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. Resumen

En el invierno de 2016 se encontré6 material genético de Alloherpesvirus en
contenido intestinal de patos migratorios del género Anas spp en el humedal de
Atarasquillo, Toluca Estado de México. Debido a que SENASICA menciona en
su “listado de enfermedades y plagas exoticas y endémicas de notificacion
obligatoria de los animales terrestres y acuaticos” tres especies que
pertenecen a la familia Alloherpesviridae (Ictalurid herpesvirus 1, Ranid
herpesvirus 1 y Herpesvirus HV-1 6 Cyprinid herpesvirus 1) se llevo a cabo un
estudio prospectivo de la familia Alloherpesviridae para analizar el tema en
México y establecer las directrices de una linea de investigacion con base a los

hallazgos en los patos silvestres.

Consultando las paginas web correspondientes a los distintos Comités de
Sanidad Acuicola en México se buscaron Unidades de Produccion Acuicolas
(UPAs) dedicadas a trabajar con huéspedes de Alloherpesvirus y ubicando los
humedales prioritarios para conservacion de aves acuaticas migratorias se
encontré que el Lago de Chapala en Jalisco podria en teoria ser un lugar para

iniciar una investigacion epidemiolégica y ecoldgica sobre Alloherpesvirus.

La revisibn de bases de datos como NCBI, Scopus, Aquaculture
Commpendium, REDYLAC vy articulos cientificos publicados en revistas
especializadas permitié colectar y analizar informacion sobre las diferentes
enfermedades, genomas y métodos de diagndstico correspondientes a las

diferentes especies virales de la familia Alloherpesviridae.

Se propone a Cyprinid herpesvirus 1 que infecta a las carpas (Cyprinus carpio)
como el alloherpesvirus mas probable de estar en las muestras de patos

migratorios del género Anas spp.
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ll. INTRODUCCION

Los humedales son ambientes de transicion entre el territorio acuatico y terrestre,
gue participan de modo activo en ciclos hidricos al captar excedente de agua en la
superficie y dependiendo su ubicacion geografica permiten la recarga de acuiferos
al descargar agua al subsuelo para mantenimiento del manto freatico o
permanencia de fuentes de agua en época de escasez. Cuentan con biodiversidad
propia y con ello sirven de ecosistema para gran diversidad de peces, crustaceos,

moluscos y aves acuaticas como patos silvestres.?

Los patos silvestres pertenecen al orden Anseriforme y a la familia Anatidae. La
mayoria de los patos silvestres que viven en agua dulce de estanques o lagos y se
alimentan de la superficie de la columna de agua pertenecen al género Anas
donde se incluyen varia especies de patos con diferente tamafios como son las
cercetas de 37-41 cm de altura y los patos propiamente dichos de 48-58 cm de

altura.?

Se conoce que los patos silvestres son reservorio de diferentes tipos de virus,
entre los mas importantes se encuentran el virus de la enfermedad de Newcastle
(especie Avulavirus 1 aviar, género Avulavirus, familia Paramyxoviridae, orden
Mononegavirales) e influenza aviar (especie Virus de influenza A, género
Influenzavirus A, familia Orthomyxoviridae), pero también algunos virus patégenos
para los patos como la enteritis viral del pato (especie Anatid alphaherpesvirus 1,
género Mardivirus, Subfamilia Alphaherpesvirinae, familia Herpesviridae). 3

En los Ultimos afios se han realizado estudios en patos silvestres migratorios
pertenecientes al género Anas spp debido a que son reservorio natural del virus
de influenza tipo A, el cual se encuentra con mayor frecuencia en época

reproductiva, crianza de juveniles y el momento previo antes de la migracion.*

Recientemente un estudio realizado en las Ciénegas de Lerma (Toluca, Estado de
México), se detecté la presencia de material genético (acidos nucleicos) de virus

de la familia Alloherpesviridae (6érden Herpesviridae) en muestras de contenido
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intestinal tomadas en la parte distal del intestino de patos silvestres migratorios del

género Anas spp.®

Se ha determinado que la familia Alloherpesviridae causa enfermedad a diversos
tipos de peces y anfibios. Los virus de esta familia son envueltos, esféricos o
pleomdrficos, con un tamafio de 150-200 nm de diametro. Su material genético es
DNA lineal de doble cadena (dsDNA) y su tamarfio es de 134 — 148 kb.6

Por otra parte, la familia Alloherpesviridae pertenece al orden de los Herpesvirales

y esta conformada por los siguientes géneros con sus respectivas especies: ’

» Batrachovirus
e Ranid herpesvirus 1
e Ranid herpesvirus 2
» Cyprinivirus
e Anguillid herpesvirus 1
e Cyprinid herpesvirus 1
e Cyprinid herpesvirus 2
e Cyprinid herpesvirus 3
» Ictalurivirus
e Acipenserid herpesvirus 1
e |ctalurid herpesvirus 1
e |calurid herpesvirus 2
» Samonivirus
e Salmonid herpesvirus 1
e Salmonid herpesvirus 2

e Salmonid herpesvirus 3

El listado de enfermedades y plagas exodticas y endémicas de notificacion
obligatoria de los animales terrestres y acuaticos, publicado en el Diario Oficial de
la Federacion el dia 4 de mayo 2016, menciona a las especies Ictalurid
herpesvirus 1, Ranid herpesvirus 1 y Herpesvirus HV-1 (Cyprinid herpesvirus 1)

como virus de notificacion inmediata obligatoria a las dependencias oficiales de

3



“Estudio prospectivo de alloherpesvirus encontrados en contenido intestinal de patos
silvestres del género anas spp.”

salud animal y sanidad acuicola del pais, al pertenecer al grupo 1 compuesto por
enfermedades y plagas que no se encuentran en el territorio nacional o que han

sido erradicadas del pais.®

La evidencia del material genético de Alloherpesvirdae en las muestras de
contenido intestinal provenientes de los patos silvestres migratorios del género

Anas sugiere la evidencia de Alloherpesvirus en México.

La cantidad de especies que conforman la familia Alloherpesviridae que pueden
estar presentes en el contenido intestinal de los patos hace necesario un estudio
prospectivo de esta familia viral en México y en el mundo con datos existentes
sobre patogenia, epidemiologia y diagndstico en ambientes acuaticos para
determinar cudl es la especie mas probable en los patos. Los resultados de este
estudio permitirdn orientar la investigacién sobre la posible presencia de algunas
especies pertenecientes a la familia Alloherpesviridae en otros lugares de México

y las pruebas diagnésticas que se pueden ocupar o desarrollar.
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. REVISION SISTEMATICA

presente trabajo tiene como propdsito la busqueda de informacion publicada

proveniente de fuentes de informacion especializadas y sobre las especies de

Alloherpesvirus, tales como;

A)

B)

C)

D)

E)

F)

Organizacion Mundial de Sanidad Animal, OIE, donde se enlistan las
enfermedades de los animales con mayor importancia a nivel mundial, por lo
que se determind la de relevancia para la acuicultura que tienen las
enfermedades causadas por la familia Alloherpesviridae.

Servicio Nacional de Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria,
SENASICA, qué es la dependencia gubernamental de nuestro pais encargada
de proteger los recursos agricolas, acuicolas y pecuarios de plagas y
enfermedades de importancia cuarentenaria y econémica; a partir de ella se
tomo referencia las enfermedades de los animales con mayor importancia para
el territorio mexicano.

Comité Internacional en Taxonomia Viral, ICTV por sus siglas en inglés, de
donde se tomoO referencia a cerca de la clasificacion de la familia
Alloherpesviridae con sus respectivos géneros y especies.

Centro Nacional de Informacion sobre Biotecnologia (NCBI por sus siglas en
inglés) donde se tiene informacion sobre avances cientificos y en salud. A
partir de esta fuente se recopild6 informacién internacional sobre los
Alloherpesvirus, haciendo énfasis en el material genético de las distintas
especies de virus y asi mismo una metodologia de identificacion molecular.
Scopus, Base de datos especializada en informacion cientifica, técnica,
ciencias médicas y sociales, incluyendo las artes y las humanidades. A través
de esta plataforma se recopil6é informacidn sobre casos de Alloherpesvirus.
Red de Revistas Cientificas de América Latina y el Caribe, Espafia y Portugal,
REDALYC, siendo un sistema de informacion cientifica se utilizd como fuente
de informacion latinoamericana, en donde se podra obtener informacion

acerca de casos relacionados a las especies de Alloherpesvirus.

G) Comisién Nacional para el Conocimiento y uso de la Biodiversidad, CONABIO;

en la cual se obtuvo informacién sobre las especies que usan el humedal de

5
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las Ciénegas de Lerma como habitat y la presencia de huéspedes para
especies virales pertenecientes a la familia Alloherpesviridae.

Comision Nacional de Pesca y Acuacultura, CONAPESCA; proporcioné
informacion sobre las especies de peces que se producen en México con lo
gue se pudo evaluar los huéspedes que no se encuentran en el pais.

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM proporciono informacion a partir
de tesis, acervo general, suscripcion a bases de datos (revistas cientificas),
hemeroteca y recursos electrénicos.

Los sitios web de los Comités de Sanidad Acuicola de los diferentes estados
de la Republica Mexicana proporciond informacion sobre el padron de

Unidades Productoras Acuicolas.

informacion se clasifico en cuadros por especie de virus, con énfasis en la

alizacion geogréfica del virus, huésped y método de identificacion. Una vez

realizada la busqueda y la elaboracion de cuadros se analizé la informacién para

indicar cuéles son las especies virales reportadas en México y el mundo; asi los

sig

Au

uientes puntos:
Lugares donde se han reportado las especies virales de la familia
Alloherpresviridae.

Especies de huéspedes en las que se han reportado especies virales de la
familia Alloherpesviridae.

Enfermedades que producen las especies virales de la familia
Alloherpesviridae a sus respectivos huéspedes.

Genomas completos o parciales de la familia Alloherpesviridae
Técnicas empleadas en el diagndstico de especies de la familia

Alloherpesviridae en los lugares donde se han reportado.

nado a ello, se ubicaron las zonas geograficas donde se encontraron las

especies de huéspedes para la familia Alloherpesviridae y se consultaron las

paginas de internet de los distintos comités de sanidad acuicola correspondientes
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a cada estado de la Republica Mexicana buscando Unidades de Produccién
Acuicola (UPAs). Las especies incluidas fueron: carpa en variedades koi y comudn
(Cyprinus carpio), pez dorado (Carassius auratus), carpa prusiana (Carassius
gibelio), anguila comdn (Anguilla anguilla), anguila japonesa (Anguilla japonica),
bagre (Ictalurus punctatus), bagre azul (Ictalurus furcatus), esturion blanco
(Acipenser transmontanus), esturion siberiano (Acipenser baerii), rana leopardo
(Lithibates pipiens), salmén rojo (Oncorhynchus nerka), salmén masu
(Oncorhynchus masou), salmén del pacifico (Oncorhynchus kisutch) y trucha
arcoiris (Oncorynchus mykiss). Posteriormente se elaboré6 un mapa indicando
cada UPA asi como los humedales prioritarios para la conservacion de las aves

acuaticas migratorias para obtener las distancias entre ellos.*

Finalmente, se utilizé el software “Google maps” para medir distancias en
kilometros lineales entre los tres cuerpos de agua que conforman las Ciénegas de
Lerma (Almoloya del Rio, Atarasquillo y Tultepec). Asi mismo, los humedales
prioritarios de conservacion para aves silvestres migratorias y Unidades de
Produccion Acuicola (UPAS) que trabajan con huéspedes susceptibles a la familia

Alloherpesviridae.

Este estudio es parte del proyecto PAPIIT IN218716 (2016-2018) del cual el Dr.

Gary Garcia Espinosa es responsable.
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IV. ANALISIS DE LA INFORMACION

IV.l. Ciénegas de Lerma y Unidades de Produccion Acuicolas

(UPA)

El humedal de Atarasquillo localizado en el Estado de México es un lugar que los
patos silvestres migratorios del género Anas spp seleccionan como sitio de
estancia durante la época invernal.® En el invierno de 2016 algunos de estos patos
fueron evaluados en su diversidad viral y se obtuvo evidencia de acidos nucleicos
de Alloherpesvirus que son especificos para peces y un anfibio.®> A través de
consulta verbal con personas cercanas a los humedales, se menciona que en el
humedal de Atarasquillo existen poblaciones de carpas, asi como en los
humedales de Tultepec y Almoloya del Rio donde también hay presencia de patos
silvestres migratorios que se localizan a 10 y 20 kilometros lineales de distancia en

relacion al humedal de Atarasquillo, respectivamente (Google maps).

Una caracteristica en los habitos migratorios de los patos del género Anas spp es
volar grandes distancias (miles de kildmetros) desde Canada hasta México, como
por ejemplo las cercetas.? En este estudio, la distancia de la interface humedal-
UPA en México indica distancias cortas (<100 km) que las cercetas podrian cubrir,
asi mismo otros patos con menor distancia de vuelo. En el analisis particular con
los cuerpos de agua que conforman las Ciénegas de Lerma, la distancia de
aproximadamente 20 kilometros se puede considerar cercana. Por lo tanto, el

movimiento de patos en la regiéon de humedales en el Estado de México, puede
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considerarse teéricamente como un factor de riesgo a considerar, especialmente

si existen UPAs a los alrededores de las Ciénegas de Lerma.

El presente modelo esquematiza la interaccion espacial existente entre los
componentes del ecosistema acuatico como parte de la triada epidemiolégica en
el estudio realizado en las Ciénegas de Lerma, donde se ha mencionado la
presencia de carpas en tres cuerpos de agua y en uno la presencia de acidos
nucleicos de Alloherpesvirus, sin evidencia cientifica de la enfermedad o el
aislamiento del virus. Sin embargo, se puede suponer que con la presencia de los
patos es posible el acarreo mecanico del patégeno a los cuerpos de agua donde
se encuentra el huésped. Por lo que se deben realizar estudios que prueben la
presencia del patégeno en los tres cuerpos de agua de las Ciénegas de Lerma

(Figura 1).

En otros estudios también se han observado virus en especies que no son el
huésped al que le causan enfermedad, como lo son estudios realizados por Ge y
colaboradores 1° y Phan y colaboradores ! sobre andlisis metagendémico de virus
en excremento de murciélagos insectivoros y la flora fecal de roedores salvajes,
respectivamente. Ge y colaboradores encuentran una amplia variedad de especies
virales en los murciélagos insectivoros: virus de insectos (Aedes aegypti
densovirus, Blattella germanica densovirus, Aedes aegypti Thai densovirus, entre
otros Densovirus, Dicistrovirus y Baculovirus), virus de vertebrados (Canine
parvovirus, Feline panleukopenia virus, Rat adeno-associated virus 1, Avian
adeno-associated virus ATCC VR-865, Bat coronavirus HKU9-1, Caprine arthritis-

encephalitis virus, Moloney murine leukemia virus, entre otros Coronavirus,
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Parvovirus y Retrovirus), plantas y virus de protozoarios (Tobacco mosaic virus,
Bamboo mosaic virus satellite RNA, Acanthamoeba polyphaga mimivirus, entre
otros) y fagos (Enterobacter phage T4, Enterobacteria phage RB32,
Enterobacteria phage T1, Pseudomonas phage 73, Enterobacter phage T3,
Klebsiella phage K11, entre otros).'® Y por otra parte, Phan y colaboradores
encuentran distintas familias de virus como: familias que afectan mamiferos
(Circoviridae, Parvovirinae, Papilomaviridae, Adenoviridae, Picobirnaviridae,
Picornaviridae, Coronaviridae, entre otras), familias que afectan plantas
(Geminiviridae, Nanoviridae, Mycovirus, Partitiviridae, Alphaflexviridae, entre
otras), familias que afectan insectos (Nodaviridae, Dicistroviridae, Polydnaviridae,
Baculoviridae, entro otras) y otras familias (Labymaviridae, Phycodnaviridae y

Mimiviridae).!!

Si bien los estudios anteriores se llevaron a cabo en mamiferos, la evidencia de
virus en especies donde no causan enfermedad es extrapolable al estudio que se
llevé a cabo con patos migratorios del género Anas spp, ya que los acarreadores
mecanicos (patos, murciélagos y roedores) comparten su ambiente con las
diferentes familia virales y sus respectivos huéspedes. La investigacion de
estudios sobre ecologia de enfermedades ayuda a describir la dinAmica que tienen
algunos patdgenos (en este caso virus) con otras especies distintas al huésped

gue muestra evidencia cientifica de la enfermedad.

De igual manera, se propone realizar estudios que investiguen otras maneras en
las que pudo haber llegado el virus al cuerpo de agua de Atarasquillo, como son;

la contaminacion de dicho cuerpo de agua por productores acuicolas aledafios a

10
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las ciénegas y el acarreo del virus mediante otras aves acuaticas distintas a los
patos con hébitos alimenticios que incluyan la ingesta de peces (pudiendo ser
peces de unidades de produccion) que comparten los humedales como habitat de

las aves acuaticas.

En cuanto a la busqueda de regiones geogréficas donde se encuentren los
huéspedes de Alloherpesvirus en el pais la basqueda resultd de la siguiente
manera; no todos los Comités de Sanidad Acuicola tienen un padron disponible en
linea y Unicamente se encontr6 informacion de UPAs dedicadas a produccion o
trabajos con carpas. No se encontré informacion sobre UPAs dedicadas a la
produccion de la demas especies huéspedes de Alloherpesviurs, asi como

tampoco dedicadas a ornato o silvestres (rana).

Las distancias lineales obtenidas entre los humedales prioritarios para
conservacion de las aves acuaticas migratorias, donde se incluyen las distintas
especies de patos migratorios del género Anas spp en México y las Unidades de
Produccion Acuicola aledafias a estas zonas, permitieron identificar que la
distancia mas corta fue entre el Lago de Chapala localizado en el estado de
Jalisco y el Centro Acuicola Tizapan del Alto con aproximadamente de 16.6
kilometros lineales (Google maps). Mientras que la distancia mas lejana
corresponde entre el Lago de Chapala y Huascato (UPA) con 91.1 kilbmetros

lineales (Cuadro 1).

La zona de mayor cercania entre humedales prioritarios para patos y UPAs en

Jalisco se encuentra aledafia a una ruta migratoria que de modo natural vuelan los

11
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patos (ruta del pacifico), siendo este un punto que puede representar zona de

mayor riesgo.

En cuanto a la Unica especie huésped de Alloherpesvirus que no se produce en
UPA (rana leopardo, Lithobates pipiens) se obtuvo informacion mediante
comunicacion personal via correo electronico con la bi6loga Alicia Reséndiz, quien
labora en el area de reptiles y anfibios de la Comision Nacional para el
Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO). Adicionalmente la bi6loga
envié la solicitud de informacién para el presente trabajo a la Direccion General de
Analisis y Prioridades, quienes por medio del oficio DGAP/151/2017 respondieron
via correo electronico con informacion del Sistema Nacional de Informacion sobre

Biodiversidad (SNIB) sobre Lithobates pipiens.

La informacion indica que la rana leopardo (Lithobates pipiens) tiene distribucion
en: Canada y E.U.A. (Washington, Oregon, California, Arizona, New México,
Nebraska, Ohio, Kentucky, Virginia, Maryland, Pennsylvania, New York).'?

Adicionalmente se reporta su presencia en Panama.!3

De acuerdo al SNIB el registro mas actual que menciona la presencia de
Lithobates pipiens en México fue en 1989 en Jalisco, en el municipio de

Huejuquilla El Alto, en el Arroyo San José.**

Por otra parte, el “Anuario Estadistico de Acuacultura y Pesca” emitido por la
Comision Nacional de Acuacultura y Pesca (CONAPESCA) de 2013 informa sobre
la produccion de bagre en los estados de Aguascalientes, Coahuila, Chiapas,
Chihuahua, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan,

Morelos, Nuevo Leon, San Luis Potosi, Tamaulipas y Zacatecas. Mientras que la
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produccion de trucha se reporta en los estados de Campeche, Chiapas,
Chihuahua, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Nuevo
Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tamaulipas y Tlaxcala. No se reporta

produccion de esturiéon o anguila en ningln estado del pais.*®

Con el fin de poder realizar estudios mas precisos sobre ecologia de las
enfermedades y epidemiologia, se sugiere a las instituciones como CONAPESCA
y SAGARPA realizar un censo que registre en la medida de lo posible la mayor
cantidad de Unidades Productoras Acuicolas en el pais y colocar esa informacion

de manera transparente en su pagina de internet.

IV.1l. Género Cyprinivirus

IV.1l.I. Enfermedades causadas por Cyprinivirus

Los miembros virales del género Cyprinivirus afectan a peces de la familia
Cyprinidae, con excepcién del virus Anguillid herpesvirus 1 que tiene como

huésped a la Anguilla anguilla de la familia Anguillidae.

El virus Cyprinid herpesvirus 1 afecta principalmente a Cyprinus carpio
manifestandose de tres diferentes formas: 1) proliferacién epidérmica crénica y
benigna (también llamada viruela de la carpa), 2) septicemia aguda en carpas
jovenes y 3) infeccion latente. Se distribuye en Europa, Norte América (Estados
Unidos) y paises de Asia como: China, Japon, Israel y Republica de Corea.
Aparece durante temperaturas bajas a moderadas desde finales del invierno hasta

principios del verano y no es una enfermedad zoonética.®
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El virus Cyprinid herpesvirus 2 causa la enfermedad conocida como necrosis
hematopoyética que se presenta en Carassius auratus y Carassius gibelio
causando alta mortalidad. La enfermedad se caracteriza por afectar tejido
hematopoyético (rifidn anterior y bazo) y epitelio branquial, pero algunos reportes
inconsistentes menciona que afecta tejido intestinal, cutaneo y cardiaco. 1”18 La
enfermedad se ha reportado en Norte América (Estados Unidos), 1° Europa (Reino

Unido,?° Italia %! y Francia),?? Taiwan 23 y Australia.?

El virus Cyprinid herpesvirus 3 causa la enfermedad conocida como nefritis
intersticial o necrosis de las branquias en Cyprinus carpio en dos variedades (koi y
comun) causando alta mortalidad y morbilidad. El virus se replica en branquias,
intestino, intersticio, higado, cerebro y rifion. La enfermedad ha sido enlistada
como enfermedad de notificacion por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal

(OIE) desde 2007. %°

El virus Anguillid herpesvirus 1 afecta a la Anguilla anguilla y Anguilla japonica
provocando eritemas en piel y branquias; asi como necrosis en piel, branquias e

higado con mortalidad de 1% y 6.8%.2°

La informacién publicada hasta el momento menciona que cada uno de los cuatro
virus del género Cyprinivirus afecta varios 6rganos y hasta ahora no se ha descrito
de manera completa experimental o por caso clinico la patogenia de ninguna
enfermedad, solamente se han observado y descrito lesiones en los diferentes
organos en cada caso clinico. El virus mas estudiado hasta ahora ha sido el

Cyprinid herpesvirus 3 por causar alta mortalidad.
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IV.1.Il. Genomas de Cyprinivirus

Los genomas completos de referencia encontrados en el GenBank para Cyprinid
herpesvirus 3 fueron tres, mientras que para el resto de virus que conforman este
género (Cyprinid herpesvirus 1,Cyprinid herpesvirus 2 y Anguillid herpesvirus 1)

solo se encontré un genoma de referencia para cada uno.

El afio de secuenciacién de los genomas se encuentra entre 2007 y 2012, sin
embargo; el aislamiento de los virus fue afios antes entre 1981 y 2003. Los afios
de aislamiento y secuenciacion tienen al menos cuatro afios de diferencia y en el
caso de Cyprinid herpesvirus 1 son mas de 30 afios. Estos afios de diferencia
representan un lapso donde se desconocen los cambios genéticos que han

ocurrido e impide identificar los cambios evolutivos.

Japon tiene mas publicaciones de secuencias de nucledtidos de Cyprinovirus en el
GenBank, con una de Cyprinid herpesvirus 1, 2 y 3, mientras que dos secuencias
de Cyprinid herpesvirus 3 son de Estados Unidos e lIsrael, respectivamente. La
secuencia de Anguillid herpesvirus 1 corresponde a Holanda. Japon es el pais
gue tiene mas problemas sanitarios de Cyprinid herpesvirus 1, 2 y 3 al tener mayor
namero de publicaciones e incluso tiene el genoma mas antiguo, ya que reporto
un virus aislado en 1981. Por lo que Japdn podria ser el origen del virus desde

hace 30 afos.

En el caso de los virus Cyprinid herpesvirus 1 y 3 se aislaron de Cyprinus carpio

en dos variedades (carpa comun y koi), mientras que Cyprinid herpesvirus 2 se
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aislé en Carassius auratus Yy el virus Anguillid herpesvirus 1 fue aislado de

Anguilla anguilla.?”-30

El tamafio de los genomas varia dependiendo la especie, siendo Cyprinid
herpesvirus 3 el mas grande con 295.15 kb y Anguillid herpesvirus 1 el mas
pequefio con 248.53 kb. Asi mismo, el numero de marcos de lectura abiertos
probables (ORF por sus siglas en inglés) y proteinas probables varian
dependiendo la especie viral, por ejemplo, para Anguillid herpesvirus 1 se estiman
134 ORF y proteinas probables, mientras que para Cyprinid herpesvirus 3 se
estiman 163 ORF y proteinas probables.?’3° La diferencia entre el tamafio de
genomas, numero de ORF probables y proteinas probables, tiene que ver con
mutaciones naturales dentro de cada especie viral a lo largo del tiempo y su
especificidad para replicarse y causar enfermedad en huéspedes diferentes. Las
diferencias méas grandes se encuentran al comparar Anguillid herpesvirus 1 con

otro miembro de este género, Cyprinid herpesvirus 3.

El porcentaje de guanina-citocina mas alto es de Cyprinid herpesvirus 3 con 59.2 y

el mas bajo es de Cyprinid herpesvirus 1 con 51.3 porciento (Cuadro 2).

Hasta la fecha la cantidad de genomas de referencia es escasa y limita estudios
filogenéticos, validacién de pruebas moleculares para el diagndstico y estudios de

patogenicidad.
IV.1L1II. Diagnéstico de Cyprinivirus

Para el género Cyprinivirus se revisaron 59 casos publicados en 14 articulos

cientificos, de los cuales 54 pertenecen a Cyprinid herpesvirus 3, seguido de
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Cyprinid herpesvirus 2 y Anguillid herpesvirus 1 con dos casos cada uno y por
altimo Cyprinid herpesvirus 1 con solo un caso. El continente Asiatico reporta la
mayor cantidad de los casos con 40, seguido de Europa con 18 y por ultimo
América con 1, pero hay que resaltar que existen reportes de Irlanda (2007) 3!y
Francia (2014) %2 cuyas carpas fueron importadas de Asia (Singapur en el caso de
Irlanda). Solo dos de los casos revisados se reportaron en el siglo pasado,
mientras que los 57 casos restantes fueron reportados entre los afios 2001 a
2014. La evidencia con base a las publicaciones de casos del género Cyprinivirus
sugiere que las especies que lo conforman podrian tener su origen en Asia, debido
a gque el 67.79 % de los casos revisados han sido reportados en ese continente,
ademas de dos importaciones de Asia. Sin embargo es importante realizar

estudios de filogenia para predecir el ancestro comun.

Los 6rganos analizados para la deteccion de los virus Cyprinid herpesvirus 1, 2y 3
son variados, sin embargo en todos los casos se incluyeron branquias 223138 y
sélo en el caso reportado en Inglaterra se menciona que el virus obtenido de
branquias produce efecto citopatico in vitro.3! Por el contrario, el resto de los casos
no mencionan los resultados obtenidos por cada 6rgano o los érganos fueron
mezclados antes de ser procesados en el laboratorio. 22313338  En los casos

clinicos donde estéa involucrado Anguillid herpesvirus 1, la colecta fue la piel.3 4°

La colecta y homogenizado de muestras denota el desconocimiento de los
organos donde se replica el virus y hay mayor carga viral en los huéspedes. Esto

tiene implicaciones directas en los resultados cuando se realiza el diagndstico de
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las enfermedades virales que comprenden este género, pudiéndose obtener

resultados falsos negativos.

En cuanto a las cinco lineas celulares que se han ocupado para el aislamiento de
Cyprinid herpesvirus 1, 2 y 3 la linea celular de aletas koi (KF-1) es la mas
utilizada por ser evidente el efecto citopatico (los autores no indicaron calculo de
titulacion).?231-38 Para los virus Anguillid herpesvirus 1 se han probado 13 lineas
celulares: tres de ellas son de mamiferos (L-929 tejido adiposo de ratén, VERO
riidn de mono verde africano y FL bazo de raton) y no se observd efecto
citopatico; una linea de anfibios (A-6 linea celular Xenopus laevis) donde no se
observa efecto citopatico; y nueve de peces, donde solo se ha encontrado efecto
citopatico en seis lineas celulares.®®4% Se ha mostrado que las lineas celulares
EK-1y EO-2 son susceptibles a la replicacion viral y es donde se observa mejor el
efecto citopatico con un alto titulo viral aproximado entre 108-10° TCIDso/ml.*° La
disponibilidad de distintas lineas celulares susceptibles a la replicacién del virus
permitird ademas del diagndstico por aislamiento la titulacién del virus para futuros

estudios de patogenicidad.

En 58 de los 59 casos clinicos el diagnostico se llevé a cabo mediante pruebas
moleculares, donde destaca de manera importante el uso de la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) que amplifica
diferentes regiones del genoma.?2313% Como parte complementaria a la PCR se
utilizé la secuenciacion completa o parcial del genoma y su posterior comparacion
con secuencias genomicas (laboratorio de referencia OIE en Weymouth, Gene

Bank y Laboratorio de enfermedades veterinarias acuaticas en Gainesville,
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Florida).3133-3% La prueba mas utilizada para el diagnéstico de Cyprinovirus en
peces es la PCR y la secuenciacién completa o parcial del genoma debido a que

ya existen genomas de referencia en las bases de datos del GenBank.

En cuatro casos clinicos se incluy6 la microscopia electronica como complemento
al diagnéstico (Estados Unidos 2003, Israel 1998, Taiwan 2002 y Japén 1985)
34,3940 y donde se observo la nucleocapside viral y en el caso particular de un caso
clinico en Japon se observé cuerpos de inclusién intranucleares en la linea celular
de EK-1.40 En el caso de microscopia electronica de Anguillid herpesvirus 1 34 se
han descrito cuerpos de inclusion intranucleares que es una caracteristica
importante que no se ha reportado para otros Cyprinovirus, aunque esto es una
caracteristica comun en el orden de los Herpesvirales 7 es necesario realizar
estudios que incluyan microscopia electrénica para comprobar que este

Cyprinovirus también presenta esta propiedad.

En cuatro casos se incluyeron infecciones experimentales de Cyprinid herpesvirus
3 en carpas.3437:2 Un estudio en Estados Unidos mostré mortalidad de 100% a los
9 dias post-inoculacion intraperitoneal y 80% de mortalidad para carpas que
fueron expuestas al virus en el agua del estanque,®* Israel mostré 100% de
mortalidad a los 13 dias y 24 dias, post-inoculacion intraperitoneal y post-
exposicion de virus en el agua del estanque, respectivamente.3* Polonia reporta
infeccidon con una titulacién de virus en suspension de 4x103TCIDso/ml %8 y Japdn
reporta mortalidad de 57% con titulacion de 10*"TCIDso/ml en carpas expuestas al
virus en el agua del estanque por una hora y 50% de mortalidad con titulacion de

103"TCIDso/pez en inoculacion intraperitoneal.3” Es necesario estandarizar el titulo
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del virus y la via de aplicacién para la infeccién de las carpas, con el objetivo de

tener mayor certeza en la morbilidad y mortalidad de cada cepa viral utilizada.

Solo dos estudios realizaron pruebas con antisueros hacia Cyprinid herpesvirus
(sin especificar la especie viral) en cultivos celulares de la linea KF-1 que
mostraron efecto citopéatico, pero no se han reportado pruebas que utilicen
anticuerpos monoclonales. 3* 4% Por otra parte, no se han descrito serotipos para

ninguna especie perteneciente a este género.

El Gnico caso que evidencid la presencia del virus in situ fue el caso de Taiwan en
2002, al usar la secuencia gendmica P1y P2 como sonda marcada con
fluoresceina que fue incorporada a la muestra de tejido fijada previamente en la

laminilla.°

En un estudio en Japdn se comparé el efecto de neutralizacion cruzada de tres
antisueros especificos para cada uno de los tres virus (Anguillid herpesvirus 1,
Cyprinid herpesvirus 1 y Onchotynchus masou virus) en cultivo celular. Los
antisueros no mostraron neutralizacion cruzada en ningun caso, pero si al virus

homologo (Cuadro 3).4°

El uso de las pruebas complementarias como microscopia electrénica, hibridacion
in situ, virus suero neutralizacion e infecciones experimentales otorgan informacién
valiosa para argumentar la presencia de las diferentes especies virales, siempre y
cuando los anticuerpos y sonda sean homoélogos al virus que se quiere identificar
de lo contrario se perdera le especificidad y se comprometeria el resultado. Por
otra parte, al no haber reporte de serotipos se desconoce el grado de virulencia de

este género. Por lo tanto, es necesario realizar estudios de patogenicidad donde
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se lleven a cabo infecciones experimentales para la descripcion detallada y
completa de la enfermedad, como son: vias de entrada al huésped, érganos
principales de replicacion viral, periodo de incubacion, descripcion de signos,
descripcion de lesiones macroscépicas e histoldgicas, vias de eliminacion del
virus, cantidad de virus excretado, porcentaje de morbilidad, porcentaje de

mortalidad y sobrevivencia.

El género Cyrpinivirus estda conformado por cuatro especies de virus, pero solo
Cyprinid herpesvirus 3 esta en la “Lista de Enfermedades de Notificacion” de la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), por lo que existe un documento
que describe la enfermedad y los métodos de diagnostico que se pueden usar
para esta especie viral como son el aislamiento en las lineas celulares KF-1 o

CCB y PCR con los iniciadores TK y Sph.#

IV.IIl. Género Ictalurivirus

IV.1ll.I. Enfermedades causadas por Ictalurivirus

Dentro de los virus pertenecientes al género Ictalurivirus se encuentran los
Ictalurid herpesvirus 1 e Ictalurid herpesvirus 2 que afectan algunos peces de la
familia Ictaluridae, por otra parte el virus Acipenserid herpesvirus 2 afecta a peces

de la familia Acipenseridae.

Los huéspedes reportados hasta la fecha para Ictalurid herpesvirus 1 e Ictalurid
herpesvirus 2 son Ictalurus punctatus e Ictalurus furcatus, indistintamente,*
causando alta morbilidad y mortalidad. La enfermedad se caracteriza por
presentar hemorragias en piel, aletas y musculos; en algunos casos se observa

ascitis. La enfermedad se distribuye en paises de América como Estados Unidos y
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Honduras, en Europa se ha reportado en Rusia y el Reino Unido 4 vy

recientemente en Malasia.*3

Por su parte, el virus Acipenserid herpesvirus 2 tiene como huéspedes a
Acipenser transmontanus y Acipenser baerii, causando un sindrome agudo
necrotico en piel que predispone a infecciones secundarias por hongos,
protozoarios y bacterias. La presentacioén con alta mortalidad se ha reportado en

Estados Unidos 444 y Rusia. 4647

La especie Ictalurid herpesvirus 1 es el virus mas estudiado de los Ictalurivirus,
debido a que se han detallado la via de entrada del virus al huésped por medio de
branquias, los signos y las lesiones anatomicas e histopatoldgicas en los trabajos
de Plumb y colaboradores 1973 y 1974, 48 4° ademas del estudio realizado por
Nusbaum y colaboradores en 1987 donde encuentra grandes cantidades de virus
en rifion en su parte posterior. °° Todavia hacen falta estudios que describan la
dosis minima infectiva y concentraciones de excrecion viral. En cuanto al Ictalurid
herpesvirus 2 se menciona que su comportamiento es similar al Ictalurid
herpesvirus 1 pero no cuenta con estudios especificos que hablen de su

patogenia.

En contraste el virus Acipenserid herpesvirus 2 tiene mas de 10 afios de haber
sido descubierto en un caso en Rusia °! y hasta ahora solo se han descrito
lesiones anatémicas e histolégicas. Por lo que es necesario realizar estudios de
patologia con este virus y poder tener informacién que ayude en aspectos de

medicina preventiva y diagnaostico.
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IV.III.II. Genomas de Ictalurivirus

El género Ictalurivirus esta conformado por tres especies, ’ pero solamente se
encuentra un genoma completo de referencia en el GenBank que pertenece a
Ictalurid herpesvirus 1 secuenciado en el afio de 1992, 52 mientras que para
Acipenserid herpesvirus 2 se encontr6 un genoma parcial que fue aislado y

secuenciado en 2008. 42

La Unica secuenciacion completa de referencia que pertenece a Ictalurid
herpesvirus 1 tiene fecha de secuenciacion en el siglo pasado, con 25 afios de
tiempo en relacion a la fecha del presente trabajo y con ello una brecha temporal
donde se presentardn de modo normal cambios en la estructura genética del virus
gue pueden llegar a modificar regiones especificas del genoma. Por ello este dato
es importante cuando se requiera tomar como referencia esta secuencia

gendmica.

En el caso de Acipenserid herpesvirus 2 fue aislado en Estados Unidos a partir de
un esturién blanco y, por otra parte, la publicacion sobre el genoma Ictalurid
herpesvirus 1 no manifiesta lugar de origen ni huésped del cual fue aislado el

virus, pero el autor hace referencia al bagre (Ictalurus punctatus) (Cuadro 4).

La cantidad de material genético conocido en la secuencia parcial de Acipenserid
herpesvirus 2 representa entre 20.32 y 44.69% con respecto a los genomas

completos de virus pertenecientes a la familia Alloherpesviridae.
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Por ultimo, no se encontré6 genoma parcial o completo de Ictalurid herpesvirus 2,
sin embargo existen secuencias de nucle6tidos de algunos genes como la

proteina asociada al tegumento, ADN polimerasa y terminasa.

La informacién disponible sobre el genoma en este género viral es limitada, por lo
que reduce la posibilidad de llevar a cabo estudios de filogenética, validacion de

pruebas moleculares para el diagnostico y estudios de patogenicidad.
IV.1ILL11I. Diagnéstico de Ictalurivirus

Se revisaron 41 casos reportados de Ictalurivirus publicados en 10 articulos
cientificos, 36 casos de Ictalurid herpesvirus 1, cinco casos de Acipenserid
herpesvirus 2 y ningan caso de Ictalurid herpesvirus 2 debido a que no se
encontré6 un articulo cientifico en NCBI, Compendium aquaculture, Scopus
,Journal of Aquatic Animal Health, Journal of Fish Disease, Virology, REDALYC y
en la red de biblioteca de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(incluyendo acervo general, suscripcion a beses de datos y revistas cientificas),
s6lo se obtuvo referencia de un boletin emitido por la Asociacion Europea de
Patélogos en Peces, 1996. °° La falta de casos reportados para Ictalurid
herpesvirus 2 revela falta de diagnéstico preciso en acuicultura, ya que la falta de

casos reportados podria significar omision de brotes o un mal diagnéstico.

El continente americano reporta mayor numero de casos con 37 (todos los casos
en Estados Unidos a excepcién de uno en México durante 2007 de Ictalurid
herpesvirus 1),%¢ tres de ellos de Acipenserid herpesvirus 2 en Estado Unidos en

1980 57 y 1984. 58 59 Europa reporta solo dos casos de Acipenserid herpesvirus 2
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que se dieron en Rusia durante 2006 46 y 2017, 4’ por ultimo Asia reporta solo un
caso en Malasia en 2010. *® Solo 5 casos se han reportado en este siglo, mientras

gue 36 fueron reportados en los afios comprendidos entre 1984 y 1992.

La region de Norte América, especificamente Estados Unidos, es donde se reporta
el mayor numero de casos documentados para el género Ictalurivirus con 36 de 41
revisados en este estudio. La informacion sugiere que el virus podria tener su
origen en esta region de América, sin embargo se deben realizar estudios

filogenéticos para confirmar esta hipotesis.

Dentro de los casos de Ictalurid herpesvirus 1 es importante resaltar que se
reporté un caso en México durante 2007 en Tamaulipas, ya que en ese momento
SENASICA no tenia incorporadas enfermedades de organismos acuaticos a su
lista de enfermedades de notificacion obligatorio en el territorio de los Estados
Unidos Mexicanos, esto ha cambiado con la actualizacion de esta lista en 2016 al
colocar este virus en la lista niumero uno de reporte obligatorio inmediato de
enfermedades exoticas. Con la presencia de este caso, el tiempo transcurrido
desde su publicacion y las condiciones de sanidad acuicola del pais es posible

gue este no sea el Unico caso clinico en el territorio mexicano.

Los oOrganos reportados para deteccion de Ictalurid herpesvirus 1 son en su
totalidad 6rganos internos, siendo el rifidn el érgano que se tomd como muestra en
todos los cas0s.%57:%% Ningln caso reporta resultados por érgano, sin embargo
solo el caso de Malasia proceso6 sus muestras homogenizandolas y a su vez fue el

Unico caso reportado de Ictalurid herpesvirus 1 en Pangasius hypophthalmus. 43
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En cuanto a los 6rganos analizados para detectar Acipenserid herpesvirus 2 se

colectan branquias en el 60% de los casos revisados. 4647

En la colecta de muestras relacionadas con Ictalurid herpesvirus 1 se observa que
los estudios han delimitado la seleccion de 6rganos de manera eficiente, esto se
observa claramente al comparar los casos reportados en el siglo pasado que
eligieron gran parte de oOrganos internos del pez y, en cambio, el caso mas
reciente en Malasia *° colect6 Gnicamente rifién. Por otra parte, los casos que
reportan Acipenserid herpesvirus 2 no muestra este tipo de delimitacién en cuanto
al muestreo de 6érganos. Aun con el avance en Ictalurid herpesvirus 1 se deben
realizar estudios de patogenia donde se investigue el 6 los 6rganos blancos,
organos para la replicacion viral, principales vias de excrecion viral y cantidades

excretadas, al igual que en Acipenserid herpesvirus 2.

Dentro de la metodologia aplicada en los casos revisados de Ictalurid herpesvirus
1 todos los que incluyeron aislamiento en cultivo celular utilizaron la linea celular
ovario de bagre (Channel Catfish Ovary, CCO por sus siglas en inglés), -5, en el
66.6 % de los casos se obtuvo efecto citopatico 579 y el otro 33% no se encontrd
la informacion disponible, lo que muestra una moderada eficiencia en la linea
celular CCO para aislar Ictalurid herpesvirus 1, ademas 33.3% afadio linfocitos
de la muestra sanguinea al cultivo celular 5’ y con ello se puede considerar una

variante en la metodologia de aislamiento.

En cuanto a las lineas celulares ocupadas en el aislamiento de Acipenserid
herpesvirus 2 los respectivos casos ocuparon cuatro lineas: bazo de esturion

blanco-2 (WSS-2, White Sturgeon Spleen-2), piel de esturién blanco-1 (WSSK-1,
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White Sturgeon SKin-1), homogenizado de células de higado/bazo/rifion de
esturion siberiano-2 (SSO-2, Siberian Sturgeon Organs-2) y aleta de esturién
siberiano-2 (SSF, Sturgeon Siberian Fin-2).444647 En todos los casos en que se
llevé a cabo el aislamiento se obtuvo efecto citopético y solo en Estados Unidos en
el afno 1992 se especificO que en la linea celular WSSK-1 se observd efecto

citopatico. 44

El uso de una sola linea celular para el aislamiento de Ictalurid herpesvirus 1
muestra la estandarizacién en el procedimiento, ya que el 66% de los casos que
ocuparon la linea celular ovarios de bagre (CCO) reportan obtener efecto
citopatico en sus aislamientos. En cambio el aislamiento en cultivo celular para
Acipenserid herpesvirus 2 muestra el uso de cinco lineas celulares que pueden

ocuparse como primera eleccion y de esta manera tener mas opciones.

Para el diagnéstico de Ictalurivirus los 41 casos reportan distintos métodos; 24
usaron pruebas seroldgicas, de los cuales 22 usaron suero de referencia®’ y 2 con
suero tomado a partir de peces infectados experimentalmente, 44 10 casos usaron
la prueba de Southern blot con una sonda de 2800 pb (pares de bases), %2 cuatro
usaron la prueba molecular de PCR con sus respectivos iniciadores, 4%46:5657 yn
caso en Rusia en el 2006 diagnostic6 mediante la replicacion de la enfermedad 4°

y en dos casos no se tuvo disponible la informacién (Tabla 5). %8

El diagndstico para los Ictalurid herpesvirus 2 incluyé prueba molecular de PCR y
debido a la existencia de un genoma completo de referencia en el GenBank

(29/04/2017 ultima fecha de revision) la técnica molecular puede hacerse mas
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precisa. Respecto a las pruebas seroldgicas el uso de antisuero de referencia

brinda otra prueba como opcion para el diagnostico.

De igual manera las pruebas para Acipenserid herpesvirus 2 incluyeron prueba de
PCR y se tiene un genoma de referencia parcial en el GenBank (29/04/2017 ultima

fecha de revision).

Para los casos que reportaron Ictalurid herpesvirus 1 no se informa sobre el uso
de otra herramienta para complementar el diagndstico como microscopia
electronica, solamente un estudio que compara los virus aislados de Italia en 1996
y Estados Unidos en 1980, %8 en el cual se realiz6 infeccion experimental. En dicho
estudio se demostrd diferencia patologica entre ellos mediante la comparacion en
la produccién de efecto citopéatico en diferentes lineas celulares de peces
(cyprinidas, ictalluricas y centrarchida), tamafio gendmico, cantidad y tamafio de

proteinas y mortalidad acumulada en peces infectados experimentalmente. 58

En contraste con los casos de Ictalurid herpesvirus 1 los estudios de casos de
Acipenserid herpesvirus 2 llevaron a cabo pruebas complementarias para su
diagnéstico, como; infecciones experimentales en los casos de Estados Unidos
(1992), 4> y Rusia (2006) 4’ (2017) “¢ y microscopia electrénica, en la cual se
evidencia presencia de particulas virales en células de piel de esturion (WSSK-1)

45y aleta de esturion siberiano (SSF-2), 4’ respectivamente.

El caso de Acipenserid herpesvirus 2 en Estados Unidos (1992) estudido la
patogenicidad de dos virus de la misma region, WSHV-1 (White Sturgeon
Herpesvirus 1) y WSHV-2 (White Sturgeon Herpesvirus 2). Se comparé el

crecimiento en cultivo celular y se observaron diferencias, WSHV-1 creci0 mejor
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en células de piel y WSHV-2 tuvo predilecciéon de crecimiento en células de
goénada al observarse concentraciones de 9.2 TCIDso/célulal en WSSK-1 (Piel de
esturion blanco) y 98.8 TCIDso/célulal en WSGO (Gonada de esturién blanco).
Las lineas celulares de peces que se han probado son: CCO (Ovario de bagre),
CHSE-214 (células embrionarias de salmén Chinook), RTG-2(Génada de trucha
arcoiris), EPC (Epitelioma Papuloso Cyprinido), FHM (Fathead Minnow), WSS-2
(Piel de esturion blanco), WSS-2 (Bazo de esturion blanco), WSLV (Higado de
esturion blanco) y WASGO (Goénada de esturion blanco), demostrando efecto
citopatico en lineas celulares de esturion (WSS-2, WSSK-1, WSLV y WSGO). Se
comparo la actividad neutralizante del suero entre los dos virus y se reporté que el
suero anti-WSHV2 no tuvo efecto neutralizante sobre WSHV-1 en titulos que
fueron de 10?2 a 102, incluso en diluciones de virus de 1:20 (los autores
mencionan esta dilucién de virus con nomenclatura diferente). Sus resultados
exponen de manera clara una diferencia en la patogenicidad de WSHV-1 y WSHV-

2. 45

En el caso de Rusia ocurrido en el 2017, ademas de realizar diagndéstico con
pruebas moleculares desarrollaron un suero de referencia para Acipenserid
herpesvirus 2 a partir de la infeccion experimental de Esturién blanco.2® Por otra
parte, el caso de Rusia en 2006 replicé la enfermedad como parte de su
metodologia de diagnodstico que incluyd la caracterizacion del virus mediante

microscopia electrénica y su ensayo de infeccién experimental. 4’

En cuanto a las infecciones experimentales, el caso de Estados Unidos en 1995

demuestra de manera precisa concentraciones de anticuerpos en diferentes
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grupos experimentales, este trabajo sirve como punto de partida para estandarizar

pruebas seroldgicas y desarrollo de vacunas.

Las demas, pruebas como el uso de diferentes lineas celulares de diferentes
huéspedes, infecciones experimentales y suero neutralizacion aportan informacion

valiosa para que posteriormente se pueda estandarizar alguna de ellas.

IV.IV. Género Salmonivirus

IV.IV.l. Enfermedades causadas por Salmonivirus

Los virus que conforman este género: Salmonid herpesvirus 1, Salmonid
herpesvirus 2 y Salmonid herpesvirus 3 tienen como huéspedes a peces de la

familia Salmonidae.

El virus Salmonid herpesvirus 1 fue aislado por primera vez a partir de fluido
ovarico de hembras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en 1986 en
California, Estados Unidos, en ninguna trucha se encontr6 evidencia de
enfermedad. ¢ Hasta ahora no se ha realizado un estudio donde se pruebe la

patogenicidad de este virus.

En cuanto al Salmonid herpesvirus 2 (también conocido como virus de
Oncorhynchus masu) la OIE lo menciona en su Manual de Pruebas de Diagndstico
para los Animales Acuaticos como “Herpesvirosis del salmén masou” que afecta a
salmoénidos como son: salmén rojo (Oncorhynchus nerka), salmén masu
(Oncorhynchus masou), salmén keta (Oncorhyncus keta), salmén coho
(Oncorhynchus kisutch) y la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).®t La

enfermedad se manifiesta en temperatura ambiental por debajo de los 15 °C de
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manera sistémica y a menudo es letal en juveniles.? La replicaciéon del virus en
células endoteliales de los capilares sanguineos, tejidos hematopoyéticos vy
hepatocitos causan edema y hemorragias. Los peces sobrevivientes presentan
epiteliomas principalmente alrededor de la boca y en menor grado la aleta caudal,
el opérculo y la superficie del cuerpo. Los peces infectados quedan como
portadores de por vida y eliminan el virus a través del excremento, orina y
probablemente en productos sexuales y moco de la piel. Por otra parte, el rifion,
bazo, higado y los epiteliomas son los lugares donde el virus es mas abundante
durante el curso de una infeccibn manifiesta. Hasta ahora la enfermedad ha sido

reportada Unicamente en Japon. !

Por otra parte, Salmonid herpesvirus 3 ha sido observado en salmén del atlantico
(Salmo sala) asociandose a papilomatosis del salmén del atlantico. Hasta el afio
del 2013 solo ha sido observada la proliferacién de células epidermales usando
microscopia electrénica. 8 No se ha conseguido hacer el aislamiento en cultivo

celular.

Recientemente un estudio filogenético de Glenney y colaboradores (2016)
identific6 en muestras tomadas a partir de la trucha del lago (Salvelinus
namaycush) en Pensylvania y New York (Estados Unidos), un nuevo genotipo de
salmonivirus (llamado por sus autores Herpesvirus Namaycush, Salmonid
herpesvirus 5) comparando las secuencia de ADN polimerasa, terminasa y
glicoproteina con Salmonid herpesvirus 3 .>° Por su parte el ICTV en su

clasificacion taxonomica del 2016 solo tiene reconocidas tres especies en el
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género Salmonivirus, ’ no obstante este estudio podria significar el descubrimiento

de una nueva especie de Salmonivirus.

Hasta ahora solo la herpesvirosis del salmon masou causada por Salmonid
herpesvirus 2 ha sido descrita de manera detallada en comparacién con la
papilomatosis causada por Salmonid herpesvirus 3 y el Salmonid herpesvirus 1 (a
la fecha no hay evidencia cientifica que indique enfermedad). Por una parte, el
Salmonid herpesvirus 3 no ha sido estudiado en relacion a su patogenicidad
debido a que no se ha podido aislar en cultivo celular , mientras que Salmonid
herpesvirus 1 no ha sido objeto de estudio probablemente por ser apatégeno o de

muy baja virulencia.

IV.IV.lIl. Genomas de Salmonivirus

La busqueda realizada en el GenBank a través de la plataforma del Centro
Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI por sus siglas en inglés) no mostro
secuenciaciones completas o parciales de los virus pertenecientes al género
Salmonivirus (Salmonid herpesvirus 1, Salmonid herpesvirus 2 y Salmonid
herpesvirus 3). Aunque si se encontraron secuencias de nucleétidos de algunos

genes de cada especie viral.

Para el Salmonid herpesvirus 1 las secuencias de nucleétidos en el GenBank son:
ADN polimerasa, dUTPasa, ORF 48 y terminasa. ® En cuanto al Salmonid
herpesvirus 2 son: ADN polimerasa, ORF 68, ORF 61, ORF 32, ORF 46 y
terminasa. % Por Ultimo las secuencias de genes para Salmonid herpesvirus 3

son: terminasa, una glicoproteina y ADN polimerasa (Cuadro 6). ¢’
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El género Salmonivirus ha sido estudiado poco en cuanto a su material genético y
Unicamente se han llevado a cabo estudios donde se comparan las ADN
polimerasas, terminasa y ORF 68 con los demas géneros de la familia

Alloherpesvirus en estudios filogenéticos. 68 6°

IV.IV.1ll. Diagndéstico de Salmonivirus

El analisis de casos reportados para el género Salmonivirus incluyé 11
publicaciones cientificas; dos de Salmonid herpesvirus 1, seis referidas a
Salmonid herpesvirus 2 y tres de Salmonid herpesvirus 3. Estados Unidos reporta
todos los casos de Salmonid herpesvirus 1, mientras que Japdén los
correspondientes a Salmonid herpesvirus 2, por otra parte Rusia (2011) ’° reporta
un caso de Salmonid herpesvirus 3 y Estados Unidos dos (1986) 7! (1989).72 Ocho
de los once casos ocurrieron durante el siglo pasado (1975-1990) y tres durante

este siglo (2000-2011).

Con base a las publicaciones cientificas que reportan casos del género
Salmonivirus se muestra que Estados Unidos y Jap6n concentran la mayor parte
de los casos con 36.3% y 54.5% respectivamente. Esta informacion aporta las dos
posibles regiones donde se originé este género viral, sin embargo es necesario

realizar estudios filogenéticos que prueben dicha hipétesis.

Los casos que reportaron Salmonid herpesvirus 1 tomaron muestras de fluidos
ovaricos, %0 73 mientras que para Salmonid herpesvirus 2 las muestras fueron
higado, fluidos ovaricos, piel (en un caso se especificd la neoplasia de piel) y rifién
siendo éste el mas frecuente apareciendo en el 50% de los reportes;’*’7 y por

altimo, de las muestras para detectar Salmonid herpesvirus 3 la piel fue el 6érgano
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gue se tomé en todos los casos, ademas de cerebro, higado, bazo, rifidn, piloro
caeca, estdmago, intestino y branquias de cada pez que se homogenizaron y

trabajaron como una sola muestra. 7072

Para la eleccion de érganos a muestrear en cada especie de Salmonivirus, es
evidente que los reportes de cada especie informan un 6rgano tomado
constantemente; para el caso de Salmonid herpesvirus 1 son fluidos ovaricos,
Salmonid herpesvirus 2 es el rindn y Salmonid herpesvirus 3 es la piel
(preferentemente neoplasias alrededor de la boca). Es importante considerar que
solo Salmonid herpesvirus 2 cuenta con estudios patolégicos, sin embargo; esta
informaciéon no pudo ser analizada ya que las publicaciones se encuentran en
idioma japonés, " 8 'y posiblemente aporten informacién valiosa sobre los
principales 6rganos que afecta el Alloherpesvirus, 7 & adicionalmente la OIE en
su Manual de Pruebas de Diagnéstico para los Animales Acuaticos de 2016
menciona que la colecta de d6rganos debe ser principalmente rifién.5* Por otra
parte, Salmonid herpesvirus 1 muestra poca evidencia de ser patdgeno 0 73y
Salmonid herpesvirus 3 requiere mas estudios sobre patologia pero es importante
considerar que su aislamiento en cultivo celular no se ha conseguido exitosamente

y esto dificulta los estudios.

Dentro del procedimiento empleado en 10 de los 11 casos se incluyé el
aislamiento viral en cultivo celular, todos usaron la linea celular RTG-2 (g6nada de
trucha arcoiris) en donde se reportd efecto citopatico para los casos de Salmonid
herpesvirus 1 y Salmonid herpesvirus 2. 7>78 La titulacion de virus en RTG-2 que

se reportd en los afios 70°s y principios de los 80°s para Salmonid herpesvirus 1
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fue de 3x10°UFP/ml,”® para Salmonid herpesvirus 2 de 10*°> TCIDso/ml,’4 108
TCIDso/ml 7> y 108 TCIDso/ml.”” Esto indica que los virus con titulaciones mas
bajas de 10*°TCIDso/ml estdn méas adaptados a causar infeccion en linea celular

RTG-2.

Las demas lineas celulares que se reportaron fueron: RTF-1 (linea celular de
salmén sin caracterizar), CHSE-214 (embrion de salmén chinoco), FHM (linea
celular Fathead Minnow), EPC (epitelio papuloso de cyrpinido) y McMCoy
(fibroblastos de Mus musculus) 6% 71.76-78 sin embargo; solo en el caso de Japén en
1981 de Salmonid herpesvirus 2 reportd observar efecto citopéatico en la linea
celular CHSE-214 con titulacién 10%¢ TCIDso/ml 6 el resto de los casos no
reportan efecto citopatico. 73 77 Por otra parte, los casos de Salmonid

herpesvirus 3 no lograron hacer el aislamiento en cultivo celular. 7072

Asi como en la colecta de muestras se reporta de manera frecuente los érganos
colectados, de igual manera es evidente la linea celular donde se pueden aislar
Salmonid herpesvirus 1 y Salmonid herpesvirus 2, debido al 72. 7% de casos que
usaron RTG-2 para aislar los herpesvirus con 100% de éxito al conseguir efecto
citopatico. Aunado a ello, la cantidad de salmonivirus reportados en la misma linea

celular fueron similares entre cada estudio realizado. 8% 72-78

Con base a los reportes de Salmonid herpesvirus 1 en 1975 73 y 1985, % Salmonid
herpesvirus 2 en 1976 7*y 1978 7> y Salmonid herpesvirus 3 en 1986 "1 y 1989 72
el método de diagndstico se llevd a cabo mediante la caracterizacion del virus. Por
otro lado, la técnica de suero neutralizacién fue empleada para el diagndstico de

Salmonid herpesvirus 2 en los casos comprendidos entre 1990 y 2001. 7678 En
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cuanto al método de diagndstico empleado solo el caso de Rusia en 2011 de
Salmonid herpesvirus 3 se reporta como prueba diagnéstica la prueba de PCR

con los iniciadores ADN polimerasa y terminasa (Cuadro 7). °

El método de diagnéstico empleado para Salmonid herpesvirus 1,8 72 Salmonid
herpesvirus 2 en 1976 "4y 1978 ’> y Salmonid herpesvirus 3 en 1986 ' y 1989 "2
que consistié en caracterizar al virus, se reporta de manera constante este método
ya que en todos ellos se llevaba a cabo por primera vez el estudio que identificase
a un herpesvirus como agente causal de mortalidades y neoplasias en
salmonidos. Los casos de Salmonid herpesvirus 2 ubicados en fechas a partir de
1990 usaron sueros de referencia (no se menciona si los anticuerpos empleados
son monoclonales o policlonales) 67 y la OIE en su Manual de Pruebas de
Diagnostico para los Animales Acuéticos de 2016 incluye esta prueba como
opcion para el diagnéstico (no se menciona si los anticuerpos son monoclonales o
policlonales), ademéas la OIE incluye pruebas de ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) con anticuerpos monoclonales,
inmunofluorescencia indirecta y PCR con iniciadores directo (F10) 5-GTA-CCG-

AAA-CTC-CCG-AGT-C-3’, el inverso (R5) 5-AAC-TTG-AAC-TAC-TCC-GGG-G-3..

61

Con respecto al diagnostico de Salmonid herpesvirus 3 la prueba de PCR ofrece
una alternativa para su deteccion frente a un brote de la enfermedad debido a que
esta prueba ofrece ser altamente especifica usando la secuencia de nucle6tidos

correspondiente al ADN polimerasa, sin embargo es necesario validar un

36



“Estudio prospectivo de alloherpesvirus encontrados en contenido intestinal de patos
silvestres del género anas spp.”

procedimiento que estandarice los iniciadores especificos correspondientes a esta

especie de salmonivirus.

Una herramienta para complementar el diagnéstico que fue usada en todos los
reportes (excepto el caso de Rusia) se traté de la microscopia electrénica, en
donde cada caso reporta la descripcion de particulas virales en diferentes estados
de replicacion viral con caracteristicas fisicas de un herpesviral como capsémeros
y virus envueltos. % 7178 Unijcamente el caso de Japon para Salmonid herpesvirus
2 en 1981 reporta observar cuerpos de inclusion intranucleares en su cultivo
celular RTG-2.77 Los cuerpos de inclusién intranucleares encontrados en el caso
de Salmonid herpesvirus 2 podrian indicar una caracteristica en la patologia del
Alloherpesvirus asi como se presenta de manera general en el orden de los
Herpesvirales,” aunque es necesario realizar estudios que incluyan microscopia
electrénica y de esa manera comprobar que este salmonivirus también presenta

esta caracteristica.

En cuatro casos se incluyeron infecciones experimentales de Salmonid
herpesvirus 2. 7>78 Kimura y colaboradores (1981) llevaron a cabo infeccién
experimental de Oncorhynchus keta en grupos de juveniles (80 dias de edad) y
adultos(150 dias de edad) que fueron expuestos al virus en el agua del estanque a
una concentracion de 100 TCIDso/ml, donde observaron una mortalidad de 60% a
los 65 dias post-exposicion en juveniles y 35% de mortalidad a los 120 dias post-
exposicion en adultos.” Kumagai y colaboradores (1994) usaron peces juveniles
de Oncorhnychus kitsuch, inocularon 1034TCIDso/pez por via intraperitoneal

obteniendo 90% de mortalidad a los 22 dias post-inoculacion y expusieron los
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peces al virus en el agua de estanque a una concentracion de 101TCIDso/ml
observando 60% de mortalidad a los 60 dias post-inoculacién.”® Por su parte,
Sano y colaboradores (1983) inocularon peces Oncorhnychus keta por via
intraperitoneal a dosis de 10°TCIDso/pez y 108TCIDso/pez, donde obtuvieron 30% y
60% de mortalidad a los 30 dias post-inoculacion, respectivamente.”” Por Ultimo,
Furihata y colaboradores (2005) inocularon por via intraperitoneal juveniles
(menores de un afio de edad) a Oncorhynchus mykiss con 10°TICDso/pez y
108TICDso/pez, reportando a los 30 dias post-inoculacion 30% y 65% de

mortalidad respectivamente.”®

Las infecciones experimentales que se llevaron a cabo de Salmonid herpesvirus 2
muestran los distintos huéspedes a los que puede infectar, ademas de causar en
peces juveniles de Oncorhynchus keta, Oncorhnychus kitsuch y Oncorhynchus
mykiss alta mortalidad y letalidad cuando se inocula por via peritoneal en
comparacién con la exposicién de virus en el agua de estanque, esto demuestra
los primeros estudios de patogenicidad sobre el salmonivirus, sin embargo; es

necesario realizar mas trabajos que estudien la concentracion de virus excretada.

Por su parte, los reportes de Salmonid herpesvirus 3 que llevaron a cabo infeccion
experimental fueron dos. "> 7?2 McAllister y colaboradores (1989) expusieron a
Salvelinus namaychus, Salmo trutta, Oncorhynchus mykiss y Salmo salar a
Salvelinus namaychus infectados que ocasionaron 100% mortalidad a los 15 dias
post-inoculacién Ganicamente en Salvelinus namaychus, aunado a ello expusieron
los peces mencionados anteriormente a un filtrado del homogenizado de piel que

ocasiond 100% de mortalidad en 9 dias post-inoculacion solamente en Salvelinus
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namaychus.”* Por ultimo, Badley y colaboradores (1989) expusieron juveniles de
Salvelinus namaychus a filtrado del homogenizado de los 6rganos colectados; el
grupo expuesto al homogenizado filtrado a 450nm obtuvo 100% de mortalidad a
los 39 dias post-inoculacion y el grupo expuesto al homogenizado filtrado a 450nm
y posteriormente filtrado a 220nm no reporté mortalidad, de la misma manera
expusieron cinco especies de salmones (Oncorhynchus mykiss, Salvelinus
fortinalis, Salmo trutta, Salmo salar y Oncorhynchus tshawtcha) a Salvelinus
namaychus enfermos, sin embargo; no se reportd mortalidad a causa de
enfermedad. 2 Las infecciones experimentales de Salmonid herpesvirus 3
demostraron su especificidad al infectar Unicamente a Salvelinus namaychus, lo

gue representa su adaptacion al huésped.

IV.V. Género Batrachovirus

IV.V.l. Enfermedades causadas por Batrachovirus

Dentro de los Alloherpesvirus el género Batrchovirus incluye a los virus Ranid
herpesvirus 1 y Ranid herpesvirus 2 que tienen como huésped especificamente a

la rana leopardo (Lithobates pipiens).

Con base a los estudios de Lucké en 1934 el virus Ranid herpesvirus 1 es el
agente causal del adenocarcinoma renal o tumor de Lucké en la rana leopardo.8!
En 1972 MacKinnell y colaboradores demostraron el aumento en la replicacion
viral por medio de baja temperatura del ambiente donde vive la rana 8y en 1949
Lucké y Schlumberger comprobaron el crecimiento de la neoplasia cuando se

eleva a altas temperaturas el ambiente.83

39



“Estudio prospectivo de alloherpesvirus encontrados en contenido intestinal de patos
silvestres del género anas spp.”

Por otro lado, el virus Ranid herpesvirus 2 se ha aislado a partir del
adenocarcinoma renal 8 sin embargo Granoff y colaboradores en 1969 probaron

que el virus no tiene actividad oncogénica.®

Hasta ahora el estudio del adenocarcinoma renal en la rana leopardo (Lithobates
pipiens) se ha descrito de manera breve. En la revision de articulos cientificos en
algunos no se tuvo el acceso al articulo completo y Unicamente se obtuvo el
resumen en donde se menciona la identificacion de particulas virales por medio de
microscopia electrénica, 885 por otra parte en el articulo donde se pudo evaluar la
metodologia empleada se encontré de igual manera identificacion por medio de
microscopia electrénica, ® sin embargo; en ningln estudio se lleva a cabo
identificacion molecular, serolégica o histopatolégica y se identifica al virus por sus
caracteristicas fisicas que corresponden a un herpesvirus. Por lo tanto, el efecto
oncogénico del Ranid herpesvirus 1 podria ser un resultado atribuido a otros

factores y no al virus.

Para poder conocer los efectos patolégicos de Ranid herpesvirus 1 es necesario
llevar a cabo identificacion molecular y posteriormente aislarlo. Para aislarlo seria
necesario lograr un cultivo primario de diferentes tipos celulares de la rana
leopardo o bien reproducir la enfermedad en la rana misma para evaluar si existe

efecto oncogénico.

Por otra parte, el virus Ranid herpesviru 2 hasta ahora solo ha sido estudiado en
sus caracteristicas fisicas 8’ y no se ha realizado un estudio donde se compruebe

algun efecto patologico.
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IV.V.Il. Genomas de Batrachovirus

Con base a la busqueda realizada en el Genbank, se encontraron dos genomas
de referencia completos secuenciados para el género Batrachovirus
correspondiendo cada una a los virus Ranid herpesvirus 1 y Ranid herpesvirus 2

en 2006. 88

En el caso de Ranid herpesvirus 1 se llevd a cabo la extraccion viral a partir de
una rana leopardo con neoplasias, posteriormente se realizé la digestiéon de
proteinas usando dedocil sulfato de sodio y se aislé con fenol y cloroformo. Se
reconstruyd el material genético usando la técnica de Cunningham y Davison en
1993. 8 El ADN viral se digiri6 parcialmente usando enzimas BamHI o Sau3Al,
ligado a un vector con Xbal defosforilado y digerido con BamHI. EI ADN fue
introducido a un bacteriéfago “I” y transferido dentro de Escherichia coli.
Posteriormente se extrajo el material genético viral, el cual se incub6 con
endonucleasa de restriccion un gel de agarosa al que se le realizé6 una

electroforesis. °° A partir de éste materia genético se llevd a cabo la secuenciacion

del genoma. &

Por otra parte, el virus Ranid herpesvirus 2 fue comprado en ATCC (VR-568) y a

partir del virus comercial se realizé la secuenciacién del genoma completo. 88

Los genomas tienen un tamafo de 220.86 kb para Ranid herpesvirus 1 y 231.80
kb para Ranid herpesvirus 2. Asi mismo, los ORF probables (132) y proteinas
probables (132) fue menor en el caso de Ranid herpesvirus 1 en comparacion con

Ranid herpesvirus 2 con ORF y proteinas probables 147 y 147 respectivamente.
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En cuanto al porcentaje de GC se estim0 54.6% para Ranid herpesvirus 1y 52.8%

para Ranid herpesvirus 2 (Cuadro 8). &

Las caracteristicas correspondientes al tamafio del genoma, ORF y proteinas
probables existen diferencias marcadas en la cantidad de Ranid herpesvirus 1
con respecto al Ranid herpesvirus 2. Estas diferencias tienen origen en el proceso
evolutivo que han llevado a cabo los dos virus, aunque los dos se asocien en los
adenocarcinomas renales de ranas leopardo. También existe la posibilidad que
estos cambios marcados se deban a la diferencia de afios entre los virus, por un
lado Ranid herpesvirus 1 fue “aislado” en 1993 y Ranid herpesvirus 2 fue
estandarizado para comercializarse en la investigacion durante los afios sesentas.
Para confirmar cualquiera de las dos hipétesis es necesario realizar mas estudios

que incluyan mas secuenciaciones que sirvan para realizar estudios filogenéticos.

Los dos genomas de referencia en el GenBank resultan insuficientes para realizar
estudios de diagnostico molecular, filogenéticos y patogenicidad. Ademas, el
tiempo transcurrido entre la fecha de “aislamiento” y la de secuenciacién de
nucleétidos para Ranid herpesvirus 1 es de aproximadamente 25 afios, mientras
que para el Ranid herpesvirus 2 desde los afios 60°s tiene méas de 50 afios, por lo
que para ambos virus las cepas actuales es probable que tengan muchas
mutaciones. °192 Por lo tanto, es necesario realizar mas secuenciaciones a partir
de virus actuales de Ranid herpesvirus 1 y Ranid herpesvirus 2 para poder realizar

estudios de diagndstico molecular, filogenéticos y patogenia.
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IV.V.1ll. Diagnéstico de Batrachovirus

Luego de realizar la busqueda de los casos reportados de Ranid herpesvirus 1y
Ranid herpesvirus 2 no se encontrdé ningun articulo cientifico donde se reporte un
caso de adenocarcinoma renal en rana leopardo (Lithobates pipiens). La
basqueda se realizO en NCBI, Scops, Compendium aquaculture, Journal of
Aquatic Animal Health, Journal Of Fish Disease, Virology, REDALYC y en la red
de biblioteca de la Universidad Nacional Autbnoma de México (incluyendo acervo

general, suscripcion a beses de datos y revistas cientificas).

La ausencia de casos reportados sobre el adenocarcinoma renal en rana leopardo
por Ranid herpesvirus 1 podria explicarse al considerar que la rana leopardo es un
anfibio de vida libre y no es una especie de ornato o productiva, por lo que la
ausencia de casos reportados no implicaria la ausencia de neoplasias en

poblaciones de ranas silvestres.
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V. Conclusiones

La informacion analizada sobre el humedal de Atarasquillo en Toluca (Estado de
México) y estudios realizados por Ge y colaboradores y Phan y colaboradores
muestran que tedricamente los patos silvestres del género Anas spp podrian
acarrean material genético de alloherpesvirus a los humedales de Tultepec y
Almoloya del Rio, sin embargo; es necesario realizar un estudio que compruebe
esta hipotesis. Asi mismo, se sugiere realizar un estudio donde se busque la
presencia de Alloherpesvirus en el Lago de Chapala, Jalisco, ya que en ese
humedal existe la interface entre patos silvestres del género Anas spp y un
huésped potencial como Cyprinus carpio que se produce en ese cuerpo de agua.
Con base a la distribucion a nivel mundial de los huéspedes documentados para
especies de Alloherpesvirus se propone que el material genético de Cyprinid
herpesvirus 1 y Cyprinid herpesvirus 3 serian los mas probables de estar
presentes en las muestras de contenido intestinal de patos silvestres de género
Anas spp tomadas en el invierno del 2016. Aunque no se descarta la posibilidad
de que exista material genético de Ictalurid herpesvirus 1.

Por otra parte, se propone la busqueda de Cyprinid herpesvirus 1 y Cyprinid
herpesvirus 3 en las carpas (Cyprinus carpio) de las Ciénegas de Lerma y con
base a la informacion analizada se sugiere colectar branquias y rifion como
muestras principales, llevar a cabo aislamiento en cultivo celular con aletas de koi
(KF-1) o células de cerebro de carpa comun (CCB) y realizar prueba de PCR

usando los iniciadores KHV-TK, KHV BamHI-6 o KHV Sphl-5.
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VII. Figuras

Atarasquillo Tultepec Almoloya

Peces

Figura 1. Modelo tedrico de la ecologia de Alloherpesvirus en las Ciénegas de
Lerma (Atarasquillo, Tultepec y Aimoloya del Rio).
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VIIl. Cuadros

Cuadro 1. Distancias en kilometros lineales entre Humedales prioritarios para
conservacion de aves acuaticas migratorias y Unidades de Produccién Acuicola en
Jalisco.

#Interface Humedal prioritario Unidad Productora Acuicola Especie Distancia

(Km)

1 Lago de Chapala, Jalisco  Centro Acuicola Tizapan del Alto Carpa 16.6

2 Laguna Sayula, Jalisco Acuicola el Madrofio Carpa 24.6

3 Laguna Sayula, Jalisco Acuicola Sayula Carpa 30.3

4 Lago de Chapala, Jalisco  Centro de Estudios Tecnoldgicos en Aguas Carpa 31.1
Continentales

5 Lago de Chapala, Jalisco  JAL-VER Carpa 36.4

6 Lago de Chapala, Jalisco  Acuicola Los Emigrados Carpa 38.1

7 Lago de Chapala, Jalisco Estero de Becerra Carpa 47.8

8 Laguna Sayula, Jalisco Sociedad Cooperativa de Produccion Pesquera Carpa 714
Basilio Badillo

9 Lago de Chapala, Jalisco Huascato Carpa 91.1

Distancias obtenidas con software Google Maps.

Cuadro 2. Genomas secuenciados de Cyprinivirus.
Especie viral Huésped Genoma Tamafio % GC ORF Pais Afio Afo

genoma probables  (muestra) aislamiento secuenciacion

Cyprinid Cyprinus Completo? 291.14 kb 51.3 143 Japoén 2012 %7

herpesvirus 1 | caripio

Cyprinid Carassius Completo® | 290.3 kb 51.7 154 Japon ND 2012 %8
herpesvirus 2 | auratus

Cyprinid Cyrpinus Completo® | 295.15 kb 59.2 163 Japén ND 2007 #
herpesvirus 3 | carpio

Cyprinid Cyrpinus Completo® | 295.15 kb 59.2 163 Estados 2003 2007 2°
herpesvirus 3 | carpio Unidos

Cyprinid Cyrpinus Completo® | 295.15 kb 59.2 163 Israel 1998 2007 ?°

herpesvirus 3 | carpio

Anguillid Anguilla Completo! | 248.53 kb 53 134 Holanda 1998 2010 %°
herpesvirus 1 | anguilla
% GC: Porcentaje de Guanina-Citocina ORF: Open Reading Frame (marco de lectura abierto)
kb: kilobases ND: No determinado
Cadigo de referencia RefSeq: ®NC_019491.1 "NC_019495.1° NC_009127.1  NC_013668.3
Ultima fecha de revision 13/03/17
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Cuadro 3. Métodos de diagnéstico utilizados en los diferentes casos publicados
del género Cyprinivirus.

Especie viral Huésped Muestra Aislamiento Efecto Método de diagnéstico
(6rganos) (linea celular)  citopético
Cyprinid herpesvirus 1 Alemania 20143 Cyrpinus - Branquias - FHM No -Secuencia genémica
carpio - Rifién - CCB
- Intestino
- Cerebro
Cyprinid herpesvirus 2 Francia® 20142 Carassius - Branquias No No PCR (iniciadores):
auratus - ORF117
- CDS2-CDS3
Inglaterra 2004 32 Carassius -Branquias -EPC Si (KF-1) - Secuenciaciéon del gen
auratus - Bazo - BF-2 AND polimerasa
- Rifién - KF-1
- Cerebro
Cyprinid herpesvirus 3 Japon 2003 32 Cyrpinus ND - KF-1 Si - Secuencia genémica
carpio
Estados 2003 3 Cyrpinus - Branquias® - EPC Si (KF-1) - Secuencia genémica
Unidos®4 carpio - Rifion? -FHM - Microscopia electrénica
- Bazo® - KF-1
Israel® d 1998 3 Cyprinus - Branquias® - EPC Si (KF-1) - Secuencia genémica
carpio - Rifion? -FHM - Microscopia electrénica
- Bazo® - KF-1
Irlanda 2005 Cyprinus - Branquias® - KF-1 No -Secuencia genoémica
carpio - Corazon?®
- Rifion?
Irlanda® 2007 % Cyprinus - Branquias No No PCR: KHV-TK
carpio
Indonesia 2002 % Cyprinus ND ND ND ND
carpio
Japon© 2003 % Cyprinus - Branquias®  -KF-1 Si PCR:
carpio - Rifion? - KHV BamHI-6
- KHV Sphl-5
Polonia® 2004 38 Cyprinus - Branquias -CCB Si - Secuencia genémica
carpio - Sangre
- Rifion
Anguillid herpesvirus 1~ Taiwan 2002 *° Anguilla - Higado -EP Si (EP y -PCR:FlyR1
anguilla - Bazo - EK-1 EK-1) - Hibridacién in situ
- Corazon - Microscopia electrénica
- Rifion (morfologia)
- Piel
Japon? 1985 40 -Anguilla - Piel - BF-2 Si (todas) - Virus suero
anguilla - Branquias - FHM neutralizacion
-Anguilla - CHH-1 - Microscopia electrénica
japonica -RTG-2
- EK-1
- EO-2

2 Muestras que se mezclaron y homogenizaron.

bCasos cuyas carpas fueron importadas de Asia.

¢ Estudios que incluyeron infeccién experimental.

d Estudio que incluyé pruebas con antisuero Cyprinid herpesvirus.

BF-2: Fibroblasto 2 de branquia mojarra azul “Bluegill” CCB: Células de cerebro de carpa comudn
CCH-1: Corazoén de pescado EP: Epidermis de Anguila EK-1: Linea celular de rifion de anguila
EPC: Epitelio papuloso de cyprinido EO-2: Linea celular de ovario de anguila japonesa FMH:
Linea celular “Fathead Minnow” KF-1: Linea celular de aletas koi RTG-2: Génada de trucha
arcoiris. ND: No determinado.
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Cuadro 4. Genomas secuenciados de Ictalurivirus.

Especie viral Huésped Genoma Tamafio % ORF Proteinas  Pais Afio Afio

genoma GC probables probables (muestra) aislamiento secuenciacion
Ictalurid ND Complet = 134.23 56. 90 90 ND ND 1992 52
herpesvirus o? kb 2
1
Acipenserid | Acipenser Parcial ® | 60 kb ND | ND ND Estados 2008 2008 3
herpesvirus transmontanu Unidos

2

S

%GC: Porcentaje de Guanina-Citocina ORF: Open Reading Frame (marco abierto de lectura)
kb: kilobases ND: No determinado Cddigo de RefSeq:  NC_001493.2, P FJ815289.2
Ultima fecha de revisién 29/04/2017
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Cuadros 5. Métodos de diagndstico utilizados en los diferentes casos publicados
del género Ictalurivirus.

Especie viral fi Huésped Muestra Aislamie  Efecto Método de diagndstico
(CICERS)] nto citopatico

(linea
celular)

Ictalurid Malasia 201034  Pangasius -Rifi6n? No No PCR (iniciadores):
herpesvirus 1 hypophthalmus - ORF 73
México 2005 % Ictalurus - Higado No No PCR (iniciadores):
punctatus - Rifién - ORF8
- Intestino - ORF 73
Estados 1984 4 |ctalurus - Rifion - CCO si - Suero neutralizacion:
Unidos ° punctatus - Gonada con antisuero CCV VR665
- Sangre leucocito
s
Estados 1980 4" Ictalurus ND -CCO ND ND
Unidos ° punctatus
Estados 1984 % |ctalurus - Higado -CCO Si - Southern blot (2800 bp)
Unidos puncatus - Bazo
- Estémago
- Intestino
-Rifi6n
posterior
- Gonadas
Italia ® 1984 47 Ictalurus ND ND ND ND
puncatus
Acipenserid Estados 2008 %" Acipenser - Bazo ND ND PCR (iniciadores):
herpesvirus 2 Unidos transmontanus - HHpolFo
- HHpolRe
Estados 1993 % Acipenser - Piel -WSS-2  Si (WSSK- - Lineas celulares
Unidos ¢ transmontanus - WSSK- 1) - Suero neutralizacién
1
Estados 1992 % Acipenser - Branquias - WSS-2 Si (WSSK- - Lineas celulares
Unidos ¢ transmontanus - Piel - WSSK- 1) - Suero neutralizacién
- Gonadas 1
-Fluido
ovarico 'y
seminal
- Sangre
Rusia > ¢ 2006 **  Acipenser baerii - Branquias - SSO-2 Si Infeccién experimental
- SSF-2
- WSSK-
2
Rusia ° 2017 %°  Acipenser - Branquias -WSS-2  Si PCR (iniciadores):
transmontanus - Bazo - SSO - ORF 57-62
- Rifién - ORF 39
- Higado

a Muestras que se mezclaron y homogenizaron.

b Estudios que incluyeron infeccién experimental.

€ Casos que incluyeron estudios con microscopia electrénica. CCO: Ovarios de bagre WSS-2: Bazo de
esturién blanco WSSK-1: Piel de esturion blanco SSF-2: Aleta de esturion siberiano SSO-2: Pool de
higado/bazo/rifidon de esturion siberiano ND: No determinado
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Cuadro 6. Secuencias de nucleoétidos de Salmonivirus.

Especie viral Secuencia No. De accesso GenBank

Salmonid herpesvirus 1 | ADN polimerasa, dUTPasa y ORF 48 4,245 pb AF023673.1 1998
Salmonid herpesvirus 1 | Terminasa 505 pb EU349281.1 2016
Salmonid herpesvirus 1 | ADN polimerasa 451 pb EU349273.1 2016
Salmonid herpesvirus 2 | ORF 68y terminasa 831 pb EU349283.1 2016
Salmonid herpesvirus 2 | ORF 68y terminasa 831 pb EU349282.1 2016
Salmonid herpesvirus 2 | ADN polimerasa 451 pb EU349282.1 2016
Salmonid herpesvirus 2 | ADN polimerasa 451 pb EU349274.1 2016
Salmonid herpesvirus 2 | Terminasa 831 pb FJ641909.1 2016
Salmonid herpesvirus 2 | ADN polimerasa 451 pb FJ641908.1 2010
Salmonid herpesvirus 2 | ORF 61y 62 1,842 pb X81060.1 2016
Salmonid herpesvirus 2 = ORF 68 1,122 pb X70395.1 2016
Salmonid herpesvirus 2 | ORF 46 1,926 pb X70396.1 2016
Salmonid herpesvirus 3 | Terminasa 506 pb EU349284.1 2016
Salmonid herpesvirus 3 | ADN polimerasa 451 pb EU349277.1 2016
Salmonid herpesvirus 3 | Glicoproteina 1,518 pb JX886027.1 2013

ORF: Open Reading Frame (marco abierto de lectura) pb: pares de bases
-Ultima fecha de revision 21/06/2017
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Cuadro 7. Métodos de diagnostico utilizados en los diferentes casos publicados

del género Salmonivirus

Especie viral

Huésped

Muestra

(6rganos)

Aislamiento
(IGED

Efecto
citopatic
0

Método
diagnéstico

celular)

Salmonid Estados 1975 Oncorhynch  -Fluidos -RTG-2 Si - Caracterizacion de
herpesvirus 1 Unidos ¢ ¢ us mykiss ovaricos - RTF-1 virus
Estados 1985 Oncorhynch  -Fluidos -RTG-2 Si - Caracterizacion de
Unidos ¢ 58 us mykiss ovaricos - CHSE-214 virus
Salmonid Japon ¢ 1976 Oncorhynch ~ ND -RTG-2 Si - Caracterizacion de
herpesvirus 2 67 us nerka virus
Jap6n®°¢ 1978 Oncorhynch  -Fluidos - RTG-2 Si - Caracterizacion de
&8 us masou ovaricos virus
Jap6n >°¢ 1990 Oncorhynch - Higado -RTG-2 Si (RTG- - Suero
& us kitsutch -Rifi6n -CHSE-214 2) neutralizacion
- Piel
Jap6n >¢ 1981 Oncorhynch - Piel -RTG-2 Si (RTG- - Suero
I us masou (tumor - CHSE-214 2, CHSE- neutralizacion
mandibula) - FMH 214)
Jap6n >°¢ 2000 Oncorhynch - Rifion -RTG-2 Si - Suero
n us miykiss neutralizacion
Japon © 2001 Oncorhynch - Rifion -RTG-2 Si - Suero
n us mykiss neutralizacion
Salmonid Estados 1986 Salvelinus - Piel? -RTG-2 No - Caracterizacion de
herpesvirus 3 Unidos ® & namaycush - CHSE-214 virus
¢ - EPC
- FHM
- McCoy
Estados 1989 Salvelinus -Cerebro? -RTG-2 No - Caracterizacion de
Unidos ®» % namaycush - Higado?® - CHSE-214 virus
¢ -Bazo? - EPC
- Rifién @ - FHM
- Piloro - RTH-149
caeca?
Estébmago
a
- Intestino
a
- Piel 2
-Branquias
a
Rusia 2011 Salmo salar - Piel No No PCR (iniciadores):
63 (papiloma) - ADN polimerasa

- Terminasa

2 Muestras que se homogenizaron.
b Estudios que incluyeron infeccién experimental.
€ Casos que incluyeron estudios con microscopia electrénica.
RTG-2: Génada de trucha arcoiris RTF-1: Linea celular de salmon no caracterizada
CHSE-214: Embrion de salmén chinoco FHM: Linea celular “Fathead Minnow

EPC: Epitelio papuloso de cyprinido

RTH-149: Hepatoma de trucha arcoiris
ND: No determinado

McMCoy: Fibroblastos de Mus musculus
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Cuadro 8. Genomas secuenciados de Batrachovirus.

Especie Huésped Genoma Tamafio % ORF Proteinas Pais Afio Afo

viral genoma GC probables probables (muestra) aislamiento  secuenciacion
Ranid Lithobates Completo 2 | 220.86 kb 54.6 132 132 ND 1993 2006 %
herpesvirus | pipiens

1

Ranid ND Completo ® | 231.80 kb 52.8 147 147 ND ND 2006 88
herpesvirus

2

% GC: Porcentaje de Guanina-Citocina ORF: Open Reading Frame (marco de lectura abierto)
kb: kilobases ND: No determinado Codigo de Refeq: 2 DQ665917.1, ® DQ665652.1
Ultima fecha de revision 08/06/2017
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