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PRESENTACION

Esta publicacion se enmarca en la voluntad de apoyar la produccion cien-
tifica de los integrantes de nuestra comunidad universitaria. En este caso, se
trata de un valioso trabajo de la Profesora Adjunta Mg. Marcela ALVAREZ,
docente ordinario del Area Blologiia Celulary Molecular de la Carrera de
Licenciatura en Biotecnologia de la UNM, la cual inicio sus actividades en
el afio 2016, en el ambito del Departamento de Ciencias Aplicadas yTecno-
logia de la Universidad.

e trata del resultado de la investigacion de su tesis para la Maestria en
Salud Animal, realizada por la autora y dirigida por los Dres. Rosana Mat-
tiello y Emilio Leon de la Universidad de Buenos Aires, con el apoyo del
entonces Ministerio de Agricultura, Ganaderia N Pesca y el Servicio Nacio-
nal de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA); la cual fuera defen-
dida exitosamente en 2015. _

El objetivo Frmmpal del trabq‘bo fue demostrar que la cuenca alta del rio
Limay (Embalse Alicurd) estd libre de los agentes etioldgicos de necrosis
hematopoyética infecciosa (NHI), septicemia hemorragica viral (SHV) y
anemia infecciosa del salmon (AIS); donde se produce el mayor volumen
de truchas de Argentina. N _
~ Los resultados demostraron que en las condiciones actuales, el riesgo de
introduccion de estos agentes es insignificante, dada la evaluacion de riesgo
realizad; concretando un importante aporte a la actividad comercial vincu-
lada a la pesca y demostracion del grado de avance y potencia de la biotec-
nologia argentina. . .

Con esta publicacion deseamos alentar a la comunidad de la naciente
carrera de qutecnologia de nuestra Universidad a que profundicen esta
senda de trabajo y produccion cientifica.

Lic. Adriana M. del H. SANCHEZ
Secretaria de Investigacion,

Vinculacion Tecnoldgica y Relaciones Internacionales
Universidad Nacional de Moreno

5






INDICE

Capitulo 1.
Presentacion de 18 teSIS . s 11

Capitulo 11,
INEFOAUCCION v vrrvrsvrsrvssvsssrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssnes 13
.1 Importancia de la acuicultura a nivel mundial............ue 13
112 Produccion acuicola NACIONAl.......wuwmmmssssssssssssssins .16
11.2.1 Produccion de trucha arcoiriS....mmmmmmmmmmmmmmins A7
113 Poblacion de peces de [a region........vnscvsirirsnenis .18
114 Impacto de las enfermedades infecciosas en la acuicultura.......19
1141 Impacto en 13 producCion...... e 19
114.2 Impacto en el COMEICI0...ummuvmrmmrmsemrmssvsssmssessrssessrne 20
115 Antecedentes sanitarios de 1a region .......wemeeesivscssvsenn 21
116 Descripcion de las enfermedades viricas bajo estudio........... 22
116.1 Necrosis Hematopoyética Infecciosa (NH1).ovvvvvrvesvsrnn 23
11.6.1.1 Etiologia e inactivacion de 1a N H l......ccocvcveersseiiiirrnsssnn 23
11.6.1.2 Especies hospedadoras del N H 1....cooccoivvvveescssissnesssssnn 24
11.6.1.3 Fases de susceptibilidad del hUBSPEd.....c..ccvurvvrvrsssrsrens 24
11.6.1.4  Mecanismos de tranSmision..........uvvwssssssessssssssssssssssnes 24
11.6.1.5 Signos clinicos, lesiones Y patogenia.. ... mussrssrssssrssrens 25
11.6.1.6 Mortalidad y morhilidad.........occcccvrvmmrssssisssrmsmsssrrssssenns .20
11.6.1.7 Control y prevenCion........mmmmvmmsssssssssisssssssissn .20
116.2 Septicemia HemorrgicaViral (SHV)..ooomvvsssssssins 21
11.6.2.1 Etiologia e inactivacion de 13 SHV ..cccoocverrssssivisrneesssnnn 21
11.6.2.2 ESPECIES SUSCEPHDIES.....vvvvrrssssivvrvrnsssssirsssssesssssssssssssssssenss .28
11.6.2.3 Fases de susceptibilidad del hUBSPEd.......cccvurvvrrrsssrrsrens .28
11.6.2.4  Mecanismos de tranSmision.........cc.vvessmrssessssssssssssssssnns .28
11.6.2.5 Signos clinicos, lesiones Y patogenia.......msrrvsrssssrssrens 28
11.6.2.6 Mortalidad y morhilidad..........ccoeeevvvemrssssissssessssssnsssnens 30
11.6.2.7  CONrOl Y PrEVENCION...cvvvvvsvvrcivcssvsssenssirssssssssssesssnnes 3l
116.3 Anemia Infecciosa del Salmon (AIS)......wvvesvesvesvesins 3l
11.6.3.1 Etiologia e inactivacion de 1A IS ..ccccveeesesiiisvrnesssssrnnn 3l
11.6.3.2 ESPECieS SUSCEPLDIES......vvvvrsrrvvvmsssmssmrsssmssssssssssssssssssssnes 32
11.6.3.3 Fases de susceptibilidad del hUBSPEd........cvrerrvrersssrrrres 33
11.6.3.4  Mecanismos de transmision.........cevvessvrsmsssmsssmsssssssens 33
11.6.3.5 Signos clinicos lesiones Y patogenia....mmmmsmmmsrssssrsssens 33



116.3.6 Mortalidad y morbilidad........ccoeeriivveessssiiisnnnesssssnnnn 35

116.3.7  CONrol y PrevenCion.........cooceivvvversssssssssssssssssssssssssssess 36
N A 11 1 0 O 36
118 EVAlUACION 08 FISY0..cvvvvvrsrvmsssesssssssssssssisssisssssssssssssns 3
Capitulo 1.
Hipotesis 39
Capitulo IV, _
Obietlvo.ge_neral y particulares 41
[V ODJEtiVO GENEIAL. .o 41
IV2  ObJetivs PAItICUIAIES.....cvvrvesrvsrvnsrrsserssmssssssmssssssssssssssssrnes 41
Capitulo V.
Materiales y métodos _ 43
VI Seleccion de 1a zona de eStUdI0........mervmmsrrmsmrssmsssssssmssssssssines 44
V2 Diseilo del MUESIIRO..c.vvvvrvrrvssinsrmsesssmssmsssssssssessssssesssssnnes 46
V3 CAPLUTE et 0l
V4 Necropsia y toma de MUESHIAS.......wuwwevvvsecsmsessvsssssmsessessssens 52
V.4.1 Toma de muestra para Histopatologia..........emwermsrmnes 54
V.4.2 Toma de muestra para PCR ...ovvovvecrensvnsnssssssssssssssninns 55
V5 Técnicas de Diagnostico........... e ————————— 56
V5.1 Diagnostico Histopatologico.........mmwemmmmmmmsemsmvsrns 57
V.52 Diagnostico MOIECUIAr......v.vvvvvcvvsrvsserssrssrssessrssssssnn 58
V.5.2.1 Extraccion deARN de los 0rganos bIancos....ueeuurmmveevernen 58
V'5.2.2 Seleccion de primers 0 iNiCIadores.........couvvvvveessssnssssnsssns 59
V/.5.2.3 Técnicas moleculares aplicatas..........vmmmsssmmssssmmssssssssssssssnss 60
V.5.2.4 Controles UtiHZad0S....vmuurmmvvmssmmssmmssimmssmssssssssssssssssssssnnens 62
V.5.2.5 Validacion e interpretacion de los resultados de PCR ... 62
V.5.3 Métodos confirmatorios en caso de muestra sospechosa... 63
Capitulo V1.
Resultados 65
Capitulo VII.
Evaluacion de riesgo 13
AT [0 14
VILLL  ViaS 8 INGIESO..ovuvvmvvesvssismsssessssssssssssssssssssssssssssssins 75
VII. 1.1.1 Alevinos y 0vas embrionadas.......uevveeessenssssessssssvnsens 16



VIL 11,2 VI8 QCUALICA. vvvvveevveesssssessssssssessssssssessssssssssssssssssssessssses .80

VII.1.1.3  Plantas procesadoras en 1a Z0Na.........ccccvvvvmemssssssssenns .86
VI 1.1.4 Transmision por via MECANICA.....vvvvrurvvrvsssemssssssssssssssnn .88
VL2 RESUIAA0S..oovvvcrvvesssvsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 91
V2L MOGRIO ALS.oossssssssssssssssssssssssssssisssins 91
VIL2.2 MOUEIO SHV .oooosrsssnsssssssssssssssssssssssssssssisesns .92
Capitulo VIII.
DISCUSION ovvvevvvvvsssssssnsssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssns 93
Capitulo IX.
CONCIUSIONES oovvvsvvsvrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssins 99
Capitulo X.
BIDHOQIAfid .ovvvvvvsvssvsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnon 101
Capitulo XI.
ANEXOS ovvvrvvvvesssisssesssimssssssssssssssssssssssssssssssss st 113

X1.1 Anexo 1. o _
Protocolo Extraccion de acido ribonucleico
ARN de tejidos de peces SalmONIA0S......c.vwuvversrmsmssmsssmssssssssssssenn 113

X1.2 Anexo 2
Protocolo RT-PCR en un gaso (one step)

seqgUn Kit Access RT-PCR System (Promega).....vvmmvmssssssesine 117
X1.3 Anexo 3: _ o

Protocolo PCR convencional segin kit GoTaq (Promega)............. 119
X1.4 Anexo 4

Electroforesis en geles de agarosa.........ummmmmmmmmmsmmsmmmssmsssmsssinne 121
X1.5 Anexo 5 _

Controles positivos Y NBGALIVOS........uurwmmmrmmmssessmmssssssssessssssessnns 122

X1.6 Anexo 6:
O1ras 16SI0NES ODSEIVAUAS. ..vvvrssecrrveveeevereremsssssssssessssssseesssssssssesesssenes 123






CAPITULO | - PRESENTACION DE LATESIS

La presente tesis se desarrollo en dos etapas. En la primera se realizo el estudio
del terreno y los diagndsticos de laboratorio correspondientes para deter-
minar la ausencia de tres enfermedades viricas que afecta a los salmonidos
Necrosis hematopoyeética infecciosa, Septicemia hemorragica viral y Ane-
mia infecciosa del salmon. En la sequnda etapa, se realiz una evaluacion de
riesgo de ingreso de dos de las mismas Septicemia hemorrdgica viral y Ane-
mia infecciosa del salman.

La introduccion general pone en contexto el estado actual de la proble-
matica a nivel mundial y nacional de la acuicultura. En el capitulo de mate-
riales y métodos se desarrolla el disefio del muestreo, la metodologia para la
toma de muestras a campo, acondicionamiento y envio al Laboratorio; y se
describen las técnicas diagnsticas empleadas. EI capitulo de resultados, se
refiere a los datos obtenidos Iuego de la aplicacion de los métodos diagnos-
ticos. El capitulo de evaluacion de riesgo contiene la metodologia ai)licaday
los resultados obtenidos del mismo. Finalmente las conclusiones y la discu-
$ion que surgen de la integracion de las dos etapas.
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CAPITULO Il - INTRODUCCION

. 1. Importancia de la acuicultura a
nivel mundial

Los alimentos de origen acuicola estan dentro de los productos mas comer-
cializados del mundo. Tienen su origen tanto en la pesca como en la acui-
cultura. Durante el aflo 2012 estas actividades aportaron el 16,7% de protei-
nas animales a la poblacion mundial. EI consumo mundial de é)escado per
capita aumentd de un promedio de 9,9 kg en el decenio de 1960 a 19,2 kg
en el aflo 2012. Una parte considerable g cada vez mayor del pescado que se
consume en los paises desarrollados se abastece de las Importaciones, debido
ala firme demanday la disminucion de la produccion pesquera nacional.

Sequn las Gltimas estadisticas disponibles los productos provenientes de la
acuicultura han alcanzado ala produccion de carne anivel mundial (Fi?ura 1).

La tasa de crecimiento mundial de la produccion por acuicultura fue del
8,3% anual, frente al 2,9% de la produccion de came en sistemas terrestres
(GodfrayY col. 2010; FAQ, 2014).

En las Gltimas dos décadas, en consonancia con el impresionante aumento
de la produccion acuicola, se haJ)rodumdo un incremento considerable en
el comercio de numerosos productos de la acuicultura basados tanto en
especies de bajo valor como de alto valor. En este sentido, la acuicultura
esta contribuyendo al aumento del porcentaje que representan los produc-
tos pesqueros en el comercio internacional con especies de alto valor como
el salmon, el mero, el sargo, el camardn y la gamba, asi como con moluscos
bivalvos y de otro tipo, pero también con especies de bajo valor como las
carpas, los bagres (incluido el pangasius) y la tilapia.
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Labiotecnologfa como herramienta para el comercio de animales

Figura 1.
Evolucion de la produccion de carnes rojas vs acuicultura (1950-2012)

World Farmed Fish and Beef Production, 1950-2012

Source: EPI bas&don FAO. USDA

La produccion total de pesca y acuicultura a nivel mundial durante el
afio 2012 fue de 158 millones de toneladas, sin incluir las plantas acuaticas.
Segun las Ultimas estadisticas disponibles recopiladas por la FAO, la produc-
cion acuicola mundial alcanzo otro maximo historico de 90,4 millones de
toneladas (equivalente en peso vwo? a 144.400 millones de USD en 2012,
de los cuales 66,6 millones de toneladas correspondieron a animales acué-
ticos comestibles (137.700 millones de USD) y 23,8 millones de toneladas
a plantas acudticas, principalmente algas marinas (6.400 millones de USD).

Asi, la produccion de la acuicultura genero el 42% de la produccion total
de Fescado mundial en 2012 que, como se sefialo, fue del orden de las 158
r(nT”bOInef) de toneladas producidas tanto por pesca como por acuicultura

abla
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Capitulo Il - Introduccién

Tabla L:
Produccion de lapesca y la acuicultura en el mundo (FAO, 2014)

2007 2008 2009 2010 2011 2012
PRODUCCION Millones de toneladas
Pesca de captura
Continental 10,1 10,3 10,5 11,3 111 11,6
Maritima 80,7 79,9 79,6 77,8 82,6 79,7
Total pesca de captura 90,8 90,1 90,1 89,1 93,7 91,3
Acuicultura
Continental 29,9 32,4 34,3 36,8 38,7 41,9
Maritima 20 20,5 21,4 22,3 23,3 24,7
Total de acuicultura 49,9 52,9 55,7 59 62 66,6

TOTAL PRODUCCION PESQUERA
MUNDIAL 140,7 143,1 145,8 148,1 155,7 158

En cuanto a la distribucion geografica, la acuicultura en los paises asiati-
cos representa mas del 88% de la produccion mundial, siendo sequidos en
orden de |mPortanC|a por los siguientes continentes América, Europa, Africa

y Oceania (Tabla 2).
Tabla 2:
Produccién por acuicultura por grupo de paises
. Afio
Continente 1990 1995 2000 2005 2010 2012
imica tn 8LOIS 110292 309688 646182 1286591  1.485362
% 0,62 0,45 1.3 146 218 223
ton 548470 010571 1423433 2176740 2561.089  3.187.319
AMERICAS 119 377 139 191 131 478
ASIA ton 10801531 21677.082 28430611 39.185.417 52436.025  58.895.736
% 82,61 88,9 87,67 88,46 88,82 88,39
ERopa  fon 1601649 1581350 2082567 2137340 2548.004 2880641
% 12,25 6,49 6,33 483 432 432
ocEaNA o0 42005 94238 121480 151466 185617 184.191
% 032 0,39 0,37 0,34 0,31 0,28

Fuente: FAO 2014

La produccion acuicola mundial de especies comestibles aumento a una
tasa media anual del 6,2 % en el periodo 2000-2012 esto es, de 32,4 millo-
nes a 66,6 millones de toneladas. En total se cultivan 230 especies para con-
sumo humano y cerca de 5.400 peces dulceacuicolas y marinas comerciali-
zados como ornamentales.
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Un 66,6% proviene de la produccion de peces con escamas, tanto de aguas
continentales como marinas, incluyendo alos salmonidos. Dentro de los peces
diddromos, las especies con mayor produccion son el salmon del Atlantico
(Salmo salar) y [a trucha arcoiris (Oncorliyuchus mykiss). Ambas especies alcan-
Zaron una participacion ascendente en eY comercio mundial que llegé al 11,5
%de participacion en el afio 2012, aunque baj o por primera vez ese ano debido
a las patologias que se produjeron en las poblaciones de cultivo en Chile.

[1.2. Produccion acuicola nacional

La Frodupci()n en Argentina se ha mantenido baja en relacion a otros paises
de la region, oscilando entre las 2.400 Tm y las 2.000 Tm en los dltimos 5
afios, a pesar que se cuenta con un interesante potencial de sitios y cuerpos
de agua maritimos y continentales aptos para su desarrollo.

Se produce un total de 22 especies, tanto autéctonas como el pacl (Piarac-
tus mesopotamicus),e1surubi (Pseudoplatystoma spR) y el mejillon (Mitylus edu-
lis) como de especies introducidas como la trucha arcoiris y la ostra concava
(Crassostrea gigias) entre otras. Entre las que se destacan el pacu y la trucha
arcoiris con el mayor volumen de produccion (Figura 23. o

Merece sefialarse que los sistemas de cultivo utilizados son distintos: el
pacU se produce en condiciones semi-intensivas en estangues en cambio la
trucha en sistemas intensivos en jaulas o estanques.

Figura 2:
Produccion por acuicultura 2003-2013 en Argentina
(Fuente: Direccion de Acuicultura MAGYP)

Otros
mlLagarto
mTilapia
mSurubi
mMejillones
mOstras
mCarpas varias
mPacl

A A é mTrucha
ANO
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Capitulo Il - Introduccién

[1. 2. 1. Produccion de trucha arcoiris

Durante el afio 2013 se produjeron en Argentina un total de 1.264 Tm de
trucha arcoiris éOncorIiyuchus mykiss), que representd el 32,4% del total de
3.868 Tm de todas las especies que se producen a nivel pais. Existen peque-
fias producciones artesanales en estanques, pero el sitio de produccion indus-
trial se encuentra en el Rio Limay que nace en el Lago Nahuel Huapi de
cuenca Atlantica, especificamente en el primer embalse Ilamado Alicura. Las
explotaciones se realizan en jaulas flotantes, en sistemas intensivos, en el
cuerpo de agua y hay posibilidades de expansion de la produccion a los
siguientes embalses: Piedra del A([;una, Pichi Pictn Leufd y EI Chocon. A
partir de 1990, se instalaron en el embalse Alicura los primeros emprendi-
mientos para el cultivo intensivo de la trucha arcoiris, debido a las caracte-
risticas favorables del ambiente para esta actividadz por las politicas de desa-
rrollo impulsadas por las Provincias y la Nacion (Prieto y col., 1996).

El desarrollo de la actividad en este embalse ha generado la introduc-
cion de alevinos provenientes de distintos criaderos de la region o bien por
importaciones de ovas realizadas en su mayoria de Dinamarca y Estados
Unidos. Basicamente éstas introducciones se realizaron para mantener una
produccion continua de trucha, al introducir alevinos en contra estacion
Eara mejora genética de los planteles de reproductores. En 1996, Wicki

uchini realizaron una estimacion conservadora del |potem:lal de produc-
cion basado en el calculo de la capacidad de carga del embalsg, fig’)ando esta
(ltima en un tonelaje no inferior a 3.600 Tm/afo. Por su parte, Pedrozo y
col. (1997) estimaron que para mantener el nivel trofico del embalse cercano
aun 80% de su oligotrofia actual, la produccion maxima de peces deberia
situarse entre 3.500y 5.000 Tm/afo.

Los establecimientos se encuentran ubicados en la margen izquierda del
embalse, proximo a la ruta nacional N° 237. La Provincia del Neuquen
otorgd concesiones en el a%ua donde se encuentran lasjaulas, al igual que la
Provincia de Rio Negro, sobre la otra margen con mayor dificultad de acceso.
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Labiotecnologfa como herramienta para el comercio de animales

Figura 3:
Cuenca alta del rio Limay

1. 3. Poblacion de peces de la region

En la Patagonia se reconocen dos grandes regiones ictiofaunisticas divididas
por ¢l rio Chubut: la region del norte o Patagonia Antigua que se extiende
através de las provincias de Neuquén, Rio Negro y Chubut y la region del
sur 0 region de Santa Cruz que se extiende desde los 45° S hasta el estrecho
de Magallanes (Arratiay col., 1983). _ o

‘La ictiofauna de la region del norte, se caracteriza por poseer baja diver-
sidad y especies endémicas como el Gymnocharacinus bergi, caracido que
habita la meseta de Somuncura (Menni & Gomez, 1995), y representantes
de las familias Characidae, Trichomycteridag, Calllchthf/dae, (probablemente
introducidos, Baigtin y col., 2002), Galaxiidae, Anablepidae y Poeciliidae;
que comprenden un total de 21 esBem_es (Liotta, 2006).

En el embalse de Alicura, las poblaciones naturales de peces estan repre-
sentadas predominantemente por especies como las percas criollas Percich-
thys trucha y P uinciquerrai, la perca bocona (P colhuapiensis): puyen pequefio
(Galaxias inaculatus), el pejerrey patagonico (Odonthesthis hatcheri), el bagre
otuno (Diplomystes viedmensis) y el Dagre del torrente (Hatcheria macragi)
(Pascual y col., 2002).
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A partir del afio 1900, hubo una fuerte politica de introduccion de salmo-
nidos provenientes del hemisferio norte en zonas consideradas importantes
Fara la pesca deportiva (Wegrzyn & Ortubay, 2006). Dentro de estas especies,
aque mejor se ha adaptado fue la trucha arcoiris (Oncorliruchus mykiss) junto
a otras especies como la trucha marron (Salmo trutta), el salmon encerrado
(Salmo salar) y la trucha de arroyo (Sah'eliliusfontiiialis) SPascuaI y col., 2007).

Las provincias, tanto Neuquen como Rio Negro, ademas del Centro de
Salmonicultura de Bariloche que depende de la Universidad Nacional del
Comahue (CRUB?, poseen estaciones de piscicultura que producen alevi-
nos que proveen alos establecimientos para produccion de truchas, como asi
también para la resiembra de cuerpos de agua basicamente de trucha arcoi-
ris, trucha marron y salmon del Atlantico variedad encerrado; que son de
interés pesquero deportivo.

1. 4. Impacto de las enfermedades
infecciosas en la acuicultura

1. 4. 1. Impacto en la produccion _ _ _
El aumento en la produccion por acuicultura produce riesgos medioam-
bientales debido a los sistemas de Produccién intensiva o superintensiva, los
que traen aparejados densidades altas, eutrofizacion de los cuerpos de agua,
aparicion de diversas patologias, utilizacion de farmacos y eventual resisten-
cla a los mismos. A medida que la acuicultura se diversifica e intensifica, los
riesgos aumentan tanto para los ecosistemas, como para las personas y los
Broplos animales de cria, provocandoles estrés y afectando su inmunidad.
entro de los riesgos podemos sefialar a las enfermedades infecciosas como
las que se encuentran bajo estudiosas zoonosis, etc. Las enfermedades tienen
un gran impacto negativo en la produccion por acuicultura y el desarrollo
sostenido de esta actividad. La dispersion de patogenos es provocada por el
comercio internacional de animales vivos y sus 5productos, de piensos y adi-
tivos (Bondad Reantaso, 2004; Subasmghe, 2005;Walker & Wmton, 2010).
Las enfermedades infecciosas producidas por bacterias, virus y parésitos,
provocan pérdidas directas por bajos rendimientos productivos, mortalidad
de animales, crecientes gastos de funcionamiento, cierre de las operacio-
nes de acuicultura con el consiguiente desempleo, restricciones al comercio
y los efectos negativos que producen sobre la biodiversidad y el ambiente
(Blanco y col., 2000; Mennerat y col., 2010;Winton, 2002 b).
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Dentro de las enfermedades infecciosas que afectan a los peces de cultivo,
los virus constituyen el mayor problema en los peces de agua fria, debido a las
altas mortalidades que producen y a que no existen tratamientos especificos
disponibles, como son los antibioticos en las bacterias. EI control y la erra-
dicacion de enfermedades viricas en peces, se realiza a través de vacunas en
forma preventiva. Sin embargo actualmente, la proteccion que dan las mismas
no es totalmente efectiva debido a las particularidades del sistema inmune de
los peces (Fernandez Alonso y col., 2001;Wmton, 2002 & Holvold, 2014).

Esto resulta mas complejo aln si consideramos que gran parte de los ani-
males que sobreviven a la enfermedad pueden resultar portadores durante
largos periodos de tiempo (Winton, 2002 & Gimenez V col., 2005). Estas
circunstancias hacen que las condiciones de manejo y el diagnostico de los
animales enfermos o portadores bien sean de cultivo o silvestres en el caso
de producir dentro de una cuenca hidrica en jaulas, constituyan una de las
medidas mas eficaces en la prevencion de estas patologias (Blanco y col.
2000;Winton, 2002 a;Johansen y col., 2011).

[1.4.2. Impacto en el comercio

En Acuicultura, las pérdidas debidas a las enfermedades infecciosas son
mayores que la suma de las pérdidas debidas a todas las demas causas jun-
tas. Se estima que en conjunto un 10% de todos los animales cultivados se
pierden cada ano debido a las enfermedades (Bondad Reantaso, 2004; Pilay
y col., 2005). Muchas enfermedades causan mortalidades superiores al 90%
en una granja individual. Solo en Francia la SHV causa pérdidas anuales del
35% de truchas adultas en las 4reas infectadas y en USA mas del 50% de la
cosecha anual, en esta misma especie, se pierde por enfermedades infecciosas.
ComUnmente la aparicion de una enfermedad viral en una granja requiere
el sacrificio de todo el stock y la esterilizacion completa del establecimiento
antes de un nuevo ciclo productivo. La aparicion de una infeccion de éste
'[IFO en cultivo en jaulas en mar abierto Fuede igualmente ser devastadora.
El reciente brote de AIS en el salmon del atlantico en Chile, entre el 2007
y el 2008, represento importantes pérdidas economicas, laborales y cambios
fundamentales en las regulaciones de la actividad (Godoy y col., 2008; Mar-
dones y col, 2009%..A_demés los rebrotes de dicha enfermedad ocurridos en
Chile, abre la posibilidad de que su agente se torne mas virulento (Godoy
y col., 2013).
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La Organizacion Mundial de la Sanidad Animal (OIE) es la responsable
internacional del desarrollo y (Fromocién de estandares sobre Sanidad Ani-
mal, que afectan al comercio de animales vivos y sus productos, reconocida
por la Organizacion Mundial del Comercio (OMC).Teniendo en cuenta las
caracteristicas especiales de las poblaciones acudticas, la OIE cred en 1960 la
Comision para las enfermedades de los peces, para luchar contra el aumento
de las mismas, ampliandose en el afio 1988 a las enfermedades de los crus-
taceos y los moluscos.

La comercializacion internacional de animales acuaticos tanto vivos como
sus productos, demanda el desarrollo de controles sanitarios para responder a
los requisitos de los paises compradores. La OIE es el organismo que elabora
y establece los requerimientos minimos arpllcables al comercio internacional.
De acuerdo aello es necesario conacer el estatus sanitario de una poblacion,
dentro de un Fais, zona 0 compartimento. Como Se desconocia cuél era la
situacion en el embalse Alicura, se planifico el presente trabajo para el estu-
dio de tres enfermedades que se encuentran dentro de la lista de declaracion
obligatoria (OIE, Manual Acudtico 2014).

[I. 5. Antecedentes sanitarios de la region

Hubo diversos estudios realizados desde el afio 1990 sobre el estado sanitario
de salmonidos en el embalse y la cuenca de Alicura, aunque los mismos fue-
ron esporadicos y realizados por instituciones como el CEAN como auto-
ridad sanitaria por parte de la Provincia de Neuquén o la Universidad del
Comahue por trabajos originados en investigaciones y tesis de grado; nin-
%uno habia seguido los lincamientos de la OIE (Coria, 1991; Coria y col.,

995; Noguera & Calzolari, 2002? o

A partir del afio 1994 hasta el aifo 2002, la Universidad del Comahue
a través del Centro Reglona[ Universitario Bariloche (CRUB) a requeri-
miento de la Autoridad Jurisdiccional de Cuencas %AIC), realizaron distintos
estudios para evaluar el estado ictiosanitario del embalse Alicura que incluyo
animales silvestres de distintas especies de salmonidos de la zona del Limay,
rio Traful y el propio embalse. Las técnicas empleadas fueron cultivos hac-
teriologicos y procesamiento por histologia, ademas de IFAT y Elisa. Sola-
mente en las dos campaiias llevadas a cabo en el 2002 se detecto la presencia
de Renibacterium salmoninarum, causal de la enfermedad bacteriana del rifion,
en animales silvestres sin signologia clinica (Noguera & Calzolari, 2002).

21



Labiotecnologfa como herramienta para el comercio de animales

Respecto a los muestreos realizados por el CRUB en trucha arcoiris de
cultivo, no se detecto el agente que provoca la enfermedad de la enferme-
dad bacteriana del rifion.

En el aiio 1995 el CEAN realizd una serie de campafias de toma de mues-
tras de trucha arcoiris (de cultivo y silvestres), salmon del Atlantico, trucha
marron y trucha de arroyo de origen silvestre. Empleo la técnica de cultivo
celular éCHSE-ZM), para la bisqueda por primera vez en la region de los
virus NHI, Necrosis pancredtica infecciosa y Herpesvirus en Salmonidos,
siendo los resultados NEGATIVOS en el sur de la provincia del Neuguén
(Coriay col., 1995). _

Las enfermedades detectadas en su mayoria fueron bacterianas (Flavobac-
terium spp, Aeromona hydrophila, Pseudomonas aeruginosa, etc), fungicas (Sapro-
legnia spp) y parasitarias (Hexamita spp, Ichtyophtirus spp, Diphillobotrium sgg
etc.) asi como también enfermedades nutricionales (Scheinert y col., 19
Noguera & Calzolari, 2002; Luchim, 2004).

También se enviaron muestras a laboratorios en Chile, por parte de empre-
sas privadas, tomandose muestras de tejido en gooles de atres, inoculandose
lingas celulares de CHSE-214, SHK-1 y BF-2, para el hallazgo entre otras
enfermedades virales la AIS, NHI y SHV siendo los resultados NEGATI-
VOS (com. pers. Rotari).

1.6. Descripcion de las enfermedades
viricas bajo estudio

A continuacion se realiza una breve descripcion de las enfermedades vira-
les estudiadas en esta tesis: la Necrosis Hemat(\J})oyética Infecciosa (NHI), la
Septicemia viral hemorragica infecciosa (SHV) y la Anemia infecciosa del
salmon (AIS).

Las tres enfermedades son de declaracion obligatoria para la OIE (OIE,
2014). Las dos primeras se seleccionaron por ser las que mas afectan a la tru-
cha arcoiris, provocando importantes mortandades y por los movimientos
de importaciones de ovas de paises con estas enfermedades. LaAlS se selec-
ciond por ser una enfermedad que ha causado serios problemas en Chile,
pais que transita por nuestro territorio con alevinos asi como con productos
terminados y subproductos.
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1. 6.1. Necrosis Hematopoyética Infecciosa (NHI)

Es una infeccion cuyas principales consecuencias clinicas y economicas tie-
nen lugar en piscifactorias que crian trucha arco iris, donde los brotes (pue-
den dar lugar a mortalidades muy altas. Sin embargo, también el salmdn
del Pacifico como el del Atlantico Fueden resultar gravemente afectados. El
virus de la NHI se ha detectado solo en el hemisferio Norte.

II. 6.1. 1 Etiologia e inactivacion de la NH | N
Es causada por un virus de la familia Rhabdoviridae, género Novirhabdovi-
rus, denominado virus de la NH1 (VNHI).Tiene un virion que contiene un
8enoma de ARN mono catenario con polaridad negativa, no segmentado,
e aproximadamente 11.000 nucledtidos que codifica para seis proteinas.
Los rhabdovirus generalmente tienen cinco polipéptidos A(j)ollmerasa L; gli-
coproteina G; nucleocapside N fosfoproteina Py matrix ?;y una proteina
no estructural NV (non virion), que solo se encuentra en los Novirhabdovi-
rus (Figura 4). (Emmeneglgerg col., 2000; Kurath y col., 2003; Enzmann%/
col., 2005; Enzmanng col., 2010; Nishizawa y col., 2006; Kim y col., 2007;
Kolodziejek y col., 2008;Johansson y col., 2009).

Figura 4.
Esquema de virus Novirhabdovirus
G) Matrix protein (M) Polymerase (L)

Genomic RNA

Nucleoprotein (N)

vViralZone 7010
Swiss Institute of Bioinfot mttits Ribonucleocapsid

(RNP)
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Se han registrado variaciones en la virulencia y la preferencia por hospeda-
dor en cepas deVNHI durante casos de enfermedades naturales X en Infec-
ciones experimentales (La Patra y col., 1993 & Garver y col., 2006). Este
virus, fuera del hospedador, se caracteriza por ser labil al calor, a la acidez y
al éter. El virus sobrevive en agua dulce al menos 1mes abajas temperaturas,
sobre todo en presencia de materia organica. ETVNHI se inactiva facilmente
en presencia de los desinfectantes de uso habitual y por desecacion y calor a
56° C y pH 3 (Wolf, 1988; OIE Codigo Acuético 2014).

I1. 6.1.2. Especies hospedadoras _ N

Los principales hospedadores delVNHI son miembros de la familia Salmo-
nidae. Las especies que se ha observado que se infectan de forma natural son:
la trucha arco iris (O. mykiss), el salmon real (O. tshmvytschdﬁ, el salmon rojo
0. nerka), el salmon keta (O. ketd), el amago (O. rhodurus), el salmon japones
0. masou), ¢l salmon plateado (. kisutch) y también el salmon del Atlantico
(Salmo sala(L._E_n ocasiones se han observado otros salmanidos que presen-
tan susceptibilidad en infecciones naturales §Wolf, 1988; Bootland & Leong,
1999; European Food Safety Authority, 2008;).

1. 6.1. 3. Fases de susceptibilidad del huésped _

Las larvas con saco vitelino constituyen el estadio mas susceptible. Los adul-
tos suelen ser mas resistentes a la enfermedad clinica, pero se ha observado
una gran variabilidad alVNHI entre ejemplares.

Un buen estado sanitario de los peces parece disminuir la susceptibilidad al
VNHI. Lamanipulacion y otros factores estresantes pueden hacer que infec-
ciones subclinicas Ileguen a ser manifiestas. S

Los peces se tornan cada vez mas resistentes a la infeccion con la edad
hasta el desove; momento en el que, una vez mas, se vuelven muy suscepti-
bles y pueden excretar grandes cantidades de virus en los productos sexuales.

Los supervivientes de la NHI presentan una fuerte inmunidad protec-
tféé‘g%()’” la sintesis de anticuerpos circulantes contra el virus (La Patra y col.,

II. 6.1. 4. Mecanismos de transmision

El virus se excreta por via urinaria, liquidos sexuales y mucus externo (Boot-
land & Leong, 1999;Wolf, 1988). La transmision horizontal es més frecuente
en peces juveniles infectados, los que excretan grandes cantidades del virus.
También, se han registrado casos de transmision vertical o asociada a las ovas;
ya que es el Unico mecanismo que explica la aparicion de NHI en nuevos
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lugares geograficos (Winton, 1991). La transmision horizontal delVNHI suele
tener lugar por exposicion directa, pero también se ha propuesto la inter-
vencion de vectores invertebrados en la misma (Bootland & Leong, 1999).

Se ha demostrado la existencia de portadores asintomaticos, que representa
uno de los mayores riesgos de dispersion de la enfermedad.

I1. 6.1. 5. Signos clinicos, lesiones y patogenia

Los signos visibles de la enfermedad son letargia y nado anormal que gene-
ralmente preceden ala muerte. En la superficie externa (Figura 5) se observa
oscurecimiento de la piel y exoftalmia; branquias palidas, hemorragias en la
base de las aletas y abdomen distendido (Bondad-Reantaso y col., 2001). A
la apertura se observa palidez generalizada. _ .

La infeccion por elVNHI a menudo conlleva mortalidad debida a la per-
turbacion del equilibrio osmotico, lo que trae aparejado edemas ){ hemo-
rragias. Se cree que el virus ingresa por las branquias y las bases de las aletas,
mientras céue el rifion, el bazo y otros drganos internos parenquimatosos son
los sitios de replicacion del virus durante el curso agudo de la enfermedad
(Bootland & Leong, 1999;Wolfi 1988).

Figura 5:
A) Exoftalmia y oscurecimiento de la piel B) Branquias bazo e higado palidos
(Fuente: CEFAS)

Una alteracion histopatoldgica caracteristica de esta infeccion, es la pre-
sencia de lesiones necroticas en el tejido hematopoyético renal. La enfer-
medad también provoca necrosis en rifion pancreas y tracto gastrointestinal,
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Figura 6:
A: Intestino con células epiteliales negativas y positivas en la lamina propia al INH 1
con IHQ (indicado con la flecha). B: Rifidn anterior con IH Q positiva en células
hematopoyéticas. (H&E x 400 ) (Fuente: Fish Pathology)

II. 6.1. 6. Mortalidad y morbilidad o
En funcion de la especie de pez, las condiciones de cria, de la temperatura
K.hasta cierto punto de la cepa virica, los brotes de NHI pueden oscilar de

iperagudos a cronicos, _ -

Losbrotesagiudoscursan conunalto 8orcentaje demortandad diariaylamor-
talidad acumulada puede alcanzar el 90-95% o més (Bootland & Leong, 1999).

En los casos cronicos, las pérdidas por muerte se prolongan y en un mismo
lote suelen observarse peces en distintos estadios de la enfermedad.

‘En pruebas experimentales se ha observado que elVNHI puede E5)rodu-
cir mortalidad entre los 3°C y los 18 °C (Bootland & Leong, 1999); sin
embargo, en condiciones naturales la enfermedad clinica suele tener lugar
entre los 8°C y los 15°C.

1. 6.1. 7. Control y prevencion
La transmision es a través del agua, movimiento de animales, contacto con el
agua o equipos contaminados no tratados.

“Los métodos de control de laNHI, actualmente, se basan en evitar la expo-
sicion al virus mediante la implementacion de politicas de control estricto y
buenas practicas de higiene éWlnton, 1991).

La desinfeccion profunda de huevos fecundados, la utilizacion de suminis-
tros de agua libre del virus para la incubacion y cria, la utilizacion de insta-
laciones con medidas de bioseguridad establecidas son fundamentales para
prevenir la NHI en cualquier piscifactoria,
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Il. 6. 2. Septicemia Hemorragica Viral (SHV)

La SHV esuna de las enfermedades mas serias de la trucha arco iris de cultivo,
debido a la importante mortalidad que provoca que Puede llegar al 80% de
los individuos de las poblaciones afectadas. Es una enfermedad endémica de
muchos paises de la Union Europea (Stoney col.,2008;Duesundy col.,2010).

Il. 6.2. 1. Etiologia e inactivacion de laSHV

Esta enfermedad es causada por un rabdovirus, que pertenece al género
Noi‘irhabdoi‘irus, al |gual_3ue laNHL (Figura 4). Es un virus de genoma ARN
simple cadena de polaridad negativa, que comprende 11 Kby que contiene
seis regiones codificantes para seis proteinas. La glicoproteina viral G de
membrana, es el antigeno de superficie contra el cual s generan los anti-
cuerpos neutralizantes (Walker y col., 2000). _
La suPerV|ven9|a_ delVSHV fuera del hosgedador depende de las condi-
ciones fisico-quimicas del agua (Ahne, 1982) y de la temperatura; ya que
el virus sobrevive durante periodos mas largos a 4°C que a 20°C (Parry &
Dixon, 1997).

LosVSHV aislados de especies marinas son aparentemente mas virulentos
que los aislados de especies dulceacuicolas. Se ha documentado que el virus
persiste en agua dulce durante 28-35 dias a 4°C (Parry & Dixon, 1997) y
se ha observado que es infectivo durante 1afio a4°C en agua dulce filtrada
(Hawley & Garver, 2008). _ _ o

En agua dulce sin tratar a 15°C, el tiempo necesario para una inactivacion
del 99,9% fue de 13 dias, pero en agua marina el virus se inactivo en un
plazo de 4 dias (Hawley & Garver, 2008). La conservacion de peces infecta-
dos por elVSHV a temperaturas de congelacion comerciales &/Ia posterior
descongelacion) no matan completamente al virus, J)ero reducen su infecti-
vidad o titulo en un 90% o mas (Artkush y col., 2006). Los reservorios del
VSHV son peces infectados clinicamente asi como portadores asintomaticos,
que pueden ser peces de piscifactoria, asilvestrados o salvajes.

Existen varios factores que influyen en la susceptibilidad a la SHV En la
trucha arcoiris se ha observado una variabilidad genética con respecto a ésta
(Henryon'y col., 2002a; 2002b), y la edad del pez_garece tener cierta impor-
tancia (cuanto mas joven es el pez es més susceptible). En general, los mayo-
res indices de mortalidad se describieron en peces adultos que nunca antes
habian tenido contacto con elVSHV
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II. 6. 2. 2. Especies susceptibles _ _

Es probable que elVSHV sea endémico en poblaciones de aguas templa-
das, en amplias zonas del hemisferio norte. Afecta también al rodaballo y el
falso halibut del Japon, asi como a una amplia variedad de especies salvades
tanto de agua dulce como marina (Eurogean Food Safety Authority, 2008;
Meyers & Winton, 1995; Skall y col., 2005). Hasta el momento, s¢ ha aislado
elVSHV de unas 80 especies diferentes de Eeces de todo el hemisferio norte,
incluida Norteamérica, Asia y Europa (OIE, 2013)

I1. 6. 2. 3. Fases de susceptibilidad del huésped _

La infeccion por elVSHV puede causar enfermedad y mortalidad en todas
las fases de vida de los peces susceptibles. La infeccion puede dar lugar d
desarrollo de una inmunidad protectora en zonas endémicas; por tanto, la
enfermedad es ms abundante en poblaciones de peces jovenes, previamente
no infectados,

I1. 6. 2. 4. Mecanismos de transmision .

La transmision tiene lugar principalmente de forma horizontal por el agua,
debido a la excrecion del virus con la orina y productos sexuales (Wolf,
1988; Smail y col.,, 2011). . _

No se dispone de indicios ni pruebas de una verdadera transmision vertical
delVSHV (Bovo y col., 2005 & 2005 b). El periodo de incubacion depende
de la temperatura y de la dosis infectiva y dura 5 a 12 dias a temperaturas
Optimas.

La enfermedad tiene lugar a temperaturas de entre 4°C y 14°C. Entre
15°C y 18°C tiene un curso rapido y poca mortalidad acumulada. Las bajas
temperaturas del agua (1-5°C) en general dan lugar a un curso largo de la
enfermedad, con baéa mortalidad diaria pero con una alta mortalidad acu-
mulada. Los brotes de la SHV se pueden dar en cualquier estacion del afio,
pero son mas frecuentes en primavera, cuando las temperaturas del agua
estan aumentando o fluctuando. (Wolf, 1988; Smail y col., 2011).

1. 6.2. 5. Signos clinicos, lesiones y patogenia

En las fases sépticas de la enfermedad, el virus es abundante en todos los teji-

dos, incluidos piel y musculos. Los drganos diana son el rifion, el corazon y

el bazo, donde el virus es mas abundante. En las fases cronicas, los titulos del

virus pueden llegar a ser altos en el encéfalo. (Wolf, 1988; Smail y col., 2011).
Los peces enfermos Tpue_olen presentar signos clinicos inespecificos en las

primeras fases de la infeccion, como una aparicion rapida de la mortalidad
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(que puede alcanzar el 100% de la poblacion de alevinos). La enfermedad
presenta tres estadios. En la primera etapa ﬁfase a?uda)_ los signos presentados
por los peces son oscurecimiento de la piel, exoftalmia, hemorragias en ale-
tas, piel'y ojos. En la segunda etapa, (fase cronica) presentan anemia severa
y palidez abdominal con hemorragias internas y necrosis en tejido hemato-
poyético (Figura 7). ' _ '

En la tercera etapa debido a alteraciones neurolé?lcas, se produce nado
anormal en espiral y desequilibrio osmético que conlleva ala muerte (Win-
ton y col.; 2002 b)

Figura L.
A) Flemorragias en laminillas branquiales. B) exoftalmia (Fuente:CEFAS)

A
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Los Organos y tejidos con mayores alteraciones histoldgicas son el higado,
rifion, bazo y masculo. El rifion exhibe degeneracion y necrosis del tejido
hematopoyético. El higado presenta necrosis focales y vacuolizacion de los
hepatocitos.

Figura 8:
Seccion de rifion en trucha arcoiris, notese los melanomacrofagos degranulados, en el tejido
hematopoyético H&E x 100 (Fuente: Fish pathology)

1. 6. 2. 6. Mortalidad y morbilidad o _ N
La mortalidad varfa en funcion de muchas condiciones ambientales y fisio-
logicas, la mayoria de las cuales no estan del todo determinadas. Esta enfer-
medad se Fresenta, en general, en aguas frescas a frias, y la maxima mortali-
dad tiene fugar entre los 9-12°C. N .

Los alevinos pequerios de trucha arco iris (0,1-3 g) son mas susceptibles
al genotipo I & en los que causa mortalidades cercanas al 100%. Todos los
tamafios de la trucha arcoiris son susceptibles, con mortalidades que oscilan
entre el 5%y el 90 %. _

Se han notificado brotes de la SHV en ambientes tanto de agua dulce
como de agua marina con salinidades de hasta 36 partes por mil y a tempe-
raturas de entre los 2°C y los 20°C. La mayoria de los brotes de la enferme-
dad se observan en primavera, cuando las temperaturas fluctdan.
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En pruebas de laboratorio se ha observado que el intervalo de temperatu-
ras del genotipo IV b delVSHV parece ser el mismo que el del genotipo |,
con un optimo en los 9-12°C y un limite superior en los 18-20°C (Good-
win y col,, 2011).

1. 6. 2. 7. Control y prevencion
Aln no existe un tratamiento especifico de la enfermedad por lo cual es
importante el segmmlent_o continuado y el diagnostico precoz del virus.
Ciertas practicas de manejo han funcionado para reducir el nimero de pis-
cifactorias infectadas en una zona endémica y para Fre_venlr la reinfeccion,
como el sacrificio sanitario y el descanso de las instalaciones (Olesen y col.,
1997; Olesen, 19983.

La desinfeccion de huevos embrionados es una medida preventiva efi-
ciente (Bovo y col., 2005b).

1. 6.3. Anemia Infecciosa del Salmon (AIS)

Es una enfermedad que afecta tanto a salmonidos silvestres como de cultivo,

con presencia en Noruega, Escocia, Estados Unidos, Canada, Islas Farace y

Chile. En este Ultimo pais fue el mayor caso de epidemia registrada en el

mundo (Mardonesy col., 2009). _ B _
Afecta J)Hnmpalmente al salmén del Atlantico que manifiesta los signos

alilrliqos ¢ la enfermedad y las truchas arcoiris actuarian como reservorios
el virus.

Il. 6.3. L Etiologia e inactivacion de laA1S N
El virus de la AIS pertenece al género Isavirus de la familia Orthomyxoviridae.
EIVAIS, (Flgura 9§ es un virus envuelto, de 100-130 nm de diametro, con
un %enoma ormado por ocho segmentos de ARN mono catenario de 1,0
a2,3 Kb con polaridad negativa &Dannewg y col., 1995). 5
La cepas de AIS virulentas HPR A presentan deleciones en la region
altamente polimorfica (HPR) de la gbllgoproteina_de superficie del virion,
hemaglutina estearasa. La cepa AIS de haja patogenia HPRO tiene la secuen-
cia completa de HPR y causa una infeccion subclinica con replicacion prin-
cipalmente en las branquias sin provocar enfermedad. Se ha sugerido que la
ceE)a con la secuencia HPR entera (HPRO) constituye un precursor a partir
del cual se originan todas las variantes patogenas del VAIS con HPR dele-
cionada (patogenas HPR A). (Godoy y col., 2013)
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Figura 9:
Esquema de un Isamms

Es dificil realizar una estimacion exacta del tiempo que el virus puede per-
manecer infeccioso en el medio natural, como ser por la presencia de parti-
culas o sustancias que podrian ligarse e inactivar el virus. '

EI'VAIS es sensible a la radiacion UV y al ozono. La incubacion de un
homogenato de tejido procedente de peces enfermos de AIS apH 4 o pH
12 durante 24 horas inactivo la infectividad delVAIS. La incubacion en pre-
sencia de cloro (100 mg/ml) durante 15 minutos también inactiva al virus
élestad y col., 2011). EIVAIS aislado en cultivo celular puede sobrevivir

urante semanas a bajas temperaturas, pero la infectividad del virus se pierde
en 30 minutos de exposicion a 56°C (Falk y col., 1997).

I1. 6. 3. 2. Especies Susceptibles _ _
Solo se registraron brotes naturales de AIS en salmon del Atlantico de pis-
cifactoria y en el salmdn coho (Oncorliyuchus kisutch) solo en Chile, el cual
se considera susceptible a la enfermedad (Kibenge y col., 2001; Rolland &
Winton, 2003) _ _ B

En peces de mar, la deteccion del VAIS mediante RT-PCR se ha notifi-
cado en tejidos de carbonero équlachius viretis) y de bacalao (Gadus morhud),
pero solo en peces obtenidos de jaulas con salmon del Atlantico que presen-
taran AIS (Mac Lean y col., 2003).Tras la infeccion experimental mediante
bafio de inmersion, se ha detectado el VAIS mediante RT-PCR en trucha
arcoiris (Biacchesiy col., 20073 y en arenque del Atlantico (Clupea harengus).
También se ha detectado VAIS en salmon del Atlantico y trucha marina (S.
trutta) Silvestres (Rimstad y col., 2011).
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II. 6. 3. 3. Fases de susceptibilidad del huésped _
En el salmon del Adantico los brotes de la enfermedad se observan prin-
cipalmente en jaulas de agua de mar En el periodo de agua dulce se han
observado solo unos pacos casos (Rimstad y col., 20111), apesar que la mayor
sobrevivencia del virus se presentaria en agua dulce (Tapiay col., 2013).

II. 6. 3. 4. Mecanismos de transmision: _
Es probable que la Cgrmmpal via de entrada sean las branquias, tanto en el
caso del VAIS HPRO como en caso del VAIS de HPR A delecionada, pero
no puede excluirse la infeccion por via intestinal (oral) o percutdnea.
La transmision activa del virus se ha observado a través de material bio-
logico y no se ha demostrado a través de reproductores (Jones & Croman,
2001; Lyngstad y col., 2011). A pesar que no hay evidencia de verdadera
transmision vertical, sequn las recomendaciones de la OIE, deberian apli-
carse medidas de biosequridad en huevos y embriones (Vike y col., 2009;
Rimstad y col. 2011; Mardones y col., 2014 a).

I1. 6. 3. 5. Signos clinicos lesiones y patogenia

En el caso de los peces que han desarrollado AIS resultan infectadas células
endoteliales de todos los 6rganos (branquias, corazén, higado, rifion, bazo y
otros) como se ha comprobado mediante microscopia electronica, inmuno-
histoquimica e hibridacion in-situ éAameIfotycol., 012; Simko?/col.,ZOOO).

Las variantes de VAIS con HPRO parecen afectar principalmente a las
branquias, pero esta variante también se ha detectado en rifion y en corazon
(Christiansen y col., 2011; Lyngstad y col., 2011). _ _

Los peces afectados _[IJrese_ntan branquias palidas, exoftalmia, hemorragias
petequiales en piel y dilatacion abdominal. Internamente se observa hepato-
megalia con oscurecimiento marcado del parénquima, y hemorragias pete-
quiales en el tejido adiposo.

Los individuos con infeccion sistémica presentan anemia severa. Se observa
también liquido amarillento en las cavidades peritoneales y pericardicas,
edema de la vellga_ natatoria, bazo y rifiones aumentados de tamafio.

A nivel histolagico se observa degeneracion y necrosis de los hepatocitos
y de las células endoteliales de los sinusoides, donde se pueden observar par-
ticulas viricas mediante mlcroscoFia electronica. También en los ventriculos
cardiacos se ha podido detectar la presencia de particulas viricas. El tejido
renal presentan tincion positiva para elVAIS al utilizar IHQ.
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Figura 10
A Petequias abdominales B: Exoftalmia C: hepatomegalia con oscurecimiento y
hemorragias en tejido adiposo (Fuente: Qodoy, 2008)



Capitulo Il - Introduccién

Figura 11
A corte de bazo con eritrofagia endotelial (FI&E x 400). B Necrosis hepatocelular, con
hemorragia y congestion sinusoidal (H&Ex 100). (Fuente: Godoy, 2008)

1. 6.3.6. Mortalidad y morbilidad _ _
Durante los brotes de AlS, lamorbilidad y la mortalidad pueden variar en gran
medida en una misma jaula y entre distintas jaulas de piscifactorias de agua
salada, y entre distintas piscifactorias. Lo habitual es que la mortalidad diaria
oscile entre el 0,5%y el 1% en lasjaulas afectadas. Sin intervencion, la morta-
lidad aumenta y parece alcanzar el pico a principio del veranoy en invierno.
“El'intervalo de mortalidades acumuladas durante un brote va de insigni-
ficante a moderada, pero en los casos graves puede tener I_u%ar una mortali-
dad acumulada superior al 90% durante varios meses. Inicialmente un brote
de AIS puede limitarse a una o dos jaulas a lo largo de un periodo prolon-
g_ado. En estos casos, i las jaulas con peces con AlS se sacrifican de inme-
iato, puede prevenirse la aparicion de la enfermedad clinica en ese lugar
(Mardones y col., 2014 zg _ _ _

En general, los brotes de AIS tienden a ser estacionales y la mayoria tiene
lugar a finales de la primavera y del otofio; sin embargo pueden aparece en
cualquier momento del afio. - _ _

La manipulacion de peces (como la clasificacion o el tratamiento, el movi-
miento de jaulas, etc.) puede iniciar brotes de enfermedad en piscifactorias
infectadas, sobre todo si con anterioridad ha habido infecciones subclinicas
0 cronicas no diagnosticadas (Lyngstad y col., 2008)
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Il 6. 3. 7. Control y Prevencion:

La vacunacion contra la AIS se ha llevado a cabo en Norteamérica y en las
islas Faroe durante los Gltimos 5 afios. En Noruega la vacunacion contra la
AIS se llevo a cabo por primera vez en 2009 en una zona con una elevada
frecuencia de brotes y Chile empez0 la vacunacion contra la AlS en 2010.
No obstante, las vacunas actuales no parecen ofrecer una proteccion com-
pleta en el salmon del Atlantico. Mas recientemente, se ha comprobado q‘ue
el farmaco antivirico de amplio espectro ribavirina (1-P-D-ribofuranosil-I,
2,4-triazol-3-carboxamida) es eficaz para inhibir la replicacion del VAIS
tanto in vitro como in vivo (Rivas-Aravena y col., 2011). La desinfeccion
de huevos segtn los procedimientos estandares se su%lere como importante
medida de control, ademas de medidas de manejo y buenas practicas relati-
vas al desEIazamlento de peces, controles sanitarios obligatorios y reglamen-
tacion soore transporte y sacrificio.

También pueden contribuir a reducir la incidencia de la enfermedad
medidas especificas que incluyan restricciones sobre piscifactorias afecta-
das, sospechosas o proximas, el sacrificio sanitario Ob|IPat0rIQ, la segregacion
generamonal (“todo dentro/todo fuera”), asi como la desinfeccion de los

esechos y el agua residual de las pesquerias y las plantas de procesamiento
de peces ZMardonesy col., 2014 ag).

[1. 7. Zonificacion

Establecer r mantener la ausencia de una enfermedad en un territorio dado
es de dificil realizacion por lo cual es ventajoso establecer una subpoblacion
de animales acuticos con estatus sanitario diferente dentro de las fronteras
de un pais. Estas subpoblaciones pueden ser separadas por barreras naturales
0 artificiales o por el empleo de métodos adecuados de biosequridad.

La zonificacion es un procedimiento que permite definir un estatus sani-
tario para el control de enfermedades o para el comercio internacional
(Codigo Acuatico OIE,2014). La zonificacion se utiliza cuando los criterios
para definir una subpoblacién son geograficos.

Segun el Codigo Sanitario para los Animales Acuéticos (OIE, 2014) se
define a una zona como una porcion de un pais o de un conjunto de pai-
Ses que abarca:

1 La totalidad de una cuenca hidrografica (desde el manantial de un rio
hasta el estuario o lago).
2. Mas de una cuenca hidrografica.
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3. Parte de una cuenca hidrogréfica (desde el manantial de un rio hasta
una barrera que impide la introduccion de una enfermedad o enferme-
dades especificas).

Parte de una zona costera bien delimitada geograficamente, o

Un estuario bien delimitado geogréaficamente.

o~

En todos los casos, constituyen un sistema hidrolégico homogéneo con
un estatus sanitario particular respecto de una enfermedad o enfermedades
determinadas. Las zonas deben ser claramente documentadas por lasAutori-
dades competentes (por ejemplo en un mapa o con otros medios de locali-
Zacion precisa, como las coordenadas geograficas).
La zonificacion es particularmente relevante en el control de enferme-
dades de animales acuaticos, ya que éstos no responden con facilidad a las
medidas de control de enfermedades utilizadas para el aislamiento y conten-
cion en instalaciones de animales terrestres (Subasinghe y col., 2005; Gem-
meke y col,, 2008I).
Para mantener [a evidencia de que una zona se encuentra libre de deter-
minadas enfermedades, la autoridad sanitaria de un pais, debe
* Monitorear, en forma representativa poblaciones susceptibles a través
de los servicios veterinarios, capaces de detectar, investigar y comunicar
incidentes de enfermedades.

»  Tener acceso a laboratorios capaces de diagnosticar la enfermedad de
interés

o Formar especialistas en el estado sanitario de peces, que asegure una
deteccion e identificacion de los agentes etioldgicos que producen
enfermedades.

» Establecer requisitos de importacion o traslado, para prevenir la intro-
duccion de la enfermedad dentro del pais 0 zona, desde areas infectadas.

[I. 8. Evaluacion de riesgo

El riesgo se define como la probabilidad de ocurrencia de un efecto adverso
y la magnitud de sus consecuencias, por ejemplo de la introduccion de un
patdgeno a una zona determinada (Peeler y col., 2007).

El andlisis de riesgo tiene el Propésito de mejorar los sistemas de control
siendo una herramienta Util a tin de definir las medidas que permitiran un
mejor estatus sanitario, menores costos de produccion y transparencia, a la
vez que facilita el acceso a mercados y el comercio nacional e internacional.
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El acuerdo de aplicacion de las medidas sanitarias y fitosanitarias de la
Organizacion Mundial del Comercio, estimula su aplicacion para la investi-
gacion del riesgo asociado a la enfermedad en el comercio internacional. En
el Codigo Acuatico en su capitulo 2 sefiala “que la principal finalidad del ané-
lisis del riesgo asociado a las importaciones es proporcionar a los paises importadores
un método objetivo y justificable para evaluar los riesgos de enfermedad asociados a
cualquier importacion de animales acudticos, productos de animales acuéticos, material
genético de animales acudticos, alimentos para animales, productos bioldgicos y mate-
rial patoldgico. Los principios y métodos que se aplican a las mercancias constituidas
por animales acuaticos y a las constituidas por animales terrestres son los mismos. El
analisis debe ser transparente para poder dar al pais exportador una explicacion clara
y documentada de los motivos quejustifican las condiciones impuestas a la importa-
cion o el rechazo de ésta” (OZE/2014).

El Andlisis de riesgo, se divide en cuatro etapas: la identificacion del peli-
gro, la evaluacion del riesgo, la gestion del riesgo y la comunicacion del
rlesgo.

La evaluacion del riesgo puede ser de tipo cualitativa, a través de escalas
descriptivas para caracterizar la magnitud del riesgo; o cuantitativa, cuando
se asignan valores numeéricos y probabilidades a los parametros del estudio.

La evaluacion del riesgo incluye cuatro componentes: la evaluacion de la
entrada (probabilidad de ingreso del agente), la evaluacion a la exposicion
(probabilidad de que el agente contacte con una especie susceptibleg), la eva-
|uacion de las consecuencias (describe la consecuencias b_iolé?icasz econo-
micas que puede tener una exposicion dete_rmmadaJ/ estima [a probabilidad
de ocurrencia) y la estimacion del riesgo (integrando las tres componentes
anteriores). (Peelery col., 2007).
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En la cuenca alta del rio Limay no estan presentes los agentes etiologicos
que producen las enfermedades Anemia infecciosa del salmon (AIS), Necro-
sis hepa}op(joyetma infecciosa (NHI) y Septicemia hemorragica viral (SHV)
en salmonidos.
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IV. I. Objetivo general

+  Determinar si los agentes etiologicos que producen las enfermedades
virales NHI, SHV y AIS, se encuentran presentes en la poblacion de sal-
manidos de la cuenca alta del Rio Limay.

IV. Il. Objetivos particulares

»  Contribuir con el SENASA para la definicion de una zona libre de estas
enfermedades, considerando las caracteristicas hidrologicas, biologicas y
de produccién acuicola, _ _

« Disefiar y aplicar un muestreo estadistico que permita detectar con un
95% de confianza considerando una prevalencia del 2%, la presencia de
estas enfermedades en peces adultos de cultivo y silvestres.

« Identificar las vias mas probables de introduccion de dichos agentes.

* Evaluar el riesgo de introduccion y dispersion de SHV y AIS en la zona.

41






CAPITULOV - MATERIALESY METODOS

El presente trabajo se realizo en el marco de un convenio entre el Ministe-
rio de Aerc_uItura Ganaderia y Pesca (MAGYP) representado por la Direc-
cion de Acuicultura de la Subsecretaria de Pescay Acuicultura y el Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria {S.ENASA). De dicho con-
venio se obtuvieron los fondos para la compra de insumos de laboratorios y
gastos de campaiias. _ _

Parte del trabajo realizado en la presente tesis fue coordinar las tareas,
como representante del MAGyP, y participar en forma activa durante las
campafias de recoleccion de muestras. Para la obtencion de los ejemplares
silvestres, a tarea fue programada con las autoridades de las Provincias de
Rio Negroy Neu%uén, esta Ultima a través del Centro de Ecologia Aplicada
del Neuguén (CEAN),y laAutoridad Interjurisdiccional de Cuenca (AIC(R.
Las campafias para la recoleccion de los animales de cultivo, la realizacion de
las necropsias y acondicionamiento de muestras se ejecutaron en forma con-
junta con personal del SENASA, del MAGYP y el CEAN. _

El procesamiento de las muestras para hlstopatoIO%iay PCR se realizo en
los Departamentos de Patologia y de Blolo_gia Molecular del Lahoratorio
Central del SENASA (DILAB), en la localidad de Martinez, Provincia de
Buenos Alres

El MAG P.Lunto con asesores contratados, el Dr. Luis Romano y el Lic.
Fernando Ral er]berg, colaboraron en el presente estudio para el diagnos-
tico histopatologico de las enfermedades y la puesta a punto de las técnicas
de biologia molecular.
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V. 1. Seleccion de la zona de estudio

Para el presente trabajo se selecciond la cuenca alta del rio Limay desde su
orl%en, el LaPo Nahuel Huapi, su efluente el rio Limay y su afluente el rio
Traful; hasta Ia represa de Alicura, _ , .

La produccion de salmonidos por cultivo abarca mas de 15 concesiones
otorPada_s, de las cuales 8 se encuentran en groducu_on con un volumen
}gtaz 0elsél)mado superior @ 1.200 Tm (Figura 12) (Demichelli y col. 2013; D.

Como se menciond anteriormente tanto este embalse como los que estan
en la cuenca media tienen importantes posibilidades de aumento de produc-
cion. Por otra parte una caracteristica de estas producciones desde el punto
de vista sanitario s el transito de alevinos provenientes de otras zonas y de
importaciones.

Figura 12
Embalse Aliatra jaulas en produccion
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El lago Nahuel Huapi es de origen glacial y presenta una morfologia
sumamente ramificada en siete brazos; origina como Unico emisario al rio
Limay de cuenca Atlantica. Este rio marca el limite entre las provincias de
Neuquen y Rio Negro. El rio Limay proximo a su nacimiento en el paraje
Rincon Chico, recibe desde el oeste al arroyo Newbery, al arroyo Chaca-
buco y por la margen derecha al arroyo La Fragua. En [a zona denominada
“el Anfiteatro” lo alcanza el arroyo del Corral. El rio describe luego una
curva hacia el este hasta la zona conocida como “Bajada de Mena”, sitio
en el que desemboca el arroyo Carbon por la margen 1zquierda y el arroyo
Chacay por la derecha. El rio leaY luego continua hasta el lugar llamado
“Conflugncia” donde desemboca el rio Traful, el cual nace de los aportes
que origina el rio Pichi Leufu en la cordillera. A la salida del lago, el rio Tra-
ful recibe los aportes de los rios Mineros, Cuyin Manzano, Arroyo Blanco y
Cordoba. (Alvarez, 2004). o _

Al construirse represas en varios tramos, quedaron constituidos una serie
de embalses con determinadas caracteristicas segun sus tiempos de madura-
cion, practicas de manejo y uso.

45



La biotecnologfa como herramienta para el comercio de animales

La construccion de estos embalses apunta a la produccion de energia
hidroeléctrica y la requlacion de los caudales. El rprlmer embalse_es Ali-
cura, sequido de Piedra del Aguila, Pichi Picn Leufd, EI Chocon (Ezequiel
Ramos Mexia) y Arroyito (Dique com_p_ensador). _

El embalse Alicura posee una superficie de 67,5 km2y una profundidad
media de 48,4 m. _ o

Su coronamiento se localiza en plena meseta patagonica, mientras que la
zona correspondiente a la llamada “cola de embalse” se encuentra situada en
pleno ecotono entre la estepa y el bosque Andino-Patagonico. _

El clima de la zona es de cardcter semidrido, con precipitaciones medias
anuales que alcanzan los 500 mm. Las temperaturas en enero muestran un
promedio de 18° C mientras que enjulio oscilan cercanas a los 4o C. Por sus
caracteristicas limnoldgicas es considerado un lago oligotrofico (Direccion
de Recursos Hidricos, 1995).

V. 2. Disefio del muestreo

El disefio del muestreo se baso en las recomendaciones de la OIE (OIE
Cadigo Acuatico, 2006). _ o
_El olyetl\(o fue detectar con un 95% de confianza al menos un individuo
infectado, si la prevalencia fuese igual o mayor a 2%, o

Dado que al momento de realizarse los muéstreos, no se disponia de datos
acerca de la sensibilidad y la especificidad de las pruebas diagnosticas utili-
ze)]gasas?i asuBno que las pruebas no generaban errores (sensibilidad = espe-
cificidad = 1),

El tamafio de muestra se calculd en base a la siguiente formula:

n= tamafio de muestra

n=[I-(1-NC)I]x (n-"1)

NC= nivel de confianza (0,95) 5 o

d= ndmero de enfermos detectables en la poblacion. Surge de multiplicar
el tamaio de la poblacion (N) por la prevalencia detectable, que a su vez s
el resultado del producto entre la prevalencia esperable (p) y la sensibilidad
(88 del método diagnostico %prx S

_Otro supuesto considerado fue que todos los individuos del embalse, tanto
silvestres como de cultivo, tuvieron la misma probabilidad de estar infectados
dado que compartian el mismo medio acuético.
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Parémetros y suFuestps utilizados: NC: 0,95, N: infinito, p: 0,02, Se: 1

En base a los valores indicados el tamafio de muestra obtenido fue de 148.

Este disefio se aplico durante dos afios, con cuatro campaitas anuales (8
Mmuéstreos en t_otal?. En cada campafia se tomaron muestras de animales sil-
vestres y de animales de cultivo.

Figura 13
Zona de estadio y sitios de captara de animales silvestres

Con respecto a los animales silvestres se capturaron solo individuos sus-
ceptibles a los agentes estudiados, pertenecientes a la familia Salmonidae:
Oncorhynchus mykiss (Trucha arcoirisTAI), Salmo trutta (Trucha marron TM)
Y Salmo salar ( salmon encerrado Ss? a partir de cinco puntos de captura
ocalizados tres dentro del embalse Alicura y dos en los rios afluentes a saber
(Figura 13):

a  Enelingreso del Embalse, . .
b.  Malal Huaca, en el centro del embalse (mayor cantidad de jaulas).
¢ Las Coloradas proximo a la presa.
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d. Rio Limar, proximo a su nacimiento.

e.  RioTraful como el afluente mas importante de la cuenca; donde se rea-
liza la resiembra de peces y pesca deportiva destacada especialmente del
salmon del Atlantico. _ .

Las muestras de los animales de cultivo, se tomaron de los ocho establec-
mientos de engorde de la zona bajo estudio. Estos establecimientos Bresen-
taban un rango de produccion anual de entre 30 a 350 Tm y estan ubicados

sobre la costa oeste del embalse, a lo largo de 4 km (Figura 14).

Figura 14
Ubicacion de los establecimientos productores de truchas en el Embalse Alicura

Se realizaron ocho campafias de muestreo entre octubre de 2006 y octubre
de 2008, tomandose la cantidad de muestras descriptas en laTabla 3.
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Tabla 3
NUmero de muestras tomadas por maestreo y origen

Muestreo  Estacion Peces de cultivo Peces silvestres Total
1 Verano 82 91 K}

2 Otofio 86 65 151

3 Invierno 87 66 153

4 Primavera 83 70 153

5 Verano 75 75 150

6 Otofio 83 68 151

l Invierno 80 79 159

8 Primavera 84 75 159
Total 660 589 1249

Por otra parte se controlaron los establecimientos proveedores de alevinos a
la zona, tanto de origen nacional como importados. En 2007 se muestrearon
3 establecimientos ubicados dentro de la zong, 3 fuera de la misma y 2 esta-
blecimientos importadores de ovas. En 2008 se muestrearon 2 establecimien-
tos ubicados dentro de la zona, 7 fuera de |a misma y 2 importadores de ovas.
. Los muéstreos se realizaron una vez al afo, tomandose 60 muestras de
individuos por establecimiento (30 para histopatologia y 30 para PCR), mas
2 mugstreos de introduccion de ovas de importacion provenientes de Dina-
marca y Estados Unidos. En laTabla 4 se presentan mas detalles.
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Codigo del

Codigo del

Establecimiento

> “— o m e T W — T

K
A

TAI (Trucha arco iris)

S (Salmo salar)
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Tabla 4

Maestreo de Alevinos y ovas

Ubicacion del
Establecimiento  Establecimiento

Extra zona
Importacion

Intra zona

Ubicacion del
Establecimiento

Extra zona
Extra zona
Importacion

Extra zona
Extra zona

Intra zona
Extra zona
Extra zona
Intra zona
Extra zona

Extra zona

Extra zona
Importacion
Extra zona
Importacion
Extra zona
Importacion

Fecha de

Muestra
Afio 2007
12/10/2007
28/09/2007

Fecha de

Muestra
Afio 2007
23/09/2007

23/05/2007
Afio 2008

29/12/2008
01/11/2008

/
/
01/11/
01/11/2008
01/11/
30/10/
19/10/2008
25/09/2008

19/06/2008
20/02/2008
18/01/2008

Motivo

Importacion
Trénsito
Motivo

Trénsito
Importacion

Transito
Transito

Transito
Transito
Transito
Transito
Transito
Transito

Importacion
Transito

Importacion

Tipo de
Muestra

muestra

Alevinos TAI

Alevinos TAI
Tipo de
Muestra
muestra

Alevinos TAI
Alevinos TAI

Alevinos TAI
Alevinos TAI

Alevinos TAI
Alevinos TAI
Alevinos TAI
Alevinos TAI
Alevinos TAI
Alevinos TAI

Ovas TAI
Alevinos TAI

Ovas Ss.
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V. 3. Captura

La captura de los animales silvestres adultos se realizd utilizando artes de
pesca activas (spining y flrcast) y artes pasivas (redes de enmalle). Estas dlti-
mas se revisaron a intervalos de 2 hs. afin de que los animales fuesen captu-
rados vivos y asf disminuir al minimo el tiempo de permanencia en la red.
En las capturas, se trabajo en forma conjunta con laAutoridad Interjurisdic-
cional de Cuencas y con la provincia de Rio Negro y Neuquén. —

Los animales capturados fueron colocados en recipientes con agua o jaulas
para su posterior retiro.Todos aquellos E_eces que no fueron objetos de estu-
dio fueron liberados inmediatamente (Figura 15).

Figura 15
Captura y traslado de animales silvestres y de cultivo

La recoleccion de especimenes de los establecimientos de cultivo, s realizo
empleando un copo. Dentro de la cohorte proxima a cosecha se extrajeron
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primero animales moribundos y se completo el tamafio muestral con ani-
males seleccionados al azar de las distintas jaulas. . ,
Por otra parte, se recolectaron de los distintos criaderos alevinos de no mas
de tres centimetros (Figura 17h). _
Todos los muéstreos se realizaron en forma conjunta entre el CEAN, €l
SENASA y la Direccion de Acuicultura.

V. 4. Necropsia y toma de muestras

Los animales adultos muestreados se transportaron vivos en contenedores
apropiados al lugar de necropsia, donde fueron sacrificados con anestesia a
dosis letal en un baio de benzocaina a razon de 60 mg/L. .

Se identifico la especie por caracteristicas externas y se tomaron medidas
de Iarglo total JLT, largo desde la punta del hocico hasta el 10bulo més largo
de la aleta cau aQ,Iargo estandar i_s,largo desde la punta del hocico hasta el
limite posterior de la ultima vértebra), sexo y peso de cada uno de los ejem-
plares, registrandose los datos en las planillas cprrespondlentes. _

Para la necropsia se posiciono al pez de cubito lateral en una bandeja, con
el lado |2t1U|er 0 hacia arriba. Se corto la aleta pectoral y se efectug un corte
tranversal en un punto inmediatamente anterior al ano, E| segundo corte se
realizo partiendo desde el punto donde s hizo la incision inicial hacia arriba
en forma semicircular, para cortar la pared dorsal de la musculatura que
cubre a cavidad abdominal, hasta el opérculo. Lue%o se efectud otro corte,
gu_e abarco desde el opérculo hasta el istmo donde termind el primer corte,

ejando expuestas las visceras; a continuacion se corto el opérculo dejando
al descubierto las branquias (Figura 16). _

Se procedio a retirar el higado, bazo, corazon, pancreas, rifon anterior y
posterior; registrandose todas las observaciones en planillas.
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Figura 16
Pasos de necropsias y toma de muestra
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Para el muestreo de alevinos se siguio el mismo procedimiento de anestesia
gue para los animales adultos, pero colocandolos enteros en sus correspon-
ientes frascos con fijadores.

V4. 1. Toma de muestra pata Histopatologia

Figura 17
A) Criadero de alevinos B) Soma de muestra.
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Ejemplares adultos: se colocaron los trozos de Organos conservados en for-
mol al 20% en solucion tampon; en una proporcion de 15-20: 1 Se utili-
zaron recipientes plasticos de 250 mi, de boca ancha y cierre hermético, se
acondicionaron los frascos en cajas, cerradas y rotuladas adecuadamente para
su envio al laboratorio. Las muestras procedentes de un mismo animal o
necropsia se colocaron en un mismo frasco, excepto que hubieran requerido
una individualizacion especial.

Alevinos: se recolectaron ejemplares no mayores a tres centimetros, los
cuales fueron colocados en frascos con formol al 20% (Figura 17).

V4.2, Toma de muestra pata PCR

Ejemplares adultos: se recolectaron muestras de bazo, higado, rifion craneal
K corazon, baéo medidas de asepsia e instrumental esteril %Il_mpleza con alco-

ol y flameado) necesarias para minimizar las contaminaciones. Los trozos
de Organos fueron introducidos en crio viales (1 por cada organo) debi-
damente rotulados y luego colocados en varillas metalicas él por animal),
Bara su acondicionamiento en termos con Nitrogeno liquido (Figura 18).

na vez en el lahoratorio, las muestras fueron almacenadas en un freezer de
-70°C hasta el momento de realizar el analisis de PCR. Los alevinos fueron
colocados en frascos con etanol al 96% para su procesamiento por biologia
molecular (Figura 17D).
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V. 5. Técnicas de Diagnostico

Los criterios utilizados para seleccionar los métodos de diagnastico fueron
disponibilidad, factibilidad del procesamiento, costo y calidad (sensibilidad y
esFeCJf|C|dadFZ. En base a estos criterios se utilizaron las tecnicas de histopa-
tologia y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

La totalidad de las muestras de animales adultos fueron procesadas por
histopatologia. S ,

Por PCR se procesaron veinte individuos (tres organos por cada uno) por
campafia.

ToF_Jdos los animales que presentaron algin tipo de lesion histologica, fue-
ron incluidos para su analisis por PCR, completandose con individuos sin
lesiones. Los animales fueron tomados al azar incluyendo en igual propor-
cion peces silvestres y de cultivo.

Figura 18
A) Toma de muestras, B) conservacion para PCR
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V5. 1. Diagnéstico Histopatoldgico

Las muestras fueron s_efoaradas del fijador, cortadas en trozos de 0,3 0,5 ¢cm
}/_ colocadas en canastilfas plasticas (casetes), una por cada individuo; identi-
icadas con el nimero de pez. Todas las muestras se procesaron en un Pro-
cesador Automatico de Tejidos marca Slee Mainz modelo MTP y se inclu-
yeron en paraplast.

Los tacos con las muestras se cortaron aun grosor de 3 pm en un micro-
tomo rotatorio Reichert Jung modelo Supercat 2050. Los alevinos se pro-
cesaron enteros y se cortaron en sentido Ionq!tudmal aun grosor de 5 gm.

Los cortes fueron coloreados con Hematoxilina de Mayery Eosina, y fueron
examinados con un microscopio de luz transmitida (Figura 19). EI diagnds-
tico se registrd en planillas confeccionadas al efecto. Las microfotografias se
obtuvieron mediante un microscopio Olimpus B201 con un sistema PM20.
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Figura 19
A) inclusion de tejido en paraplast, B) cortes coloreados

V' 5, 2. Diagnostico molecular

V5. 2. 1. Extraccion deARN de los drganos blancos ,

En cada muestreo se groced_lo ala extraccion de ARN total de los organos

blanco muestreados (bazo, rifion craneal y corazéng de Ia siguiente manera;
Se procesaron 60 extracciones de ARN de los & érFan,os procedentes de

los 20 especimenes previamente estudiados por histologia con el agregado

de un 10% de controles negativos (2 extracciones de bazo y 2 de rinon
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anterior de animales libres de patogenos certificados).Por su parte, los alevi-
nos se Procesaron,enteros en pooles de a5 individuos.

Para I3 extraccion de ARN en las determinaciones de ISA, IHN, yVHS, s
procedio de acuerdo al protocolo de purificacion de ARN total de tejidos
animales usando el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen), 0 SV Total RNA [sola-
tion System (Promega), segun las recomendaciones del manual de diagnos-
tico de organismos acuaticos de la OIE 2006 (Anexo I).

Las extracciones de ARN total se controlaron para determinar la pureza
e integridad del mismo, con el objetivo de verificar si era amplificable, ade-
mas de detectar otras posibles inhibiciones que pudiesen alterar las reaccio-
nes diagnasticas posteriores. 3 _ 5

Cada extraccion de ARN fue verificada mediante una reaccion de
RT-PCR _(transcrllgcmn reversa-PCR) con primers sintetizados a partir de
la secuencia de ARN mensajero del gen [3Actina de Salmo saIa_r:%ACtlna
forward 5'-CAG CCC TCC TTC CTC GGT AT-3 y 3 Actina reverse
5-GAT GTC CAC GTC ACA CTT CAT GAT-3 cuyo amplicon es de 80
bp. (Wargelius y col., 2005).

V5. 2.2. Seleccion de primers o iniciadores _

Los primers o iniciadores utilizados en todas las enfermedades monitoreadas
se seleccionaron de las secuencias gubhcadas en el manual de diagnostico de
organismos acuaticos de la OIE 2006.

Enfermedades virales analizadas mediante RT-PCR:

1|.|-_”{I\I)ecr05|s hematopoyética infecciosa, Infectious haematopoistic necrosis
Ign la deteccion del virus de la NHI se utiliz0 la técnica de RT-PCR en
un paso (one step) en un primer round y unaPCR COHVGHCIOH@[COH(PH-
mers internos para el seglundo round. Ambos primers son esi)emf!cos e la
nucleoproteina deVVNHI y conservados para la mayoria de los aislamien-
tos del virus (Winton y col. 2002 a).

El par de primers del primer round son: forward 5-TCAAGG-GGG-GAG-
TCC-TCG-A-3"y reverse 5-CAC-CGT-ACT-TTG-CTG-CTA-C-3’,
que generan un producto de amplificacion de 786 bp.

Los primers del sequndo round de amplificacion son: forward 5-TTC-
GCA-GAT-CCC-AAC-AAC-AA-3’ y reverse 5-GCG-CAC-AGT-
GCC-TTG-GCT-3’; cuyo producto de amplificacion es de 323 bp.
(Winton y col. 2002 a).
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Como primers confirmatorios complementarios se utilizo el set IHN3 &
IHN4 lelhamsy col. 1999).

2.- Septicemia hemorragica viral, Viral haemorrhaﬂc septicaemia (VHS)
Para identificar especificamente el virus de la SVH se utiliz un éuego de
primers conservados prara la nucleoproteinas deVHSV forward 5-GGG-
GAC-CCC-AGA-CTG-T-3" y reverse 5-TCT-CTG-TCA-CCT-
TG?-Tng%)-Ty el amplicon de 811 bp. (Wmton'y col., 2002 a; Marshall

col., 1998).
grimers confirmatorios complementarios:VHS3 &VHS4 segun (Williams
)é col., 1999; Marsh y col., 2002).

-Anemia infecciosa del salmon (AIS) Infectous salmon anemia ISA
En el caso de la deteccion del Virus de la AlS son varios los sts de pri-
mers recomendados por la OIE; en éste diagnostico se selecciono el
jueqP de primers ILAL forward 5-GGC-TAT-CTA-CCA-TGA-ACG-
AAT-C3'& ILA25- GCC-AAG-TGT-AAG-TAG-CAC-TCC-3’que
amplifican una rﬁ/?lon del segmento 8 del virus generando un ampli-
con de 155 bp ( O,_aalgmd y col., 2002) y como primers confirmatorios
un set de primers disefiados por el laboratorio de referencia de OIE: Seg
6U forward 5’GGA-ATC-TAC-AAG-GTC-TGC-ATT-G-3’ & Seg 6L
reverse 5’°CTT-CAA-AGG-TGT-CTG-ACA-CGT-A-3’ que amplifican
una region del segmento 6, cuyo producto de amplificacion es de 130 bp.
Tambien fue utilizado un tercer set de primers confirmatorios comple-
mentarios L{)ara el segmento 8; ISAV FA-3F 5’ GAA-GAG-TCA-GGA-
TGC-CAA-GAC-G-3'ISAVRA-3R 5'GAA-GTC-GAT-GAA-CTG-
CAG-CGA-3’ (Devold y col., 2000).

V'5.2.3. Técnicas moleculares aplicadas L .
En la aplicacion de los métodos moleculares se siguieron las recomendacio-
nes sugeridas gor los Prot_oco_los establecidos por la OIE (Manual del Codigo
Acuatico 2006) con las siguientes modificaciones:

* Reaccion de Nested RT-PCR en un paso s utilizd el esquema gene-
ral del protocolo del kit Access one step RT-PCR Srstem, Promega
Corp éAnexo 2) y PCR convencional segn protocolo Go Tag Pro-
mega Corp (Anexo 3), deteccion deVNHI, se procedio:

lg round de Nested RT-PCR en un paso: Se prepard en fri la mas-

termix fraccionando 25 (iJ de la misma en cada tubo de reaccion sin el

templado. Cada volumen de reaccion final contiene: agua bidestilada
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estéril libre de nucleasas, buffer de reaccion RT-AMV/Tfl 1 X, 0.25
mM de cada ANTPs, 1 mM de MgS04, 0.2 jiM de cada primer, 10 U
de RNAseout, 0.1 U/(jJ de RT AMV'y 0.1 U/(jJ de TfIADNJ)ollme-
rasa termo estable. En Un area diferente se agreqo el templado de RNA
extraido y tratado con DNAsa, a cada tubo conteniendo la mix, en frio.
El perfil de amplificacion para 35 ciclos de PCR de 3 pasos mas un paso
de RT es el siguiente: RT 45°C durante 45 minutos, desnaturalizacion
inicial a 94°C gor 2 minutos, desnaturalizacion a 94°C por 30 segun-
dos, annealing 55°C por 30 segundos, extension a 72°C por 1 minuto,
ex{gn(s:lon final a 72°C por 7 minutos, mas un paso de mantenimiento
a 15°C.

Segundo round de PCR:Se prepard en frio la mastermix fraccionando
25 (j3 de la misma en cada tubo de reaccion sin el templado. Cada volu-
men de reaccion final contiene: agua bidestilada esteril libre de nuclea-
sas, buffer de reaccion GoTag 1 X, (Promega) 0.25 mM de cada dNTPs,
0.2 jM de cada primer especifico y 1.25 U de Taqg ADN polimerasa
termogstable. ) , y

En un area diferente, en frio, se agre%o el producto de la reaccion de
RT-PCR del 1 round 1ancada tubo conteniendo la mix. Se aplico
el siguiente perfil de amplificacion de 30 ciclos de PCR de 3 pasos:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 minutos, desnaturalizacion ciclo
a 94°C por 30 segundos, annealing 50°C por 30 segundos, extension a
72°C por 1 minuto, finalmente un paso de esperaa 15°C .

Reaccion de RT-PCR en un paso, para la deteccion deVSVH,VAIS;
procediendose de la siguiente forma: S _
Reaccion de RT-PCR (VSHV): Se preparo en frio la mastermix frac-
cionando 25 (jJ de la misma en cada tubo de reaccion sin el t_emBIado.
Cada volumen de reaccion final contiene agua bidestilada esteril liore de
nucleasas, buffer de reaccion AMV/Tfl 1X, 0.25 mM de cada dNTPs,
1mM de MgS04, 0.2 jiM de cada primer, 10 U de RNAseout, 0.1 U
de AMV'y 0.1 UTA polimerasg, )

En un area diferente s agre?c) el templado de ARN extraido a cada
tubo conteniendo la mix en frio. Se programa el ciclador térmico para
35 ciclos de PCR de 3 pasos mas un paso de RT transcripcion reversa:
45°C por 45 minutos, desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 minutos,
desnaturalizacion ciclo a 94°C por 30 segundos, a_nnea_lln? 55°C por 30
segundos, extension a 72°C por 1 minuto, extension final'a 72°C por 7
minutos, finalmente un paso de espera a 15°C.
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Reaccion de RT-PCRVAIS: Se prepard en frio la mastermix fraccio-
nando 25 SJ de la misma en cada tubo de reaccion sin el templado. Cada
volumen de reaccion final contiene: agiua bidestilada esteril libre de
nucleasas, buffer de reaccion AMV/Tfl 1 X, 0.25 mM de cada dNTPs,
1 mM de M\9804, 0.2 jiM de cada primer, 10 U de RNAseout, 0.1
U/éJJ de AMV'y 0.1 U/(JJ Tl polimerasa. Se fracciono la mastermix en
cada tubo de reaccion sin el templado. En un area diferente se agrego
el templado de RNA extraido y tratado con DNAsa, a cada tubo con-
teniendo la mix en frio. Se programa el ciclador termico para 35 ciclos
de PCR de 3 pasos mas un paso de RT transcripcion reversa 45°C por
45 minutos, desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 minutos, desnaturali-
zacion ciclo a 94°C por 30 segundos, ar_meal_ln% 62°C por 30 segundos,
extension a 72°C por 1 minuto, extension final a 72°C por 7 minutos.
Finalmente un paso de espera a 15°C. B
Analisis de los productos de amplificacion: Los Eroductos_ de amplifica-
cion de cada determinacion de PCR &/ RT-PCR se analizaron en geles
de agarosa 2% tefidos con bromuro de etidio. Posteriormente el gel es
transiluminado con luz ultravioleta para visualizar las bandas de ampli-
ficacion especificas (Anexo 4)

V'5.2.4. Controles utilizados - o
Controles positivos: Los controles positivos para las determinaciones de
PCR de las enfermedades que se estudiaron, fueron solicitados por DILAB
SENASA a los centros de referencia internacionales OIE, publicados en el
manual de diagndstico de organismos acudticos OIE 2006 FAnexo 5).Todos
los controles obtenidos fueron conservados a-80°C.
_Controles negativos: Los controles negativos se obtuvieron de peces SPF
libres de patogenos certificados, (Anexo 5) de las especies Salmo salar y
OiKorhyiichus kisuteh, Utilizando la misma metodologia anteriormente des-
cripta para la toma de muestras de los individuos a estudiar. Los organos de
los peces SPF extraidos se conservaron a -80°C.

V' 5.2.5. Validacion e interpretacion de los resultados de PCR .

No se deben observar handas especificas en los controles negativos de
SPF ni en el blanco de reaccion. Por otra ,oarte deben detectarse las ban-
das esi)ecn‘lcas correspondientes a los controles positivos de la reaccion. Si se
cumplen todas estas condiciones se considera que el ensayo se ha efectuado
correctamente. La deteccion de una banda correspondiente al producto de
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la amplificacion del agente etioldgico estudiado, cumpliendo con los crite-
rios anteriormente mencionados, son confirmatorios de la presencia de las
secuencias especificas del mismo y se considera el resultado como POSI-
TIVO. La falta de deteccion de estas bandas especificas en un ensayo efec-
tuado correctamente es considerada como NEGATIVO.

V5. 3. Métodos confirmatorios en caso de muestra sospechosa

Segun la metodologia implementada en el Laboratorio a través de los Pro-

gramas Operativos Estandarizados, se considera que en el supuesto caso de

obtener muestras con lesiones compatibles con algunas de las enfermedades,
se confirmaban del siguiente modo; o _ _

» Histopatologia: La confirmacion se. realizaria mediante Inmunohis-
toguimica y/o Mlcroscogm electronica y se enviaba para su procesa-
miento por PCR- RT-PCR. o ,

» PCR.RT-PCR positivos: Los mismos s reconfirmarian a través de la
deteccion por repeticion a partir de la misma muestra y nueva extrac-
cion de la mugstra del tejido original en conservacion. Analizandose los
casos, con primers confirmatorios accesorios que cubran una region
diferente del genoma viral que los primers de screening. En todos los
casos en los que se corrobore la deteccion de una banda correspon-
diente a la secuencia especifica del patogeno en estudio, se confirmaria
identidad por secuenciacion molecular y anlisis de las secuencias obte-
nidas a través de métodos bioinforméticos ﬁallne@uén de secuencias).
Solamente si se cumplen estos criterios de validacion se consideraria un
resultado positivo confirmado, evitando de esta manera los resultados
falsos positivos.
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CAPITULO VI - RESULTADOQS

Un total de 1249 especimenes de tres especies: trucha arcoiris, trucha marron
y salman del Atlantico, tanto de cultivos como silvestres fueron capturados
en una proporcion de 46,6% de machos y 53,3% hembras (Tabla 5).

T
Detalle de animales muestreadosa El(?rSespecie y Sexo en cada campafia

Muestreo N Total Macho Hembra Tai ™ Ss
1 173 83 90 173 0 0
2 151 81 10 142 0
3 153 82 1 140 12 1
4 153 64 89 149 4 0
5 150 84 66 145 5 0
b 151 56 95 144 5 2
7 159 n 88 149 6 4
8 159 62 97 155 4 0

Total 1249 583 666 1197 45 7

Referencias: Tai: trucha arco iris TM: Trucha marron Ss: Salmon salar

Los valores promedio de los animales muestreados fueron: peso: 502,5 gr;
largo total: 335 cm; largo estandar: 30,5 cm. En la Tabla 6 se presentan estos
datos, discriminados por muestreo. . . o

Podemos considerar que las tallas para especies de cultivo fueron similares
ya que se eligieron las cohortes proximas a cosecha, y en el caso de los ani-
males silvestres fue variable tal como se ve en los mugstreos 3y 4 donde s
capturaron truchas marrones de mayor porte (> 2.500 kg).
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Tabla 6
Detalle del Peso promedio, Largo total y Largo estandar

Muestreo Peso (gr) Largo total (cm) Largo Estandar (cm)
1 460,04 33,00 30,29
2 448 87 33,09 30,07
3 661,66 32,99 31,52
4 610,01 35,18 31,52
5 468,53 33,53 30,49
6 476,04 33,22 30,00
! 479,81 34,14 30,27
8 4156 33,52 29,64
Promedios 502,57 33,53 30,48

En ningln caso se observaron signos o lesiones macroscopicas compatibles
con alguna de las enfermedades bajo estudio. Tampoco se registraron mor-
tandades anormales (iue pudieran indicar una enfermedad viral en poblacio-
nes silvestres o de cultivo, _ ,

Los estudios histopatologicos realizados en muestras de bazo, higado, cora-
z0n y rifion no identificaron lesiones compatibles o patognomonicas de las
enfermedades NHI, SVH o AIS. En la Figura 20 se aprecian cortes histolo-
gicos normales de los drganos estudiados.
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Figura 20:
Cortes histoldgicos de salménidos maestreados. Presencia de tejidos normales: (A) Rifién
anterior, (B) Corazén, (C) Higado (D) Bazo. Coloracién de H&E x 400 (Fuente: DILAB)

Otras lesiones encontradas de ejemplares adultos muestreados se especifi-
can en el Anexo . _ _ _

Los analisis sobre los alevinos para el ingreso al embalse, Bor histopatologia,
sobre un total de 510 animales, durante los afios 2007 al 2008, no detectaron
ninguna lesion comi)atlble con las enfermedades bajo estudio.

Los resultados de las 1092 muestras analizadas por la tecnica RT-PCR, s
presenta en la Tabla 7, identificandose los or%anos por enfermedad y fecha
de campafia (para las muestras de octubre 2006 y marzo 2007, no se toma-
ron muestras de corazon paraAlS)
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Tabla 1
Detalle de las pruebas diagnsticas por RT-PCR
sobre los virusA R N estudiados

Agente etioldgico Virus NHI Virus SVH Virus AIS
Organo blanco Bazo Pronefros Bazo Pronefros Bazo Pronefros Corazon
Fechas Muestreo

oct-06 20 20 20 20 2 20

mar-07 22 2 2 2 2 2

jun-07 20 20 2 20 2 20 20
sep-07 20 20 20 20 2 20 20
dic-07 20 20 2 20 2 20 20
mar-08 20 20 20 20 2 2 20
jul-08 20 20 20 20 2 20 20
oct-08 20 20 2 20 2 20 20
N° eterminaciones 162 162 162 162 162 162 120

No se han detectado las secuencias especificas de los virus de NHI, SVH
y AIS en las muestras analizadas (Tabla 85).

Tabla 8
Resultados del procesamiento por RT-PCR
Nu de Nu de Nu de
Fechas muestras Resultados muestras Resultados muestras Resultados
Muestreo analizadas NHI analizadas SHv analizadas AlS
oct-06 40 Negativo 40 Negativo 40 Negativo
mar-07 44 Negativo 44 Negativo 44 Negativo
jun-07 40 Negativo 40 Negativo 60 Negativo
sept-07 40 Negativo 40 Negativo 60 Negativo
dic-07 40 Negativo 40 Negativo 60 Negativo
mar-08 40 Negativo 40 Negativo 60 Negativo
jul-08 40 Negativo 40 Negativo 60 Negativo
oct-08 40 Negativo 40 Negativo 60 Negativo
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A continuacion se muestran, amodo de ejemplo, resultados de las distintas
amiJllflcacmnes efectuadas para las tres enfermedades bajo estudio, ademas
de los controles ne%atlyosy controles positivos correSé)ondlentes (Figura 21,
Figura 22, Figura 23, Figura 24, Figura 25y Figura 26).

Figura 21
Control de amplificacion de ARN con primers sintetizados apartir de la secuencia del AR N
mensajero del gen de B actina del Salmo salar.

MWM 191 191 191 231 231 231 244 244 244 248
c r b c r b c r b

100 bp
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Figura 22
Resaltado de la amplificacion por RT-PCR one step VNH I para la nicleo proteina de
NHI, 1 round, engel de agarosa 2 % TBE 1X. MWM 100 bp (Promega), Calle 5R
a 81 R muestras de rifion craneal, control Negativo, Blanco y Control positivo (virus de
cultivo VNHI) 786 bp.

Figura 23
Resultado de la amplificacion por PCR 2oround VNH I para la ndcleoproteina de NH1, en
gel de agarosa 2 % TBE 1X. MWM 100 bp (Promega), Calle IB a 15 B muestras de
bazo, control Negativo, Blanco y Control positivo (NHI) 323 bp

MWM 5R IR 16R 23R 31R 43R 51R 63R 71R 8LR CtiNeg Bl Ct+ MWM
RSs IHNV

786 bp

«mMB
700 bp
600 bp

70



Capitulo vi.R esultados

Figura 24
Resaltado de la amplificacion por RT-PCR one step VSVHpara la nucleoprotetnas de
SVH, engel de agarosa 2 % TBE 1X. MWM 100 bp (Protnega), Calle 5B a 81 B
muestras de bazo, control Negativo, Blanco y Control positivo (SI'H) 811 bp

MWM 5B 9B 16B 23B 31 B 43B 51B 63B 71 B 81 BCtl Neg Blco Ctl + MWM
B VHSV

Figura 25
Resaltado de la amplificacion por RT-PCR one step ISAVpara el segmento 8 ILA 1/2,
engel de agarosa 2 % TBE 1X. MIVM 100 bp (Promega), Calle 1C a 15 C maestras
de corazdn, control Negativo, Blanco y Control Positivo (AIS) 155 pb.

MWM 1C 2C 3C 4C 5 6C 7C 8 9C 10C 11C 12C 13C 14C 15C CN
ISAV
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RT-PCR onestep ISAV para el segmento 6, en gel de agorosa al 2% TBE Ix MWM
100 ph (Promega) Calle 256R a 306R muestras de rifion, control Negatii'o, blanco, control

MWM 256 257 259 260
R R R R

m

200 bp

100 bp
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CAPITULO VII - EVALUACION DE RIESGO

_Luego de la realizacion del presente estudio, el SENASA declar6 una zona
libre de siete enfermedades fOIE, 2010), las cuales incluyen las tratadas en
esta tesis, a partir de agosto del 2013 atraves de laResolucion 375 (Figura 27).

Figura 21
Zonifcacion del area declarada libre.

Al demostrarse que la zona esta libre de estas enfermedades, cobra impor-
tancia la identificacion de las potenciales vias de ingreso de los a(f;_entes, ai
como la evaluacion del riesgo asociado con cada una de ellas. A tal fin se rea-
lizd una evaluacion de riesgo de introduccion del virus de AIS y del virus de
SHV. Se seleccionaron estas enfermedades por las siguientes razones:
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* AIS: la enfermedad fue detectada en Chile en 2007, y desde entonces
esta presente en el pais. El virus es infectivo en condiciones naturales
para salmon del Atlantico (se encuentran en la cuenca del Limay ani-
males silvestres Salmo salar, se demostrd la presencia de HPRO en tru-
cha arcoiris silvestre y se comlprobo infeccion experimental en la misma
especie (Rimstad y col, 2011). Parte de la produccion chilena de sal-
mon es trasladada a los mercados de consumo a través de la zona libre
de Argentina. _ _

»  SHV:si bien esta enfermedad no ha sido aln detectada en el hemisfe-
rio sur, se encontraba presente en algunos de los paises desde los que
antsno}qmente se importaban ovas. Produce importantes mortandades
en trucha.

VII.1 Metodologia

Se realizo un modelo de riesgo para cada enfermedad, ambos exactamente
gualesy con los parametros a%ustados de acuerdo a la enfermedad simulada.
sea,la simulacion de cada enferemedad se realizo de manera independiente.
La evaluacion de riesgo fue de tipo cuantitativo, iterativo y estocastico. Se
utilizo el programa @,Risk, version 5.5, de Palisade Corporation.

Las vias de ingreso analizadas fueron: 1- alevinos y ovas embrionadas, 2-
acuatica, 3- plantas procesadoras g 4- transmision mecanica. Cada via esta
constituida por un ndmero variable de vias secundarias, para cada una de
las cuales se construyo un arbol de eventos. Para cada evento se estimo de
manera independiente la probabilidad de ocurrencia. ,

‘La probabilidad total de cada via secundaria (PTvs) se calculd de la
siguiente manera: primero se multiplicaron las probabilidades de cada evento,
obteniéndose la probabilidad de ocurrencia asociada al ingreso a la zona de
riesgo de una unidad bajo estudio (PII). Luego, a dicha probabilidad se le
incorporo el efecto relacionado con el numero de unidades ingresadas en
un ano. Esto s realizo mediante la siguiente ecuacion: PTvs = - (1 - Pi)n,
donde n es el ndmero de unidades ingresadas a la zona en un afo.

La probabilidad de cada via de ingreso (PTV) se obtuvo sumando el riesgo
de cada via secundaria (PTv) que la compane, alo cual ¢ le resto la proba-
bilidad conjunta de todas las vias secundarias; PTVL = (PTvsl + PTvs2 +
..  PTvsn) - (PTvsl x PTvs2 X ... X PTvsn)[.

La probabilidad final (PF) es la suma de las PTV: PF = PTVL + PTV2 +
PTV3 + PTV4,
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El modelo fue ejecutado en 1000 iteraciones estocasticas. A los para-
metros se les adjudico una distribucion de Pert, con valores minimos, mas
probables y maximos. La definicion de estos valores represento la mayor
dificultad Fara la elaboracion del modelo, dada la gran incertidumbre aso-
ciada con los datos. . .

Para determinar los valores de algunos parametros se recurrio a la biblio-
Frafla. En otros se recabaron datos a partir del SENASA, de organismos loca-
es'y de los productores de la zona. Pero lamentablemente, muchos de los
parametros incluidos en el modelo presentaron una gran incertidumbre, lo
cual se manej6 ampliando sus valores minimos y maximos

VII. 1.1, Vias de Ingreso

En la Figura 28 se presentan las potenciales vias de ingreso identificadas para
amhos agentes.

Figura 28
Vias de ingreso de patdgenos a zona libre

ALEVINOS Y OVAS EMBRIONADAS VIA ACUATICA
* Ingreso desde establecimientos * Peces silvestres contaminados
nacionales o del exterior, via legal o * Pescadores deportivos
ilegal * Aves silvestres
* Camiones de traslado de pescado
procesado o alevines

PLANTAS PROCESADORAS

* Procesamiento de pescados origi-
nados fuera de la zona

» Descarga de desechos contamina-
dos al agua

TRANSMISION MECANICA

« Alimentos para peces

« Visitantes o vehiculos
contaminados

* Equipo contaminado

«Otras
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VIl 1.1. 1. Alevinos y ovas emhriomdas . .

En la actualidad no existen productores de alevinos en el embalse Alicura;
son adquiridos a distintos criaderos tanto de la zona libre como extra zona
(nacional o por importacion). Hasta el afio 2010 se realizaron importaciones
al pais de ovas de trucha arcoiris, provenientes basicamente de Dinamarca y
Estados Unidos destinadas al engorde en el Embalse Alicura, y en una opor-
tunidad se importd salman del Atlantico con intenciones de cultivo en el
embalse, pero no se autorizo su ingreso a la zona. En la Tabla 9 se presen-
tan los datos de importaciones recientes, suministrados por el MAGYP y el
SENASA. También se realizan importaciones de alevinos desde Chile para la
elaboracion de vacunas, pero no son ingresados a la zona.

Tabla 9
Importaciones de salménidos a laArgentina
Afios Especie Estadio Procedencia  cantidad
2010 Trucha arcoiris ovas Dinamarca 2.000
2009 Trucha arcoiris ovas EEUU 700.000
Trucha arcoiris ovas Dinamarca 735.000
2008 Trucha arcoiris ovas EEUU 700.000
Salmo salar ovas EEUU 100.000
2007 Trucha arcoiris ovas EEUU 500.000
Trucha arcoiris ovas EEUU 150.000
Trucha arcoiris ovas EEUU 1.000.000
Trucha arcoiris ovas EEUU 700.000
2006 Trucha arcoiris ovas EEUU 40.000
Trucha arcoiris ovas EEUU 120.000
Trucha arcoiris ovas EEUU 40.000
Salmon coho ovas EEUU 40.000

Fuente: Direccion de acuicultura (MAGYP) y SENASA
Como consecuencia del trabajo realizado se elabor6é la resolucion
853/2011, por la cual todos los salmanidos, sus ovas o gametas que ingresen
al territorio nacional deben pasar por un predio cuarentenario, antes de ser
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liberadas al establecimiento de destino. En la Tabla 10 se vuelca la informacion
respecto ala condicion sanitaria de las tres enfermedades, para los paises desde los
cuales se han realizado importaciones de ovas o alevinos RNAHI OIE 2014).

Los establecimientos nacionales que proveen alevinos de trucha arcoiris a
la zona libre varian afio a affo. Actualmente son cuatro; dos ubicados dentro
de la misma zona¥ dos extra zona, en la region andina de la provincia de
Neuqueén (Tabla 1g.Todos son monitoreados anualmente previo al traslado
al embalse por el SENASA con una muestra de 60 animales por sitio; reali-
zandose un screening total por histopatologiay PCR &pooles de 5 animales).
Ademas, la Provincia del Neuquén, a traves del Centro de Ecologia Apli-
cada del Neuquen (CEAN), realiza controles sobre los reproductores pro-
pios {prpduce alevinos para el embalse), sobre salmonidos silvestres y en los
establecimientos del Embalse (el método de diagnstico es cultivo celular, y
derivan los casos sospechosos al SENASA) (Moreno, 2013).

Tabla 10
Situacién sanitaria por pais exportador y tipo de enfermedad Gltimos 10 afios

Pais/
enfermedad AlS NHI SVH
- 2005-2014 -
2005-2006 limitada limitada & una o 2005-2006 limitada a

a clertas zonas Més 70nas clertas zonas

2007-2314 no 2|007-2008 enfermedad
reportada clinica
EEUU 2009-2011 sospecha no
confirmada
2012-2014 ciertas
zonas Silvestre. Cultivo:
NR
Nunca reportada  Nunca reportada/ 2005-2007 limitada a
Vigilancia general una o mas zonas.
2008 enfermedad
clinica
Dinamarca 2009 brote
2010-2012 No
reportada
A partir de noviembre
del 2013 declarada libre
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2005-2007 Nunca reportada  Nunca reportada

Infeccion 2005-2014 2005-2014

enfermedad

subclinica

2007-2011 infeccidn

enfermedad clinica
Chile 2012 infeccion

confirmada

enfermedad

subclinica

2013-14 enfermedad

confirmada en una a

mas zonas

Tabla 11
Entrada de alevinos al embalse afio 2014
Codigo del Ubicacion del Cantidad de

establecimiento productor establecimiento alevinos
A Extra zona Importacion 1.119.250
B Extra zona 380.000
C Intra zona 200.000
D Intra zona 3.194.000

No hay evidencia de traslado ilegal de ovas ni de alevines. Los mismos E)ro-
ductores manifiestan conocimiento de los riesgos asociados con el traslado
ilegal de animales en defensa del estatus alcanzando. .

modo de ejemplo en la Figura 29 se presenta el arbol de escenarios
correspondiente a una de las vias secundarias de esta via: Importacion legal
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Figura 29
Arbol de escenario de probabilidad de ingreso del agente a la zona libre ma importacion legal

Hatchery infectado en pais
de origen

Ovas importadas estan
contaminadas

Virus sobrevive a la
desinfeccion

Infeccion NO detectada en
cuarentena

Alevino infectado ingresa a
granjay produce infeccién

Primer evento: hatchery infectado en el pais de ori?en. Se refiere ala proba-
bilidad de que las ovas 0 alevines que se importen legalmente pr_ovengan de
un pais en el cual el agente en estudio esta presente. La probabilidad de que
este evento se cumpla esta estrechamente vinculada a la prevalencia de hat-
cherys infectados en el pais de origen. ParaVHS los paises de origen (EEUU
y Dinamarca) adn tenian la infeccion en la época en que se importaba. Dina-
marca se declaro libre en noviembre de 2013. Desde el afio 2010 no s rea-
lizan importaciones de ovas o alevines destinados al Embalse.

Segundo evento: [a infeccion no se detecta. Se asume que i la infeccion es
detectada en el pais de origen, los Servicios Veterinarios Oficiales no emiti-
rian el correspondiente certificado de exportacion. Por lo tanto, la ocurren-
cia ge este evento esta limitada al periodo ventana, entre la infeccion del
hatchery y su deteccion, durante el cual se podrian realizar exportaciones de
producto infectado, N , _

Tercer evento: ¢ refiere a la probabilidad de que las ovas esten contaminadas,
dado que el hatchery lo esta. - _

Cuarto evento: el virus sobrevive a la desinfeccion. Las ovas son sometidas a
un proceso de desinfeccion, no asf los alevines.
_ Quinto_evento: infeccion no detectada en cuarentena. Estos productos de
importacion son sometidos aun periodo de cuarentena, donde se aplican prue-
bas dla%nostlcas para la deteccion de agentes patologicos. La probabilidad de
falla en la deteccion se deberia a la falta de sensibilidad de las pruebas aplicadas.

Sexto evento: alevino infectado ingresa a granja y produce infeccion. Si los
eventos anteriores ocurren, se asume que los productos importados irian direc-
tamente a un establecimiento productor y produciria caso de enfermedad.
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Este tipo de arbol de escenario (con ajustes segun el caso) se realizo para
las subvias que componen la via “Alevinos y ovas embrionadas”. Estas sub-
vias fueron: a. importacion legal desde EEUU; b. importacion legal desde
Dinamarca; b. importacion legal desde Chile; d. importacion legal desde
Argentina (desde areas ubicadas fuera de la zona de estudio); e. importacion
ilegal desde Chile; f. importacion ilegal desde Argentina (desde areas ubica-
das fuera de la zona de estudio).

VII. 1. i. 2. Via acuatica .

Dado que la zona libre no tiene afluentes que permitan la entrada, de los

agentes, la contaminacion del agua solo se podria producir por las siguien-

tes vias de ingreso: _

*  Peces contaminados silvestres: , B o
Debido a que la presa del Embalse actta como barrera f|5|ca.3ue impide
la entrada de animales aguas arriba de la misma, se considero como
loosmllldades de introduccion de patogenos la resiembra de peces, por
o cual fueron consultadas las provincias de Neugueny Rio Negro res-
pecto a los planes de repoblamiento de salmonidos que realizan en la
cuenca.

La provincia del Neuquén, a través del CEAN con asiento enJunin de
los Andes, realiza la reproduccion con un plantel propio y cria alevinos
tanto de trucha arcoiris como de salmon del atlantico. Para ésta dltima
especie, los reproductores no se han renovado al menos en los Ultimos
diez afios. El agua en la cual se realiza el cultivo de peces proviene del
Rio Chimehuin, que tiene su origen en el lago Huechulaufquen de
vertiente Atlantica. Ocasionalmente se han sembrado juveniles de sal-
mon del Atlantico en el Lago Traful. Los antecedentes registrados por el
CEAN son 1.500 ejemplares en el 2002, 3.200 en el 2003 y 500 en el
2007. Como mencionamos anteriormente, el CEAN realiza controles
sobre las especies que mantiene como reproductores en su laboratorio
Pro i0 mediante aislamiento en cultivo celular; no habiendose regis-
rado ningn caso positivo hasta el momento (Moreno, 2013).
La Provincia de Rio Negro captura reproductores en la zona libre;
obtiene las ovas, las fecunda y las traslada al embalse Piedra del Aquila,
extra zona, donde producen los alevinos. No realiza habitualmente siem-
bra en esta zona salvo en una ocasion con 5.000 alevinos en la naciente
del Limay (com. pers. Roa)
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Pescadores deportivos. 5 .
La pesca deportiva se encuentra muy desarrollada en la region. Los equi-
pos de pesca y lanchas utilizadas pueden actuar como fomites en caso de
trasladarse desde zonas que tienen distinto estatus sanitario,
Anualmente las provincias patagonicas Y la Administracion de Parques
Nacionales establecen cupos y emiten licencias de pesca deportiva. El
Reglamento de pesca deportiva patagonica indica que es obligatorio
que los rpescadores que ingresen al pais utilicen equipos nuevos de pesca
0 desinfectados. o o o
Se recaho informacion a las distintas administraciones que emiten licen-
cia de pesca deportiva can|IgIU|endos_e los datos_de Parques Naciona-
lISS y la Provincia de la Rio Negro, sin informacion de la Provincia de
euquén.
Se procesaron los datos de los aiios 2012 al 2014, For origen de pesca-
dores nacionales y extranjeros, y los que realizan la modalidad trolling
(nesca con embarcacion); para cuatro Parques Nacionales: Nahuel Huapr,
Lanin, Puelo y Alerces y para la provincia de Rio Negro (Tabla 12).

Tabla 12

Licencias de pesca deportiva segun modalidad, residente en pais y extranjero

Afo 2012 Trolling Residente Extranjero

Parque Nacional Nahuel Huapi 64 263 39
Parque Nacional Lanin 22 42 15
Parque Nacional Lago Puelo 36 121 471
Parque Nacional Los Alerces 108 110 525
Rio Negro 230 7560 170
Totales 460 8096 1220
Afio 2013

Parque Nacional Nahuel Huapi 23 469 554
Parque Nacional Lanin 10 411 301
Parque Nacional Lago Puelo 2 15 519
Parque Nacional Los Alerces 54 99 1374
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Rio Negro 31 11295 479
Totales 491 12289 3227
Afio 2014

Parque Nacional Nahuel Huapi 10 156 257
Parque Nacional Lanin 3 8 142
Parque Nacional Lago Puelo pAl 0 49
Parque Nacional Los Alerces 283 310 448
Rio Negro 313 11995 856
Totales 630 12469 1752
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Fuente: Parques Nacionales y Provincia de Rio Negro

Aves silvestres: , .

Las aves pueden translportar agentes patogenos. Una de las rutas migra-
torias intercontinentales que se considero es la ruta del Pacifico. Rara
Vez estas aves, que son principalmente aves marinas y costeras, vuelan el
recorrido completo de su ruta entre areas de nidificacion ¢ invernada,
sino que S detienen en distintos sitios para recuperar energias especial-
mente en zona de humedales. Otras migraciones se producen dentro de
Sudameérica, una de ellas son las migradoras patagonicas, que se reprodu-
cen en esta re/glon y a fines de verano mldgran hacia el norte alcanzando
el centro de Argentina, Uruguay y sur de Brasil (Blanco, 2009). En la
z0na e encuentran distintas especies tales como cormoran (Phalacrocorax
Spp), patos (Podiceps Spp, Anas spB) y gaviotas (Larus sp). En virtud de las
migraciones estudiadas, la probabilidad de entrar en contacto con pato-
genos de areas infectadas es muy baja (hemisferio norte y a través de la
cordillera). Esta via se considera de riesgo insignificante por lo cual no
fue incluido en el modelo. o N
La informacion relevada indica que no todas las pisciculturas utilizan
redes para evitar a las aves piscivoras. _

Camiones de traslado de producto procesado y alevinos:

Parte de Ia Erodu_cmén chilena de salmon es trasladada por via terrestre
a través del Paso internacional Cardenal Samoré, con destino a Chile en
el caso de alevinos o desechos de pescado y a Brasil, el mercado de Bue-
nos Aires y otros destinos via Ezeiza en el caso de producto final para
comercializacion. Los camiones transitan por las rutas que bordean a la
cuenca alta del Limay.
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El transporte de alevinos por este paso internacional esta prohibido
desde diciembre del 2013. Entre marzo del 2012 y febrero del 2013, cir-
cularon 148 camiones (Fuente: SENASA).
La carga registrada mayoritariamente es producto procesado en fresco 0
refrigerado que se transporta a temperaturas de 0'a 1°C. Segun el ana-
lisis de riesgo elaborado Xo[ Mardones y col. (2014b?, el 14,4% de las
toneladas de salmon del Atlantico producidas en Chile estarian conta-
minadas con VAIS, y contendrian como maximo 4 animales infectados,
en el caso de trucha arcoiris y salmon coho la probabilidad de infeccion
e3|n3|8n|f|cante. o 3
El producto congelado se comercializa en menor proporcion auna tem-
geratura de -18°C. Los datos de volumen transportado entre los afios
012'y 2014 fueron provistos por SENASA y la Direccion de Economia
Pesquera. A partir de los mismos se estimo el nimero de camiones que
transitaron a través del Paso Internacional Cardenal Samoré. (Tabla 13).

Tabla 13
NUmero estimado de camiones por afio y producto
Producto/Afo 2012 2013 2014
Congelado 701 783 581
Enfriado - Fresco 2804 3467 4963

Direccion de Economia Pesquera Fuente.. SENASA y base INDEC

A partir de estos datos no siempre se puede discriminar la especie trans-
portada. Sin embargo, se puede afirmar que mayoritariamente se trata de
salmon del Atlantico y en menor proporcion trucha arcoiris y salmon coho.

A fin de ilustrar la relevancia de esta via, se menciona el antecedente regis-
trado en el afio 2013, en el cual un camion procedente de Chile transgor-
tando_pescado entero eviscerado volco su carga a las aguas del Ia%o Nahuel
Huapi* (Figura 30). Segun trascendidos en la zona, desde el 2010 hasta la
fecha se registraron dos accidentes més.
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Figura 30 _
Recuperacion de carga del Lago Nahuel Huapi (Fuente: SENASA|
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En la Figura 31a modo de ejemplo se incluye el arbol de escenario de
probabilidad de ingreso via acuatica por el transporte de camiones con pro-
ducto terminado.

Figura 31
Arbol de escenario de probabilidad de ingreso del agente a la zona
libre via acuética por camiones

Camioén con carga contaminada

Camion se accidentay carga cae
al agua

Pez silvestre se infecta

Pez infectado sobrevive y
contagia a otros

Primer evento: Camion con carga contaminada. El valor de este parame-
tro fue estimado a partir del estudio de Mardones y col. (2014 b), quienes
sugieren que una tonelada de salmon del Atlantico producida en Chile tiene
una probabilidad del 14,6% de estar infectada por AIS. Asumiendo que un
camion transporta en promedio 20 Tm se estimo que la Probabllldad.de que
un camion transporte carga infectada es en promedio del 95% (Distribucion
bmomial n: 20; p: 0,14). _

Segundo evento: Camion se accidenta y la carga cae al agua. Desde el 2010
se ha registrado formalmente un accidente con vuelco de carga a la cuenca
y segun trascendidos habrian ocurridos otros dos accidentes de este tipo.
Asumiendo entonces %ue se produjeron tres accidentes en los dltimos cua-
tro afios se esperarian 0,75 accidentes por afo. De los datos presentados en
la Tabla 13, se estimo que el ndmero de camiones que circulan anualmente
seria de 4.500. Por lo tanto, la probabilidad promedio de accidente seria de
0,75/4.500. _ _

Tercer evento: Pez silvestre se infecta. Para que este evento ocurra la conta-
minacion del agua ocasionada por el accidente deberia aportar una cantidad
de virus viable y suficiente para infectar animales silvestres. Nuevamente, a
partir del estudio de Mardones y col. (2014 b) se sugiere que una tonelada
contaminada conVAIS contendria en promedio 1pez infectado (maximo 4).
A partir de estos datos se asume que la carga viral es muy baja. A esto se suma
que la Unica especie susceptible a la infeccion natural presente en la zona es
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el salmon del Adantico, que presenta una baja densidad poblacional. Por lo
tanto, los parametros determinados para este evento incluyeron una proba-
bilidad insignificante y una gran incertidumbre. o

Cuarto evento: Pez infectado sobrevive y contagia a otros. Si bien un sal-
mon del Atlantico infectado tendria una alta probabilidad de sobrevivir el
tiempo suficiente para transmitir la enfermedad, la densidad ?oblacmnal de
esta especie en la zona es relativamente baja, lo cual dificulta la transmi-
sion. Por lo tanto a este parametro se le asigno un valor bajo con una alta
incertidumbre. _ o

Las subvias incluidas en esta via son: a. siembra de especies silvestres desde
Rio Negro, b. siembra de especies silvestres de Neuguen C. pescadores depor-
tivos d. camiones de traslado de productos procesados.

VII. 1. 1. 3. Plantas procesadoras en la zona _
Existen ocho establecimientos en la ciudad de Bariloche y sus alrededo-
res. Todos tienen habilitacion Nacional (SENASA) Provincial o Municipal.
Los dos mas grandes procesan exclusivamente trucha del embalse Alicura.
Las otras cinco procesan a menor escala y producen exclusivamente trucha
ahumada proveniente de la zona. Uno procesa salmon fresco entero evisce-
rado proveniente de Chile en muy baja cantidad 20 Tm al afio (Ochoa, com.
pers), lo filetea y lo comercializa en restaurantes de la zona como producto
ahumado, fresco o congelado. o

Las distintas autoridades sanitarias exigen a los establecimientos que los
desechos sdlidos se traten como residuos especiales. Estos establecimientos
poseen habilitacion municipal dy sus residuos son enviados al basurero muni-
cipal ubicado a mas de 3 km del Lago Nahuel Huapi, lo cual no permitiria
la llegada de patdgenos al cuerpo de agua. Respecto al vertido de efluen-
tes liquidos, los establecimientos poseen una camara de desen(irasado y una
camara purificadora con un tratamiento de 0,8 a 1 ppm de cloro. Una vez
tratados los efluentes, son vertidos ala cloaca por la que son derivados a una
planta de tratamiento municipal, _ N _

En la Figura 32 se P_resenta el arbol de escenario de probabilidad de ingreso
del agente a la zona libre por las plantas de proceso que operan en la misma.
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Figura 32
Arbol de escenario de probabilidad de ingreso del agente a la zona
libre por las plantas de proceso.

Planta procesa pescado de pais
infectado

Pescado contaminado

Contaminacion agua de la
cuenca (residuos/efluentes)

Pez silvestre se infecta

Pez infectado sobrevive y
contagia a otros

Primer evento: Planta procesa pescado de pais infectado. Se refiere a la pro-
babilidad de que una planta procese pescado de orlgen de riesgo. Una dnica
planta de la zona procesa pescado proveniente de Chile. De las 1200 Tm que
anualmente se procesan en la zona, 20 Tm. son de salmon del Atlantico de
origen chileno. Por lo tanto la probabilidad de que una planta procese pro-
ducto de origen riesgoso es de 20/1.200. N

Segundo evento: Pescado contaminado. Se refiere a la probabilidad que el pro-
ducto esté contaminado. Del estudio de Mardones y col. (2014 b) surge que la
probabilidad de 8ue una tonelada de producto este contaminada es de 14,6%

Tercer evento; Contaminacion agua de la cuenca por residuos/efluentes.

Probabilidad de que los residuos solidos y efluentes contengan el virus via-
ble, en cantidad suficiente y que lleque al agua del Lago. Como se men-
ciond anteriormente la carga viral de una tonelada contaminada es baja
y ademas tanto los residuos como los efluentes sufren el tratamiento des-
cripto anteriormente. Por lo tanto la probabilidad asignada a éste evento fue
Insignificante. _ _ o _ _
. Cuarto evento: Pez silvestre se infecta La Unica especie susceptible a la
infeccion natural presente en [a zona es el salmon del Atlantico, que pre-
senta una baja densidad poblacional. Por lo tanto, los parametros determina-
dos pta&a esttJe evento incluyeron una probabilidad insignificante y una gran
incertidumbre,
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Quinto evento: Pez infectado sobrevive y contagia a otros. Si bien un sal-

mon del Atlantico infectado tendria una alta probabilidad de sobrevivir el
tiempo suficiente para transmitir la enfermedad, la densidad ?oblamonal de

esta especie en la zona es relativamente baja, lo cual dificu

ta la transmi-

sion. Por lo tanto a este parametro < le asignd un valor bajo con una alta
incertidumbre.

V
1
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Esta via no esta compuesta por diferentes subvias.

II. 1.1.4. Transmision por via mecanica _ y
Alimento para peces: uno de los riesgos de introduccion de enferme-
dades es la utilizacion de alimento para peces que tenga en sus compo-
nentes harina de pescado proveniente de peces portadores y que el tra-
tamiento para su elaboracion no elimine el virus. Existen tres provee-
dores de alimento: . 5 .
A. Proveedor 1:No se pudo obtener la informacion del fabricante.
B. Proveedor 2: La formula alimentaria contiene harina de pescado
proveniente de Chile (Corpesca SRL), cuyo origen es de pesca
extractiva Segun la informacion recabada y con productos certifi-
cados por la autoridad sanitaria. Por otro lado aunque proviniera
de los' desechos de la industria del salmon, los procesos para la
obtencion de la harina harian inviable a estos agentes. A esto se
suma el proceso de elaboracion del alimento (temperatura maxima
alcanzada de 150°C y tiempo de retencion de 3 minutos, proceso
de secado a temperaturas de 90 a 110°C durante 20 minutos). Este
tipo de tratamiento inactivarian los virus (Torgensen, 1993).
C. Proveedor 3: este proveedor no utiliza harina de pescado en su for-
mulacion dietaria, solo utiliza un baiio de aceite de pescado.
Para calcular cuantas toneladas de alimento se consumen, se uti-
lizd un factor de conversion relativos (FCR) de 1 14, calculan-
dose los porcentaies de por establecimientos: Proveedor 1350 Tm
26%; Proveedor 2: 896 Tm 66%; Proveedor 3: 105Tm 8 %(Demi-
. Cheli'y col. 2012)
Visitantes 0 vehiculos: ) o
Tanto los visitantes como sus vehiculos pueden actuar como fomites.
En diferentes puntos estratégicos de la Region Patagonica existen puestos
de desinfeccion, pero estos no son esh)ecn‘lcos para este tipo de patogenos.
Algunos establecimientos tienen implementadas medidas de bioseguridad
para el ingreso de vehiculos rodantes y ala entrada del personal en el agua.
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3. Equipo contaminado: .

Los Unicos equipos potencialmente: Ipellgros son las redes de segunda
mano. Los productores de truchas utilizan las redes para la construccion
de jaulas. Las redes no se fabrican en el pais, provienen de Chile, Tomando
en cuenta la cantidad de jaulas en la zona (CEAN 2012), se estimo que el
uso de redes alcanza los 45.000 m2, con una vida (til de 6 afios en pro-
medio. Esto implica que se necesitan renovar 7.500 nr_por afo.

En la actualidad se importan de un Unico proveedor. Pueden ser nuevas
0 usadas, las primeras no representan ningun riesgo. Las redes recicladas,
que previamente se utilizan para la Prod_gccmn e salmonidos en Chile,
se someten a un proceso de desinfeccion que garantiza su inocuidad.
Ademas en los Ultimos afos solo se utilizan redes nuevas. Por lo que no
se incluye este factor en el analisis de riesgo.

“Enla Fi%ura 33 amodo ilustrativo se muestra el arbol de probabilidades de
ingreso del agente a zona libre por via mecanica por alimento.

Figura 33
Arbol de escenario de probabilidad de ingreso del agente a la zona libre por
transmision por via mecanica por alimento.

Primer evento: Uso de harina de pescado en la elaboracion. Si bien algunos
de los alimentos utilizados en la zona contienen harina de pescado, esto no
representa un riesgo significativo debido a que el proceso de elaboracion de
|a harina inactiva a todos los agente de interés. N

Segundo evento: Harina contaminada. Se refiere a la probabilidad de que el
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agente pueda sobrevivir, vinculado a fallas en el proceso de J)roduccién 0
posibles contaminaciones. Se considera que la probabilidad de este evento
es insignificante. _ . 3

Tercer evento: Agente sobrevive al proceso. Se refiere a la probabilidad de
que el agente sobreviva al proceso de elaboracion del alimento. Este proceso
también-incluye exposicion a temperaturas y tiempos que inactivan a los
agentes virales, por lo cual el riesgo se considera insignificante.

Cuarto evento: Alimento suministrado a animales de cultivo. Se refiere a la
probabilidad que el alimento contaminado se suministre a los animales de
cultivo. En el afio 2012 habia tres proveedores de alimento en la zona, cada
uno proveia diferentes cantidades. En funcion de éstas se determing la pro-
babilidad de uso de cada alimento. _ _

Quinto evento: Animales de cultivo ¢ infectan. Se asume que si un animal
de cultivo recibe alimento contaminado se infecta. .

Las subvias incluidas en ésta via son: a alimento proveedor 1b. alimento
proveedor 2 c. alimento proveedor 3 d. visitantes a los establecimientos e.
equipo contaminado.
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VIL 2 Resultados
VIL 2. 1. Modelo A IS

Figura 34
Distribucion de probabilidades de introduccion del virus delA1S a la zona hajo estudio

RIESGO TOTAL

|~ | RIESGO TOTAL

Mnimum  1.7166-010
Maximum 2.165E-006
Mean  1734E-007
Stri Dev  2.831E-007
Values 1000

Values in Million,.

Como resultado de 1000 iteraciones se obtuvo una distribucion de resulta-
dos que puede apreciarse en la Figura 34. En el 95% de los casos el riesgo
fue inferior a 0,72 E-6. El resultado mas frecuente fue 0, el valor promedio
1,734 E-7'y el valor maximo de 2,165 E-6. Esto representa un HES%Q mmg-
nificante, 0 sea que i la situacion actual no se modifica la probabilidad de
introduccion del virus AIS seria extremadamente baja. _

La totalidad de este riesgo se debe a la via acuatica, siendo los camiones
transportadores de _?.roductos Ey el equipo de los pescadores deportivos, las
subvias con probabilidad >0. El riesgo asociado con los camiones transpor-
tadores de producto fue en promedio de 1,633 E-7.
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VIL 2.2. Modelo SHV _ _
Los parametros introducidos en este modelo trataron de simular el escenario
actual en relacion a esta enfermedad: inexistente en el Hemisferio Sury no
se importan ovas 0 alevinos del Hemisferio norte. Entre las vias identificadas
como de potencial riesgo se encuentran los equipos de pesca deportiva pro-
venientes del hemisferio norte. Los datos necesarios para estimar las proba-
bilidades asociadas a esta via son muy inexactos e impidieron la estimacion
precisa del parametro. . _ _

Se concluye que en la situacion actual el riesgo de ingreso del virus SHV
es insignificante, y menor adn que la AlS.
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El objetivo de la presente tesis fue determinar la presencia o ausencia en
|a zona de estudio, a cuenca alta del rio Limay, de los agentes causantes de
NHI, SHV yAIS. Si bien se contaba con trabajos previos donde no s halla-
ron evidencia de estos virus en la zona, los mismos no fueron concluyentes
para demostrar a ausencia de estos Pato enos, debido entre otras cuestiones
al escaso nimero de animales muestreados, falta de reqularidad en el mues-
treo y a la realizacion de los estudios en laboratorios no validados por la
autoridad sanitaria nacional (Coria y col., 1995; Luchini, 2004).

El estudio de las enfermedaces en poblaciones de animales acuaticos debe
abordarse de forma diferente que en poblaciones de animales terrestres.
Esto se debe a numerosos factores: alta dependencia con el medio ambiente
debido a que son animales ectotermicos, alta interaccion entre poblacio-
nes silvestres y de cria, sistemas de produccion a menudo complejos (jaulas
suspendidas €n cuencas hidricas, en sitios marinos, criaderos), pablaciones
numerosas en 10s sitios de cria (sistemas super intensivos a extenswos?, difi-
cultad para realizar el muestreo e inspeccion, entre otras. Mas an, algunos
datos basicos como la prevalencia esperada de enfermedades especificas en
poblaciones infectadas y el rendimiento de las pruebas diagnosticas, son a
menudo desconocidos {Oldtmann y col., 2013). _ ,

Por otra parte, para que la condicion de libre de ciertos patogenos, sea
reconocida internacionalmente se debera demostrar el estatus sanitario con
una determinada regularidad y con una correcta metodologia cientifica.
En ese sentido, el Codigo Sanitario para los Animales Acuéticos de la OIE
sugiere los procedimientos que han sido internacionalmente aceptados. El
sequir estas recomendaciones permite justificar las medidas sanitarias que los
paises imponen a las importaciones dentro de su territorio, siempre dentro
del marco de la OMC.
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El presente trabajo es el primero realizado en Argentina para demostrar
ausencia de enfermedad en una poblacion de animales acuaticos, con meto-
dologia cientifica reconocida internacionalmente. Su resultado contrlbuYo
para que el SENASA declarara una zona libre de enfermedades, entre las
cuales se encuentran NHI, SHV y AlS. _

El muestreo se disefio para detectar un 2% de prevalencia con un 95% de
confianza de acuerdo a lo que sugiere la OIE ( édlgo Acuatico, 2006). El
tamafio de muestra sugerido por este organismo es de 148 individuos por
campana, valor que fue levemente superado en los ocho muéstreos realiza-
dos. Esto 3|?n|f|ca qlue cada muestreo permitio afirmar con un 95% de con-
fianza que [a prevalencia de la enfermedad no superd el 2%, y la probabi-
lidad de error de cada muestreo fue del 5%. Dado que se realizaron ocho
Muéstreos en un genodo corto de tiempo la probabilidad de error acumu-
lada seria 0.05x108 lo que reduce la probabilidad de error a valores cerca-
oS a Cero,

Los mugstreos se realizaron teniendo en cuenta las distintas estaciones del
afio y la condicion de los animales, ya que la interaccion entre el pato?eno, el
hospedador y el medio ambiente tiene un rol aun mas relevante en fos ani-
males acuaticos que terrestres. Los peces por ser ectotérmicos, ven afectada
su respuesta inmunoldgica, tanto por temperaturas bajas o muy altas, por
ello la repuesta inmune esta ligada a los periodos estacionales. {Oidtmann
y col., 2013). Otros factores ambientales juegan un rol crucial para que una
Infeccion conlleve auna enfermedad clinica, por ejemplo si consideramos el
VAIS hay menos Brobabllldad de infeccion en agua salada que en agua dulce,
sin embargo los brotes de la enfermedad se dan en jaulas en agua de mar
(Godoy g col., 2008; Tapia, 2013). _ B

La probabilidad de transmision de las enfermedades entre animales acuati-
c0S en cultivos intensivos es mayor debido a las altas densidades, lo que per-
mite un ambiente adecuado para el establecimiento del patogeno (Langdon
y col., 1988; Oidtmann y col., 2011). Pese a ello, en el presente trabajo se
vio la necesidad de tomar muestras de especies silvestres susceptibles, ya que
estos cohabitan en los mismos ambientes donde se colocan lasjaulas de cul-
tivo (Jensen y col., 2014) o

Un elemento crucial para detectar una enfermedad es la capacidad discri-
minatoria de las pruebas diagnosticas utilizadas, la cual depende fundamen-
talmente de la especificidad ?/ sensibilidad de las mismas. Segun el Manual
de la OIE, el aislamiento viral en cultivo celulary es el método de referencia
recomendados para las tres enfermedades bajo estudio. Sin embargo por una
cuestion de practicidad, accesibilidad y costos, los métodos seleccionados
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Fara la presente tesis fueron la histopatologia y la RT-PCR. Segun la OIE
a capacidad diagnostica de los métodos de hiologia molecular para las tres
enfermedades estudiadas tienen la misma sensibilidad y especificidad al cul-
tivo celular, cuando se las utiliza para el diagnostico confirmatorio.

La zonificacion es particularmente relevante en el control de enfermeda-
des de animales acuaticos, ya que estos no se adaptan a las medidas de control
de enfermedades utilizadas en animales terrestres, como ser el aislamiento y
contencion en instalaciones (Subasinghe y col. 2005) _

La extension de la zona y sus limites, lo cual es establecido por la Autori-
dad Sanitaria, tienen que tener reconocimiento legal, estar claramente defi-
nida ?/ contar_con validez cientifica, tal como fuera implementada por la
Resolucion 375 del SENASA que declara la zona libre.
~Una zona libre representa un beneficio potencial para los productores
involucrados, ya que su capacidad de exportacion se ve favorecida por su
estatus sanitario, ademas de estar protegidos ante un eventual caso de estas
enfermedades en otras areas del pais. Obviamente, este beneficio se mani-
fiesta solo si la calidad y cantidad de producto son acordes con la demanda
de los mercados. B _ ) o

.Como ejemplo de las dificultades al comercio podemos sefialar la imposi-
bilidad de exportacion de Iangostlno al mercado brasilero, que nuestro pais
tiene restringido, argumentandose el desconocimiento del estatus sanitario
de dicha _es_i)eue de captura; para lo cual se ha implementado también un
plan de vigilancia por parte del SENASA. 3 _ .

El mantener una zona requiere de la implementacion de medidas de bio-
se(\;urldad adecuadas que garanticen el mantenimiento del estatus sanitario.
Esto significa, entre otras cosas, el estricto control del ingreso de todo tipo de
animal, producto o subproducto capaz de vehiculizar los agentes etiologicos,

El término vigilancia tiene varias definiciones. Segun el Cadigo Sanitario
de los animales Acuaticos (OIE 2014) designa una serie de mv_estl?amones
3ue se llevan sistematicamente a cabo en una poblacion de animales a fin

e detectar la presencia de enfermedades, que Pueden consistir en someter a
pruebas a la poblacion. Las actividades de vigilancia se pueden llevar a cabo
P_ara alcanzar tres objetivos: &) demostrar la ausencia de enfermedad, b) iden-
ificar episodios sanitarios ¢) determinar la presencia o distribucion de una
enfermedad endémica, incluido los cambios de su incidencia y prevalencia.
(Subasinghe y col., 2005; Qidtmann'y col., 2011, OIE, 2014).
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Ademas, se deben poner en marchalas acciones de vigilancia epidemioldgica
que permitan la deteccion precoz ante un eventual ingreso de alguno de los
agentes etiologicos,y preparar de antemano las medidas de contingencia nece-
sarias para implementar una inmediata y efectiva respuesta. Todo esto implica
contar con recursos humanos ademas de laboratorios con una capacidad
dla?nostlca que cumpla con los estandares internacionales. La participacion
de los productores en la vigilancia es crucial, para lo cual deben ser correcta-
mente capacitados a fin de conocer los sindromes de notificacion obligatoria,
los mecanismos para realizar tales notificaciones { las consecuencias asociadas.

En la evaluacion realizada s identificaron cuatro vias posibles de introduc-
cion de patagenos: importacion de alevinos y ovas, via acuatica, plantas pro-
cesadoras y transmision mecanica. 5 ,

El factor mas importante para la introduccion de un patogeno_es la lle-
(ada de ﬁeces Vivos 0 huevos al establecimiento de cria. La transmision ver-
tical no ha sido demostrada en la SHV En AlS, se ha comprobado la trans-
mision horizontal, sin embargo debido a un nuevo genotipo del virus del
salmon en Chile, existen trabajos que sugieren por Similitud una reciente
transmision de Noruega a Chile, probablemente debido a las importaciones
de ovas de salmones efectuadas durante varios aios (Vike, 2009). Con res-
pecto al virus de la NHI, la transmision vertical es el unico mecanismo que
explica la aparicion de la enfermedad en nuevos Iu%r_es por huevos incuba-
dos 2v eclosionados en aguas libres de patogenos (Winton 1991; Jorgensen,
1992; Rimstad, 2011; Lyngstand y col. 011?. Para evitar la transmision hori-
zontal una,de las medidas de bioseguridad mas efectiva s la desinfeccion de
la superficie de los huevos previo al envio y en el destino, lo cual previene
en la mayoria de los casos [a transmision del patogeno (Wolf, 1988; Bovo y
col. 2005a). En la evaluacion de riesgo realizada en el presente trabajo, esta
via de ingreso fue nula. Esto se debe a que hace mas de 4 afios no se realiza
importacion de ovas o alevines con destino al cultivo en la zona. Mas alla de
ello una de las medidas de mitigacion que se aplican actualmente en nues-
tro pais, es solicitar los antecedentes del pais exportador y el paso previo por
una estacion de cuarentena de todos los salmonidos que se importen. Esta
es una de as vias, que en un futuro si se presenta la necesidad de retomar la
importacion, se debe tener en especial consideracion realizandose el anlisis
de riesgo correspondiente. _ ,

Asumiendo que la zona se encuentra_libre de los patogenos, uno de los
mayores riesgos detectados en este trabajo fue la via acuatica. Dentro de ella
fueron relevantes el traslado de camiones de producto procesado que tran-
sitan en la zona, debido al riesgo de accidente y vuelco; y los pescadores
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deportivos provenientes de zonas no declaradas libres. Si bien los resultados

indican que el rlesglo es insignificante para ambos casos, es importante resal-

tar que a partir de la declaracion de zona libre no se permite el transito de

camiones con alevinos. _ o ,

En este sentido las medidas de bioseguridad indicadas en el Articulo 5.4.1.
del Cadigo Acuatico para el transporte de productos en camiones, son :

a) productos de pescado termo esterilizados y sellados hermeticamente (es
decir, un tratamiento térmico a 121°C durante al menos 3,6 minutos o
una combinacion eguwalente_de tiempo/temperatura).

b) productos de pescado Easteurlzados (ue han sido sometidos a un trata-
miento térmico a 90°C durante al menos diez minutos o a una com-
binacion equivalente de tiempo/temperatura que haya demostrado que
inactiva el virus. _ o _

¢) pescado eviscerado, secado por medios mecanicos (es decir, un trata-
miento térmico a 100°C durante al menos 30 minutos o a una combi-
nacion etiuwalente de tiempo/temperatura que haya demostrado que
inactiva el virus).

d) aceite de pescado.
harina de Bescado _

f)  cueros elaborados con piel de pescado.

Respecto a los pescadores deportivos, es un factor de muy dificil evalua-
cion y control, a pesar que en el reglamento de pesca deportiva patagonica,
se menciona la obl_lgatorledad de usar equipos nuevos o desinfectados.

Otras de las medidas gue colaborarian para un mejor manejo de los culti-
vos por parte de los productores, es la Implementacion de la Guia de Buenas
Practicas de produccion acuicola £ara trucha arco iris, que fuera elaborada
en forma conjunta por el SENASA y la Agencia de Desarrollo del Neuguén
(2010). En dicha guia se sugieren distintos programas para el monitoreo de
la calidad del agua, la organizacion de las areas de produccion y del proceso
productivo, que abarca los temas sanitarios, entre otros aspectos, |
~Uno de los temas también importante es el desarrollo de trabajos de inves-
tigacion que expliquen las patogenia y como se debe mejorar el control de
las enfermedades, especialmente para aquellos patogenos emergentes. Las
enfermedades sindromicas, que son el conjunto de signos lesiones que pro-
ducen un agente o consorcio de agentes no definidos de un animal, se ha
venido detectando en las producciones acuaticas. Como ejemplo de ello
se puede mencionar el Sindrome idiopaticos de la trucha, que provoco en
Chile en el afio 2013 importantes pérdidas y que aun no ha sido Identificada
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la entidad microbiana que lo provoca, Por lo cual la gestion sanitaria a nivel
pais es muy importante para la deteccion temprana de cualquier enfermedad
aun aquellas que no tienen un diagnostico establecido. _
En resumen para asegurar la sustentabilidad de la actividad hay que mejo-
rar la eficiencia productiva en cada una de las etapas, a fin de realizar una pla-
nificacion y manejo adecuado acorde a la especie por o cual la calidad de los
peces va a ser superlory el riesgo de enfermedad sera minimo. _
Finalmente es imporfante el mantenimiento de esta zona declarada libre,
manteniendo los controles y reforzando todas las medidas de bioseguridad
necesarias para impedir el ingreso a la zona de las enfermedades declaradas
libres; ya que anivel de los productores existen escasas medidas de biosequri-
dad implementadas a diferencia de lo que ocurre en animales terrestres. Asi-
mismo se debe continuar con el plan de monitoreo que permita demostrar
con cierta reqularidad que la zona continda libre, logrando la deteccion pre-
coz. El desarrollo de planes de contingencia, debe permitir dar una respuesta
inmediata para restituir el estatus en caso de ser necesario, ademas de la capa-
citacion tanto a productores como a profesionales relacionados con el sector.
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CAPITULO IX - CONCLUSIONES

»  Se puede afirmar con un 95% de confianza que los agentes etiologicos
de NHI, SHV y AIS no estan presentes en la zona bajo estudio con una
Erevalenua superior al 2%. N

»  Estos resultados contribuyeron con el SENASA para definir esta zona
como libre de patogenos. Esta es la primera zona con este estatus en
Argentina para animales acuaticos. N

» Elriesgo de introduccion de SHV ala zona en las condiciones actuales
es insignificante. 3 N

* El riesgo de introduccion de AlS a la zona en las condiciones actuales
s insignificante pero mayor t1ue el anterior y se debe principalmente
ala via acuatica, y dentro de ella al transito de camiones que transporta
grodutc_tos terminados desde Chile y en menor medida a pescadores

eportivos.

J Dapdo_ que la zona fue declarada libre, se requiere reforzar los controles
para impedir el ingreso de los agentes, demostrar con cierta regularidad
que la zona continua libre, implementar un programa de vigilancia que
garantice la deteccion precoz, y el desarrollo de planes de contl_n?enua
para implementar, en caso de necesidad, una respuesta inmediata que
permita recuperar el estatus.

9






CAPITULO X - BIBLIOGRAFIA

o Aamelfot, M.; Dale, 0.B.; Weli, S; K_oppan% E.O.; Falk, K.; (2012).
Expression of 4-O-acetylated sialic acids on Adantic salmon endothe-
lial cells correlates with cell tropism of Infectious salmon anemia virus.
J.Virol., 86, 10571-10578. . y

o Ahne w. (1982). Vergleichende Untersuchung dber die Stabilitét von
vier fischpatogenen Viren %VHSV_, PFR, SVCV, IPNV) (Comparative
studies on the StabI|ItY of four fish-pathogenic viruses [VHSV, PFR,
SVCV, IPNV]). Zentralbl.Veterinarmed. B?, 29,457-476. (In German).

»  Alvarez, M.A,; (2004). Relevamiento de los distintos LagFg)syEmbaIses
de la Patagonia. Informe técnico, Dir. de Acuicultura, SAPYA.

o Arkush, K.D.; Mendonca, H.L.; Mc Bride, A.M.;Yun, S Me Dowell,
T.S.; Hedrick, R.P. (2006). Effects of temperature on infectivity and of
commercial freezing on survival of the North American strain of viral
hemorrhagic septicemia virus (VHSV). Dis. Aquat. Org., 69, 145-151,

+ Auratia, G., Pefafort, M.B., Menu-Marque, S.;?1983). eces de a region
sudeste de los Andes y sus probables relaciones hiogeograficas actuales.
Deserta, 7: 48-107. o _ )

J Ba|8un, C., Lopez, G.; Dominico, A.; Ferriz, R.; Sverlij, S.; Schenke, R..
(2002). Presencia de Condoras paleatus, Una nueva especie brasilica en el
norte de la Patagonia (Rio Limay) y consideraciones ecologicas relacio-
nadas con su distribucion. Ecologia Austral 12: 41-48.

» Biacchesi S, Le Berre M.; Le Guillou S,; Bennansour, A.; Bremont, M.;
Quillet, E.; Boudinot, P.; (2007). Fish genotype significantly influences

susceptibility of juvenile rainbow trout, anorhYnchus mykiss (Wal-

baumg,_ to waterborne infection with infectious salmon anaemia virus.J.

Fish Dis., 30, 631-636 , ,

» Blanco, M.M.; Gibello,A.; Fernandez-Garayzabal J.F.; (2000). Influence
of fish health management: Bases, procedures and economic implica-
tions, Options méditerranéennes, vol. 51. Global quality assessment in
Mediterranean aquaculture (pp. 45-49).

101



102

La biotecnologfa como herramienta para el comercio de animales

Blanco, D. E.; (2009). Ecologja ?/ comportamiento de aves silvestres
migratoria y la influenza aviar. Taller Internacional deVigilancia de Aves
%l}ll\/lestr(e:srzlllHerramlenta global contra la Influenza Aviar, Santiago de
ile, Chile.
Bondad-Reantaso, M. G.; (2004).Trans-boundary aquatic animal disea-
ses/pathogens. Aquaculture AsiaVol. IX N° 2, Ep 24-28.
Bondad-Reantaso, M.G.; McGladdery, SE.; East, I.; Subasinghe, R.P.
[ge_ds.);.(2001). Asia Diagnostic Guide to Aquatic Animal Diseases. FAO
2lesoherles Technical Paper No. 402, Supplement 2. Rome, FAQO 2001,
p. : -
Bootland L.M.; Leong J.C.; (1999). Infectious hematopoietic necro-
sis virus. In: Fish Diseases and Disorders,Volume 3:Viral, Bacterial and
Fungal Infections, Woo P.T.K. & Bruno DW, eds. CAB International,
Oxon, UK, 57-121. .
Bovo, G.; Hastein T., Hill, B.; LaPatra, S.; Michel, C.; Olesen, NJ.;
Shchelkunov, 1.; Storset, A.; Wollfrom, T. Mldtlylngl, PJ, (20053).
%LK_Z;CT-2002-015_46: Fish Egg Trade Work package 1report: Hazard
identification for vertical transfer offish disease agents, 1-35.VESO, P.O.
Box 8109, Dep., N-0032 Oslo, Norway.
Bovo, G.. Hill, B.; Hushy,A.; Hastem, T.: Michel, C.; Olesen, N.J.; Storset,
A Mldtfyn?, P.: (2005h). Fish Egq Trade Work package 3 report: Patho-
gen survival outside the host, and susceptibility to disinfection, 1-53.
VESO, P.0. Box 8109 Dep., N-0032 Oslo, Norway.
Christiansen, D.H.; Ostergaard, PS.; Snow, M.; Dale, 0.B; Falk, K.,
2011). A low-pathogenic variant of infectious salmon anemia virus
(ISAV1 - HPRO) |sh|?hly prevalent and causes a non-clinical transient
infection in farmed Atlantic salmon (Salmo salar L.) in the Faroe Islands.
J.GenVirol,, 92,909-918. .
Corig, C. O, 1991 Informe preliminar sobre el estado sanitario de los
salmolr13|dos en la provincia del Neuguen. CEAN-JICA: Informe tec-
nico 15 pp. : :
Corig, C. 0., Mendoza,J, L.; Sakai, D. K.; (1995). Pruebas virales en sal-
monidos ataR‘omcos: Primer registro oficial en Argentina. Informe Téc-
nico 17 CEAN. _
Dannevig, B.H.; Falk, K.; Namork E.; (1995). Isolation of the causal
virus of Infectious salmon anemia (ISA) in a Iong-term cell line from
Atlantic salmon head kidney.J. Gen.Virol., 76, 1353-1359.



Capitulo xi.Bibliografia

Demichelli, M.; Moreno, P:Torres,W; Garrido, E.; Molinari, L.; Hualde,
P, (2013). Relevamiento de Ia Eroduccmn acuicola e la provincia de
Neugquén. Informe preliminar CEAN.
Devoid, M.; Krossoy, B.; Aspehaug, V.. Nylund, A.; (2000). Use of
RT-PCR for diagnosis of infectious salmon anaemia virus (ISAV) in
E)arrleE1 Oses tlrgut Salmo trutta after experimental infection. Dis. Aquat.
9., &b, 9- o ,
Direccion de Recursos Hidricos (2005). Catalogo de Lagos y Embalses
de la Argentma;), Buenos Aires, Argentina.
Duesund, H.; Nylund. S.;Watanabe, K.; Ottern, K.F.: Nylund,A.; (2010).
Characterization of aVHS virus genotype III isolated from rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) at a marine site oon the west coast of
Norway.VirolJ 7:19
Emmenegger, E.J.; MeyersT.R.;Burton T.0.; Kurath, G.; (2000). Gene-
tic diversity and epidemiology of infectious hematopoletic necrosis
virus in Alaska. Dis. Aquat. Org. 40; 163-176. )
Enzmann, PJ.; Castric,J.; Bovo, G.;Thiery, R.; Fichtner, D.; Schiltze, H.,
Wahli, T.; (2010). Evolution of infectious hematopoietic necrosis virus
(IHNV), a fish rhabdovirus, in Europe over 20 years: implications for
control. Dis.Aquat. Org., 89, 9-15.
Enzmann, PJ, Kurath, G.; Fichtner, D.; Ber%man.n, S.M.; (2005). Infec-
tious hematopoietic necrosis virus: Monophyletic orl%l_n of European
Egng/Y %Igtes from North-American genogroup M. Dis.Aquat. Org.,
EuroPean Food Safety Authority; (2008). Scientific Opinion of the
Panel on AHAW on a request from the European Commission on aqua-
tic animal species susceptible to diseases listed in the Council Directive
2006/88/EC.The EFSA Journal (2008) 808, 1-144
Falk, K., Namork, E.; Rimstad, E.; Mjaaland, S.; Dannevig,B.H.; (1997).
Characterization of infectious salmon anemia virus, an orthomyxo-
Igllée1 6V|9r(t)133|solated from Atlantic salmon (Salmo salar L).J. Virol., 71,
ESABO; (2014). El estado mundial de la pesca y la acuicultura 2014. Roma.
ags.
Femgn%ez-_Alonso, M.; Rocha,A.; Coll J.M.; (2001). DNA vaccination
by immersion and ultrasound to trout viral haemarrhagic septicaemia
virus.Vaccine, 19:3067-3065.

103



104

La biotecnologfa como herramienta para el comercio de animales

Garver, KA., Batts, WN; Kurath, G., (ZOOEP.ViruIence comparisons of
infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV) U and M genogroups in
sockeye salmon and rainbow trout.J. Aquat. Anim. Health, 18,232-243.
Gemmeke, E.;Batho,H.;Bonbon, E.; de Leeuw, P.;Bruschke, C.; (2008).
Compartamentalisation and zoning: Dutch perspective. Revista Sicence
technologie, OIE 2008,27 (¢) 679-688.

Gimenez, N.; Coll J.. Estepa, A, Tafalla, C.; (2005). Futuro de las vacu-
rzl%% 5ADN frente aVirus en acuicultura. AquaTIC, n°23, pp.20-35.Af0
Godfray, H.C.J.; Beddington, J.R.; Crute, 1.R.; Haddad, L., Lawrence,
D., Muir J.F.; Pretty,J.; Robinson, S.;Thomas, S.M.;Toulmin, C. (2010)
gi)gdﬁgcuntyﬁhe Challenge of Feeding 9 Billion People. Science, 327,
Godoy, M.G.; Aedo, A.; Kibenge, M.J.; Groman, D.B.;Yason, CV; Gro-
thusen, H.; Llsgerguer,A.; Calbucura, M.; Avendafio, F; Imilan, M,;Jarpa,
M.; Kibenge, F.S. (2008) First detection, isolation and molecular cha-
racterization of infectious salmon anaemia virus associated with clini-
cal disease in farmed Atlantic salmon (Salmo salar) in Chile. BMC Vet
Res.2008;4:28. N _
Godoy, M.G.; Klben’\%e, M.J.T.; Suarez, R.; Lazo, E.; Heisinger, A.; Agui-
naga, J.; Bravo, D.; Mendoza, J.; Llegues, K.O.; Avendano-Herrera, R.;
Vera, C.; Mardones, F; Kibenge, F.SB.; i2013). Infectious salmon anae-
mia virus (ISAV) in Chilean Atlantic salmon”(Salmo salar) aquaculture:
emergence of low pathogenic ISAV-HPRO and re-emergence of viru-
lent ISAV-HPRA: HPR3 and HPR14.V|roI0(IzyJournaI 013, 10:344.
Goodwin, A.E.; Merry, G.E.; (2011). Mortality and carrier status of
blue_?llls exposed to viral hemorrhagic septicemia virus genotype IV b
at different temperatures.J. Aquat. Anim. Health, 23, 85-91.

Guia de Buenas Practicas de produccion acuicola 2010. SENASA y
Agencia de Desarrollo del Neuguén, 65_Pp. . o
Hawley, L.M.; Garver, K.A.; (2008). Stability ofviral hemorrhagic septi-
cemia virus VHS\Q In freshwater and seawater at various temperatures.
Dis. Aquat. Org., 82, 171-178.

Henryon, M.; Jokumsen, A.; Berg, P Lund, I.; Pedersen, P.B,; Ole-
sen, N.J.; Slierendrecht, WJ.; (2002a). Erratum to “Genetic variation
for growth rate, feed conversion efficiency, and disease resistance exists
within a farmed population of rainbow trout” (Aquaculture, 2002,209,
59-76). Aquaculture, 216, 389-390.



Capitulo xi.Bibliografia

Henryon, M.; Jokumsen, A.; Berg, P Lund, 1., Pedersen, PB.; Olesen,
N.J.; Slierendrecht, WJ.; (2002b). Genetic variation for growth rate,
feed conversion efficiency, and disease resistance exists within a farmed
opulation of rainbow trout. Aquaculture, 209, 59-76.

olvold, L.B.; Myhr,A. ., Dalmo, R.A.; (2014). Strategies and Hurdles
using DNA vaccines to fish.Veterinary Research 45,
Jensen, B. B.; Ersholl,A. K.; Korsholm, H.; Skall, H, F; Olesen; N.J.; 2014,
Spatio-temporal risk factors for viral haemorrhagic spticaemia (ZVHS) In
Danish aquaculture. Diseases ofAquatic Organismsvol. 109; 87-97.
Johansen, L.H.;Jensen, 1., Mikkelsen, H.; Bjorn, PA.;Jansen, P.A.; Bergh,
0; (2011). Disease interaction and pathogens exchange hetween wild
and farmed fish populations with special reference to Norway. Aquacul-
ture, 315,167-186. .
Johansson, T.; Einer-Jensen, K.; Batts, W; Ahrens, P, Bjorkblom, C.,
Kurath, G.,Bjorklund,H.;Lorenzen,N; (2009). Genetic and serologllcal
typing of European infectious haematopoietic necrosis virus (IHNV)
iSolates. Dis.Aquat. Org., 86,213-221, S
Jones, S.R. M., Groman, D. B. 2001. Cohabitation transmission of infec-
tious salmon anemia virus among freshwater-reared Atlantic salmon. .
ofAquaticAnimal Health 13, 340-346. _ _
Jorgensen, P.EV.; Olesen, N.J.; Lorenzen, Winton, J.R.: Ristow, S.S;
(1991). Infectious hematopoietic necrosis (IHN) and viral hemorrhagic
septicemia (VHS): detection of trout antibodies to the causative viru-
ses by means of plaque neutralization, inmunofluorescence, and enzy-
me-linked immunosorbent assay.J. Aquatic Animal Health, 3, 100-108.
Kibenge, FS.B.. Garate, O.N.; Johnson, G.; Arriagada, K.; Kibenge
M.J.T.:Wadowaka D.; (2001). Isolation and identification of infectious
salmo&agaggna virus (ISAV) from Coho salmon in Chile. Dis. Aquat,
Org., 49, ¥-10.

Kim, WS.; Oh, M.J.; Nishizawa, T.; Park, J.W; Kurath, G.;Yoshimizu,
M., (2007). Genotyf)ln OfKorean Isolates Of Infectious Hematopoie-
tic NecrosisVirus { hn\% Based On The Glycoprotein Gene. Arch. Virol.,
152,2119-2124, .

Kolodziejek, J.; Schachner, O.; Dirrwald, R.; Latif, M.; Nowotny, N ;
(2008). “Mid-G™ region sequences of the glycolproteln gene of Aus-
trian infectious hematopoietic necrosis virus isolates form two linea-
Fes within European isolates and are distinct from American and Asian
Ineages.J. Clin. Micrabiol., 46,22-30.

105



106

La biotecnologfa como herramienta para el comercio de animales

Kurath, G.; Garver, K.A.;Troyer, R.M.; Emmeneg?ger, E.J. Einer-Jen-
sen, K.; Anderson, E.D.; (200 g Phylogeography of infectious haemato-
oietic necrosis virus in North America.J. Gen. Virol, 84, 803-814.
angdon,J. S.; Humphrey, J. D.jWilliams, L.M.; (1988). Otubreaks of an
I%Il-l%yéléke iridovirus in cultured rainbow trout in Australia.J. Fish Dis.
L_anatra, SE.; FryerJ.L.; RohovecJ.S.; (1993a).Virulence comparison of
different electropherotypes of infectious hematopoietic necrosis virus.
Dis.Aquat, Orgl_., 16, 115-120.
Lapatra, S.E.; Turner, T.; Lauda, K.A.; Jones, G.R.; Walker, S. $199_3b).
Characterization ofthe humoral response of rainbow trout to Infectious
hematopoietic necrosis virm.J. Aquat.Anim. Health, 5, 165-171, _
Liotta,J.; (2006%. Distribucion geografica de los peces de aguas conti-
nentales de la Republica Argentina. Serie de Documentos N°3, Pro-
Biota FCNXM, NPL. Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y
Alimentos de la Republica Argentina. 5 _ ,
Luchini, L.; (2004). Calidad Sanitaria en relacion al cultivo de Salmo-
nidos: Lago Nahuel Huapi, Embalses de Alicura y Piedra del Aguila.
Direccion de Acuicultura, SAGPYA, ppl08. _
Lyngstad, T.M.; Jansen, P.A.; Sindre, H.,Jonassen, C.M.; Hjortaas, M.J;
Johnsen, S.;Brun, E.; (2008). Epidemiological investigation of infectious
galnzuig a2n2a?em|a (ISA) outbreaks in Norway 2003-2005. Prev.Vet. Med.,
Lyngstad, T.M.; Hjortaas, M.J; Kristoffersen,A.B.; Markussen,T.; Karlsen
E.T.;Jonassen, C.M.; Jansen, P.A.; (2011). Use of molecular epidemio-
Iogx to trace transmission pathways for infectious salmon anaemia virus
(ISAV) in Norwegian salmon farming. Epidemics, 3, 1-11.
Maclean, S.A.; Bouchard, D.A.; Ellis, SK.; (2003). Survey of non-sal-
monid marine fishes for detection of infectious salmon anemia virus
and other salmonid pathogens. In: Technical Bulletin 1902. Internatio-
nal Response to Infectious Salmon Anemia: Prevention, Control and
Eradication, Miller O. & Cipriano R.C., eds. USDA, APHIS; US Dept
Interior, US Geol\%llcal_ Survey; US Dept Commerce, National Marine
Fisheries Service,Washington DC, USA, 135-143.
Menni,R. C.; Gomez S.E.; (1995). On the hatitat and isolation of Gym-
rioscggracmus bergi (Osteichthyes: Characidae). Environ Biol.Fish 42: pp.



Capitulo xi.Bibliografia

Mardaones, F.O,, Perez, AM.; Carpenter, T.E.; (2009). Epidemiologic
mvestl%a_tlon of the re emergence of infectious salmon anemia virus in
Chile. Dis. Aquat. Organ. 84, 105-114. R _
Mardongs, F.O.;Valdes-Donoso, P, (2014@. Andlisis de riesgo cuantita-
tivo de infeccion de salmones silvestres y de cultivo a partir del virus de
la anemia infecciosa del salmon y Piscirickettsia sahnonis. Informe Técnico
Epivet Chile Ltd. ,

ardones, F.0., Martinez-Lopez, B.;Valdés-Donoso, P, Carpenter,TE.,
Perez, AM.; (2014a). The role of fish movements and the spread of
infectious salmon anemia virus (ISAV) in Chile, 2007-2009. Prev.Vet.

Med. (in Eres\?/ o _
Marsh, 1.B.. _h|tt|_nfqton,_R._J.; O'Rourke, B.; Hyatt, A.D.; Chisholm,
0., (2002)Rapid differentiation of Australian, European and American
ranaviruses based on variation in major capsid protein gene sequence.
Molec. Cell. Probes, 16, 137-151. N
Marshall, S, Heath, S.; Henriquez, V; Orrego, C.; (1998). Minimally
invasive

detection ofPiscirickettsia salmonis in cultivated salmonids viathe PCR.
Applied and Environmental Microbiology 64, 3066-3069.
Mennerat, A.; Nilsen, F; Ebert, D.; Skorping, A.; (2010) Intensive far-
ming: evolutionar |m7pI|cat|ons for parasites and pathogens. Evolutio-
nary Biology, 37, 59-67. _ S
Meyers,T.R.; Winton, J.R.; (1995).Viral hemorrhagic septicemia virus
in North America. Ann. Rev. Fish Dis., 5, 3-24. _
Mijaaland, S.; Rimstad, E.; Cunningham, C.0.; (2002). Molecular diag-
nosis of infectious salmon anaemia. In: Molecular Diagnosis of Salmonid
Diseases, Cunningham, C.0.; ed. Kluwer Academic Publishers, Dordre-
cht, The Netherlands, 1-2. o . _
Mareno, P, (2013).“Pruebas de deteccion viral en salmonidos mediante
aislamiento en cultivo celular durante el aflo 2012” Informe técnico
Laboratorio de Ictiopatologia CEAN, Pcia. del Neuquén,
Nishizawa, T.; Kinoshita, S.; Kim, W-S,; _HIPaShI, S Yoshimizu, M.;
(2006). Nucleotide diversity of Japanese isolates of infectious hema-
topoietic necrosis virus (IHNV) based on the glycoprotein gene. Dis.
Aquat. Org., 11,267-212. o

Noguera Py Calzolari A.; (2002). Estado Ictiosanitario en Embalses,
Aspectos microbiologicos. Informe de muestreo |0 parte: Embalse Ali-
cura y Rio Traful. Convenio CRUB-AIC, Universidad del Comahue.
OIE; (2006). Codigo Sanitario para los Animales Acuaticos.

107



La biotecnologfa como herramienta para el comercio de animales

OIE; (2010). Epidemiologia y programas de lucha contra las enfermeda-
des de los animales. Rev. OIE, pp 43-45. N

OIE; (2014). Codigo Sanitario para los Animales Acuaticos.

OIE; (2014). Manual de Tests Diagnosticos para Animales Acuaticos.
Qidtmann B, C.; Crane, C. N.; Thrush, M. A.; Hill, BJ., Peeler, EJ.;
(2011). Ranking freshwater fish farms for the risk ofgathogen introduc-
tion and spread. PreventlveVeterlna(rjy Medecine 102 (2011) 329-340.
Qidtmann, B. C.; Peeler, E.; Lyngstad.T.; Brun, E.;Jensen,B. B., Stark, K;
(2013). Risk-based methods for fish and terrestrial animal diseases sur-
veillance. Preventive Veterinary medicine 112 (2013) 13-26.
Olesen, N.J.; Korsholm, H.; 2/1997. Control measures for viral disea-
ses in aguaculture: eradication ofVHS and IHN. Bull. Eur. Assoc. Fish
Pathol.,17,229-233 Olesen, N.J., (1998?. Sanitation ofviral haemorrha-
glc septicaemia (VHS).J. Appl. Ichthyol., 14, 173-177. _

arry, L.; Dixon, PF, (1997). Stability of nine viral haemorrhagic sep-
ticaemia virus éVHSV) isolates in” seawater. Bull. Eur. Assoc. Fish
Pathol., 17, 31-36. o

Pascual, M.; Cussac,V.; Dyer, B.. Soto, D.;Vigliano, P.; Ortubay, S.; Mac-
chi, P., (2007). Fresnwater fishes of Patagonia in the 21th Centu(rjy after
a hundred years of human settlement, species introductions, and envi-
Eolnzm2e2n7tal change. Aquatic Ecosystem Health and Management 10:
Pascual, M.; Macchi P.; Urbanski,J.; Marcos, F; Riva Rossil, C.; Novara,
M., DeirArciprete, P, (2002). Evaluating potential effects of exotic fres-
hwater fish from incomplete species presence-absence data. Biological
Invasions 4: 101-113, -

Pedrozo, F. Alcalde, R.; Manuel, M.; (1997). Estado trofico del Lago
Nahuel Huapi y estimacion preliminar de su posible evolucion. Centro
Regional Universitario Bariloche, Universidad Nacional del Comahue;
Departamento Provincial de Aguas Provincia de Rio Negro.

Peeler, E.J, Murray, A.G.; Thebault, A.; Brun, E.; Giovaninni,A.; Thrush,
M.A.; (2007) The application of risk analysis in aquatic animal health
management. o .
Pillay,T.VR.;Kutty,M.N.; (2005).Aquaculture: Principles and Practices,
2nd edn.Wiley-Blackwell, Oxford, UK. _ ,
Prieto, A. B.; del Valle A. E.; (1996). La salmonicultura en Neug_uen_y
Rio Negro. Situacion en Octubre de 1996. CEAN-JICA. Editorial
Hemisferio Sur S.A., Buenos Aires. 109 pp. y _
Resolucion 375 del SENASA, Afio 2013. Declaracion de zona libre



Capitulo xi.Bibliografia

Resolucion 853 del SENASA, Aiio 2011. Condiciones Sanitarias para el
Registro y Funcionamiento de Predios Cuarentenarios en la Importa-
cion de Salmonidos, sus ovas y/o sus gametas a la Re€ubllca Argentina.
Rimstad,E.; Dale, 0.B.;Dannevig,B.H.; Falk K.; (20 1%. Infectious Sal-
mon Anaemia. In: Fish Diseases and Disorders,Volume 3Viral, Bacterial
and Fungal Infections,Woo P.T.K. & Bruno D., eds. CAB International,
Oxfordshire, UK, 143-165. . ,
Rivas-Aravena, A.; Vallejos-Vidal, E.; Martin, M.C.: Reyes-Lopez, F;
Tello, M.; Mora P.: Sandino, A.M. Spencer, E.. (2011). In |b|tor¥ effect
ofanucleotide analog on ISAV infection.J.Virol., 85, 8037-8045.
Rolland J.B.;Winton J.R.; (2003). Relative resistance of Pacific salmon
to infectious salmon anaemia virus. J. Fish Dis 26 g9):511_—520. _
Scheinert P, Revenga J, Garcia A; (1995). Estado Sanitario de Ia Ictio-
fauna del Embalse Alicura, Informe final de la Campafia Noviembre
1994 - Noviembre 1995. Universidad del Comahue 15pp.

Simko, E.; Brown, L.L.; Mac Kinon,A.M.: Byme, P.J., Ostland,VE.; Fer-
guson, HW ; (2000). Experimental infection of Atlantic salmon, Salmo
salar, with infectious salmon anaemia virus; a Histological study.J Fish
Diseases 2000,23:27-32. _ _

Skall, H.F.; Olesen,N.J.; Mellergaard, S.; (2005).Viral hagmorrhagic sep-
ticaemia virus in marine fish and its implications for fish farming - a
review. J. Fish Dis., 28, 509-529. _ o
Smail,D.A.; Snow,M.; (2011).Viral Haemorrhagic Septicaemia. In:Woo
PTK, Bruno DW (eds). Fish Diseases and DisordersViral, Bacterial and
Fungal Infections v. 3,2nd edn.CAB International, UK, pp 110-141
Stone, DM.; Ferguson_, HW;TFyson_, P.A. Savage,J..Wood, G., Dodge,
M.J.; Woolford, G.; Dixon, PF; Feist, SW;_Wa}/, K; (20082). The first
report of viral haemorrhagic septicaemia in farmed rainbow trout,
%);gogréyjchus mykiss (Walbaum), in the United Kingdom,J. Fish Dis.,31,
Subasinghe, R.; (2005). EPidemioIogicaI approach to aq‘uat_ic animal
health management: opportunities and challenges for developing coun-
tries to increase aquatic 1productlon through™ aquaculture. Preventive
veterlnar?]/ medicine 67 117-124, o y
Subasinghe, R.; McGladery, S, Hill, B.; (2005). Vigilancia y_Zonifica-
cion de Enfermedades de animales acuaticos. Documento Técnico de
Pesca 451FAQ

109



110

La biotecnologfa como herramienta para el comercio de animales

Tapia, E.; Monti, G.; Rozas, M.; Sandoval, A.; Gaete, A., Bohle, H.; Bus-
tos, P,; (2013). Assesment of the in vitro survival of the infectious sal-
mon anaemia virus_(ISAV) under different water types and temperature.
Bulletin Eur. Ass. Fish Pathol. _33&1): 3-12.

TorgersenY ., Falk K.; Dannevig B. H.; Hektoen H.; Krogsrud J.; (1993).
Physical and chemical inactivation of the etiological agent of nfectious
salmon anemia (ISA). A qualitative study. European Association of Fish
Pathologlst, Sixth International Conference, September 5-10, 1993,

Brest, Abstracts, p 5. S
Vike, S Nylud,'S; NXIud,A.; (2009). 1SA virus in Chile: evidence of
vertical transmission. Arch.Virol. 154 1-8,

WAHIS World Animal Health Information, 2014, OIE. _
Walker, P.J, Benmansour, A.; Dietzgen, R.; (2000). Family Rhabdovi-
ridae. In:Virus Taxonomy. Classification and Nomenclature ofViruses.
Seventh Report ofthe International Committee onToxonomy ofViru-
%%éV§g3Regenmortel M.H.V., Fauquet C.M., Bishop D.H.L. &t al., eds.
Walker, PJ; Winton, J.R.; (2010). Emer%ing viral diseases of fish and
shrimp.Vet Res. 2010 Nov-Dee; 41(6):5 _
Wargelius, A,; Fjelldal, P.G.; Hansen, T.:(2005). Heat shock durln%_ earIY
somitogenesis induces caudal vertebral column defects in Atlantic sal-
mon (Salmo salar) Dev Genes Evol (2009) 215: 350-357.
Wlegirzyn, D., Ortubay, §; (2006). Salmanidos en la Patagonia, ler ed.
vol 1.

Wicki, G.; Luchini, L., (1996). Evaluacion del potencial para acuicul-
tura en la Region del Comahue (provincias de Neuquén y Rio Negr%.
Informacion Bésica. Ed. Direccion de Acuicultura-SSPesca-SAGPYA:
52 Iop y Anexos. _ _
Williams, K.;Blake,A.; Sweeney,A.; (1999). Multiplex reverse transcrip-
tase PCR assay for simultaneous detection of three fish viruses. Journal
of Clinical Microbiology 37: 4139-4141. _

Winton J.R.; (1991). Recent advances in the detection and control of
infectious hematogmetlc necrosis virus (IHNV) in aquaculture. Ann.
Rev. Fish Dis., 1, 83-93. S
Winton, J.R.; Einer-Jensen, K.; (2002a). Molecular diagnosis of infec-
tious hematopoietic necrosis and viral hemorrhagic septicemia. In:
Molecular Diagnosis of Salmonid Diseases. Cunningham C.0., ed.
Kluwer, Dordrecht, The Netherlands, pp. 49-79.



Capitulo xi.Bibliografia

« WmtonJ.R.; (2002h). Fish Health Management chapter 9 in: Fish Hat-
gggr)é3g/lanagement, second edition. American Fisheries Society, pp
+ Wolf K.: (1988). Viral hemorrhagic seBticemia. In: Fish Viruses and
§I157h \lellrgal iseases. Cornell University Press, Ithaca, New York, USA,






CAPITULO XI - ANEXOQS

X1 .1, Anexo 1: Protocolo Extraccion de &cido ribonucleico
ARN de tejidos depeces Salmonidos

Reactivos: Kit comerciales para la extraccion de ARN total mediante sis-
tema de columnas:
RNeasy mini Kit (Qiagen)
RNeasy Mini Spin’ columns (rosaclos)
Tubos de recoleccion de 15 mi
Tubos de recoleccion de 2ml
Buffer RTL
Buffer RW 1
Buffer RPE (concentrado)*
Aqua libre de Rnasas
RQ RNAse free DNAse (Promega)

* Agregar 4 voldmenes de 100% etanol de acuerdo con las instrucciones
gue flé]uran en la etiqueta del frasco antes del uso, para obtener la solucion
e trabajo

Klt SVTotal RNA Isolation sgstem (Promega)
Wizard SV mini columnas y Tubos de recoleccion de 2ml (Spin column
assemblies)

« Buffer de lisisARN RLA

»  Buffer de dilucion ARN RDA (azul)
3-Mercaptoetanol (48.7%)**

Nasa | (liofilizada)#

Mn Cl, 0.09 M

Yellow core buffer (amarillo)

Dnase Sto solutlon DSA concentrado *1

Buffer de avado ARN Wash solution (
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* Agua libre de nucleasas

* Agregar Iml de [3-Mercaptoetanol al Buffer de LisisARN RLA antes de

comenzar el procedimiento. _

# Reconstituir la enzima DNasa en agua libre de nucleasas, para obtener
la solucion de trabajo. _ _

*' Agregar 100 mi de etanol 95 % para obtener la solucion de trabajo.*2
Agregar 8 mi de etanol 95 % para obtener la solucion de trabajo.

* Agua grado Biologia Molecular Libre de Nucleasas o agua hidestilada
tratada con DEPC
E-mercaptoetanol
tanol 100 %
Etanol 95 %
Etanol 70%
RQ DNAsa/RNAsa free (Promega)
Control Negativo (tejidos de organos de Peces SPF)

Procedimiento:

1.- Extraccion de AR N con RNeasy Mini Kit (Qiagen) »

Para la extraccion de ARN se procede de acuerdo al protocolo de purifi-
cacion de ARN total usando RNeasy Mini Kit (Purificacion de ARN total
de tegldos animales, células, bacterias y repurificacion de ARN):

1 Se toman entre 20-30 mg de tejido de distintos organos (Pronefros,
Bazo, higado, corazon, ovas embrionadas, alevinos) y se colocan en un
micro tubo de L5 mi estéril y con un micro pistillo estéril se procede
atriturar y homogeneizar la muestra. Se trababa en hielo o cryoracks.

2. Se agrega buffer de lisis del kit (buffer RLT) 600ul + 3 Mercapto etanol
(10ul/"mi Buffer RLTLy se continua con la homogenizacion. Se cen-
trifuga el lisado 3"a 12 k rpm. _ _

3. Se transfiere el sobrenadante a un nuevo micro tubo de 15 mi ty %
agrega 1 volumen etanol 70% (preparado con agua tratada con DEPC

y Etanol absoluto grado biologia molecular). Se transfieren hasta 700 (J

gor vez de la muestra, a una columna RNeasy del kit .

e centrifuga a 12.000 rpm durante 15 segundos atemperatura ambiente.
Se descarta el liquido que paso a traves de la columna. Utilizando el
mismo tubo de recoleccion de la columna se carga el resto de la mues-
tray se repite el paso 3,
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5. Se descarta el U&mdo que paso a través de la columna. Se agregan 700
d de buffer RW1 ala columna Rneasy y se centrifuga a 10.000 rpm
durante 15 s Se descarta el liquido que paso a través de la columna.

6. Se agregan 500 (i) de buffer RPE ala columna Rneas* / se centrifuga a
12.000 rpm durante 15 segundos. Luego se descarta el liquido que paso
a traves de la columna. _

1. Se repite el paso 6, agregando 500 (EJde_ RPE ala columna Rneasy y
se centrifuga a 12.000 rpm durante 2 minutos. Se descarta el tubo con

el liquido que paso a través de la columna. Se utiliza un nuevo de reco-

leccion donde se introduce la columna Rneasy s centrifuga a maxima
velocidad durante un minuto para eliminar cualquier resto de etanol
gue pueda quedar. _ _

e transfiere a la columna Rneasy a un nuevo tubo de 15 mi progorcm-
nado por el kit y se agrega 30-50 (1) de agua libre de nucleasas. Se cen-
trifuga a 14.000°rpm durante 1 minuto. S¢ Puede repetir el paso 8 para
obtener masARN. Se obtiene el ARN puriticado de alta calidad, eluido
en agua RNAasa free.

Luego de la extraccion se procede a descontaminar el ARN extraido con
la enzima DNAsa para digerir cualquier resto de ADN que pueda quedar e
interferir en la reaccion posterior de RT-PCR. Se toman 5 ul de la elucion
de ARN purificado a analizar por RT-PCR y se realiza una digestion con
DNAsa/RNAsa free (Promega Corp). Las muestras con la enzima se incu-
ban a 37 °C durante 30-60 minutos. Luego se inactiva la DNAsa a 65°C
agregandole 1 (jJ de stop solution durante 10 minutos. Las muestras de ARN
se conservan a- 70 °C +/- -3°C.

2.- Extraccion deARN coti el Kit SV Total RN A Isolatioti System (Promega)

_Para la extraccion de ARN_ se procede de acuerdo al Protocolo de Puri-

ficacion de ARN total de tejidos animales usando SV Total RNA Isolation

System (Promega). ) o

1 Se toman entre 20-30 mg de tejido de distintos organos (Pronefros,
Bazo, higado, corazon, ovas embrionadas, alevinos) se colocan en un
microtubo de 15 mi estéril y con un micro pistillo estéril se procede a
triturar y homogeneizar la muestra. Se trabaja en hielo o cryoracks.
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Se agrega buffer de lisis del kit éRNA Lysis buffer) y se continua con la
homogenizacion. Se a regian 350ul de RNA Dilution Buffer (compo-
nente del Kit) alos 175 ul de lisado, se mezcla por inversion 3-4 veces.
Incubar durante no mas de 3 minutos en un termoblogue o bafio ter-
mostatico a 70°C. _ .

Se centrifuga a 12.000 rpm durante 10 minutos atemperatura ambiente.
Se transfiere a un nuevo tubo de 1.5 mi el sobrenadante y se agregan
200 (jJ de etanol 95%, se mezcla pipeteando 3-4 veces.

Se transfiere [a solucion a las mini columnas “Spin Column Assembly”
y se centrifuga a 10.000 rpm durante 1 minuto. Se descarta el liquido
que Baso atraves de la columna y se coloca la columna nuevamente en
el tubo de recoleccion. o ,

Se agregan 600 (J de RN A Wash solution (kit) y se centrifuga a 12.000
Irpm Idurante 1 minuto. Luego se descarta el liquido que paso a traveés de
a columna.

Por cada extraccion preparar en tubo eppendorf aparte la mix de de
digestion por DNasa de la siguiente manera: 40ul deYellow Core buffer,
5Ul de Mn C12y 5 ul de enzima DNase | (todos componentes del kit)
mezclar Blpeteando y mantener en frio. Agregar a cada columna en el
centro 50 (jl de solucion de digestion. Incubar 15" minutos a tempera-
tura ambiente (22+/- 3°C). _ _
Agregar 200 (i) de solucion DNase Stop solution (componente del kit)
y centrlfu%ar a12.000 rpm durante 1minuto.
Agregar 600 (jJ de RN A Wash solution (kit) Y centrifugar a 12.000 rpm
durante 1 minuto. Descartar el tubo de recoleccion y reemplazarlo por
uno nuevo.

Agregar 250 (jJ de RN A Wash solution (kit) y centrifugar a 12.000 rpm
durante 2 minutos. _ _

Se transfiere la columna un nuevo tubo de 15 mi proporcionado por
el kit y se agrega 100 () de agua libre de nucleasas. Se centrifuga a 14
000 rpm durante 1 minuto. Se puede repetir el paso 11 para obtener
mas ARN. Se obtiene el ARN gurlflcado de alta calidad, eluido en agua
RNAasa free, conservar a-70°C +/-3°C
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X1.2. Anexo 2; Protocolo RT-PCR en unpaso (one step) segin
kitAccess RT-PCR System (Promega)

Reactivos: _ _

+  Kit comercial RT-PCR one step Access Kit (Promega)

dNTPs 25 mM

RNaseout Inhibidor de ARNasas

ddH20 libre de nucleasas

Oliogonucleotidos primers: VNHI (IHNV) NFwd IR, NRev IR,
(OIE),VSHV (VHSV) NFwd, NRev, (OIE) VAIS (ISAV) F ILAL, R
ILA2, F Seg U,R Seg L, (OIE).

En todos los casos la metodologia a utilizar sigue como referencia los
Protocolos indicados en el Manual de las Pruebas de Diagnostico para
0s Organismos Acuaticos O. I. E. Quinta Edicion 2006 con las siguientes
modificaciones:; N _

El procedimiento se divide en varios pasos, cada uno de los cuales se
desarrollard en un area separada para los distintos procedimientos en el
laboratorio. 5 o . _

» Area de preparacion de mezcla (Mix), libre de acidos nucleicos
»  Area para carga de acidos nucleicos
*  Area de amplificacion

Procedimiento:
_Reaccion de RT-PCR en un ()/aso ara la deteccion de:Virus de la Necro-
sis Hematopoyetica infecciosa (VNHI-IHNV) 1round,Virus de la Septice-
mia Hemorragica Viral (VSHV-VHSV), yVirus de la Anemia infecciosa del
Salmén (VAIS-ISAV). N
‘Preparacion de la mix; Preparar una mezcla de 22 jJ adicionando los
siquientes componentes de acuerdo al orden de la siguiente tabla:
Componentesy volumenes para la mix de reactivos paraRT-PCR en un paso
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Volumen por cada Concentracién
Componente

reaccion de 22 id final

H20 bidestilada libre de nucleasas 13.625 jal

Buffer 5 xAMV [ Til 5 IX
dNTPs 25 mM 0,25 ni 0,2mM
Primer F 05ni 0.2nM
Primer R 05ni 0.2nM
25mM Mg S04 ini 1mM
AMVRT 05 ni 0.1 Ulul
Tfl DNA poi 05ni 0.1 Ulul
RNAse out 0.125 ni 10 U/ul
Volumen total mix 22 ni

Para el procedimiento dia?néstico se alicuotan 22 jiJ de mezcla de reac-
cion en cada tubo. Luego se llevan los tubos conteniendo la mix al area para
carga de acidos nucleicos.
arga de acidos nucleicos: Se sacan las muestras del freezer - 20° C y s
las deja descongelar a temperatura ambiente dentro de la estacion de tra-
bajo para carga de acidos nucleicos. Una vez descongeladas las muestras se
procede a cargar cada una de ellas al tubo correspondiente conteniendo la
mezcla de reaccion. Para el procedimiento se cargaran 3 () de cada mues-
tra. Antes de cargar la muestra se debe homogeneizar mediante pipeteo o
manualmente. Una vez finalizado este proceso se Ilevan los tubos al area de
amplificacion. _ o
Amplificacion de acidos nucleicos: Para a transcripcion reversay PCR en
un paso se aplica el siguiente perfil de amplificacion segun la siguiente Tabla
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Termociclado RT-PCR one step

Sintesis de CDNA

RT 45° C 45
Hold inact. AMV 94°C 2’
35 Ciclos de 3 pasos Perfil de Amplificacion PCR
D esnaturalizacion 94° C 30"
Annealing 55°-60° C 30"
Extension 72°C 1l
Extension final 7°CT
Hold Final 15°C

X1.3. Anexo 3: Protocolo PCR convencional segun kit Go Tag
(Promega)

Segundo Rlaso de amplificacion PCR convencional para la deteccion del
Virus de la Necrosis Hematopoyeética infecciosa (VNHI-IHNV).
Reactivos:

ddH20 libre de nucleasas

Kit Go Tag (Promega

Mezcla NTPs 25 mM

E)Olllcgonucleotldos primers: VNHI (IHNV) NFwd 2R, NRev 2R,

Procedimiento; La preparacion de la mezcla de PCR e lleva a cabo en la
cabina de mix. El procedimiento se debe llevar a cabo sobre hielo granizado,
0 utilizando crioracks. _ o

Se prepara la mezcla de reaccion segun la formula de la siguiente Tabla
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Componentes y volimenes para el mix de reactivospara PCR convencional |INH |
(IHNV) 2do round

Volumen por cada Concentracion
Componente

reaccion de 24 id final
H a0 bidestilada libre de nucleasas 17.625 fa
Buffer 5 x 5jal X
dNTPs 25 mM 0,25 ni 0,2mM
Primer F 2 round 05ni 02 nM
Primer R 2 round 05ni 0.2nM
Go taq 10 U/ul 0,125 ni 0,625 U/nl
Volumen total mix 24 i

Carga de acidos nucleicos (2do roundz): Los &cidos nucleicos a cargar en
esta etapa seran los productos de PCR obtenidos del ler round. Se procede
a car?ar cada una de las muestras al tubo correspondiente conteniendo la
mezcla. Para el procedimiento de VNHI 2R se cargara 1 (1) de cada pro-
ducto. Una vez finalizado este proceso se llevan los tubos al area de amplifi-
S%uon. Ste enciende laluz UV del flujo y se deja encendida durante al menos
minutos.

Amplificacion de &cidos nucleicos (2do round%_: Para la amplificacion de

VNHI 2do round se lleva a cabo el siguiente pertil de termociclado:

Termociclado 2do round INH |

Perfil de Amplificacion VNHI 2d0 R
Hold Desnaturalizacion 94°C 2’

30 Ciclos de 3 pasos

Desnaturalizacion 94° C 30"
Annealing 50° C 30"
Extension °Ccyr
Hold Final 15°C
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X 1.4, Anexo 4: Electroforesis en geles de agarosa

Reactivos:

Agarosa grado biologia molecular

Bromuro de Etidio grado biologia molecular 10 mg/mi
Marcador de peso molecular 100 pb

Buffer de siembra para PCR

Buffer TBE 0.5 X

Procedimiento: En todos los casos, se debe preparar un gel de Agarosa al

2 % en Buffer TBE 1X: Se agregan 2 gramos de agarosa a 100 mi de Buffer
TBE 1X %Buffe_r de electroforesis Tris, acido borico, EDTA) en un Erlen-
meyer de 250 mi. Se lleva a microondas donde se lo lleva a punto de ebulli-
cion Para disolver la agarosa. Una vez disuelta la agarosa se deja enfriar unos
minutos.

1

Luego se agregan 5 (J de Bromuro de Etidio 10 mg/ml, se agita el
erlenmeyer suavemente durante unos segundos y e vuelca el contenido
dentro de la cama de moldeado (previamente armada con los peines
correspondlentesg Se espera hasta que el gel solidifique. _

Se Ilena la cuba de electroforesis con buffer TBE 1X, se retiran los pei-
nes'y se coloca la cama con la agarosa ya solidificada dentro de la cuba de
electroforesis, procurando que quede sumergida en el buffer TBE 1 X.

En un trozo de Parafilm se mezclan 2 jiJ de Buffer de siembra 6 X y 10
d de producto. Luego se carga el total Jf(l_Z jj)). En ¢l caso de los produc-
tos de amplificacion realizados con el kit Go Taq el buffer de reaccion
tiene el buffer de siembra incluido y la muestras se cargan directamente
en los pocilios del gel (12 ”(JR

En cada linea de peines se debe sembrar al menos una vez el marcador
de peso molecular. Una vez finalizada la siembra se enciende la fuente
de poder y se inicia la corrida electroforética a 100 v.

Una vez finalizada la corrida se procede a observar el gel sobre el tran-
siluminador de luz U.V
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X1.5. Anexo 5: Controles positivos y negativos

Controles positivos
L Controles Positivos IHNV: _ _ -
Cultivo inactivado en buffer AVL Qiamp Viral RNA kit (Qiagen) pro-

vistos por:
DrJ.V\Pinton,Western Fisheries Research Center, 6505 N.E. 65th Street,
Seattle,Washington 98115, UNITED STATES OF AMERICA
Tel.: (1.206) 526.65.87, Fax: (1.206) 526.66.54,
E-mail: jim_winton@usgs.gov

2. Controles Positivos cultivoVHSV: _
Cultivo inactivado RNAlater (Qiagen) [Prowstos por.
Dr N.J. Olesen, Danish Institute for Food and Veterinary Research,
Han oveé 2,
DK-8200 Aarhus N,
DENMARK Tel.: &45) 89.37.24.31, Fax: (45) 89.37.24.70
E-mail: njo@dfvf.dk =

3. Controles Positivos Cultivo ISAV: _ _ )
Cultivo inactivado Buffer AVL QiampViral RNA (Qiagen) y tejido de

ronefros infectado en RNAlater (Qiagen) provistos por;
IB. Dannew%NatlonaIVetermar Institute, Ullevalsveien 68,

P.0. Box 8156 Dep., 0033 Oslo, NORWAY
Tel.: (47.23) 21.64.04, Fax: (47.23) 21.63.01
E-mallzblrglt.dannew @vetinst.no

4. Controles Positivos ISAV: B N
Controles clonados cDNA ISAV purificado y RNA ISAV precipitado
en etanol provistos por:
Dr F Kibenge Atlantic Veterinary College, Department of Pathology
and Microbiology, Faculty ofVeterinary Medicine,
University ofPrince Edward Island 550 University Avenue, Charlotte-
town, Prince Edward Island, CIA 4P3 CANADA
Tel: (1.902) 566.09.67 Fax: (1.902) 566.08.51
Email: kibenge@upei.ca

Origen de los controles negativos -

Los controles ne_%atlvos se obtuvieron de peces SPF (specific pathogens
free) certificados, libres de patdgenos de las especies Salmo salar y_ Oncorhyn-
chus kisutch, utilizando la misma metodologia anteriormente descripta para la
toma de muestras de los individuos a estudiar. Los drganos de los peces SPF
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extraidos se conservaron a-80° C Los peces fueron provistos en el 2006 por:
Dr. Esteban Turic Biogénesis Bago S.A. Argentina.
Ruta Panamericana Km 38,2, Garin - Prov. de Bs.As ARGENTINA
TEL/FAX: (03327) 448333
Email: info@biogenesisbago.com

X1 .6. Anexo 6; Otras lesiones observadas

Tipo de lesion observada Cantidad  Tasa ~ Observaciones
Reaccion fibrosa de mesotelio 1 008
Necrosis focal hepatica 7 136
Infiltrado inflamatorio periductal 5 04
Degeneracion grasa de hepatocitos 5 04
Engrasamiento capsula hepatica 2 016
Fibrosis hepatica peri focal 11 088
Nodulos regenerativos de parénquima
hepaticdo I gf h P 3 0
Focos de linfohematopoyesis con
megaloblastia - 1008
Hiperplasia capsulra esplénica 3T 296
Congestion esplénica 5 0.4
Fibrosis esplénica 23 184
Hemorragias focales esplénicas 6 048
Pliegue de la capsula esplénica 1 0.08
Hiperplasia capsular de pronefros 2 016
Infiltrado inflamatorio en grasa peri renal 1008
Congestion y hemorragias focales en
prongfros / : 6 048
Formaciones basofilas esféricas pequefias 1008
en pronefros '
Proliferacion eosinofila peri vascular
y células con estructuras hasofilos en 4 032
pronefros ol .

Aumento de melanomacrdfagos en
pronefros : 1008
Material hialino en capsula de Bowman 1008

en metanefros
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Tipo de lesion observada Cantidad  Tasa  Observaciones
Quistes parasitarios (Eimeria) en
metanefi'osd I I I 1008
Mixosporidium en glomérulo renal en
metanefi'o 1008
Infiltrado de eosindfilos en tdbulos del L0
metanefi'o '
Aumento de melanomacrdfagos en 1008
metanefios '
Depasito de calcio en tdbulos y lesion
granulomatosa proliferativa en el 1008
Intersticio del metanefios
Granuloma focal intersticial en 1 008
metanefi'os '
Depbsitos de calcio en tlbulos renales 1 008
del metanefi'os '
Edema pericardico 2 016
Exudado pericardico con infiltracion
linfoidea Lo

Miocarditis focal con infiltracion

linfoidea cronica g 04

Congestion de vasos coronarios 1 008

Pericarditis 6 048

Hemorragia pericardica 4 032

Necrosis focal de miocardio 1 008

Infiltracion linfoidea difusa 5 0.4

Parasitos en miocardio 1 0.8 Diphylobotrium
Branquias con hiperplasia de laminillas 1 008

Elr'lmanl?si); ?ieigt%rllddaenlaasminillas primarias |

iper

secpgn_garias . 304

Elairga;étgs macroscopicos en Bazo e 2 0.6 Diphylobotrium
Fibrosis focal en misculo esquelético 1 008

Enteritis necrotica en intestino delgado 1 008

Piel con lesiones flngicas 1 0.08 Saprolegniasis
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ADN
AIC
AlS
ARN
bp
CEAN
CEFAS
DILAB
Elisa

FAO

H&E
HPR
IFAT
IHQ
Kb
Kg
LS
LT
MAGyP
mg
mi
mm

Acido Desoxii''ibonucleico

Autoridad Interjurisdiccional de Cuenca

Anemia infecciosa del salmon

Acido Ribonucleico

Base pairs (pares de base)

Centro de Ecologia Aplicada del Neuquén

Centre for Environmental, Fisheries and Aquaculture Sciences
Direccién General de Laboratorios y Control Técnico

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

Food Agriculture Organization (Organizacion de la Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion)

Gramos

Hematoxilina y eosina

High Polimorfic Region (Region altamente polimérfica)
Inmunoflorescencia indirecta
Inmunohistoquimica

Kilo base

Kilogramo

Largo ¢standar

Largo total

Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca
miligramo

mililitro

milimetros
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mM
NHI
NV
°C
OIE
oOMC
PCR
Ph

RT-PCR

SENASA
SHV
SPF
Tm

U
usD
(Un
HM

ni

uv
VAIS
VNHI
VSHV
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Mili mol

Necrosis Hematopoyética Infecciosa

Nano mol

Non virion

Grado Celsius

Organizacion Mundial de Sanidad Animal

Organizacion Mundial del Comercio

Polimerase Chain Reaction, Reaccion en cadena de la Polimerasa

Potencial hidrégeno

Reverse transcription —Polymerase chain reaction (Transcripcion
reversa y Reaccion en cadena de la polimerasa)

Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
Septicemia hemorragica viral

specific pathogens fitee (libres de patégenos certificados)
Tonelada Métrica

Unidades

United States Dollar

micrones

micro mol

micro litro

Ultra violeta

Virus Anemia Infecciosa Salmon

Virus Necrosis Hematopoyética Infecciosa

Virus Septicemia HemorrdgicaViral
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