonas hydrophila, que podrian favorecer el desarrollo de
enfermedades virales.

Con la prueba de ELISA se confirmaron los hallazgos identificados por
histopatologia en las carpas de TAIl siendo positivas para el vVWPC y el resto
de las granjas negativas.

El control interno Cl VPC-PVF-VPC, demostrd ser eficiente en la deteccion
de falsos negativos al realizar el RT-PCR, en las muestras de carpas de los
estanques de Chilcuahutla y TunititlAn, que mostraron lesiones histologicas
sugiriendo una entidad viral y fueron negativos en la ELISA.

Se determiné que la extraccion del ARNm y la mezcla de los reactivos para
RT-PCR fueron realizados de forma correcta, al apreciarse el amplificado
del control interno y demostrando en dos granjas de Hidalgo la presencia
del vWPC.

El RT-PCR realizado en el presente estudio puede ser empleado por otros

laboratorios en el diagnéstico de la VPC.
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9.0 PERSPECTIVAS

1) De los hallazgos por RT-PCR se confirmaran los resultados por
secuenciacion y se efectuara el aislamiento viral empleando células de FHM y
EPC.

2) La prueba de ELISA debera ser estandarizada empleando otras muestras
clinicas, ya que puede ser utilizada como diagndéstico presuntivo de vVPC
segun la OIE.

3) En las muestras de carpas del resto de las granjas, en donde no hubo
amplificado del control interno en el RT-PCR, se repetiran los ensayos para
evitar la emision de resultados falsos negativos y confirmar los hallazgos
histopatolégicos y de ELISA.

4) Se generard mayor cantidad del ARNm al transfectar cajas de cultivo de
células Hela y se analizara la eficiencia de la transfeccion por tiempo y
haciendo conteo de células tranfectadas.

5) Se determinara el limite de deteccion del Cl y de la concentracién viral para
establecer la sensibilidad del RT-PCR vy la especificidad empleando muestras
clinicas de otras especies de peces.

6) Se implementara en el diagndstico rutinario la prueba de ELISA y RT-PCR
en el Departamento de Patologia de la FMVZ-UNAM.

7) Los resultados obtenidos en el aislamiento viral se confirmaran por ELISA y
RT-PCR como lo indica la OIE.

9) El aislamiento viral sera implementado en el laboratorio de Microbiologia

agropecuaria de la UAM-Xochimilco.
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10) Por histopatologia, se tratara de identificar si las lesiones que ocasiona el
VVPC son enmascaradas por Aeromonas hydrophila empleando peces libres

de patdégenos inoculados por separado con estos dos agentes.
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10.0 ANEXO

10.1 ANEXO 1

1. PREPARACION DE REACTIVOS PARA LA PRUEBA DE ELISA TEST-
LINE LTD.

1) Antes de realizar la prueba, los reactivos deben de estar a temperatura
ambiente.

2) Solucion de lavado: Se diluyo 1:20 ml.

3) Dilucion del suero y del conjugado: El suero de conejo antiVPC (RAVPC) se
diluy6 1:30 con diluyente.

4) Cromdgeno: Listo para usarse.

2. DESARROLLO DE LA PRUEBA
El juego de reactivos contiene 1 placa con 96 pozos.
1) Se colocaron 50 pl del diluyente en todos los pozos.
2) Se tomaron otros 50 pl del diluyente para el pozo Al que corresponde al
blanco.
3) Se colocaron 50 ul del antigeno testigo negativo en 2 pozos.
4) Después 50 pl del antigeno testigo positivo en 2 pozos.
5) Se agregaron 50 ul de las muestras por duplicado en todos los demas
pozos y se mezclaron los contenidos.
6) Las placas se cubrieron para evitar su deshidratacion y se incubaron por
60 minutos a 37 °C.
7) Después de la incubacién, se retir6 el contenido de los pozos. En

seguida se realizaron 3 lavados con la solucién de lavado y se quitd el
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exceso golpeando la placa energéticamente en una toalla de papel sobre
una superficie firme.

8) Se agregaron 50 pl de anticuerpo de conejo anti VPC.

9) Se hicieron 3 lavados con solucién de lavado y se retiré el exceso.

10) La placa se incub6 nuevamente por 60 minutos a 37 °C.

11) Se agreg6 el conjugado constituido por anticuerpos de suino anti
conejo.

12) Se repitio la incubacion de la placa por otros 60 minutos a 37 °C.

13) Se volvieron a hacer 3 lavados con solucion de lavado, se retiré el
exceso en una toalla de papel golpeando fuertemente sobre una superficie
firme.

14) Se aplico el sustrato cromogénico TMB: 100 ul en todos los pozos y se
incubd en la obscuridad por 10 minutos a 20 °C.

15) Por ultimo se detuvo la reaccion agregando 100 pl de acido sulfarico
contenido en el juego de reactivos.

16) La placa se coloc6 en un lector de ELISA a 450 nm, documentando la

informacion.

3. VALIDACION E INTERPRETACION DE LA PRUEBA:

Los resultados son validos si la media de la absorbancia en los pozos con
antigenos negativos es menor a 0.1 y cuando la media de la absorbancia
en los pozos con antigeno positivo es mayor a 0.5. Para la interpretacion de
los resultados estos seran positivos si la media de la absorbancia de la
muestra es mayor a 0.1 y al menos lo doble que la media de la absorbancia

del testigo negativo.
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