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Resumen

El objetivo de este trabajo fue contribuir al estudio sobre la diversidad genética del
Herpesvirus de los Osteidos (OsHV-1), basado en la secuenciacion parcial y
comparacion de tres regiones dentro de su genoma con alto grado de
polimorfismo, identificadas en muestras de diferentes especies como la almeja
mano de ledn (Nodipecten subnodosus) y ostidn japones (Crassostrea gigas)
ambas cultivadas en Baja California Sur (BCS), México. Paralelamente, se
analizaron muestras de C. gigas, especies marinas alternativas (crustaceos y
mejillones), asi como muestras de sedimento y agua de mar, provenientes de
cultivos intensivos localizados en Francia, las que se recolectaron antes, durante y
después de episodios de mortalidad en 2011 y 2012. La deteccion del virus se
llevo a cabo mediante la técnica de qPCR con los primers DPF/DPR, para
cuantificar la carga viral presente en las muestras. Aquellas que presentaron
suficiente cargar viral, fueron seleccionadas para realizar rondas independientes
de PCR convencional, para amplificar tres regiones con diferentes pares de
primers, C2/C6 (ORF4), Del 35,-36 (ORF 35,-36) e 1A2/IA1 (ORF42-43). De estas
regiones el ORF4 fue el que presenté un mayor nivel de polimorfismo, ya que en
las muestras de BCS, México, solo se logré amplificar en una muestra de N.
subnodosus y en cuatro muestras de C. gigas. Las secuencias obtenidas
presentaron 97% y 100% de similitud con respecto a OsHV-1 La Cruz, Sonora
(JF894308), respectivamente. Por otra parte, las muestras de C. gigas colectadas
en Francia, en cuatro de 2011 y dos de 2012 no se logr6 obtener la amplificaciéon
esperada con los primers C2/C6, el resto de las muestras de estos grupos
presentaron 100% de similitud con OsHV-1 pyVar (HQ842610). En los ORFs 35,-
36,-37,-38 y ORF 42,-43, las muestras de BCS, México presentaron 99% de
similitud con OsHV-1 pVar (HQ842610) y 100% de similitud con OsHV-1 REF
(AY509253); mientras que en las muestras de Francia, estas dos regiones
exhibieron 100% de identidad para OsHV-1uVar (HQ842610). Este trabajo
describe por primera ocasion la deteccion de OsHV-1 en N. subnodosus, mediante
histologia, hibridacién in situ, Microscopia Electrénica de Transmisién y qPCR,
también se confirmo la presencia de DNA viral de OsHV-1 en especies marinas
como Mytilus galloprovincialis, Sphaeroma sp y Balanus sp asi como muestras de
agua de mar.

Palabras clave: OsHV-.1, moluscos bivalvos, variaciéon genética

Vo. Bo. Dr. Ricardo Vazquez Juarez

Director de Tesis



Abstract

The aim of this work was to contribute to the study of the genetic diversity of the
Ostreid Herpesvirus -1 (OsHV-1) based on the partial sequencing of three
polymorphic areas of its genome. Samples of Lion's paw scallop (Nodipecten
subnodosus) and the Pacific cupped oyster (Crassostrea gigas) specimens
cultivated in Baja California Sur (BCS) Mexico were analyzed and compared.
Similarly C. gigas samples were collected in intensive farming areas located in
France from 2011 to 2012. Before, during, and after the onset of mortality
outbreaks alternative species such as Mytilus galloprovincialis, including C. gigas
and enviromental samples (seawater and sediment) were screened. The initial
analysis was performed by qPCR with the primers DPF/DPR to quantify the
amount of viral DNA in each sample. Samples with sufficient viral loads were
selected for independent rounds of conventional PCR amplification of three target
areas with primer sets C2/C6 (ORF 4), Del 35,-36 (ORF 35,-36), and 1A2/IA1 (ORF
42,-43). ORF4 was the genome area with the highest level of polymorphism. In the
samples from BCS Mexico, only one sample of N. subnodosus and four samples of
C. gigas could be amplified by regular PCR. The sequence of these products
displayed 97% and 100% of similitude with the OsHV-1 strain La Cruz, Sonora
(JF894308), respectively. Among the C. gigas samples collected in France, only 4
samples from 2011 and 2 samples from 2012 did not yield any amplification
product with C2/C6. All the other samples in this group displayed 100% similitude
with OsHV-1 pyVar (HQ842610). As for ORFs 35,-36,-37,-38, and the ORF 42,-43
the samples from BCS, Mexico they displayed 99 % identity with OsHV-1 pVar
(HQ842610) and 100% similitude to OsHV-1 REF (AY509253) whereas samples
from France showed 100% similitude with OsHV-1pVar (HQ842610). This work
constitutes the first report of OsHV-1 detection in N. subnodosus using a
combination of histology, Transmission Electron Microscopy, in situ hybridization,
and gPCR techniques. It also confirms the presence of DNA from OsHV-1 in
alternative marine species such as Mytilus galloprovincialis, Sphaeroma sp, and
Balanus sp., as well as in sea water samples.

Key words: OsHV-1, OsHV-1, bivalve mollusk, genetic variation, genetic variation
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I. INTRODUCCION

La acuicultura en los paises de América Latina se ha extendido continuamente
desde hace afios, se encuentra principalmente relacionada con la produccion de
camarones, peces Yy los moluscos bivalvos, son considerados como el tercer grupo
mas importante, en términos de produccion acuicola , tan solo en 2005 se registro
una produccion de 130, 000 toneladas en América Latina (FAO, 2007). A nivel
nacional la producciéon de moluscos bivalvos es aproximadamente de 79,000
toneladas, constituida principalmente por la produccidén ostion y de almeja. Por
otra parte, la produccién acuicola en Baja California Sur, se encuentra encabezada
por la sardina (69,062 ton), calamar (38,877 ton) y almeja (20,268 ton)
(CONAPESCA, 2010); dentro de las principales especies explotadas,
primordialmente por captura, de moluscos bivalvos sobresalen la almeja catarina
(Argopecten ventricosus), la almeja mano de ledn (Nodipecten subnodosus),
almeja chocolata (Megapitaria squalida) y la almeja pata de mula (Andara
tuberculosa).

Una de las principales amenazas para la produccion de moluscos bivalvos es la
presencia de agentes infecciosos, donde la manifestacion e intensificacion de
estos son el resultado de las alteraciones del cambio climatico (Marcogliese, 2008)
, contaminacién y sobre-explotacion. Hechos asociados a la constante expansién
del ser humano en el mundo (Vitousek, 1997), acciéon que pone en riesgo dichas
producciones y de esta manera las pérdidas son significativas, no solo en el
aspecto econdmico sino también en el ambito ecoldgico. Existen diversas
enfermedades de importancia mundial que atafen la produccion de moluscos
bivalvos, hasta del 2013 la Organizacion Internacional de Sanidad Animal (OIE),
reportd 7 enfermedades de declaracion obligatoria, que por su impacto tienen

severas consecuencias ecologicas, econdmicas y sociales. Dentro de estas
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enfermedades se encuentran las causadas por: Bonamia exitiosa, Bonamia
ostreae, Marteilia refringens, Perkinsus marinus, Perkinsus olseni, Mikrocytos
mackini y recientemente se agregé al Herpesvirus de los Osteidos u OsHV-1 (por
sus siglas en inglés Osterid Herpesvirus-1).

El estudio de las enfermedades en moluscos bivalvos tradicionalmente se ha
llevado a cabo con técnicas citoldgicas, histoldgicas y ultraestrucurales (Figueras y
Novoa, 2011). Pero el desarrollo de técnicas basadas en la biologia molecular,
enfocadas principalmente en el uso y deteccion de DNA para el diagnéstico,
aceleran el proceso de identificacion de los patégenos y permiten un control en la
introduccién y vigilancia de enfermedades exdticas en diferentes areas
geograficas (Berthe et al., 1999). Por tal motivo el diagndstico de enfermedades no
debe ser considerado como una técnica sino mas bien un proceso ordenado para
asi tener una correcta interpretacion con un contexto biolégico y ambiental
(Caceres-Martinez y Vasquez-Yeomans, 2013). Los grandes avances en la ciencia
y tecnologia, han implementado el uso de secuenciacion de ADN y el desarrollo de
la metagendmica para la deteccion de enfermedades infecciosas, han ayudado a
la caracterizacion de los microorganismos y virus presentes en la naturaleza.
Estas dos herramientas arrojan informacién importante sobre el potencial funcional
de los microorganismos, asi como su relacion evolutiva con otros, brindan pistas
sobre sus adaptaciones al medio donde se desarrollan, y la gran ventaja de estas
técnicas es que se pueden realizar sin la necesidad de cultivar o aislar los

microorganismos (Relman, 2013).
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En el presente trabajo se realiz6 un estudio sobre la diversidad del Herpesvirus de
los Ostreidos (OsHV-1), presente en muestras de almeja mano de ledén (N.
subnodosus) y ostion japonés (C. gigas) colectados en BCS, México asi como, en
muestras de otras especies, asi como en agua de mar y sedimento provenientes
de tres diferentes cultivos intensivos de C. gigas localizados en Francia colectadas
antes, durante y después de los eventos de mortalidad asociados a la presencia
de OsHV-1. Por otra parte, es importante recalcar que este es el primer trabajo
que reporta una enfermedad viral en una especie del género Nodipecten (Luna-
Gonzalez et al., 2011)



Il. ANTECEDENTES
Los virus en el mundo acuatico.

Los microorganismos son la principal fuerza para la formacion de nutrientes y
ciclos de energia en el mundo acuatico y constituyen mas del 90% de la biomasa
presente en el mar. Dentro de este contexto se estima que lo virus matan
aproximadamente el 20% de esta biomasa por dia (Suttle, 2007). Pero a pesar de
la extensa informacion que existe sobre la biologia, genética y patologia de los
virus, hay un conocimiento limitado sobre la diversidad asi como de los
hospederos de los virus presentes en el medio acuatico (Wommack y Colwell,
2000). Las primeras hipotesis sobre la presencia y abundancia de los virus en el
mar fue en la década de los 70's (Torrella & Morita, 1979), pero fue casi 10 afios
después que se estimé cuantitativamente el numero de particulas virales
presentes por mililitro (Bergh et al., 1989). Actualmente con el desarrollo de
nuevas tecnologias, se ha podido obtener el numero mas probable de la
abundancia de virus marinos, la cual esta en el rango de < 10* ml a 10° ml;
concentracion que variara con respecto a la localizacion geografica, profundidad,
temperatura e inclusive a lo largo de un dia o periodo del afio. Estos cambios tan
drasticos son producto del control y regulacion directo o indirecto que tienen los
virus sobre las poblaciones y/o ecosistemas en los que se encuentran (Wommack
& Colwell, 2000).

Los virus en la evolucion de la vida.

Desde un punto de vista filosofico y existencial “el hombre siempre ha observado
la evolucion desde la punta de su vanidad” (Charles Darwin), pero para que esta
maravillosa “coincidencia” pudiera presentarse, existieron una serie de
interacciones bastante complejas y que probablemente tomaron miles de afos en

llevarse a cabo. Quizas uno de los ingredientes imprescindibles para la evolucion
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celular fueron los virus; los cuales aun no pueden definirse, ya que dadas sus
caracteristicas “biolégicas” es dificil limitarlos a un concepto o encasillarlos dentro
de un grupo. Se cree que “los virus fueron el centro del desarrollo celular, y que
influyeron directamente en la divergencia de los tres dominios de la vida
(bacterias, arqueas y eucariotas)” (David Prangishvili virélogo de la Universidad de
Regensberg, Alemania). La teoria se basa en la persistencia de “los virus dentro
de las células blanco, pero en lugar de matarlas, las células infectadas adquieren
un nuevo conjunto de genes, que pueden evolucionar y de esta forma dar nuevas
funciones a la célula” (Luis Villareal virélogo de la Universidad de California). Una
de estas evoluciones fue el nucleo, principal lazo de unién entre los seres
humanos, animales (vertebrados e invertebrados), plantas y amebas, estructura
que es el centro de comando de todos los procesos que ocurren en la célula
(Pennisi, 2004) (Figura 1).

Entonces, ;de donde se originaron los virus? Existen tres teorias, la primera
llamada “hipotesis de escape o progresiva” que se fundamente en la habilidad de
los virus para entrar y salir de diferentes células, y el escape de componentes
celulares minimos necesarios para conformar un sistema autosuficiente y capaz
de replicarse. La segunda teoria es llamada “hipotesis de reduccion o regresiva”,
donde los virus derivan directamente de organismos celulares, y es mediante la
pérdida progresiva de funciones celulares que se originan estos (Claverie, 2006).
La tercera hipotesis es “Los virus fueron primero”, ya que en las dos anteriores se
asume que la célula aparecié antes que los virus, pero en esta teoria se propone a
los virus como iniciadores de la vida (Wessner, 2012). Hipétesis que se refuerza
con la idea de un origen monofilético de los virus, que derivan de un mismo
ancestro; donde posteriormente el material genético de estos se sobrepuso al
Ultimo Ancestro Universal Comun ( LUCA, por sus siglas en inglés Last Universal

Common Ancestor), lo cual formé virus “gigantes” (Claverie et al., 2006).
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Figura 1. La influencia de los virus en la divergencia de los dominio de la vida. Modificada de Pennisi, 2004

Los virus en la actualidad

Si los virus han estado presentes paralelos a la evolucién de la vida e inclusive se
les ha considerado como precursores para brindar caracteristicas genotipicas y
fenotipicas esenciales, ¢por qué en la actualidad representan una seria amenaza
para el desarrollo y existencia de diferentes especies? Se pueden citar diversos
ejemplos de enfermedades virales las cuales tienen un gran impacto no solo en
las producciones intensivas de animales domésticos, sino que ademas causan
severos dafos a las poblaciones humanas. Por mencionar algunos estan: el virus
pandémico de la influenza H5N1 (Orthomyxovirus), la rabia (Lissavirus), el virus
del Ebola (Filovirus), Distemper o “Moquillo” canino (Morbilivirus), el virus del
Sindrome Agudo Respiratorio Severo “SARS” (Coronavirus) y el virus de la
inmunodeficiencia humana (SIDA) (retrovirus). Muchas de estas enfermedades
tienen la capacidad de infectar a diversas especies.

Quizas este en uno de los grandes precios que el humano debe pagar por su
creciente y constante expansion en la tierra (Daszak & Cunningham, 2000), accién
que conlleva a la homogeizacion biogeografica global, producida por la

introduccién de flora y/o fauna a nuevas areas. Hecho que resulta en una
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contaminacion bioldgica, y que ocasionara la pérdida y destruccion de la
diversidad y ecosistemas (Vitousek, 1996). El movimiento no controlado de
animales domésticos y otras especies lleva inherentemente a la introduccién de la
carga microbiana propia de estas (Daszak & Cunningham, 2000) y es este
movimiento lo que lleve a la aparicion de nuevas, letales e incontrolables
enfermedades infecciosas, que son epidémicas y ponen en riesgo la existencia de
muchas poblaciones susceptibles (Power & Mitchell, 2004).

Probablemente una de las enfermedades mas cosmopolitas, importantes y con
mayor presencia a nivel mundial, es la causada por los herpesvirus, ya que estos
tienen la capacidad de infectar a diversas especies tanto de vertebrados como

invertebrados marinos y terrestres, domésticos y silvestres (Davison et al., 2009).

Herpesvirus

La infeccidn por Herpesvirus (HVs) en animales domésticos es considerada como
primera importancia, especialmente por que los HVs han desarrollado estrategias
complejas de supervivencia (Thiry et al., 1986). Se considera a los HVs como los
virus con mayor dispersidon en la naturaleza ya que muchas especies son
susceptibles a la infeccion por al menos un tipo de HVs. (Roizman y Baines, 1991)
Los HVs conocidos hasta la actualidad presentan cuatro caracteristicas distintivas
de su grupo (Roizman y Sears, 1990)
1. Enzimas especificas en la sintesis de proteinas y metabolismo de acidos
nucleicos.
2. La sintesis del DNA viral y el ensamblaje de la capside se llevan a cabo en
el nucleo de la célula infectada.
3. La produccién de las particulas virales o “progenie del virus” provocara la

destruccion irreversible de las células infectadas.



4. Los Herpesvirus conocidos hasta la fecha, tienen la capacidad de
permanecer en un estado de latencia dentro de las células infectadas; y en
interior de éstas el genoma viral se encontrara en forma circular y solo
expresara un pequeno subconjunto de genes.

La manifestacion de la enfermedad provocada por los HVs dependera
principalmente de tres factores (Thiry et al., 1986):

1. Cepa viral infectante

2. Edad del hospedero

3. Via de entrada al hospedero.

Por ejemplo, el HVs que infecta a los cerdos provoca la Enfermedad de Aujeszky,
la cual en animales adultos se manifiesta con signologia nerviosa, sin embargo en
lechones la presentacidon clinica de la enfermedad son problemas digestivos
(McGavin, 2007). Otro ejemplo es la enfermedad de Marek en las aves, la cual
tiene diversas manifestaciones clinicas principalmente linfoproliferativa vy
neurotropica, pero los tejidos que pueden ver afectados son: nerviosa, cutaneo,
ocular y visceral (OIE, 2008). Otra de las caracteristicas que le ayudan a los HVs a
ser tan persistentes en la naturaleza, es su amplio espectro de infeccién en las
especies; ya que un mismo genotipo viral tiene la capacidad de infectar a

diferentes especies (Davison et al., 2009)



Taxonomia de los Herpesvirus

El Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, International Committee on
Taxonomy of Viruses), reclasifico al orden Herpesvirales y lo dividié en tres
familias. La primera es Herpesviridae, subdividida en Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae y Gammaherpesvirinae, aqui estan clasificados los HVs de
mamiferos, aves y reptiles (Davison et al., 2005). La segunda es Alloherpesviridae,
donde se clasifican los HVs presentes en peces (Davison, 1992) y anfibios
(Davison et al., 1999); mientras que en la tercera se encuentran los HVs de los
moluscos y es denominada Malacoherpesviridae; el cual es uno de los pocos
herpesvirus con la capacidad de infectar a varias especies (Davison et al., 2009)
(Figura 2).

Orden

Herpesvirales

T

Familia Familia
Herpesviridae Alloherpesviridae

!

Subfamilias
Alfaherpesvirinae
Betaherpesvirina
Gammaherpesvirina
4o Género
j Ictalurivirus
Mamiferos, aves y reptiles Peces y anfibios

HA

Figura 2. Orden Herpesvirales.



Tabla I. Clasificacion taxonémica de los Herpesvirus (Davidson et al., 2009)
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Taxén Nombre Acrénimo Nombre comun
Género Simplex
Herpesvirus humano 1 HHV1 Herpesvirus simple 1
Género Varicellavirus
Herpesvirus humano 3 HHV3 Varicela
Herpesvirus porcino 1 SuHV 1 Pseudorabia
Herpesvirus canino 1 CaHV 1 Herpesvirus canino
Herpesvirus felino 1 FeHV 1 Rinotraqueitis felinia 1
Género lltovirus
Herpesvirus de las gallinas 1 GaHV1 Laringotraqueitis infecciosa
| B.Subfamiia Betaherpesvirus
Género Cytomegalovirus
Herpesvirus humano 5 HHV5 Citomegalovirus humano
Herpesvirus de macacos 3 McHV3 Citomegalovirus del mono Rhesus
Género Roseolovirus
Herpesvirus humano 6 HHV6 Herpesvirus humano 6
Género Proboscivirus
Herpesvirus de elefantes 1 EIHV1 Herpesvirus endoteleiotropico de elefantes

Género Lymphocryptovirus
Herpesvirus humano 4 Virus de Epstein-Barr
Género Rhadinovirus
Herpesvirus Humano 8 HHV 8 Sarcoma de Kaposi
Género Macavirus
Herpesvirus alcelaphine AIHV 1 Fievre Catarral Maligna
Género Percavirus
Herpesvirus equino 2 EHV 2 Herpesvirus equino 2
2.Famila Alloherpesviridae
Género Ictalurivirus
Herpesvirus de ictaltridos IcHV 1 Virus Herpes del Pez gato
Herpesvirus de ciprinidos CyHV 3 Virus Herpes de la carpa Koi
3. Familia Malacoherpesviidae
Género Ostreavirus
Herpesvirus de los ostreidos OsHV-1 Herpesvirus de los ostiones
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Herpesvirus de moluscos bivalvos (OsHV-1)

El primer reporte de un virus tipo herpes presente en cultivos de moluscos bivalvos
fue descrito en ostiones americanos adultos de Crassotrea virginica (Farley, 1972),
posteriormente se reportd en cultivos de Crassostrea gigas (Hine et al., 1992)
(Renault, 1994). En la actualidad el OsHV-1 se encuentra distribuido en todo el
mundo y en diversas especies de moluscos bivalvos, tales como Ostrea angasi
(Hine et al., 1992), Ostrea edulis (Comps, 1993), Triostrea chilensis (Hine et al,
1998), Ruditapes phlippinarum (Renault et al, 2001), Pecten maximus (Arzul et al.,
2001a) entre otros (Tabla Il). La presencia de OsHV-1 o de virus tipo herpes en
diversas especies de moluscos bivalvos, donde muchos de éstos representan una
importancia econdmica, es trascendente ya que en la mayoria de los casos su
presencia se ha asociado a eventos masivos de mortalidad, principalmente en

semillas y juveniles (International OsHV-1, 2011).

Tabla Il. Especies de moluscos bivalvos donde se han reportado virus tipo herpes

Especie

Referencia

Crassostrea virginica

Farley et al., 1972)

Crassostrea gigas

Hine et al., 1992)

Ostrea edulis

Comps & Cochennec, 1993)

Ostrea angasi

Hine & Thorne, 1997)

Triostrea chilensis

Hine et al, 1998)

Pinctada margaritifera

Ruditapes philippinarum

Renault, 1998)

Ruditapes decussatus

Renault, et al., 2001)

Crassostrea angulata

Arzul et al., 2001b)

Pecten maximus

Arzul et al., 2001a)

Crassostrea rivularis

(
(
(
(
(
(Comps et al 1999)
(
(
(
(
(

Arzul et al., 2001b)

Crassostrea sikamae

Ostrea lurida

Mytilus galloprovincialis

Venerupis phillipinarum

(Burge et al., 2011)
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Actualmente el OsHV-1 se puede encontrar practicamente en los 5 continentes,
los reportes de la enfermedad (tabla Ill) se pueden observar los paises, asi como

el aino en que fue reportada la presencia del virus en los mismos.

Tabla lll. Paises donde se han reportado virus tipo herpes

Pais Referencia

EE. UU. Farley et al., 1972)

Norte de Gales (Alderman, 1980)

Nueva Zelanda (Hine et al, 1992)

(
(
(
Francia (Renault et al.,1994)
(
(
(

Australia Hine & Thorne, 1997)

México Vasquez-Yeomans, 2004) (Vazquez-Juarez et al., 2006)
Espafia Elandaloussi et al., 2009)

Reino Unido

Holanda (International OsHV-1, 2011)

Isla de Jersey

Irlanda (Peeler et al., 2012)

Italia (Dundon et al., 2011)

Japon

China (Renault et al., 2012)

Brasil

Tunez Comunicacién personal Renault 2013
Israel

Corea (Hwang et al., 2013)

El primer reporte preliminar de un brote de mortalidad asociado a un virus tipo
Herpes en México, ocurrié en cultivos intensivos de C. gigas, localizados en Bahia
Falsa, Baja California (Vasquez-Yeomans, 2004), pero la confirmaciéon de la
presencia del virus en México con técnicas de biologia molecular no fue hasta
2005 a partir de muestras recolectadas en Sinaloa (Vazquez-Juarez et al., 2006).
Hasta el 2013, oficialmente se ha detectado OsHV-1 solamente los estados del

Noroeste de México (Figura 3).
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Figura 3. Presencia oficial de OsHV-1 en México

Morfologia de OsHV-1

Histéricamente, entre 1960 y 1980 se realizé la asignacion de los HVs, la cual fue
mediante la morfologia de los viriones. La morfologia de estos virus es tipica, ya
que tiene una capside icosaédrica (T=16) la cual contiene 162 capsémeros en su
superficie con un diametro entre 115-130 nm. 150 de los capsdémeros estan
conformados principalmente por seis moléculas de una sola proteina (McGeoch et
al., 2006), misma que se encuentra delimitada por una envoltura lipidica, rodeada
por una matriz proteinacea denominada tegumento (Pellet & Roizman, 2006). Un
viridn clasico de HVs consiste en una capsula que contiene una cadena lineal
doble de DNA (dsDNA, double stranded), una capside, tegumento y una envoltura
(Roizman & Baines, 1991) (Figura 4).

Envoltura Capside

Tegumento

Figura 4. Morfologia clasica de los Herpesvirus
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Las particulas virales pueden ser esféricas o poligonales, de entre 70-120 nm de
diametro, dependiendo de las especie de molusco bivalvo afectado (Farley et al.,
1972, Hine et al., 1992, Comps et al., 1993). Algunas de éstas particulas se llegan
a observar vacias, mientras que otras contienen una capa electro densa toroidea,
con un nucleo en forma de ladrillo y un anillo de concéntrico (nucleocapside). En
ocasiones las capsides vacias se quedan en el nucleo de las células infectadas.
Las particulas virales citoplasmaticas se llegan a observar cerca de vesiculas para
conformar la envoltura. Estas particulas intracitoplasmaticas exhiben una envoltura
con forma trilaminar, con la misma forma y componentes que las particulas virales.
La envoltura y capside se encuentran separadas por una zona electrolucida de

aproximadamente 5 nm llamada tegumento (Figura 5) (Renault et al., 2001)

—

Figura 5. MET particulas OsHV-1. Fotomicrografia de Microscopia Electréonica de Transmision que muestra
las particulas virales de OsHV-1. Tomada de Arzul et al 2001

Otras caracteristicas notables sobre la morfologia de las particulas virales de
OsHV-1 es la formacion de particulas L, las cuales son particulas virales vacias y
que ademas se han encontrado asociadas a eventos recientes de mortalidad
(Tristan Renault comunicacién personal, 2013). EI OsHV-1 al pertenecer a los
HVs, durante el desarrollo de la infeccion dentro de los tejidos blanco, llega a
formar otras estructuras morfolégicas, que son utiles para su identificacion. Como
es la fusion de particulas virales, la formacién de protusiones en las particulas

virales (Figura 6.A), y el arreglo de paracristalino (panal de abeja) (Figura 6.B).
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Figura 6. MET OsHV-1. Fotomicrografias de Microscopia Electrénica de Transmisién morfologia OsHV-1. A

Protusiones presentes en las particulas virales de Herpesvirus tomada de Chen et al., 2012 B. Arreglo de
paracristalino. Tomada de Arzul et al 2001.

Organizacion gendmica de OsHV-1

La primera descripcion sobre el genoma de un virus tipo herpes fue en 1999 (Le
Deuff & Renault, 1999), cuya secuenciacion fue incompleta, pero esta informacién
demostré que esta clase de virus no presentaba igualdad genética con los otros
HVs. Sin embargo, no fue hasta el afo 2005 que se logré secuenciar
complemente el genoma del virus a partir de tejido infectado de larvas de C. gigas
recolectadas en Francia, el tamafo estimado es de 207, 439 pb, el cual es
considerado como el genotipo de referencia (Numero de acceso GenBank
AY509253 ). Presenta un total de 124 ORFs, con 124 regiones que codifican para
proteinas, 12 ORFs, que resultan en un total de 136 genes dentro del genoma.
Las regiones repetidas se encuentran organizadas en dos regiones unicas UL (167
843 pb) y Us (3370 pb), cada una flanqueada por secuencias invertidas y
repetidas ( TRL/ IRL (7584 pb) y Trs/IRs (9774 pb)). Con una regién interna unica
X (1510 pb); por lo tanto la representacion gendmica de OsHV-1 es TRL-UL-IRL-
X-IRs-Us-TRs (Figura 7). La composicion de nucleétidos es 387 mol% G+C
(Davison et al., 2005).



16

0 " " s ! 10 s 20 25 0

aga @ e | 1| KK | I | 3 | ) o [ G [ —
12 3 4 51 6 7 4 8 9 10 1 12 14 15 17 19 20 21
13 16 18
30 " e ' 40 " T 50 ' " s )
B { (CICT 4l I | @00 I
22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 321 3334 363839 40 41 42
35 37
& 65 70 75 80 85 %0
- L] L]
D CODO al ) I{ DC O o
43 44 45 46 47 48 49 [50] 51 52 53 54 55 5657 58 59
20 95 160 105 110 115 120
L} L)
! )| ) XK ] | | ) O s [
60 61 [62] [63] 64 [65] 66 67 68 69 70 71 72 [73] T4 76
75
120 125 130 135 140 145 180

i DT PO e O

L 78 79 8182 8384 B85 86 B8 89 90 91 92 93 94 95 9697 98 99
80 a7
150 156 180 165 170 175 180
[ — 8
X ] ) (T - ) I DO .
e e —————
100 101 102 103 104 [10s] 106 107 108 109 110111 112 113 114 51 4

Figura 7. Organizacion gendmica de OsHV-1. Davison et al. (2005).

Una de las principales caracteristicas del arreglo gendmico de OsHV-1, es que 38
genes se relacionan con 12 familias. Dentro de las cuales se han identificado que
estos codifican para diversas proteinas, cuya funcion es desconocida; sin embargo
algunaos se han podido clasificar. Existen dos familias de proteinas que son
secretadas, tres que se asocian a membranas, una que produce helicasas, otra
que produce inhibidores de la apoptosis, la familia que esta involucrada en la ruta
de trifosfato deoxiutidina, dos familias de proteinas de anillo y otras dos mas de

funcion desconocida (ORF 4).
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Otros genotipos de OsHV-1
« Acute Viral Necrosis Virus (Nimero de acceso GenBank GQ153938)

Desde mediados de 1990 en cultivos intensivos de la almeja China (Chlamys
farreri) se han presentado severos brotes de mortalidad, los mismos que han
reincidido anualmente durante verano, donde existen sitios que han alcanzado
hasta un 90% de mortalidad en un lapso de entre 5-8 dias (Yu et al., 1998). En un
alto porcentaje de las almejas examinadas se encontré un virus tipo herpes
llamado por sus siglas en inglés Acute Viral Necrosis Virus (AVNV) (Song et al.,
2001; Wang et al., 2002) el cual de acuerdo a su morfologia se encontraba
altamente relacionado con el OsHV-1, asi como en los hallazgos histopatolégicos
(Liu et al., 2002). Pero no fue hasta 2013 (Ren et al., 2013) que se logro
secuenciar el genoma de este virus y se determind que presenta 210,993 pb; y
ademas, presenta una composicion nucleotidica de 38.5% G+C. La estructura
genomica de AVNV consiste en dos regiones unicas (170.4 kb y 3.4 kb,
respectivamente), con copias internas separas por una tercera region unica de 1.5
kb. Las secuencias de AVNV y OsHV-1 presentaron un 97% de similitud, sin
embargo existen diversas inserciones y deleciones, donde es importante resaltar
que todas éstas variaciones se encontraron en regiones no codificantes. Por
ejemplo una de las regiones con mayor polimorfismo que sirve para diferenciar
genotipos de OsHV-1 es la region ORF 4 (Arzul et al., 2001a; Segarra et al.,
2010; Renault et al., 2012) con los primers C2/C6, se encontré que la semejanza
entre OsHV-1 y AVNV fue del 97%, las diferencias radicaron en tres deleciones,
una insercién y dos sustituciones. La mayor de las deleciones consistid en cinco

copias de trinucleotidos repetidos (CTA) (Figura 8).
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Figura 8. Alineamiento ORF 4 (C2/C6) OsHV-1 y AVNV. La sencuencia de los primer C2 y C6 se encuentran

subrayadas con una linea negra. La regién microsatelite que presenta la delecion CTA se encuentra

enmarcada en el rectangulo. Ren et al., (2013).

OsHV-1 var

En un estudio realizado para demostrar la transmision interespecie con OsHV-1

(AY509253), se identificd en larvas de C. gigas y R. philippinarum, provenientes

del mismo sitio de cultivo (Costa del Atlantico de Francia), que en la region ORF 4

amplificada con los primers C1 y C4, estas muestras presentaron una delecién de

208 pb, pero también se encontraron otras diferencias como una insercion de 27

pb, una sustitucién asi como deleciones (Arzul et al., 2001c).
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* OsHV-1 pVar (Namero de acceso GenBank HQ842610)

Durante Mayo y Septiembre de 2008 en Francia se detectaron brotes de
mortalidad en cultivos de C. gigas, donde se vieron afectados principalmente
juveniles. Los rangos de mortalidad iban del 70-100%, este fenomeno se
denominé como “sindrome de mortalidades de verano”. Se realizé la deteccién de
OsHV-1 donde un 75% de los sitios analizados resulté positivo, lo cual coincidia
con el analisis de afos previos, pero para este periodo el porcentaje de mortalidad
era mucho mas elevado (Segarra, 2009). En las muestras positivas a OsHV-1 se
encontré que en la regibn ORF 4 presentaba una delecion consecutiva de 12 pb,
en una region microsatelite caracteristica con un patron “CTA”, y ademas
presentaba una adicidon y diversas sustituciones (Figura 9). Asi mismo en el ORF
42-43 presentaba dos variaciones, la primera correspondia a una delecién de
adenina en la posicién 116 y una sustitucion de citocina por tirosina en la posicidon
526 (Segarra et al., 2010). Adicionalmente en la regién ORF 35,-36,-37,-38, este
genotipo presenta una delecidon de 605 pb (Figura 10) (Renault et al., 2012). La
deleciéon de dos genes y la modificacion de un tercero en esta region, son
probablemente una coincidencia mas que un incremento en la virulencia de este
genotipo, ya que el ORF 38 codifica para proteinas de anillo del dominio ICPO,
homdlogo para los alphaherpesvirus, donde ademas esta proteina es
indispensables para la activacion del genoma (Moriuchi et al., 1994; Cohen y
Nguyen, 1998; Gu y Roizman, 2009; Ferenczy et al., 2011).
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OsHV- CTCTTTACCATGAAGATACCCACCAATCTCOTAAAGACGOARCAATCTTTTTCTAGCATATCOACCTECGECGCTATCGA
osHV- TTTAACGAGTGCCACCAARAGTTGGGATAATGATTTTAGAATAGAT GTGATGTGCGGCAAGATGAATGOCAAGATACACA
V-1 ATGAGE SAAAA ARA
SHV- 1nVa
OsHV-1 ARAACCACATGOGOGCCARGGAAT T TAAACCOC -~ GO! GTATARATAGGCD GTCAGTTTAGAATCATA
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Figura 9. Alineamiento ORF 4 (C2/C6) OsHV-1 y OsHV-1 pVar. Delecién de 12 pb en la zona del

microsatelite. Segarra et al., (2010).

&
£

$ 3 S
A L 35 3
Del36-37F2 b 4= Del36-37 R

R (52968.52049)

P3 3

Figura 10. ORF 35,36,37, 38. AEsquema de los ORFs 35,36,37 y 38 de OsHV-1. B. Esquema de la fusién del

ORF 35y 38 por delecion de los ORF's 36, 37 y parte del 38, caracteristico de OsHV-1 pyVar. Renault, et al.

(2012).

Anteriormente se mencionaron tres genotipos de OsHV-1, el genotipo de
referencia OsHV-1 (AY509253), OsHV-1 pVar (HQ842610) y el Acute Viral

Necrosis Virus descrito en las almejas chinas (GQ153938), de estos se

describieron las principales diferencias a nivel gendmica que presentan. Estudios

realizados en el ORF 4 han ayudado a la identificacién de diversas variantes de

OsHV-1, las cuales se describen brevemente.
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OsHV-1 pVar variante Irlanda (Gene bank JQ963169)
La secuencia de OsHV-1 obtenida de semillas de C. gigas en Irlanda, es casi
idéntica a OsHV-1 pVar (HQ842610). Las unicas diferencias radican en una
delecion (adenina/timina) y una insercion (guanina/citocina) sobre las primeras 360
pbs de la region ORF4. De esta forma se establecid la hipotesis de que el OsHV-1
MVar variedad Irlanda (JQ963169), se origind a partir del genotipo de OsHV-1
pVar (HQ842610) (Lynch et al., 2012).

OsHV-1 pVar A 9 Francia
En muestras de C. gigas colectadas durante 2008 a 2010, provenientes de Francia
(Normadia), se identifico una variante de OsHV-1 pVar (HQ842610) la cual
denominaron OsHV-1 yVar A9, cuya distincién es una delecion de tres repeticiones
de tres nucledtidos “CTA” localizados en las posiciones de la region microsatelite
4,438-4,448 y 178,564-178,573. Esta variante se logré identificar en diferentes
fases del desarrollo (semilla, juvenil y adultos), pero fue en semillas y juveniles
recolectados durante 2009 que se encontraron los primeros reportes. Dado que
esta variante se detectd tanto en ostiones muertos como en ostiones sanos,
parece no ser mas virulenta que OsHV-1 pVar (HQ842610). Las muestras
positivas a la nueva variante procedian del mismo sitio de crianza Charente-
Maritime, Francia, pero fueron criadas en diferentes sitios localizados en
Normadia. Lo cual sugirid6 que esos ostiones se infectaron por esta variante en el
area de crianza natural durante las primeras fases del desarrollo. Con este trabajo
se concluyé que nuevas variantes de OsHV-1 (AY509253) pueden surgir, pero su
patogenicidad y virulencia son desconocidas (Martenot et al., 2011). Posterior a
este trabajo se describieron otras dos nuevas variedades, uno que presentaba una
delecién de 15 pb OsHV-1 pVar A15 y el segundo similar a este pero con una

insercion de tres nucledétidos (Martenot et al., 2012).
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OsHV-1 La Cruz, Sonora México (Gene bank JF894308)
En ostiones comerciales localizados en el Estero La Cruz, Sonora, México; se
recolectaron ostiones juveniles y adultos aparentemente sanos. Al realizar el
diagnéstico para OsHV-1, mediante la amplificacion de la region ORF4 con los
primers C2/C6 cuyo producto esperado es de 709 pb (Arzul et al., 2001a; Renault
& Arzul, 2001), se encontré6 que para estas muestras se obtuvo un producto de
723 pb., hecho que asocié a tres causas: 1. insercion de dinucledtidos AA en la
posicion 220-221, 2. una gran insercién de cuatro tripletes CTA mas que en
comparacion con el OsHV-1 de referencia (AY509253). 3. una sustitucion de C por

T en la posicion 400 (Grijalva-Chon et al., 2012).
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Mecanismo de transmision

Se piensa que el principal mecanismo de transmisién de OsHV-1 es por via
horizontal (Sauvage et al., 2009), donde probablemente el agua de mar sea el
vehiculo de dispersion del virus, ya que al inicio de bioensayos, la deteccion de
OsHV-1 en el medio acuatico es negativa, pero 6 horas después de la infeccion,
se pueden llegar a detectar hasta 1x10? copias virales de DNA/ul, mismas que
pueden permanecer por mas de 48 horas en el medio (Schikorski et al., 2011). Es
importante considerar que algunos organismos infectados por el virus, juegan un
papel trascendental como reservorios, y son los organismos adultos quienes
sobrevivieron a una infeccion temprana por OsHV-1 en los que persiste el agente
infeccioso; y son precisamente éstos que lograron sobreponerse a la enfermedad,
los que actuan como “focos de infeccion” de OsHV-1(Arzul et al., 2002). Se ha
demostrado que la transmisién horizontal de la enfermedad entre grupos de
ostiones de C. gigas, dependera primordialmente del ‘background” genético, ya
que grupos de ostiones con menor susceptibilidad a desarrollar la enfermedad o
resilientes tendran baja mortalidad, baja prevalencia de la misma y por ende el rol
de reservorios sera menor que aquellos que tienen mayor susceptibilidad
(Dégremont et al., 2013). Sin embargo el principal detonador para la manifestacion
de la enfermedad causada por el herpesvirus en moluscos es la temperatura, ya
que en el campo al aumentar la temperatura del mar es cuando se han observado
mayores mortalidades, como ocurre en el verano (Farley et al., 1972; Renault et al,
1994; Friedman et al., 2005; Burge et al., 2007; Segarra et al., 2010). Actualmente
se ha propuesto una nueva hipétesis sobre la dispersion de OsHV-1 a través de
las particulas presentes en la columna de agua, y es posible que sea el plancton el
encargado de cumplir esta funcion (Paul-Pont et al., 2013).

La primera transmision experimental que se realiz6 de OsHV-1, fue de un extracto

viral obtenido de C. gigas el cual se inoculdé directamente a larvas libres de
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patégenos de dos dias de C. gigas y larvas de siete dias de Ostrea edulis (Le
Deuff et al., 1994), dos dias después de la inoculacion se presentaron las
mortalidades, pero la identificacion del virus en los tejidos de los moluscos
infectados se realizd6 mediante microscopia electronica, con este trabajo se
demostré que el extracto viral obtenido de una especie tenia la capacidad de
infectar a otras. Este no ha sido el unico reporte de transmision interespecies, ya
que Arzul et al (2001b) a partir de larvas libres de patdégenos de C. gigas, logro
infectar con OsHV-1 a larvas axénicas de Crassostrea. ruvularis y Ostrea. Edulis.

En México se ha realizado exitosamente la infeccion experimental en C. gigas por
inyeccion en el musculo abductor (Dr. Manuel Grijalva comunicacion personal),
mediante cohabitacion y por contaminacién experimental agua de mar (Dr Ricardo

Vazquez dato no publicado).

Ciclo viral de OsHV-1

Al igual que el resto de los virus, OsHV-1 debee seguir una serie de etapas para
lograr su replicacion y dispersion. De manera muy general se han descrito siete
pasos seriados que comparten la mayoria de los virus, los cuales son
fundamentales para su proliferacion. Una vez que el virus ha ingresado a su
hospedero, este debera llegar a las células blanco y para poder ingresar a estas
requeriran de un receptor especifico localizado en la superficie de la membrana
celular, en la figura 11 se describe brevemente una representacion hipotética
sobre el ciclo viral de OsHV-1. Dentro de este esquema se han detectado algunas
rutas metabdlicas y/o proteinas especificas encargadas del transporte y
replicacion dentro del virus dentro de células de C. gigas. La descripcion de estos
mecanismos, potencialmente pueden ayudar a explicar ¢porque algunos

organismos tienen la capacidad de resistir o cual sera el factor genético asociado
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a la resistencia y supervivencia ante la infeccion por OsHV-1?, asi como ¢ cuales
son los mecanismos que el virus utiliza para permanecer ya sea en un estado

infeccioso cronico o de latencia?.
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Figura 11. Representacion hipotética sobre el ciclo viral de OsHV-1 tomado de Jouaux et al., 2013.

A continuacién se describen los pasos durante la infeccion por OsHV-1. A. Unién. Este es un sitio especifico el
cual reconocera el virus para lograr la internalizacién del mismo hacia el citoplasma. Es precisamente este
receptor el que discriminara o facilitara la entrada del virus, por tal motivo existe especificidad entre el
herpesvirus y la especie a la que infecta. B. Fusién de membrana. Intervienen proteinas de actina del
citoesqueleto y proteinas de adhesién celular. C. Translocacion de la capside hacia el nucleo. Este transporte
se sugiere esta dado por la presencia de microtibulos y sobre-expresion de los mismos (45,19). D.
Acoplamiento a poros nucleares. Al realizar esto el virus asegurarg su replicacion y expresion donde quizas
las tubulinas a y B se encuentren involucradas junto con el Complejo del Poro Nuclear (NPC), lo que facilitara
la entrada del genoma viral al nucleoplasma. E. Formacion de concatémeros. F. Transcripcion de ARNm viral.
G. Traduccion de RNAm viral. H. Replicacion. I. Formacion de la capside. J. Germinacion con la membrana
nuclear interna para liberar la capside hacia el citoplasma. K. Formacién de la envoltura por el aparato de
Golgi. L. Fusién de la vesicula del virion con la membrana plasmatica, lo cual asegurara la liberacion de los
viriones maduros. Los colores rojo y verde ubicados en la parte inferior derecha del esquema, hacen mencién
sobre las proteinas involucradas en procesos de apoptosis, proteosoma e inmunidad asi como en el sitio
hipotético de accion. Figura obtenida de. Jouaux et al., 2013.
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Métodos de control

Se han establecido principalmente buenas practicas de manejo dentro de los sitios
de cultivo; las medidas de bioseguridad deberan estar encaminadas a ser
aplicadas en instalaciones confinadas y/o controladas como sitios de engorda y/o
crecimiento, con la finalidad de proteger y evitar la entrada del virus a estos sitios.
Como la mayoria de los HVs, se piensa que OsHV-1 probablemente es muy
susceptible fuera del hospedero; por tal motivo altas temperaturas, agentes
quimicos o la luz solar (UV) pueden destruir su envoltura lipidica. En laboratorios
de produccion de semilla asi como en cultivos intensivos, los brotes de OsHV-1 se
pueden controlar mediante cuarentena y medidas de higiene; por ejemplo, la
radiacion con rayos UV vy filtracion del agua, pero en el mejor de los casos se
deberan destruir aquellos lotes infectados y/o positivos. Los ostiones moribundos o
muertos deberan ser removidos y destruidos en la medida de los posible. El
equipo utilizado en una zona infectada no debera ser enviado ni utilizado en zonas
libre o no infectadas con el virus (OIE, 2013). Por otra parte, se ha demostrado en
C. gigas que la transmision y prevalencia de OsHV-1 dependera del background
genético o la capacidad de resiliencia que los organismos expuestos presenten
para enfrentar la infeccién viral (Sauvage et al., 2009; Dégremont, 2011;
Dégremont et al., 2013). En paises como Francia y México se estan desarrollo
programas de mejoramiento genético, cuyo objetivo es seleccionar familias

resistentes a OsHV-1, de esta forma se podra controlar la infeccion.
Métodos de diagnéstico
Las primeras herramientas utilizadas para la deteccion de los virus tipos Herpes

en el medio marino fueron mediante microscopia electrénica de transmision

(Farley et al., 1972). Inclusive la primera observacion que se realizé en México
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sobre la presencia de un Herpesvirus en cultivos de C. gigas fue mediante
microscopia electronica (Vasquez-Yeomans, 2004). Sin embargo mas
recientemente la tendencia ha sido hacia el uso de métodos moleculares de
diagnostico como PCR, gqPCR hibridacioén in situ, entre otros. En la tabla IV se
realiza una comparacion de las diferentes técnicas utilizadas para la deteccion de
OsHV-1 en diferentes fases del desarrollo de los moluscos bivalvos con especial

énfasis en C. gigas.

Tabla IV. Métodos para la vigilancia y diagnostico de OsHV-1 en diferentes fases del desarrollo de los
moluscos bivalvos (OIE) . A = Método recomendado por la habilidad, utilidad en el diagnéstico por su
especificidad y sensibilidad. B = Método estandard como buen diagnéstico por sus sensibilidad y
especificidad. C = Método aplicado en algunas situaciones, pero su costo, precision u otros factores limitan su
aplicaciéon. D = Método no recomendado para este propdsito. Cuadro tomado y modificado de Chapter 2.4.9
Infection with Ostreid Herpesvirus 1 microvariant OIE 2013

Fase del desarrollo en vigilancia

Método de diagnéstico
Larva Juveniles  Adultos

Lesiones macroscépicas D D D
Bioensayo D D D
Histopatologia D D D
Microscopia Electrénica de Transmision D D D
Ensayo con anticuerpos D D D
Hibridacion in situ con DNA C C C
PCR A A A
gPCR A A A
Secuenciacion D D D

A continuacién se describen brevemente algunos de los métodos utilizados para el

diagnostico de la infeccion por OsHV-1.

Histopatologia

Como la mayoria de los Herpesvirus, las lesiones asociadas a OsHV-1 seran

principalmente cambios en la morfologia celular nuclear (McGavin, 2007),
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asociados en la mayoria de los casos con cuerpos de inclusién intranucleares tipo
Cowdry A (cuerpos de inclusion eosinofilicos) (Meyers et al., 2009), dichos cuerpos
de inclusién no siempre se logran observar, pero se pueden llegar a encontrar
lesiones tales como hipertrofia nuclear, marginacion celular y picnosis, la cual
también se puede observar en hemocitos (Vasquez-Yeomans, 2004; Friedman et
al., 2005). Los principales sitios anatomicos en los cuales se pueden llegar a
observar estas lesiones, son aquellos con tejido conectivo en donde las células
fibroblasticas presentaran dichas alteraciones (Hine et al., 1992), también se
pueden encontrar en glandula digestiva, branquias y manto (OIE 2013). Las
lesiones a nivel estructural no siempre se logran observar asociadascon la
presencia del virus (Renault et al., 1994; Renault & Le Deuff, 1994). Por tal motivo
la examinacidon histologica no se considera como una técnica adecuada para
identificar la infeccion por OsHV-1. Para el estudio histopatoldgico el preservador
de eleccion es la solucion de Davidson, pero formalina al 10% y otros fijadores

estandar para histologia son aceptados (OIE 2013).

Microscopia Electrénica de Transmision

Mediante el uso de la microscopia electrénica de transmisién se han podido
identificar los principales tejidos en los cuales el virus tiene una mayor replicacion,
y es ademas utilizada para confirmar la presencia del virus las muestras (Renault
& Le Deuff, 1994; Renault et al., 2001; Arzul et al., 2001; Arzul et al., 2001b;
Vasquez-Yeomans, 2004). La gran desventaja que presentan esta técnica, es que
el tiempo de diagndstico es largo, es un método impractico para la vigilancia
epidemioldgica y la deteccion de algunos virus puede llegar a ser dificil debido a
su baja abundancia dentro de especies como peces, moluscos y macroalgas

(Batista et al., 2007). Gracias al uso de ésta técnica se ha podido describir y
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conocer mas sobre el ciclo de replicacion del virus en las células blanco. Se ha
observado por ejemplo, que la replicacion ocurre principalmente en las células
fibroblasticas a lo largo del tejido conectivo, especialmente en manto, palpos
labiales, branquias y glandula digestiva (Renault & Le Deuff, 1994; Renault et al.,
1995; Schikorski et al., 2011). Las muestras que seran procesadas para su
observacion mediante esta técnica, deberan ser conservar en glutaraldehido al 2.5
% con 0.1 M de buffer de cacodilatos (OIE 2013).
Técnicas moleculares alternativas para la deteccion de OsHV-1
Dentro de las pruebas convencionales para el diagnéstico se han desarrollado
técnicas utiles para la identificacion de OsHV-1, como es el caso de la
inmunohistoquimica, con la produccion de anticuerpos policlonales producidos en
ratones BalbC (Arzul et al., 2002). Otro método propuesto es el llamado LAMP
(loop-mediated isothermal amplification), mismo que se desarrollé para la
amplificacion de ADN bajo condiciones isotermales. Esta técnica demostro ser
simple, rapida, con alta sensibilidad y especificidad y capaz de ser utilizada tanto
en el laboratorio como en el campo (Ren et al., 2010)
Hibracion in situ

En C. gigas el uso de sondas marcadas de DNA viral obtenidas a partir de
productos de PCR, se utilizé primero como una herramienta para el diagnésticos
de OsHV-1 (Renault & Lipart, 1998; Renault et al., 2000; Barbosa-Solomieu et al.,
2004; pero también se ha utilizado para la deteccidn en organismos que
resistieron una infeccién primaria y fueron portadores asintomaticos de la
enfermedad (Arzul et al., 2002). Tiene también su importancia como método
confirmatorio en nuevos hospederos corroborando la deteccién por PCR vy
verdadera infeccion. El uso de esta herramienta es para demostrar la presencia
del virus en los tejidos, asi como su tropismo o bien para conocer el desarrollo de

la infeccion en los diferentes 6rganos infectados (Lipart & Renault, 2002).
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Deteccion de OsHV-1 mediante PCRy qPCR
Dentro de los métodos moleculares son la PCR y la qPCR, las técnicas de
eleccion para la deteccibn de OsHV-1 (OIE 2013). Para estas técnicas la
extraccion del ADN es un paso critico. En la tabla V se resumen los diversos

meétodos que se han utilizado para la extraccién de ADN viral.

Tabla V. Métodos de extraccion de ADN para la deteccion de OsHV-1 por PCR. Batista 2007

Fase del desarrollo Condiciones de muestreo Méteodo Referencia

(Renault et al., 2000)

Larva y semillas Congelacién a -20°C Moler y ebullir

Larva Congelacion a -80°C Lavar, moler, digerir con (Batista et al., 2005)
proteinasa Ky ebullir
Semilla Material fresco y muestras Kit Comercial unidos a gel de (Friedman et al.,
fijadas en etanol al 95% silica 2005)
Adultos Congelacién -80°C Moler, digestion con (Renault et al., 1995)

proteinasa K, purificacion con
fenol-cloroformo

en solucion de digestion (Barbosa-Solomieu et

Adultos y semillas

Fijados
Davidson y Carson. Bloques
de parafina

Desparafinacion,
con proteinasa Ky calor

al., 2004)

Adultos Fijados en solucion de Digestién con proteinasa K y (Barbosa-Solomieua
Davidson calor et al., 2005)
Adultos Fijados en solucion de Digestién con proteinasa Ky (en Batista et al,
Davidson purificacion con fenol- 200