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Resumen:

El aislamiento en cultivo celular es el método principal para el diagnéstico del virus de la
necrosis pancreatica infecciosa (VNPI). Aungue es un método confiable, resulta costoso y
conlleva tres semanas en proporcionar un resultado. Para disminuir el tiempo en el
diagnostico y aumentar la sensibilidad para la deteccion del VNPI, el objetivo del presente
estudio fue establecer y evaluar el uso de una PCR anidada (PCRa) para un diagnostico
rapido del VNPI. Para ello, se disefiaron dos pares de iniciadores basados en secuencias
mexicanas. El primer par (RT-PCR) amplificé un producto de 682 pb y el segundo par
(PCRa) 229 pb del gen VP2. Posteriormente, se infectaron 70 crias de truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) con la cepa virulenta MEX3-CSM-05 a una dosis de 1X10%®
DICC50%/0.02 ml. De cada organismo se colecto el rifidn, el bazo, los sacos pil6ricos, el
higado, el intestino y las branquias. Para evaluar las pruebas, se utilizaron 26 truchas
adultas clinicamente sanas de granjas comerciales del Estado de México. La frecuencia de
deteccion del VNPI mediante RT-PCR en las branquias fue de 87.1 %, en el higado 61.4 %,
en los sacos pildricos 61.4 %, en el rifion 58.6%, en el intestino 35.7 % y en el bazo 32.9 %
(P<0.05). Las muestras negativas a la RT-PCR resultaron positivas en la PCRa. Asimismo,
se mostraron positivas las muestras de los drganos de las truchas de campo. En conclusion,
la RT-PCR tuvo menor sensibilidad que la PCRa, la cual mostro una sensibilidad del 100%.
Por lo tanto, la PCRa es mejor para un diagnéstico confiable del VNPI en peces infectados
y enfermos.
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Introduccion

El crecimiento constante de la industria acuicola ha generado mayor incidencia y
propagaciéon de enfermedades, principalmente aquellas generadas por virus debido a su
rapida dispersion y alto grado de infeccion. La necrosis pancreatica infecciosa (NPI) es una
enfermedad sistémica aguda que afecta principalmente a peces de la familia de los
salménidos. Causa una mortalidad elevada en alevines y crias, y los peces sobrevivientes
eliminan el virus toda su vida®?. El agente etiolégico de la NPI pertenece a la familia
Birnaviridae, género Aquabirnavirus®®. Es un virus no envuelto, con una cépside en forma
de icosaedro y un diametro aproximado de 60 nm®. Su genoma esta compuesto por dos
segmentos de acido ribonucleico (ARN) de doble cadena®. El virus de la NP1 (VNPI) se
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caracteriza por su gran variabilidad antigénica y genotipica. Su presencia ha sido notificada
en salmonidos silvestres y de cultivo en diferentes paises en todos los continentes, por lo
que se considera una enfermedad de distribucion mundial®”. Los brotes de la NPI se deben
con frecuencia a las importaciones y la venta de huevo oculado y crias infectadas®. En
Mexico, esta enfermedad fue identificada en el afio 2000 en crias de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) importadas de Estados Unidos de América®. En el 2009, se reportd
una prevalencia nacional del 11.9 % y una diseminacion en el 62.5 % en las principales
entidades truticolas nacionales. Sin embargo, no se ha calculado el impacto econémico que
ha provocado el virus desde su identificacion en el 2002 a la fecha?.

El aislamiento viral en lineas celulares de peces, como fibroblasto de alevin Lepomis
macrochirus (BF-2), células embrionarias de salmon Chinook (CHSE- 214) o fibroblastos
de gonada de trucha arcoiris (RTG-2), seguido de su identificacion inmunol6gica mediante
inmunofluorescencia en peces aparentemente sanos, es el diagndstico sugerido por la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal). Sin embargo, a pesar de ser un método
confiable, resulta costoso y su realizacion conlleva al menos tres semanas para confirmar
un resultado como negativo®1?, Ademas, ese tiempo es critico en la diseminacion del
virus, debido a la rapida dispersion en corrientes loticas, lo que puede causar pérdidas
econdmicas considerables®®. Existen otras pruebas para la identificacion del virus como
son: la inmunohistoquimica y ELISA (ensayo por inmuno-absorcion ligado a enzimas) para
la deteccion del antigeno®. Sin embargo, problemas como la dependencia en la
importacion de estas pruebas y anticuerpos monoclonales, la autofluorescencia de los
tejidos de los peces, un titulo viral alto, la dificultad para obtener muestras frescas de
tejidos de peces y la reaccion cruzada de los anticuerpos son las limitantes mas comunes
para el uso universal y rutinario de las técnicas mencionadas®**®.

Por lo anterior, se han propuesto varios protocolos para una identificacion eficiente y rapida
del VNPI a partir de cultivos celulares infectados o de muestras de tejidos, mediante el uso
de la reaccion de transcripcion reversa de la cadena de la polimerasa (RT-PCR) y algunas
de sus variantes“®?9. Con el proposito de disminuir el tiempo de diagndstico para
implementar diversas estrategias en el control de la NPI y prevenir su exposicion en las
unidades de produccidn, el objetivo del presente estudio fue establecer y evaluar el uso de
una PCR anidada (PCRa) con iniciadores disefiados usando secuencias de aislamientos
mexicanos, para el diagndstico del VNPI a partir de tejidos de truchas infectadas
experimentalmente y de truchas clinicamente sanas cultivadas en unidades de produccion
acuicola.
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Material y métodos

Linea celular

Se empled la linea celular BF-2 de Lepomis macrochirus (ATCC® CCL 91) para la
replicacion de la cepa virulenta MEX2-CSM-05?%, La linea celular BF-2 se propago a
20 °C, en medio Leibovitz (L-15) (In vitro, México) suplementado con suero fetal bovino
al 10% (SFB) (Biowest, México) 100 IU/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y
0.25 pg/ml de anfotericina B (In vitro, México).

Virus

La cepa virulenta MEX2-CSM-05 del VNPI notificada por Salgado-Miranda et al® se
replicd en monoestratos confluentes de la linea celular BF-2 a 15 °C en medio Leibovitz
(L-15) (In vitro, México) suplementado con suero fetal bovino al 2% (SFB) (Biowest,
México). Una vez que se observo el efecto citopatico (ECP) que consistio en la pérdida
gradual del monoestrato y redondeamiento de la células, a las 72 h post-infeccion se
congelaron las botellas de cultivo a -20 °C y descongelaron en dos ocasiones,
posteriormente se recolecto el medio con las células en suspension y se centrifugé a 1,200 g
por 15 min a 4 °C() para la obtencion del sobrenadante, a partir del cual se determiné el
titulo viral (dosis infectiva en cultivo celular, DICC) mediante el método de Reed y
Muench.

Truchas

Para el estudio experimental, se adquirieron 100 crias de truchas arcoiris (O. mykiss) del
Centro Acuicola ElI Zarco de la Comision Nacional de Acuacultura y Pesca
(CONAPESCA), con una talla promedio de 3 cm, un peso promedio de 1 g y 480 grados-
dias (valor que se obtiene multiplicando la edad en dias por el promedio de la temperatura
en grados centigrados durante la vida util)®®). Para evaluar la prueba, se adquirieron 26
truchas arcoiris (O. mykiss) adultas clinicamente sanas provenientes de unidades de
produccién comerciales en el Estado de México. La evaluacion clinica de los peces
consistié en una evaluaciéon de su comportamiento, asi como de su apariencia externa, en
ella se observé un nado normal de la especie, a contracorriente, en donde responde a ruidos
y estimulos (reaccion de fuga). La coloracion de los peces se observd normal, amarillo
verdoso, vientre blanco y puntos negros en la parte dorsal y en las aletas. También se
observo en ellas una piel suave, sin hematomas y aletas integras. En las truchas
provenientes del centro acuicola se determind su estatus sanitario previo al inicio del
experimento mediante el analisis de 10 organismos para evaluar la presencia de bacterias,
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parasitos y el virus de la necrosis pancreatica infecciosa (VNPI) por aislamiento y PCR en
el Laboratorio de Sanidad Acuicola del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en
Salud Animal de la Universidad Auténoma del Estado de México, cuyo resultado fue
negativo para las bacterias, parasitos y el VNPI. De esta forma se determind la utilizacion
de animales clinicamente sanos para el experimento. En las truchas provenientes de las
unidades de produccion comerciales del Estado de México, Unicamente se realizo la
evaluacion de comportamiento y apariencia externa, ya que éstas fueron utilizadas para
evaluar la PCR anidada para la deteccién del VNPI. Los organismos se mantuvieron en
estanques de polipropileno con 60 L de agua en re-circulacién, con un fotoperiodo de 12 h
de luz/ 12 h de oscuridad, una temperatura ambiental de entre 14-17 °C y alimentadas con
producto comercial, suministrando el 3% de su biomasa total al dia.

Infeccion experimental con VNPI

A partir de las 100 truchas arcoiris provenientes del Centro Acuicola se inocularon 70 por
via intraperitoneal con 1X10°8 DICC 50%/0.02 ml de la cepa virulenta MEX3-CSM-05.
Los 30 organismos restantes no fueron inoculados y se mantuvieron en otro estanque como
control negativo a la deteccion del VNPI en tejido mediante la PCRa. Posterior a la
inoculacidn, se realizé un examen clinico diariamente para identificar y seguir el curso de
la enfermedad con los signos clinicos, que consistieron en la disminucion del apetito,
anorexia, hiperpigmentacion, distencion abdominal, exoftalmos moderado y nado erratico
en espiral. Cuando los peces mostraron signos clinicos muy avanzados se les practico la
eutanasia por sobreexposicion a la anestesia con tricaina metanosulfonato (MS-222)
(Sigma-Aldrich, 886-86-2, EUA) a una concentracion de 50 ug/ml®@?. Después de aplicar la
eutanasia en los peces, se recolectaron los siguientes drganos: rifion, bazo, sacos piloricos,
higado, intestino y branquias, los cuales fueron conservados a -80 °C. Adicionalmente, y en
las mismas fechas se realizo6 la eutanasia de dos truchas del estanque del control negativo
cada dia, para recolectar los 6rganos mencionados.

Los peces provenientes de las unidades de produccion comerciales del Estado de México, a
su llegada al laboratorio se realizo la eutanasia para la recoleccion de los 6rganos. Todos
los procedimientos que involucraron el manejo de los animales se realizaron de acuerdo a
los lineamientos establecidos por el Comité de Bioética para el cuidado y uso razonable de
los animales de experimentacién en proyectos de investigacion (autorizacion no.
CBCURAE-006) en el Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Salud Animal e
Inocuidad del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias,
donde se realizaron todos los procedimientos.
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Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Los dérganos se maceraron y homogeneizaron con solucién salina fosfatada (PBS) estéril a
un pH 7.2, de estos se tomaron 250 ul para la extraccion de ARN total con Trizol
(Invitrogen, 15596018, EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARN se
resuspendio en agua libre de DNasas y RNasas. La sintesis de ADNCc se realizo con el kit
M-MLV Reverse Transcriptase, oligo (dT)12-18 (0.5ug/ul) (Invitrogen, EUA). EI ARN se
incubd con 1 pl de oligo (dT)12-18 (0.5 pg/pl) y 1 pl 10 mM de dinucledsidos trifosfato
(dNTP) durante 5 min a 65 °C. Después de la incubacién, se agregaron 4 ul de 5X first
strand buffer, 1 ul de 0.1 M dithiothreitol (DTT) y 1 ul de MML-V Reverse Transcriptase,
se mezcld y se incubd durante 1 h a 50 °C. Posteriormente la reaccion se inactivo a 70 °C
durante 15 min y se almaceno a -20 °C, hasta su uso.

Iniciadores

Los iniciadores para la deteccion de un fragmento del gen VP2 del VNPI y del gen
constitutivo en este estudio aparecen en el Cuadro 1°?®, Estos se sintetizaron en el
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de México (Cuernavaca,
Morelos, México).

Cuadro 1: Secuencia de iniciadores para detectar el gen VP2 del VNPI y del gen
constitutivo EF-a.

Secuencia Posicion No. acceso  Tamaio Ta
GenBank  (pb)

For 5 CCGAATCAGGAAGTGGMMTTCTTG 3 137-160

RT-PCR 689 60°
Rev 5 GTGACCACKGGGACGTCATTGTC 3’ 796-818
For 5 TCACCGTCCTGAATCTACCAAC 3’ 482-503

PCRa 229 65°
Rev 5 GTTGTGGAGTTSACGATGTCSGC 3’ 688-710
For -5 'GATCCAGAAGGAGGTCACCA 3' 561-583

EF-a AF498320 150 55°
Rev -5' TTACGTTCGACCTTCCATCC 3' 694-713

Ta= temperatura de alineamiento; pb= pares de bases.

PCRy PCRa

Para la amplificacion de todos los productos de PCR se utilizo el kit Dream Taq DNA
Polymerase (Thermo Scientific, EUA) y las reacciones se prepararon con una
concentracion final de 2 mM MgCl,, 0.2 mM de dNTP’s Mix, 0.2 mM de cada iniciador
(sentido y antisentido) descritos anteriormente, 5 ul de ADNc de cada muestra 'y 1.25 U de
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ADN polimerasa. La amplificacion de la PCR se llevd a cabo bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial de 95 °C durante 1 min, seguida de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, alineacion a 60 °C durante 30 s, una extension a 72 °C
por 30 s; y se agregd una extension final a 72 °C durante 7 min. Posteriormente, el
templado que se utiliz6 para la PCRa fue el producto de la PCR anterior y su amplificacion
se realizo bajo las mismas condiciones antes mencionadas, excepto que la temperatura de
alineacion fue de 65 °C. Los productos de PCR y PCRa fueron analizados mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1% en buffer TAE (40 mM Tris, 20 mM Acido
acetico,b 2 mM EDTA), tefiido con GelRed (Biotium, EUA) y visualizado en el
fotodocumentador Quantity One 1-D Analysis System (Bio-Rad, EUA).

Analisis estadistico

La frecuencia de drganos positivos a la RT-PCR y PCRa de truchas infectadas
experimentalmente se analizd en tablas de contingencia y a través de una prueba de Ji-
cuadrada®, adicionalmente, se evalu6 la sensibilidad y especificidad de cada prueba
(Cuadro 2). La proporcion de muestras positivas a la RT-PCR en cada o6rgano se
compararon con la prueba estadistica de mdultiples proporciones tipo Tukey con
transformacion angular en donde se consider6 una significancia estadistica de P<0.05%,

Cuadro 2: Generacion de las celdas con las que se realizan los célculos de sensibilidad y
especificidad

Estado de salud de los peces

Infectados Sanos

Falsos

Positivo  *C10aderos - iivos  Sensibilidad = VP / (VP+FN)
positivos (VP)

Prueba (FP) Especificidad =VN / (FP+VN)
molecular Verdaderos
Negativo Falsos negativos
negativos (FN) (VN)
Resultados

Las truchas infectadas experimentalmente comenzaron a mostrar signos clinicos sugerentes
a la NPI a partir del dia 7 y hasta el dia 11 post-inoculacion (pi) (Cuadro 3). La mortalidad
se observo a partir del dia 7 pi, alcanzando el 100 % de la mortalidad al dia 11 pi. Los
principales hallazgos de la necropsia en truchas inoculadas fueron: ausencia de alimento en
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el estdbmago, el higado se mostr6 palido y con presencia de moco en el intestino, mientras
que, las truchas provenientes de las unidades de produccion se observaron clinicamente
sanas y sin lesiones a la necropsia.

Cuadro 3: Cinética de la presentacion de los signos clinicos en las truchas arcoiris
inoculadas experimentalmente con la cepa MEX2-CSM-05

Dia post-desafio

Descripcion de los signos clinicos

1-6

10

11

No se observaron signos

Anorexia, hiperpigmentacion, disminucion del apetito, distencion
abdominal, exoftalmos moderado, nado erratico en espiral en
algunas truchas.

Incremento de la presentacion del nado erratico en espiral en mas
truchas, ademdas de hiperpigmentacion, anorexia, distencion
abdominal.

Aumento en el nado erratico en espiral en mas truchas, ademas de
hiperpigmentacion, anorexia, distencion abdominal. Algunos
organismos solo permanecian en el fondo.

Nado erratico en espiral, hiperpigmentacién, anorexia, distencion
abdominal.

Nado erratico en espiral, hiperpigmentacion, anorexia, distencion
abdominal.

Los resultados obtenidos de la RT-PCR en los diferentes drganos de las truchas inoculadas
experimentalmente permitieron lograr la deteccion del VNPI en diferentes proporciones.
Los dérganos que mostraron mayor frecuencia de deteccion del virus fueron las branquias
(87.1 %), el higado (61.4 %), los sacos pildricos (61.4 %) y el rifion (58.6 %) (P<0.05). Por
otro lado, los que registraron la menor frecuencia de deteccion de VNPI fueron: el intestino
(35.7 %) y bazo (32.9 %) (Cuadro 4) (P<0.05). Sin embargo, al realizar la PCRa en estas
ultimas muestras si se detecté un producto de 229 pb, el cual previamente fue enviado a
secuenciar y se corrobor6 que correspondiera al VNPI. Los érganos de las truchas
recolectadas del estanque control fueron negativas a la amplificacion de la PCRa.
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Cuadro 4: Deteccion por RT-PCR y PCRa del gen VP2 del VNPI en los 6rganos de
truchas arcoiris inoculadas con la cepa MEX2-CSM-05

RT-PCR PCRa
Organo Mu?s_tras % Mugs_tras %
positivas positivas
Rifidn 41/70 58.6 29/70 41.4
Higado 43/70 61.4 27170 38.6
Sacos pildricos 43/70 61.4 27170 38.6
Intestino 25/70 35.7 45/70 64.3
Branquias 61/70 87.1 9/70 12.9
Bazo 23/70 32.9 47170 67.1

Con base en los resultados anteriores, la RT-PCR mostré menor sensibilidad que la PCRa
en cada 6rgano analizado (Cuadro 5); sin embargo, la especificidad fue del 100 %; mientras
que la PCRa, mostro una sensibilidad y especificidad del 100 %. Los érganos de las truchas
provenientes de las unidades de produccion comerciales del Estado de México amplificaron
unicamente al utilizar la PCRa, la frecuencia de deteccion fue del 100 %.

Cuadro 5: Sensibilidad de la RT-PCR

Organo Sensibilidad (%) (IC) Especificidad (%0)
Rifién 58.6 (47.0, 70.1) 100
Higado 61.4 (50.0, 72.8) 100
Sacos pildricos 61.4 (50.0, 72.8) 100
Intestino 35.7 (24.5, 46.9) 100
Branquias 87.1 (79.3,95.0) 100
Bazo 32.9 (21.9,43.9) 100

IC= intervalos de confianza 95 %.

Discusion

Actualmente, muchas enfermedades de peces usan tecnicas moleculares para un
diagnostico rapido, sensible y especifico. Esto ha permitido la deteccion oportuna de una
gran cantidad de agentes infecciosos. En consecuencia, se han logrado desarrollar,
implementar y mejorar las medidas de prevencion y control de muchas enfermedades.

Desde su deteccion inicial en la trucha Salvenilus fontinalis, el VNPI ha sido identificado
en una amplia variedad de peces y especies invertebrado, pero con gran impacto en los
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salmonidos con distribucion mundial®®3), Aunque se ha demostrado que actualmente el
virus esta presente en casi todos los estados productores de trucha del pais®?, los casos
reportados con enfermedad clinica son pocos, esto puede deberse a que los aislados
mexicanos del VNPI estan relacionados con la cepa VR-299 de origen norteamericano
inicialmente reportada por Ortega et al®, la cual es considerada de baja virulencia®). Por
esta razon, para este estudio, se disefiaron dos pares de iniciadores especificos para detectar
las cepas mexicanas del VNPI que circulan en México y la cepa de referencia Sp®?, ya que
debido a la variabilidad antigénica de este virus se ha demostrado que los iniciadores que
reconocen cepas de otras partes del mundo no reconocen las cepas actualmente circulantes
en el pais@L34,

En los ultimos afios, las técnicas moleculares como la PCR se han utilizado ampliamente
para la deteccion de virus de peces®3?. El uso de la RT-PCR se ha aplicado en la deteccion
del VNPI debido a su precision, rapidez y alta sensibilidad‘®%21.3%) Esta técnica se puede
aplicar especificamente para la deteccién del genoma viral sin haber realizado un
aislamiento viral previo, esto se llevo a cabo en Iran, en donde mediante la RT-PCR se
confirmd la presencia del VNPI por primera vez en las granjas piscicolas de trucha arcoiris
de la provincia de Fars, cuyo aislado se asemeja a la cepa Ab®>).

La aplicacion de RT-PCR se ha descrito para detectar al genoma del VNPI de cultivos
celulares, de peces inoculados experimentalmente, y de peces, crustaceos y moluscos
infectados de manera natural®). La infeccion por el VNPI es letal en salménidos jovenes,
aunque este virus se puede aislar en diferentes érganos de los peces infectados en todos los
rangos de edad®®. En el presente estudio, la PCRa mostrd ser eficiente en la deteccion de
un fragmento del genoma del VNPI tanto en las crias de trucha arcoiris como en las truchas
provenientes de granjas comerciales, las cuales son de mayor peso y edad.

Aunque el aislamiento de los birnavirus acuaticos de las especies aparentemente sanas
puede ser comun, se ha demostrado que la infeccién por VNPI puede no ser detectada aln
cuando las muestras han sido examinadas por cultivo celular®39). Varios trabajos
mostraron que la RT-PCR era mas sensible que el aislamiento del cultivo celular para la
deteccion del VNPI®®), La RT-PCR en tiempo real es ligeramente mas sensible que el
aislamiento viral en cultivo celular, este Gltimo es recomendado por la OIE para detectar el
VNPI de peces portadores, los cuales han demostrado tener bajas concentraciones de virus
en rifiones, lo que puede limitar su deteccion por aislamiento viral 639,

De acuerdo con Milne et al®®, los titulos relativamente altos del virus estan presentes en
los peces con signologia avanzada por VNPI. Esto podria hacer mas facil la deteccion del
genoma del virus por RT-PCR en punto final como una técnica molecular cualitativa. Sin
embargo, como se mostrd en nuestro estudio, un fragmento del genoma del VNPI fue
detectado en un cierto porcentaje de los peces infectados experimentalmente en el ensayo
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de RT-PCR, dependiendo del 6rgano evaluado. Sin embargo, al realizarse el ensayo de la
PCRa en las muestras negativas mostraron ser positivas, con un incremento de sensibilidad
al 100 %. Esto mismo se observé en las muestras de truchas juveniles provenientes de las
unidades de produccion comerciales, que se mostraban aparentemente sanas y resultaron
ser positivas en la PCRa. Esto podria deberse a que la concentracion de particulas virales en
los portadores asintomaticos a menudo son bajas, lo cual dificulta la deteccion del virus por
medio de la RT-PCR®9),

Los resultados obtenidos en este estudio en peces adultos determinaron que los animales
testados podrian ser portadores sanos, esto sucede cuando los peces sobreviven a la
infeccion por VNPI y al continuar con su ciclo productivo contribuyen con la transmision
vertical del virus a través de las ovas 0 semen. Estos portadores asintomaticos pueden no
mostrar signos clinicos aparentes o cambios patoldgicos®*®4Y y dependiendo del progreso
de la enfermedad a través del tiempo y/o de la respuesta inmunoldgica de cada espécimen,
pueden no observarse cambios macro y microscépicos en los diferentes drganos de los
peces. Sin embargo, los salménidos persistentemente infectados con el VNPI son una
potencial fuente de dispersion de la enfermedad y potencialmente detectables por la PCR.
Cabe destacar que es muy probable que los casos detectados de VNPI mediante la PCRa se
encuentren relacionados con cepas de baja virulencia, y por tanto no causen afectacion
significativa en la produccidon de trucha, sin embargo el riesgo potencial de la introduccién
y diseminacion de otras cepas de VNPI también puede deberse a la importacién de huevo
oculado de los EUA principalmente, ademéas de algunos paises de Europa, Africa y
Sudamérica que también son proveedores®?. Por esta razon, el uso de la PCRa propuesta
en este estudio es de gran importancia para una deteccion oportuna, rapida y confiable.

La alta sensibilidad de esta variante de PCR ya se ha demostrado en varias investigaciones.
Se ha detectado una sensibilidad de hasta 10 pg en aislamientos de salmonidos a partir de
muestras de ARN purificadas®®. Lopez-Lastra et al*® desarrollaron una PCRa para
detectar hasta 1 pg del VNPI en portadores asintomaticos a partir de muestras de campo.
Suzuki et al®” desarrollaron una PCRa, utilizando un par de iniciadores basados en la
deteccidn de la regidn de unidn de la secuencia del gen VP2/NS de los birnavirus acuéaticos
con una sensibilidad de un 1 fg (femtogramo) de genoma viral en la muestra.

La PCRa proporciona un aumento en la especificidad y reduce la deteccién de falsos
positivos cuando el segundo par de iniciadores genera amplificacion solo si el primer par
desencadeno el fragmento de ADN esperado®!*442), Otra ventaja de la PCRa propuesta en
este estudio es la deteccion del virus de los tejidos infectados sin llevar a cabo el
aislamiento en cultivo celular, ya que, aunque se considera la prueba de referencia para su
diagnostico, es una técnica que restringe su uso a laboratorios con personal capacitado para
el manejo de las lineas celulares, el equipo necesario para su mantenimiento e incubacion y
la identificacion del efecto citopatico”.
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Se debe mencionar que se han propuesto otras variantes de PCR y pruebas, pero su
adopcion depende del equipo disponible en los laboratorios. Por ejemplo, Rodriguez et
al®® realizaron una comparacion de seis métodos de diagnostico para el VNPI, en la que
encontr6 que la RT-PCR vy la citometria de flujo fueron los métodos méas apropiados y
sensibles para una deteccion rutinaria del VNPI. En otro estudio® encontraron una
sensibilidad baja (43 %) con el uso de una RT-PCR, por lo que se propusieron utilizar un
protocolo corto de incubacion en cultivo celular como técnica complementaria, adicional a
una PCR multiplex utilizando tres pares de iniciadores en una sola reaccidén para
incrementar la probabilidad de identificar todos los serotipos del serogrupo A del VNPI, asi
como prevenir un resultado falso negativo. Aunque se han propuesto otras técnicas
moleculares para un diagndstico rapido y con alta sensibilidad como la RT-PCR en tiempo
real y RT-LAMP (Loop-mediated isothermal amplification, por sus siglas en inglés), estas
requieren equipos especializados y capacitacion tanto para el disefio de iniciadores como
para la interpretacion de los resultados®?#?). En México, el diagnostico del VNPI se realiza
principalmente mediante el aislamiento viral en cultivo celular y la deteccion de su genoma
por RT-PCR en punto final, ya que esta técnica se lleva a cabo en la mayoria de los
laboratorios de forma convencional.

Por otro lado, la deteccidén del VNPI en los diferentes 6rganos analizados en este estudio
confirma la amplia diseminacién del virus. Usualmente los érganos recomendados para la
deteccion del VNPI en cultivos celulares son: rifidn, higado, bazo y fluido ovérico del pie
de cria o el alevin entero®”). Sin embargo, el principal 6rgano blanco para la replicacion es
el rifion, donde el virus persiste®®. A diferencia del rifion, otros 6rganos blancos para la
deteccidn del virus son el pancreas, el intestino, el higado y las branquias. EIl pancreas se
encuentra anatomicamente difuso entre los sacos piléricos y en él se genera una severa
necrosis. En el intestino se ha reportado una enteritis aguda caracterizada por la necrosis
celular y glandulas que se encuentran en el tracto digestivo, responsable la eliminacion del
virus con las heces y el moco que se produce®. En el higado, el VNPI induce marcadores
de apoptosis, los cuales también se han encontrado en tejido intestinal y pancreético que
corresponden a la acumulacion viral y cambios patoldgicos en el tejido“®*). Finalmente,
las branquias que son el 6rgano encargado del intercambio de oxigeno, pueden observarse
palidas debido al dafio degenerativo y necrético del epitelio. En este estudio, los érganos
donde se encontré la mayor frecuencia de deteccion del virus fueron los sacos piloricos,
intestino y branquias, los cuales como se menciond, han sido identificados como érganos
blanco para la deteccion temprana de la enfermedad, puesto que son sitios de replicacion
temprana del virus®®.
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Conclusiones e implicaciones

La PCRa utilizando iniciadores desarrollados para la identificacion de aislamientos
nacionales, es util en el diagndstico del VNPI, no solo en peces clinicamente enfermos, sino
también para detectar peces infectados sin signos clinicos. Asimismo, se sugiere que ante
un brote de la NPI en una unidad de produccion, debe ser confirmada primero por este
método. En casos necesarios, el aislamiento viral, estudios histopatoldgicos o
inmunohistoquimicos, se recomiendan se lleven a cabo en los casos sospechosos o
positivos a la PCRa.
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