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RESUMEN

DETECCION DE Renibacterium salmoninarum EN TRUCHA ARCO IRIS
(Oncorhynchus mykiss) DE GRANJAS COMERCIALES
DEL ESTADO DE MEXICO

Tesista: Selene Zamudio Negrete
Asesores: M. en C. Celene Salgado Miranda, M. en C. Luis Fernando Vega Castillo y
M. V. Z. Salvador Lagunas Bernabé
Tesis de Licenciatura, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad
Auténoma del Estado de México

La enfermedad bacteriana del rifion (BKD, por sus siglds en inglés: Bacterial Kidney
Disease), es una patologia infecciosa causada por la bacteria Renibacterium
salmoninarum. Esta bacteria puede provoca una enfermedad crénica y mortalidad en
salménidos juveniles de entre 6 y 12 meses de edad y en los adultos antes del desove. En
nuestro pais, la enfermedad se clasifica en las Normas Oficiales Mexicanas: NOM-010-
PESC-1993 y NOM-011-PESC-1993 como certificable. Con el objetivo de determinar la
existencia de R. salmoninarum, en organimos de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
de granjas comerciales del estado de México, se realiz6 un muestreo por conveniencia.
Se incluyeron 100 unidades de produccion de trucha arco iris de los 16 principales
municipios productores de la especie, tomando en cuenta su volumen de produccién. De
cada granja, se obtuvo un organismo vivo de trucha arco iris. Asimismo, se obtuvieron 86
muestras de fluidos gonadales de reproductores de una granja del municipio de
Ocoyoacac: 58 de fluido ovarico y 28 de liquido seminal. Obteniéndose un total de 186
muestras. A partir de los organismos vivos, se realizé la necropsia y se procedié a tomar
una muestra de rifidn. Las muestras fueron procesadas de manera individual para ser
analizadas por la técnica inmunoenzimatica (ELISA). EI 100% de las muestras analizadas
(rindn y fluidos gonadales), fueron negativas a la bacteria Renibacterium salmoninarum.
En cada granja, se aplic6 una encuesta para determinar posibles factores de riesgo
asociados a la bacteria. La informacion obtenida en las encuestas, indica que existen
medidas que ayudan a controlar el ingreso de agentes infecciosos a las granjas de trucha
arco iris; como el uso de agua de manantial en el 100% de las granjas encuestadas, el
uso de concentrados comerciales para la alimentacion de los peces y el hecho de que el
97% de las mismas obtiene a sus peces dentro del territorio nacional. Sin embargo, fueron
detectados factores de riesgo; ya que en el 64% de las granjas, no se utiliza ningun tipo
de desinfectante en los equipos y artes de pesca y que tan sélo el 60% realiza algun tipo
de tratamiento preventivo a los peces que entran a las granjas. Siendo estas actividades
consideradas de riesgo para la introduccién de patégenos que afectan a los peces. El
presente trabajo contribuye al conocimiento de la situacién sanitaria de los principales
municipios productores de la trucha arco iris a nivel estatal, permitiendo establecer
estrategias de prevencién y control de esta bacteria y la enfermedad que provoca en las
granjas truticolas.

Palabras clave: Renibacterium salmoninarum, trucha arco iris, granjas comerciales,
ELISA, vigilancia epidemiolégica, desinfeccion.
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comerciales del estado de México

INTRODUCCION

En la actualidad, México ha iniciado un repunte en el desarrollo de la acuacultura,
debido al incremento en el nUmero de granjas acuicolas y en la diversidad de
especies cultivables, tales como carpa (Cyprinus spp.), tilapia (Oreochromis spp.),
bagre (Ictalurus punctatus) y trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss). Siendo el
cultivo de estas especies uno de los principales recursos acuaculturales de México
(Caballero, 1992). Durante el afio 2010, la participacion de la truticultura en la
produccion nacional fue de 9,212 toneladas, afio en que el estado de México se
posicion6 nuevamente como el principal productor de la especie, con 3,046
toneladas de peso vivo (SAGARPA, 2010).

La importancia de las enfermedades bacterianas en los peces no es solamente
por la pérdida economica que ocasionan en los diferentes tipos de produccion
piscicola, sino por el impacto sobre las poblaciones naturales de peces y la
amenaza que representan algunos agentes a la salud humana (de Kinkelin et al.,
1991).

Dentro de las enfermedades consideradas de riesgo para los salmonidos se
encuentra la enfermedad bacteriana del riidn (BKD, por sus siglas en inglés:
bacterial kidney disease), causada por Renibacterium salmoninarum. Esta
enfermedad fue inicialmente reportada en Escocia en 1931 y desde entonces en
varios paises alrededor del mundo se ha reportado, entre ellos: Inglaterra, Francia,
Alemania, Islandia, ltalia, Japén, Espafia, Turquia, Canada, Estados Unidos de
América, Chile y la peninsula de los Balcanes (Inglis et al., 1993; Magnusson et
al., 1994).

Selene Zamudio Negrete
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La enfermedad es cronica y la mortalidad ocurre en peces juveniles de entre 6 y
12 meses de edad y en los adultos antes del desove (Goodfellow et al., 1985). La
diseminacion de BKD ha tenido una rdpida expansion en el cultivo del salmon.
Renibacterium salmoninarum es uno de los pocos patdgenos bacterianos que se
conoce, se transmiten de manera vertical intraovum durante la maduracion del
huevo (Bruno et al., 1986) y de manera horizontal por la via orofecal (Balfry et al.,
1996). Las infecciones intra ovo pueden generar la transmisién de algunas células
bacterianas y la enfermedad puede o no volverse activa en la vida posterior
después de un prolongado periodo de incubacién y quiza por los cambios
fisiologicos inducidos, por cambios en la calidad y temperatura del agua, el estado
nutricional, o por cambios hormonales, tal como sucede durante el desove
(Starliper y Teska, 1995). La profilaxis y la prevencién son un reto debido a la
capacidad de la bacteria de sobrevivir a la fagocitosis y de replicarse en los

macroéfagos (Grayson et al., 2002).

En la truticultura mexicana existen pocos estudios que aborden la ocurrencia de
enfermedades en unidades de produccion. Durante los afios 1997 y 1998 se
realizd un estudio bacteriolégico en algunas granjas de trucha del estado de
México. El trabajo reporté el aislamiento de Pseudomonas fluorescens,
Escherichia coli, Aeromonas salmonicida, Pseudomonas spp., Aeromonas

hydrophila, Flexibacter spp., y Yersinia spp. (Vega, 2001).

Asi mismo, en el 2009 se realizd un estudio epidemiolégico para identificar los
agentes bacterianos que afectan a la trucha arco iris de los Estados Unidos
Mexicanos. Los resultados del estudio reportan la presencia de bacterias
notificables pero no certificables en trucha arco iris de los principales estados
productores de esta especie (Salgado-Miranda et al., 2010). Asimismo, segun la
NOM-010-PESC-1993 (Anexo D) Renibacterium salmoninarum es considerado

como agente certificable, es decir; de alto riesgo, no tiene tratamiento actual
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conocido y es de dificil control. A la fecha, en los Estados Unidos Mexicanos no se

cuenta con informacion sobre la presencia o ausencia de BKD.

En el periodo de tiempo de 2008 a 2010 se introdujeron a nuestro pais,
especificamente al estado de México, ovas oculadas de trucha provenientes de
Estados Unidos de América, Dinamarca, Chile, Sudéfrica, Irlanda del Norte e
Inglaterra (SENASICAY). La introduccion indiscriminada y sin control sanitario de
organismos acuaticos vivos, de un pais a otro y su posterior movilizacion en las
instalaciones acuicolas del pais han sido el mecanismo a través del cual se
dispersaron diferentes agentes causales de enfermedades. Lo anterior plantea la
necesidad de establecer mecanismos, medidas y acciones para minimizar estos
riesgos y consecuentemente las pérdidas que se ocasionan por mortalidad, en
especial cuando no se dispone de tratamientos efectivos para su control (NOM-
010-PESC-1993).

A la fecha diversos procedimientos han sido utilizados para diagnosticar BKD,
entre ellos los siguientes: ELISA (ensayo inmunoenzimatico ligado a enzimas),
FAT (tincion de anticuerpos  fluorescentes), cultivo bacteriano,
Inmunohistoquimica, anticuerpos mono y policlonales, Western Blot (Randall et al.,
1995) y métodos basados en la (PCR) reaccion en cadena de la polimerasa
(Chase y Pascho, 1998).

La ELISA es un método rapido, de gran sensibilidad, especificidad y bajo costo.
Entre sus principales ventajas pueden citarse: su alta sensibilidad que permite la
deteccion de concentraciones muy bajas de antigenos o anticuerpos, la rapidez y

precisién en la ejecucion del método, la posibilidad de utilizacion de extractos

! comunicacién personal, M. V. Z. Fernando Vergara Dominguez, encargado de Despacho de la

Subdelegacién de pesca de SAGARPA del estado de México.
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crudos y deteccion de antigenos fragmentados y de diferente tamafio, la
especificidad en la deteccién que permite la diferenciacién y estudio de serotipos y
relaciones antigénicas, la factibilidad de automatizacion, estandarizacion y empleo
para pruebas de diagnéstico masivo, la facil conservacién de los reactivos por
periodos largos y el bajo costo de determinacién y requerimiento de equipamiento

simple (Peralta y Frias, 1987).

El presente trabajo tiene por objeto determinar la presencia de antigenos de BKD
mediante la técnica de ELISA directa, a partir de muestras de rifion y fluidos
gonadales de trucha arco iris de granjas comerciales del estado de México, lo cual
contribuira con el conocimiento del estado sanitario de la truticultura de la entidad
federal, respecto a las enfermedades certificables, dentro de las actividades
fundamentales de vigilancia epidemiologica nacional en materia de sanidad

acuicola.
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REVISION DE LITERATURA

LA TRUTICULTURA EN MEXICO

El cultivo de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) comenzé a principios del
siglo XIX en los Estados Unidos de América, Europa y Japon, y desde entonces
ésta actividad se ha desarrollado progresivamente en todo el mundo, lo que ha
permitido adelantos significativos en la calidad del producto, genética,

alimentacién, insumos y servicios (Bernabé, 1991).

En México, uno de los pioneros en darle formalidad a la acuacultura y comprender
las posibilidades fue sin duda Esteban Chéazari, quién en 1883 publico su obra
“Piscicultura de agua dulce”, con lo cual puso de manifiesto la trascendencia que
esta actividad podria representar para el desarrollo econémico (Rodriguez y
Cortés, 2003).

El primer centro acuicola para la produccion de esta especie, fue el Vivero
Nacional de Chimalapan, construido en 1883, en Lerma, estado de México y hacia
1893, se produjeron las primeras crias las cuales fueron liberadas en algunos rios
y lagos. Es hasta 1923 en que se retoma la importancia de la piscicultura con la
reintroduccion de ovas oculadas provenientes de los Estados Unidos de América.
Posteriormente en 1937, se inicia el funcionamiento de la Estacion Piscicola de
Almoloya del Rio, que fue la segunda que operd en nuestro pais, iniciando con
300,000 ovas. Después, se pasOd a Ocoyoacac donde se construye la Estacion
Piscicola “El Zarco” que se inaugura en 1943, a partir de entonces se inicia la
produccion controlada de esta especie, que dio como resultado que se ampliara la
distribucion geografica. En la actualidad el cultivo de trucha se realiza en las

entidades de Chihuahua, Coahuila, Durango, Nuevo Ledn, Zacatecas, San Luis
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Potosi, Jalisco, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Michoacan, México, Tlaxcala,
Morelos, Puebla, Veracruz, Guerrero, Oaxaca y Chiapas (Rodriguez y Cortés,
2003). Durante el afio 2010, el estado de México produjo 3,046 toneladas de peso
vivo, ubicandolo nuevamente por 10 afios consecutivos como el principal
productor a nivel nacional de esta especie (SAGARPA, 2010). Sin embargo, en
México la demanda de trucha arco iris es superior a la oferta, razén por la cual se
importa de otros paises, especialmente de Estados Unidos de América
(SAGARPA, 2003; SAGARPA 2004).

En las principales regiones de produccion truticola en México, se distinguen
granjas con diferentes niveles de integracion tecnologica y capacidad de
produccion, dominando las pequefas granjas con estanques rusticos, en donde
los propios duefios 0 encargados asignados por los consejos ejidales aportan el
trabajo (Juarez y Palomo, 1987). Segun cifras del anuario estadistico de pesca,
durante el 2010 se produjeron 9,212 toneladas de trucha a nivel nacional
(SAGARPA, 2010).

Por otra parte, en México existen granjas que cuentan con sistemas de produccion
intensivos y que en conjunto son las responsables de aproximadamente el 60% de
la produccion nacional. Estan constituidas como empresas formales, contratan
personal, lo que representa ademas, ingresos para otras familias en las
comunidades en las que se localizan (Guevara y Vergara, 1999). Sus capacidades
de produccion son mayores que las de las granjas rasticas, pero también con
mayores costos de operacion. Sin embargo, el avance de la actividad ha sido
lento, en comparacion con otros paises, el nuestro se encuentra atrasado en
cuanto a los rendimientos logrados en los sistemas de produccion. Las alternativas
gue existen para el pais se muestran optimistas, pero hay que demostrar
tenacidad y deseos de alcanzar un buen nivel de produccién que permita mejorar

la condicion socioecondémica de los productores (Cifuentes et al., 1997).

Selene Zamudio Negrete 6



Deteccion de Renibacterium salmoninarum en trucha arco iris (Oncorhynchus myKiss)
en granjas comerciales del estado de México

Entre los principales aspectos para obtener éxito en las actividades pecuarias,
esta mantener a los animales en buenas condiciones de salud. Para ello, se debe
impedir el contacto de los peces con otros animales y artes de pesca
pertenecientes a otras unidades de produccion acuicola que puedan contagiarlos
de enfermedades infecciosas y también se debe procurar darles el medio
adecuado para que no padezcan de problemas que tengan que ver con la calidad
del ambiente en que se encuentran. En realidad, la mayoria de los agentes
infecciosos que pueden causar enfermedades se encuentran presentes en los
lugares donde existen peces, este hecho no significa que estos ultimos deban
enfermarse inmediatamente, ya que habitualmente viven juntos en el agua y no se
presentan problemas hasta que ocurren cambios o variaciones que agreden esta

normalidad y alguno de ellos se ve afectado (Ortega, 1998).

ENFERMEDADES BACTERIANAS

Por enfermedad se entiende cualquier desviacion del estado normal de salud, e
incluye condiciones patolégicas como resultado de factores genéticos, fisioldgicos,
nutricionales, ambientales y de la condicion infecciosa causada por el patégeno.
Las enfermedades bacterianas de los peces son una limitante en la produccion
piscicola, las cuales pueden presentarse en forma esporadica o periddica
repercutiendo en el rendimiento del pez, lo cual afecta la economia del productor
(Jiménez, 1986).

Al hablar de enfermedades bacterianas en peces, se deben contemplar las

siguientes categorias:

Enfermedades causadas por patdogenos primarios, especificos u obligados, los

cuales son capaces de iniciar una enfermedad por si mismos y cuyo modo de vida
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es la infeccion y constituyen un riesgo continuo para las especies en cultivo. Entre
ellas destacan las causadas por Renibacterium salmoninarum y Aeromonas

salmonicida (Espinosa de los Monteros y Laborta, 1988).

Enfermedades causadas por patégenos secundarios, inespecificos u oportunistas,
mismos que tienen capacidad limitada de invasion y requieren un factor que
favorezca su accion y pueda provocar enfermedad, y normalmente son parte de la
microbiota acuatica. Por ejemplo: Vibrio spp. Pseudomonas fluorescens y

Aeromonas hydrophila (Espinosa de los Monteros y Laborta, 1988).

La identificacion del agente bacteriano en el diagnostico de las enfermedades que
afectan a los peces se puede realizar por diversos métodos. Los métodos de
identificacion  establecidos pueden ser pruebas fisicoquimicas, estudios
serologicos y genéticos (Roberts, 1981). Siendo los serolégicos los mas
frecuentemente sugeridos por su bajo costo y su capacidad para analizar grandes
nameros de muestras simultaneamente. La técnica inmunoenzimatica ELISA
(ensayo inmunoenzimatico ligado a enzimas) es un meétodo rapido de gran
sensibilidad, especificidad, y bajo costo, que supera a muchas de las técnicas de
diagnostico empleadas con anterioridad, por lo que su uso se ha extendido
rapidamente a diversos campos de la patologia humana, animal y vegetal (Peralta
y Frias, 1987).

ENFERMEDAD BACTERIANA DEL RINON

La renibacteriosis es una enfermedad de distribucion mundial, muy importante
para los cultivos de peces salmoénidos o en estado silvestre. Actualmente la
enfermedad esta presente en paises como Dinamarca (Pedersen et al., 2008),

Suiza (Jansson et al., 2008), Escocia, Noruega, lIslandia, Inglaterra, Gales,
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Estados Unidos de América, Canada, Suecia y Alaska (Grayson et al., 2000). Los
salménidos varian en su susceptibilidad, y generalmente se considera que las
especies del género Oncorhynchus son las mas susceptibles. Debido a que
Renibacterium salmoninarum es a menudo endémico en las poblaciones de
salmonidos silvestres, las medidas para controlar la transmision horizontal pueden
anularse por la exposicion constante de los criaderos a la bacteria transmitida por
el agua mediante descargas originadas por peces silvestres que residen aguas

arriba de los criaderos (Wiens y Kaattari, 1999).

El agente causal de la enfermedad bacteriana del riiidn, es la bacteria
Renibacterium salmoninarum (Sanders y Fryer, 1980). Los peces severamente
afectados con BKD pueden no mostrar signos externos obvios de la enfermedad,
0 presentar uno o varios de los siguientes: agallas palidas como indicio de
anemia, exoftalmia, distencion abdominal debido a la ascitis, oscurecimiento de la
piel, letargia hemorragias perianales, vesiculas y Ulceras en la piel. EI examen
interno revela ascitis en la cavidad abdominal y el pericardio, hemorragias en la
pared abdominal y en las visceras y una membrana blanquecina en los érganos
abdominales, asi como lesiones granulomatosas de color blanco cremoso en el
rifion, bazo e higado. A la histopatologia, se observa una reaccion inflamatoria
granulomatosa, como respuesta del hospedero por encapsular al patdgeno. Es
evidente un avanzado dafio tisular, proliferacion de macréfagos y deposicion de
complejos inmunes en el bazo e higado. Ademas, puede haber liquido turbio en la
cavidad abdominal, hemorragias en la pared del abdomen y en las visceras y una
pseudomembrana difusa y blanca en uno o mas de los 6rganos internos. En cortes
tisulares de las lesiones se observa frecuentemente a la bacteria dentro de células
fagociticas, particularmente en macrofagos. La muerte se atribuye a una

disfuncion organica generalizada y falla cardiaca (Inglis et al., 1993).
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Renibacterium salmoninarum, es un bacilo Gram positivo, forma colonias amarillo
crema, convexas y suaves de diferentes tamafios en el agar Kidney Disease
Medium (KDM) (Sanders y Fryer, 1980). La bacteria vive tanto intracelular como
extracelularmente en el hospedero y se ha demostrado que puede sobrevivir e
incluso multiplicarse dentro de los macrofagos (Halaihel et al., 2008).

Varios medios han sido desarrollados para aislar al microorganismo y mejorar su
crecimiento, incluidos los siguientes: el agar con sangre y cisteina, que fue
llamado “Kidney Disease Medium”, el “Agar Carbén”. Evelyn en 1977 desarroll6 el
“Kidney Disease Medium 2”, el cual contenia 1% de peptona, 0.05% de extracto
de levadura, 0.1% de cisteina y 20% de suero. Mismo que permitié el aislamiento
primario del microorganismo. Y el “Selective Kidney Disease Medium” que es el
mas ampliamente utilizado para medios de diagndstico. El crecimiento a partir de
especimenes con lesiones macroscopicas usualmente ocurre dentro de 4 a 10
dias, pero en infecciones clinicas o subclinicas, el crecimiento a partir de tejidos
de peces es lento en todos los medios y a menudo requiere de varias semanas de
incubacion (Sanders y Fryer, 1980). La incubacion minima de 12 semanas para
cultivos primarios es recomendable para detectar niveles bajos de la bacteria en
los tejidos de los portadores sanos (Hirvela-Koski et al., 2006), a una temperatura
de 15 a 18 °C, pero hay que tener cuidado, ya que el crecimiento se inhibe a 25 °C
(Wiens y Kaattari, 1999).

Un problema frecuente en el cultivo de Renibacterium salmoninarum es la
contaminacién con bacterias heterotropicas, que crecen mucho antes y pueden
invadir la caja del cultivo completamente (Austin et al., 1983). Asimismo,
Renibacterium salmoninarum es extremadamente sensible a algunos de los
componentes del medio (Evelyn et al., 1990). En general, el cultivo bacteriologico
es relativamente dificil (Reinchenbach-Klinke, 1980). Debido a lo anterior, se han

propuesto otros métodos de diagndstico, entre los que destacan, el aislamiento
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bacteriolégico, la ELISA, la tincion de anticuerpos fluorescentes, la

inmunohistoquimica y Western Blot (Randall et al., 1995).

En el estado de México durante los afios 1997 y 1998 se realiz6 un estudio
mediante aislamiento bacteriol6gico en granjas productoras de trucha arco iris, el
cual reporté la identificacion de Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli,
Aeromonas salmonicida, Pseudomonas spp., Aeromonas hydrophila, Flexibacter
spp., ¥ Yersinia spp. (Vega, 2001). Posteriormente se realizé un estudio de
aislamiento e identificacién de bacterias notificables pero no certificables en trucha
arco iris de diferentes estados del pais, sin embargo no se reporto la presencia de

Renibacterium salmoninarum (Salgado-Miranda et al., 2010).

Asimismo de acuerdo a datos del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
en Salud Animal (CIESA), no existen antecedentes o indicios patoldgicos de la
presencia de BKD, la cual se trata de una enfermedad crdnica y sistematica
caracterizada por una reaccion granulomatosa con marcada afinidad por el tejido
renal (Wolke, 1975) y debido a la capacidad del patégeno de evadir la respuesta
inmune del organismo, los peces pueden llegar a ser portadores asintomaticos
(Evelyn, 1993).

Los antibioticos y vacunas disponibles no controlan satisfactoriamente la
transmision de BKD, los programas de control requieren vigilancia con técnicas
validadas de deteccién y deben ser reforzadas por restriccion de movilizacion

sacrificio y desinfeccién adecuados (Jansson et al., 2008).
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INSTITUCIONES FEDERALES: SECRETARIA DE AGRICULTURA,
GANADERIA, DESARROLLO RURAL, PESCA Y ALIMENTACION Y EL
SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD, INOCUIDAD Y CALIDAD
AGROALIMENTARIA

En la Ley Orgénica de la Administracion Publica Federal, de los Estados Unidos
Mexicanos, se le delega a la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacibn (SAGARPA), entre otros asuntos: “Vigilar el
cumplimiento y aplicar la normatividad en materia de sanidad animal y vegetal;
fomentar los programas y elaborar normas oficiales de sanidad animal y vegetal;
atender, coordinar, supervisar y evaluar las campafias de sanidad, asi como
otorgar las certificaciones relativas al ambito de su competencia” (Ley Organica de

la Administracion Publica Federal, 1976).

Posteriormente, en la Ley General de Pesca y Acuacultura Sustentables (LGPAS)
(2007), se refiere en el Titulo Décimo Primero de la Sanidad, Inocuidad y Calidad,
Capitulo | de la Sanidad de Especies Acuicolas, Articulo 103, que la SAGARPA
“ejercera sus atribuciones y facultades en materia de sanidad de especies
acuicolas a través del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA), de conformidad con esta Ley, sus disposiciones
reglamentarias, las normas oficiales que de ella deriven y los demas
ordenamientos que resulten aplicables”. Asimismo, en el Articulo 104, la
Secretaria expedira las Normas Oficiales Mexicanas y establecera las medidas de
diagnostico, deteccion, erradicacion, prevencidén, y control para evitar la
introduccién y dispersion de enfermedades, determinar y clasificar las patologias
de alto riesgo; asi como para evaluar los dafos, restaurar las areas afectadas y
establecer procesos de seguimiento; y en el Articulo 105, menciona que:
“‘Requeriran de certificado de sanidad acuicola, de manera previa a su realizacion,

las siguientes actividades”:
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|. La importacion y exportacion y transito internacional de especies acuaticas, sus
productos y subproductos y de productos biol6gicos, quimicos, farmacéuticos
o alimenticios para uso o consumo de dichas especies.

Il. La movilizacion de especies acuicolas vivas, en cualesquiera de sus fases de
desarrollo, que se cultiven en instalaciones ubicadas en el territorio nacional,
gue se haga de una unidad de produccién acuicola a otra, asi como sus
productos y subproductos y de productos bioldgicos, quimicos, farmacéuticos
o alimenticios para uso o consumo de dichas especies.

lll. Los establecimientos en operaciéon en los que se produzcan, procesen,
comercialicen, transporten y almacenen productos y subproductos acuicolas,
asi como productos quimicos, biolégicos, farmacéuticos y alimenticios para el
uso o consumo de dichas especies.

IV. Uso y aplicacion de antibioticos, medicamentos veterinarios, aditivos y demas
sustancias quimicas a los organismos de cultivo.

V.La introduccion de especies acuicolas vivas a un cuerpo de agua de

jurisdiccion federal.

Asimismo, en el Articulo 107, sefiala que “Los certificados de sanidad acuicola
podran ser expedidos directamente por el SENASICA o a través de los
organismos de certificacion, acreditados y aprobados en términos de la Ley
Federal sobre Metrologia y Normalizacion y del reglamento de esta Ley. Los
Comités de Sanidad Acuicola seran 6rganos auxiliares para que el SENASICA
lleve a cabo la prevencion, diagnéstico y control de enfermedades. Y en el Articulo
108, que “Las Entidades Federativas, se coordinaran con la Secretaria, con el

objeto de:

I. Organizar, apoyar y supervisar el funcionamiento de los Organismos Auxiliares.
[I. Inducir el cumplimiento de las disposiciones legales y las medidas de seguridad

de sanidad acuicola establecidas.
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lll. Difundir permanentemente la informacion y conocimientos sobre sanidad
acuicola.
V. Realizar acciones de saneamiento acuicola.

Otra seccion de la LGPAS (2007) de gran importancia es el Capitulo Il De Las
Medidas Sanitarias, Articulo 109; el cual establece que Las medidas sanitarias
tienen por objeto prevenir, controlar, combatir y erradicar enfermedades y plagas
de las especies acuéticas vivas, con la finalidad de proteger su salud y la del
hombre. Las medidas sanitarias seran establecidas por el SENASICA.
Corresponde a la Secretaria con la opinion del SENASICA la emision de normas
oficiales relativas a esta materia, y cuando la situacion lo amerite, podran ser
emergentes. Las normas oficiales podran comprender alguna o algunas de las

siguientes medidas:

|. Campafias sanitarias, entendidas como el conjunto de medidas para prevenir,
controlar o erradicar enfermedades o plagas de las especies acuaticas vivas
en un area o zona determinada.

Il. La cuarentena, siendo una medida basada en el aislamiento, observacion y
restriccion de la movilizacion de especies acuaticas vivas, por la sospecha o
existencia de una enfermedad de las mismas, sujeta a control.

[ll. EI diagnostico e identificacion de enfermedades y plagas de las especies
mencionadas.

IV.La retencion y disposicion de especies acuaticas vivas, sus productos,
subproductos y productos quimicos, farmacéuticos, biolégicos y alimenticios,
para uso o consumo de dichas especies, que puedan ocasionar enfermedades
o plagas en los mismos.

V.Las demas que se establezcan en las propias normas oficiales, asi como
aquellas que, conforme a los avances y adelantos cientificos y tecnoldgicos,

sean eficaces para la atencién de cada caso de enfermedad o plaga.
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DIRECCION GENERAL DE SALUD ANIMAL

Las acciones de Salud Animal en México, empiezan a tener un caracter formal y
organizado a partir del gran brote de la enfermedad vesicular que se presento en
el estado de Tabasco el afio de 1925 y fue erradicado en 1926. Este episodio
sento las bases para que en 1933 se creara en la Secretaria de Agricultura y
Fomento, una Oficina de Sanidad Animal antecedente de la actual Direccion
General de Salud Animal (DGSA). La experiencia acumulada en cuanto a
sistemas de vigilancia epidemioldgica, aplicacion de medidas de cuarentena
exterior y control de la movilizacion de animales, sus productos y subproductos,
desinfeccion, vacunaciones masivas y su apoyo logistico, fueron determinantes
para el despegue definitivo de los Servicios Veterinarios del pais que hoy
incorporan los servicios de medicina preventiva, de reglamentacion y servicios,
incluidos los de diagndéstico que han permitido enfrentar exitosamente las nuevas
demandas de servicios emanadas de los compromisos adquiridos por México al
ingresar a la Organizacion Mundial de Comercio y que motivaron la creacion de la
nueva Direccion de Vigilancia Epidemiolégica, dentro de la DGSA en el afio 2000,
responsable de atender los nuevos retos de la globalizacion en aspectos tales
como: la certificacion del estatus sanitario del pais, la realizacion de estudios de
analisis de riesgo, la administracion de las areas libres de plagas y enfermedades
y la incorporacion de las acciones de trazabilidad y rastreabilidad y bienestar

animal en el ambito sanitario nacional (SENASICA, 2012a).

Con el fin de apoyar el mejoramiento de la produccion, la comercializacion y el
desarrollo de la productividad nacional en materia pecuaria, la DGSA del
SENASICA, organiza, coordina y genera la normatividad de los servicios de salud
de la ganaderia nacional. Sus principales acciones se citan a continuacion
(SENASICA, 2012b):
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I. Promover, fomentar, organizar, vigilar, coordinar y evaluar, las actividades
de las campafas zoosanitarias, el analisis de riesgo, la regionalizacion, la
trazabilidad y la rastreabilidad, el bienestar animal, con la participacion de
diversas dependencias y entidades de la administracién publica federal,
gobiernos estatales y municipales, asi como de la iniciativa privada.

Il. Normar, coordinar y supervisar la operacion del Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica y del Dispositivo Nacional de Emergencia de
Salud Animal (DINESA), asi como organizar el Consejo Técnico Consultivo
Nacional de Sanidad Animal (CONASA).

[ll. Proponer anteproyectos de Normas Oficiales Mexicanas y de emergencia
en materia zoosanitaria, asi como vigilar y certificar su cumplimiento y
mantener actualizado y en operacion el Comité Consultivo Nacional de
Normalizacion de Proteccion Zoosanitaria (CONAPROZ).

IV. Determinar las politicas y lineamientos en materia de diagndstico,
determinacion de residuos toxicos, constatacion y referencia en salud
animal, a través del Centro Nacional de Diagndstico en Salud Animal
(CENASA) y del Centro Nacional de Constatacion en Salud Animal
(CENAPA), para su aplicacion por parte de las entidades publicas y
privadas, en el ambito nacional.

V. Determinar, fomentar, coordinar y vigilar la operacion de la infraestructura
zoosanitaria, incluidas: la Comisibn Meéxico-Estados Unidos para la
Prevencion de la Fiebre Aftosa y Otras Enfermedades Exoéticas de los
Animales (CPA) y la Comisién México-Americana para la Erradicacion del
Gusano Barrenador del Ganado (COMEXA).

VI. Atender las denuncias ciudadanas que se presenten en materia de salud
animal.

VII. Celebrar acuerdos interinstitucionales, asi como bases de coordinacion,
convenios y acuerdos con dependencias y entidades de la administracion

publica federal, gobiernos estatales y municipales y con particulares, asi
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como centros de educacion media y superior e institutos de investigacion,
en materia de salud animal.

VIIl. Determinar y orientar la normatividad para que los organismos
coadyuvantes, en particular los comités de fomento y proteccion pecuaria y
otros auxiliares, impacten favorablemente en la salud animal.

IX. Determinar y dictar normas y lineamientos para la importacion y
exportacion, de animales, sus productos y subproductos, asi como de
productos biolégicos, quimicos, farmacéuticos y alimenticios, para uso en
animales o consumo por estos y el registro y certificacion de estos ultimos.

X. Dictar las restricciones a animales, sus productos y subproductos,
importados o de origen nacional, en caso de sospecha de riesgo

zoosanitario para la ganaderia nacional.

DIRECCION DE SANIDAD ACUICOLA Y PESQUERA

La acuacultura de peces crustaceos y moluscos bivalvos ha tomado gran
importancia en el pais ya que es una alternativa de produccion de alimentos de
origen animal con alto valor nutricional, que ademas de representar una fuente
importante de empleos permanentes y de arraigo para las sociedades rurales o
costeras en donde se establece, contribuye a disminuir la sobreexplotacion de los

océanos, asi como la destruccion de los ecosistemas marinos (SAGARPA, 2005).

De este modo el desarrollo de la actividad ha propiciado que la sanidad acuicola
adquiera significativa importancia debido a la necesidad de optimizar recursos y
evitar pérdidas provocadas por etiologias provocadas ni previstas y ha generado la
necesidad de recursos humanos, profesionales especialistas en el diagndstico de
enfermedades de organismos acuaticos, asi como de su medio ambiente

(Rodriguez, 1998). La sanidad acuicola se define como el estudio de las
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enfermedades que afectan a los organismos acuéticos cultivados, silvestres y de
ornato, y al conjunto de practicas encaminadas a la prevencion, diagnéstico y
control de las mismas (NOM-011-PESC-1993).

Es asi que, considerando la importancia del sector acuicola en la economia, se
crea la Direccién de Sanidad Acuicola y Pesquera que es el area encargada de
establecer las medidas sanitarias que se realizan para prevenir, controlar,
combatir y erradicar enfermedades y plagas de las especies acuéticas vivas, con
la finalidad de proteger su salud y la del hombre. Esta Direccién fue incorporada
como estructura organizada a la DGSA en enero de 2005 y a partir del 16 de
noviembre de 2007. Entre sus objetivos destacan los siguientes. Prevenir,
controlar, combatir y erradicar enfermedades que ataquen especies cuyo habitat
sea el agua, mediante el apoyo de los Comités de Sanidad Acuicola en la
aplicacion de medidas sanitarias; elaboracion de proyectos de Normas Oficiales
Mexicanas y Leyes que garanticen su implementacion. Sus funciones son las
siguientes (SENASICA, 2012c):

I. Participar en la elaboracion de proyectos y modificaciones de Normas
Oficiales Mexicanas relativas a esta materia.
II. Asegurar la sanidad de los organismos acuaticos.
lll. Revisar y dictaminar los programas de trabajo en materia de sanidad
acuicola que los comités (CSA) presentan al inicio de cada ejercicio anual y
gue se realizan con recursos federales en coordinacién con los gobiernos

estatales y productores.

Inicialmente con la finalidad de tener eficiencia en los programas de sanidad, se
impulsé la integracion de los productores en una figura organizativa de
participacion ciudadana identificada como Comités Estatales de Sanidad Acuicola,

a través de los cuales se implementaron campafias voluntarias en materia
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sanitaria enfocadas a difundir e implementar medidas para detectar, controlar y
prevenir enfermedades en los cultivos de camardn, mismas que se han ampliado a
otras especies tales como peces (trucha, carpa y tilapia) y moluscos bivalvos
(ostiones). Para realizar esta tarea se cuenta con el apoyo de los laboratorios de la
red nacional de diagndstico que son apoyados con recursos federales y brindan
servicios de diagndstico y prevencion al sector acuicola y pesquero, asi mismo
coadyuvar con las instituciones publicas y de investigacion en la construccion de

un Sistema de Vigilancia Epidemiolégica (SAGARPA, 2005).
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JUSTIFICACION

En nuestro pais, la produccion de trucha arco iris tiene una alta demanda, sin
embargo, la produccién de ovas nacionales no es suficiente, siendo necesaria la
importacion, introduccion e intercambio de ovas oculadas de trucha arco iris. No
obstante, algunos de los paises de los que proceden los gametos, reportan la
presencia de Renibacterium salmoninarum, el cual puede provocar una

enfermedad subclinica.

El dltimo estudio realizado en nuestro pais, para identificar los agentes bacterianos
presentes en las truchas arco iris de las granjas comerciales, fue realizado en el
2007. Este y otros estudios previos, no detectaron la presencia del agente causal
de la enfermedad bacteriana del rifion, sin embargo las actividades relacionadas a

la Vigilancia Epidemiologica, son esenciales en la truticultura nacional y estatal.

Debido al impacto negativo que puede provocar Renibacterium salmoninarum en
la truticultura mexicana, es necesario realizar estudios diagnosticos para conocer
el estatus sanitario de la truticultura nacional y estatal respecto a este patdégeno.
Asimismo, estandarizar técnicas diagnosticas para la identificacion rapida, segura

y oportuna del agente bacteriano.
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HIPOTESIS

Las truchas arco iris de granjas comerciales del estado de México no presentan

antigenos de Renibacterium salmoninarum.
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OBJETIVOS

Detectar el agente bacteriano de Renibacterium salmoninarum por medio de la
técnica de ELISA, a partir de muestras de rifién y fluidos gonadales de truchas

arco iris del estado de México.

Estandarizar la técnica de ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la deteccién de
antigenos de Renibacterium salmoninarum a partir de muestras de rifién y fluidos

gonadales de truchas arco iris comerciales de granjas del estado de México.
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MATERIAL

MATERIAL BIOLOGICO

Para el estudio, se incluyeron 100 organismos (talla comercial) de trucha arco iris
de unidades de produccién (granjas) del estado de Meéxico. Asimismo, 86
muestras de fluidos gonadales de reproductores de trucha arco iris de granjas
comerciales del estado de México. De las cuales, 58 fueron a partir de fluido

ovarico y 28 de liquido seminal.

MATERIAL DE CAMPO

Bolsas de plastico 60 cm x 90 cm
Cuaderno

Hielera

Ligas

Marcador, lapiz, pluma

Redes

Refrigerantes

Sistema de oxigenacion

MATERIAL DE LABORATORIO
Alcohol

Autoclave

Balanza analitica

Bata

Bolsas de plastico 10 x 15 cm
Centrifuga

Estuche de diseccion

Estufa bacteriologica
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Guantes

Kit de ensayo inmunoenzimatico para Renibacterium salmoninarum (BIOS, Chile)
Lavador de placas de ELISA, modelo ELx 50, marca Luminex® Corporation
Lector de placas de ELISA, modelo ELx 800, marca Luminex® Corporation
Mechero Bunsen

Mesa de trabajo

Micropipeta de 1000 pl

Multipipeta de 200 pl

Puntas de pipeta de 200 pl

Puntas de pipeta de 1000 plTubos Eppendorf

Toallas de papel

Vortex
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METODO

POBLACION DE ESTUDIO

El presente trabajo se realizO bajo un disefio no experimental y de estudio
transversal con el fin de establecer un analisis epidemiologico en los principales
municipios productores de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) del estado de
México: Amanalco de Becerra, Temascaltepec, Valle de Bravo, Tenancingo,
Ocoyoacac, Villa Victoria, Isidro Fabela, Ocuilan, Donato Guerra, Tenango del
Valle, Temoaya, Villa de Allende, Jilotzingo, Nicolas Romero, Villa del Carb6n y
Chapa de Mota, principales productores de la especie (SAGARPA, 20112
remitidos al Departamento de Sanidad Acuicola del Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA), FMVZ, UAEM, por personal

técnico del Comité de Sanidad Acuicola del estado de México (CSAEM).

Con base en el numero de granjas de trucha arco iris en el estado, referidas por la
Subdelegacion de Pesca de la SAGARPA (Cuadro 1) en el estado de México
(SAGARPA, 20117 y de acuerdo al volumen de produccién pesquera en peso

vivo, se eligieron los 16 principales municipios productores (Cuadro 2).

Cuadro 1. Granjas de trucha arco iris en el estado de México.

MUNICIPIO NUMERO DE GRANJAS
Acambay 1
Aculco 1
Almoloya de Juarez 1
Amanalco de Becerra 69
Amecameca 1
Atlacomulco 5
Atlautla 1
Calimaya 1

2 Comunicacion personal con el Sr. Javier Martinez Ortiz, Técnico del Area de Fomento Pesquero
de la Subdelegacion de Pesca de la SAGARPA, estado de México.

Selene Zamudio Negrete

25




Deteccion de Renibacterium salmoninarum en trucha arco iris (Oncorhynchus myKiss)

en granjas comerciales del estado de México

Capulhuac

Chapa de Mota

Coatepec Harinas

Cocotitlan

Donato Guerra

El Oro

Huixquilucan

Isidro Fabela

Ixtapaluca

Ixtapan del Oro

Ixtlahuaca

Jilotepec

Jilotzingo

Jiguipilco

Lerma

Luvianos

Malinalco

Naucalpan de Juarez

Nicolds Romero

Ocuilan

Ocoyoacac

Otzolotepec

San Felipe del Progreso

San José del Rincén

Tlalmanalco

Tejupilco

Temascaltepec

Temoaya

Tenango del Valle

Tenancingo

Texcaltitlan

Texcoco

Villa de Allende

Valle de Bravo

Villa del Carbén

Villa Guerrero

Villa Victoria

Xonacatlan

Zinacantepec
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Fuente: Comunicacion personal con el Biol. Miguel Angel Medina Aranda, Coordinador de

Profesionales Dictaminador de la SAGARPA, estado de México, 2011.
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Cuadro 2. Volumen de la produccién de trucha arco iris (en peso vivo) por

municipio.

MUNICIPIO PRODUCCION (TONELADAS ANUALES)
Amanalco de Becerra 411.33
Chapa de Mota 3
Donato Guerra 45.69
Isidro Fabela 36.86
Jilotzingo 69.43
Nicolas Romero 58.2
Ocuilan 22
Ocoyoacac 112.5
Temascaltepec 63.45
Temoaya 43.4
Tenango del Valle 28
Tenancingo 26.30
Villa de Allende 121
Valle de Bravo 251.97
Villa del Carbén 33.41
Villa Victoria 7.8

Fuente: Comunicacion personal con el P.Biol. Miguel Angel Medina Aranda, Coordinador de
Profesionales Dictaminador de la SAGARPA, estado de México, 2011.

TAMANO DE MUESTRA

El tamafio de muestra se adecud a los objetivos del Comité de Sanidad Acuicola
del estado de México, referidos en su Plan Anual de trabajo 2009 aprobado
previamente por el SENASICA. El estudio se realizo a partir de 100 organismos de
trucha arco iris de talla comercial, de los cuales se tomaron muestras de rifion.
Asimismo, fueron incluidas 86 muestras de fluidos gonadales de reproductores (58
muestras de fluidos ovarico y 28 muestras de liquido seminal). Todas las muestras

fueron analizadas de manera individual.

GRANJAS PARTICIPANTES

Se llevo a cabo, un muestreo de conveniencia o de sujetos disponibles. El tipo de
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muestreo, permitid seleccionar las unidades de produccion de trucha arco iris, de
acuerdo a su etapa de produccion (Jaramillo y Martinez, 2010). Las granjas
participantes fueron seleccionadas por el CSAEM, con base en el programa de
Vigilancia Epidemioldgica establecido en el Plan Anual de trabajo 2009 para el
estado de México. Personal técnico del CSAEM visité 100 granjas comerciales de
trucha arco iris de los municipios antes mencionados, de las cuales recolecto las

muestras biolégicas antes referidas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Numero de granjas comerciales de trucha arco iris muestreadas por

municipio y numero de muestras colectadas en cada una.

MUNICIPIO NUMERO DE GRANJAS NUMERO DE
MUESTRAS

Amanalco de Becerra 25

Ocoyoacac 13

Donato Guerra

Temascaltepec

Temoaya

Isidro Fabela

Valle de Bravo

Ocuilan

Villa del Carbén

Tenancingo

Villa Victoria

Tenango del Valle

Nicolas Romero

Chapa de Mota

Jilotzingo

Jiquipilco
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Las muestras de fluidos gonadales fueron recolectadas de una granja del

municipio de Ocoyoacac (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Numero de muestras de fluido ovéarico y seminal colectadas por

municipio.
Municipio Muestras de hembras Muestras de machos
Ocoyoacac 58 28

COLECCION DE LA MUESTRA

En cada granja se colect6 al azar un organismo vivo de trucha arco iris. Los peces
se colocaron individualmente en bolsas de plastico nuevas de 60 x 90 cm, con un
1/3 de agua del estanque de procedencia y 2/3 de aire u oxigeno. Las bolsas
fueron atadas con una liga, identificadas y colocadas en una hielera
manteniéndolas a una temperatura entre 4 y 10 °C por medio de refrigerantes
hasta su llegada al laboratorio (Noga, 2000). Las muestras de fluido gonadales,
fueron individuales y colectadas asépticamente en un vial de plastico.

EVALUACION DEL EVENTO

Historia clinica: se recabd informacion de la muestra remitida en el formato
denominado Historia Clinica, DI-SAC-01 (Anexo A). A cada muestra se le asigné
un numero de caso para su seguimiento. A partir de la historia clinica, se
evaluaron factores asociados a la presencia de Renibacterium salmoninarum en
los organismos muestreados. Con base a los datos obtenidos en la historia clinica
se clasifico los siguientes elementos como factores de riesgo: el tipo de estanques
presentes en las granja, el tipo de alimento proporcionado a los peces, el uso de
agua de rio o manantial, uso de tapetes sanitarios, tipo de desinfectantes
utilizados en los tapetes sanitarios y en las artes de pesca, tratamientos
preventivos y tipo de tratamientos preventivos, granjas que realizan tratamientos
preventivos en organismos de trucha arco iris, y origen de los peces de la granja.
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Sacrificio de los organismos: los organismos fueron sacrificados de manera
individual por la técnica de asfixia (Noga, 2000). Una vez concluida la toma de
muestras de un pez, se sacrifico al siguiente y asi sucesivamente.

Medicion de organismos: se determino el peso y la longitud patrén de los peces,
el registro de los datos se realizo en el formato denominado Toma de Muestras,
DI-SAC-02 (Anexo B). Inmediatamente se procedié a la diseccion y colecta de
muestras para el ensayo inmunoenzimatico, el cual se realizé asépticamente
(Jiménez y Galviz, 1990).

Los organismos muestreados en el presente estudio correspondian a la talla
comercial de acuerdo a los objetivos del Comité de Sanidad Acuicola del estado
de México. En los cuadros 5y 6, se cita el rango de peso y talla de cada uno de
los organismos.

Cuadro 5. Rango de talla de los organismos de trucha arco iris incluidos en el

estudio.
TALLA (cm) NUMERO DE ORGANISMOS
17-26 44
26.1-29 31
29.1 en adelante 25

Cuadro 6. Rango de peso de los organismos de trucha arco iris incluidos en el

estudio.
PESO (g) NUMERO DE ORGANISMOS

70-100 6
101-131 8
132-162 14
163-193 14
194-224 18
225-255 10
256-286 8
287-317 13
318-348 2
349-379 3
380 en adelante 5
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Técnica de diseccion: los peces se colocaron en la mesa de trabajo con la
cabeza hacia la mano izquierda del operador y el vientre hacia el mismo. Se rocié
alcohol al 70% sobre la superficie del pez para la desinfeccién. A continuacion se
efectuo un corte ventral desde el ano hasta la cabeza, pasando entre las aletas
pélvicas y pectorales. Se realizo otro corte en forma de arco partiendo del ano,
pasando por la parte lateral del cuerpo y por encima del opérculo. La pared
corporal se levanto dejando visibles los érganos (Erwin, 1980).

La obtencién de los fluidos gonadales se realizdé anestesiando a los reproductores
mediante inmersién en agua tratada con MS-222 (Metano sulfonato de tricaina) en
una concentracion de 40 a 80 ppm, en contenedores de vidrio. Los peces
anestesiados fueron sacados del agua colocando la mano derecha en la region
abdominal, colocando a los peces en posicion de desove. Con la mano izquierda
protegida con un guante o franela, se sujeto al pez por su extremo caudal, el dorso
y el flanco lateral del pez se apoyo sobre el abdomen del manipulador, ofreciendo
su abdomen sobre el que, con los dedos se realiz6 una suave presion
deslizandolos varias veces desde las branquias hasta la cloaca, hasta que el pez
fue completamente vaciado (Blanco, 1995).

Toma y procesamiento de la muestra: para el ensayo inmunoenzimatico se
preparé el extracto de rifidn, tomando un trozo de aproximadamente un gramo de
tejido y se transfirid a una bolsa nueva de plastico conjuntamente con 2 ml de la
solucion de extraccion del kit de ensayo inmunoenzimatico para Renibacterium
salmoninarum. Las muestras de fluidos gonadales (fluido ovarico en el caso de las
hembras y fluido seminal en el caso de los machos) fueron obtenidas por el
personal del CSAEM vy llevadas al laboratorio para la realizacion del estudio. Para
realizar el ensayo inmunoenzimatico a partir de muestras de fluidos gonadales se
tomo6 1 ml de fluido ovarico o seminal, y se mezclo con 1 ml de solucién de dilucién
de fluido celémico (previamente diluida) y se le centrifugé a 1.000g durante 10
minutos (Instructivo del Kit de ensayo inmunoenzimatico para Renibacterium
salmoninarum, BIOS, Chile. Anexo C).
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Ensayo inmunoenzimatico: la deteccion del agente Renibacterium
salmoninarum, se realizdé a partir de la técnica de ELISA. La muestra (tejido de
rindn, fluido gonadal), se prepar6 con base al procedimiento indicado por el
fabricante del kit: ELISA BKD Bios Chile, Santiago de Chile, nUmero de catélogo
1430138 (Anexo C).La prueba de ELISA, fue validada con una muestra clinica
positiva de R. salmoninarum, donada por la Dra. Diane Elliott (Western Fisheries
Research Center, Seattle, Washington, EUA).

Un total de 186 muestras obtenidas de las unidades de produccién de trucha arco
iris de los principales municipios productores de la especie fueron procesadas. Las
muestras de analizaron por duplicado. Las densidades Opticas se obtuvieron
utilizando el lector de placas de ELISA, modelo ELx 800 con una longitud de onda
de 705 nm. Con base en la densidad Optica, el punto de corte para las muestras
fue el siguiente:

e Positivo: 20.364
e Sospechoso: entre 0.299 y 0.363
e Negativo: <0.298

Andlisis de datos: A partir de los resultados obtenidos se realiz6 un cuadro de

frecuencia por municipio muestreado.
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LIMITE DE ESPACIO

El muestreo se realiz6 en las granjas comerciales de trucha arco iris de los

municipios antes mencionados.

Los organismos muestreados fueron procesados en el Departamento de Sanidad
Acuicola del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal
(CIESA) ubicado en el Campus San Cayetano, carretera Toluca-Atlacomulco

kilbmetro 15.5, C. P. 50200, Toluca estado de México.
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LIMITE DE TIEMPO

El presente trabajo se llevo a cabo a partir de junio de 2009 a agosto de 2013.

ACTIVIDAD FECHA
Busqueda de informacién bibliografica y hemerografica | Junio 2009 a Septiembre de 2012
Elaboracién de protocolo Junio 2009 a Septiembre de 2012
Muestreo y procesamiento de muestras Julio a Agosto 2009
Analisis de resultados Septiembre 2009 a Octubre de 2012
Elaboracion de tesis Noviembre 2012 a Abril 2013
Tesis para revision e impresion Mayo a Agosto 2013
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RESULTADOS
POBLACION DE ESTUDIO Y GRANJAS PARTICIPANTES

Un total de 100 unidades comerciales de produccion de trucha arco iris fueron
incluidas en el estudio. Los municipios de los cuales procedio la muestra, fueron:
Amanalco de Becerra, Chapa de Mota, Donato Guerra, Isidro Fabela, Jilotzingo,
Nicolds Romero, Ocuilan, Ocoyoacac, Jiquipilco Temascaltepec, Temoaya,

Tenango del Valle, Tenancingo, Valle de Bravo, Villa del Carbéon y Villa Victoria.

El municipio con mas granjas muestreadas fue Amanalco de Becerra con un total
de 25 granjas, los municipios con el menor numero de unidades de produccion
fueron, Jiquipilco, Jilotzingo y Chapa de Mota, con 1 granja respectivamente. Las
86 muestras de fluidos gonadales procedieron de una granja en el municipio de
Ocoyoacac. En el cuadro 7, se especifica el nimero de granjas comerciales de
trucha arco iris muestreadas por municipio y los resultados obtenidos en cada una
de ellas. El cuadro 8 muestra los resultados obtenidos en el ensayo

inmunoenzimatico a partir de muestras de fluidos gonadales.
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Cuadro 7. Numero de granjas comerciales de trucha arco iris muestreadas por

municipio y los resultados obtenidos en cada una de ellas.

MUNICIPIO

NUMERO DE MUESTRAS
POSITIVAS

NUMERO DE MUESTRAS
NEGATIVAS

Amanalco de Becerra

25

Ocoyoacac

100

Donato Guerra

Temascaltepec

Temoaya

Isidro Fabela

Valle de Bravo

Ocuilan

Villa del Carbén

Tenancingo

Villa Victoria

Tenango del Valle

Nicolds Romero

Chapa de Mota

Jilotzingo

Jiguipilco
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Cuadro 8. Resultados de la prueba de ELISA para BKD a partir de muestras de

rifion y fluidos gonadales.

TIPO DE MUESTRA MUESTRAS RESULTADO
Rifién 100 Negativo
Fluido ovérico 58 Negativo
Liquido seminal 28 Negativo

Se obtuvo un 100% de resultados negativos a Renibacterium salmoninarum por la

técnica de ELISA a partir de las muestras de rifion y de fluidos gonadales (ANEXO

E).
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POSIBLES FACTORES ASOCIADOS

A partir de la historia clinica (formato DISAC-01, ANEXO A), se evaluaron posibles
factores asociados a la presencia de Renibacterium salmoninarum en los
organismos muestreados. Los factores valorados fueron: el tipo de alimento
proporcionado a los peces, el origen del agua utilizada en los estanques, en
ambos casos, el 100% de las granjas proporcionan alimento comercial a sus
peces y utilizan agua de manantial en sus estanques; tipo de estanques presentes
en las granjas (Cuadro 9), procedencia de los peces (Cuadro 10), uso de tapetes
sanitarios (Cuadro 11), tratamientos preventivos llevados a cabo en los
organismos de trucha arco iris (Cuadro 12), tipo de desinfectantes utilizados en los
tapetes sanitarios y en las artes de pesca (Cuadro 13) y nimero de granjas que

realizan tratamientos preventivos en organismos de trucha arco iris (Cuadro 14).
En los siguientes cuadros se presentan los posibles factores asociados a la
presencia de Renibacterium salmoninarum presentes en las unidades de

produccion truticola participantes.

Cuadro 9. Tipo de estanques presentes en las granjas.

TIPO DE ESTANQUE PRESENTE EN LA GRANJAS PORCENTAJE
GRANJA
Concreto 75 75%
Fibra de Vidrio 2 2%
Mamposteado 2 2%
Rustico 8 8%
Dos 0 mas tipos 13 13%

Cuadro 10. Procedencia de los peces.

PROCEDENCIA GRANJAS PORCENTAJE
Nacional 97 97%
Extranjero 1 1%
Desconocida 1 1%
Capturados o silvestres 1 1%
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Cuadro 11. Uso de tapetes sanitarios.

TAPETES SANITARIOS GRANJAS PORCENTAJE
Si 32 32%
No 68 68%

Cuadro 12. Tratamientos preventivos llevados a cabo en los organismos de trucha

arco iris.

TIPO DE TRATAMIENTOS PREVENTIVOS GRANJAS PORCENTAJE
Bafios con sal 31 51.7%
Verde malaquita 10 16.7%
Formol 17 28.3%
Dos 0 méas de los anteriores 2 3.3%

Cuadro 13. Tipo de desinfectantes utilizados en los tapetes sanitarios y en las

artes de pesca.

TIPO DE DESINFECTANTE GRANJAS PORCENTAJE DE GRANJAS
QUE UTILIZAN EL
DESINFECTANTE
Hipoclorito de calcio 20 55.6%
Biodegerm® (Filiferina 0.66 ml) 11 30.6%
Ambos 5 13.8%

Cuadro 14. Granjas que realizan tratamientos preventivos en los organismos de

trucha arco iris.

TRATAMIENTOS PREVENTIVOS GRANJAS PORCENTAJE
Si 60 60%
No 40 40%
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DISCUSION

En el presente estudio se analizaron 100 muestras de rifion de trucha arco iris de
talla comercial y 86 muestras de fluidos gonadales de organismos reproductores,
procedentes de granjas de los principales municipios productores de la especie en

la entidad federal.

La muestra fue conformada por organismos adultos con una talla de 17 a 29.1 cm
de longitud y 70 a 380 gramos de peso, con base en que la enfermedad es cronica
en la naturaleza y la mortalidad ocurre mayormente en salménidos juveniles de

entre seis y doce meses de edad y en adultos proximos a desovar (Evelyn, 1993).

Los ejemplares y la técnica diagnoéstica utilizada (ELISA), fueron los adecuados
para identificar al agente de la enfermedad. A partir de todas las muestras
analizadas, no hay evidencia del patogeno Renibacterium salmoninarum, agente
etiolégico de la enfermedad bacteriana del rifion, la cual se encuentra en la lista de
enfermedades certificables en el ambito nacional como internacional (NOM-010-
PESC-1993; OIE, 2006).

La enfermedad bacteriana del rifidn puede ser transmitida horizontalmente, es
decir, de un pez a otro y verticalmente, de los padres a su progenie a traves de los
huevos (Evelyn, 1988). La transmision vertical del patdgeno, asi como la falta de
una vacuna efectiva han causado grandes dificultades en el control de ésta

enfermedad crénica (Evelyn et al., 1984).

El intercambio internacional de peces de cultivo esta aumentando rapidamente,
facilitando la diseminacién de graves enfermedades infecciosas, es por eso que
son necesarios programas de prevencion y control efectivos para evitar la

extension de los agentes patégenos de los peces dentro de los paises y entre
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ellos (Brown, 2000). Las medidas de profilaxis sanitaria tienden a impedir que los
agentes patdgenos afecten a los animales sanos, contaminando su ambiente. La

aplicacion de estas medidas, se realiza segun 2 métodos:

I. La Aplicacion sanitaria puntual: que es viable en cualquier sitio y cualquier
enfermedad, en forma de precaucién permanente para evitar el traslado de
agentes patdgenos a los animales sanos. Llevada a cabo con continuidad y
asociada a otros métodos preventivos hace disminuir las pérdidas en una
explotacién.

[I. Intervencion sanitaria coordinada a escala nacional o internacional: se trata
de interrumpir la transmision de las enfermedades eliminando por una
parte la fuente de infeccién (destruccion de animales contaminados y
desinfeccion de los lugares de produccion, asi como de los materiales) y
por otra parte, repoblando las explotaciones saneadas con animales sanos.
La aplicacion de esta metodologia hace necesario contar con medios de
diagnaostico que permitan definir las zonas indemnes y medios de vigilancia
epidemiologica y proteccion de estas zonas, asi como de las que han sido

saneadas (de Kinkelin et al., 1991).

En el afio 2009 se realizo el aislamiento e identificacion de bacterias notificables
pero no certificables en trucha arco iris en granjas comerciales de nuestro pais, en
el estudio, no se aisl6 Renibacterium salmoninarum (Palomares 2009). Sin
embargo, las continuas adquisiciones de animales y productos de origen animal,
ya sea acuatico o terrestre, implican un riesgo para el pais importador. Este riesgo,
al que pueden verse expuestas las personas o los animales pueden constituirlo
una o varias enfermedades que no estén presentes en el pais importador (OIE,
2003).
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A partir de los resultados del presente estudio se sabe que el 75% de las granjas
encuestadas cuentan con estanques de concreto, 2% con estanques de fibra de
vidrio, 2% con estanques mamposteados, 8% con estanques rusticos y 13% con

uno o mas de los tipos anteriormente mencionados.

Los estanques deben ofrecer las mejores condiciones para el cultivo de las
truchas, asi como garantizar una construccion sélida y sencilla que permita al
piscicultor realizar los trabajos con funcionalidad y alto grado de mecanizacion
(Blanco, 1995). El fondo de los estanques debe mantenerse tan limpio como sea
posible durante su uso y después de este, es preciso limpiarlos a fondo con un
desinfectante adecuado y dejarlos secar. En el caso de los estanques de tierra no
es posible adoptar ninguna medida util para la limpieza mientras contengan peces,
la mejor manera de limpiarlos es vaciarlos, dejarlos secar y pulverizar el fondo y

las paredes con una lechada de cal apagada (Drummond, 1988).

En los animales acuaticos, la via mas importante en la transmision de
enfermedades es la infeccién a través de las mucosas y menos frecuente es la
transmision a través de la alimentacion. Sin embargo esta es posible sobre todo
cuando se utilizan en la dieta de los peces, restos de otros peces, crustaceos o

moluscos (Espinoza de los Monteros y Laborta, 1988).

Un estudio publicado en 1986, revela que los piscicultores principalmente
engordaban a las truchas con higado de res o carne de res molida de baja calidad.
En el mismo trabajo, se menciona que las menudencias de pescado también han
sido utilizadas. Este tipo de alimento, se ha asociado con la transmision de
enfermedades, por lo que a menos que el piscicultor pueda aprovechar una fuente
de alimentos baratos, los mas convenientes son los alimentos deshidratados
preparados (Bardach et al., 1986). La alimentacion de los peces con cadaveres y/o

visceras de peces infectados con Renibacterium salmoninarum es una via de
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contagio y puede provocar una epidemia debido a las practicas de alimentacion en
las pesquerias del pacifico (Wood y Wallis, 1955). A partir de la informacion
obtenida en el presente estudio, se hace evidente que el 100% de las granjas
participantes, alimentan a las truchas con concentrados comerciales y nunca con

visceras o cadaveres de peces.

En el 100% de las granjas incluidas en el estudio se utiliza agua de manantial. Los
riesgos potenciales de cualquier fuente de agua se deben comprender bien
siempre y con respecto a esto merece la pena enfatizar la importancia de controlar
el suministro de agua a los criaderos (Brown, 2000). Se debe evitar la entrada de
peces silvestres por que pueden comerse a los del estanque o impedir que
crezcan. Se puede utilizar agua de manantial ya que en los manantiales no suele
haber peces (FAO, 1981). Las aguas superficiales de los rios con altas
poblaciones de salmonidos silvestres son una de las principales fuentes de la
furunculosis, entre otras enfermedades (Brown, 2000). El agua de manantial
resulta excelente para la acuacultura. Suele ser muy limpia y su temperatura se
mantiene estable todo el afio. Su caudal no sufre alteraciones y estd menos
susceptible a la previa contaminacion por actividades industriales que afecta cada
vez mas a las de arroyos y rios. Ademas por darse con frecuencia en los flancos
de los altos cerros y en partes muy elevadas de la orografia, suelen resultar
propicias para la cria de la trucha, que las exige frescas y limpias (Rubin, 1982).
Asimismo, una mala calidad del agua predispone a la propagacion de
enfermedades, tales como: lesiones en la piel de los peces, infecciones
bacterianas, envenenamiento por toéxicos o exceso de nutrientes. Otro problema
frecuente en las granjas es el uso de la misma agua a través de diferentes
estanques; esto trae como consecuencia problemas sanitarios o0 baja
supervivencia, debido a la poca cantidad de oxigeno y la alta concentracion de

sélidos que ocasionan generalmente la muerte (Klontz, 1991).
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Al investigar el origen de los peces cultivados en las granjas, 97 acuacultores
(97% de las granjas) obtienen a los organismos dentro del territorio nacional o los
intercambia con otras granjas. Un productor (1% granjas) introduce peces del
extranjero, especificamente de Estados Unidos de América. Y solo un productor
reporta que desconoce el origen de sus peces (1% granjas) y otro (1% granjas)
gue captura peces del rio para introducirlos a sus estanques. Los peces salvajes,
de otras granjas o retornados después de estar en otra granja pueden portar
enfermedades. Los peces deben ser inspeccionados para detectar enfermedades,
de ser posible, los peces nuevos o retornados deberan ser cuarentenados en
estanques o instalaciones alejadas de la granja y no debe permitirse que ningin
pez o flujo de agua salga del area de cuarentena (Sadler y Goodwin, 2007). Una
medicina preventiva en general a nivel de granja significa evitar la introduccion del
patdgeno en la misma. Quiza la situacion ideal es cuando una granja es
autosuficiente en términos de reemplazo de existencias, no esta bajo ninguna
amenaza de una poblacion natural adyacente y posee agua en exceso disponible.
El suministro de agua deberad mantenerse libre de peces salvajes y otros animales

gue puedan actuar como reservorios (Sheperd y Bromage, 1999).

Debido al incremento nacional en el nimero de granjas productoras de trucha y a
la necesidad de contar con crias todo el afio, los productores se han visto en la
necesidad de importar crias, sobre todo de paises como Estados Unidos de
América, Inglaterra, Sudafrica y Australia, pero principalmente de Estados Unidos
(SAGARPA, 2011%. La produccién de trucha del estado de México ha
incrementado, en el afio 2002 la produccion llego a las 2,014 toneladas, mientras
gue en el 2011 fue de 3,786 toneladas. Y en ese mismo afio las exportaciones
ascendieron a 1,049 millones de ddélares con 371 toneladas de pescados y

mariscos en diversas presentaciones; mientras que la importacién de productos

% Comunicacion personal, M. V. Z. Fernando Vergara Dominguez, encargado de Despacho de la
Subdelegacién de pesca de SAGARPA del estado de México.
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pesqueros alcanzo un valor de 679 millones de dolares y un volumen de 215,000
toneladas de las cuales 18 correspondieron a organismos acuaticos Vivos.
(SAGARPA, 2011). Mientras que a nivel estatal el estado de México recibe truchas
de talla comercial del estado de Michoacan durante la temporada de Cuaresma y
Diciembre para satisfacer la demanda de los consumidores (SAGARPA, 20113).
Sin embargo, los movimientos de peces estan asociados con la diseminacion de
casos de BKD en granjas de salmones y truchas y el movimiento de equipo
contaminado posee el riesgo potencial de importar o mover patégenos entre
granjas (Murray et al., 2002). Y el patdgeno produce mortalidad o morbilidad en
poblaciones de peces cultivados o salvajes en todas las regiones donde se

encuentren salmones (Wiens, 2006).

La comercializacion de ovas de trucha es global y tiene el potencial para
incrementar la prevalencia de las enfermedades, asi como de evitar su
erradicacion, tal como sucede en el caso del virus de la necrosis pancreatica
infecciosa en Irlanda (Ruane et al., 2009). La introduccién de crias u ovas
infectadas constituyen el principal riesgo en la transmision de enfermedades en los
peces (Reno, 1998). Un factor importante en la diseminacion de enfermedades de
los animales acuaticos es el transporte de dichos animales por vehiculos que
pueden actuar como vectores en la transmisién de la enfermedad (Torgersen y
Hastein, 1995). Asi el transporte de peces en camiones ha sido identificado como
un factor de riesgo potencial en la diseminacion de enfermedades de los peces
(Peeler y Thrush, 2009). Los camiones y vehiculos utilizados para transportar
peces se deberan limpiar con agua a presion en toda su superficie externa y en el

interior se utlizara yodo (Sadler y Goodwin, 2007).

La prevencion y control de la enfermedad bacteriana del rifidén puede ser dificil ya
gue la informacion recabada mediante el cuestionario sefiala medidas deficientes

de bioseguridad en las granjas, esto debido a que el 68% de las granjas
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encuestadas no hacen uso de tapetes sanitarios y un 64% no utiliza ningun tipo de
desinfectante en sus instalaciones y/o artes de pesca. Las enfermedades de los
peces, causadas por parasitos, virus o bacterias pueden diseminarse de estanque
a estanque, de granja a granja mediante la transferencia de peces infectados, y
por animales, personas, equipo y agua contaminada por contacto con peces
infectados o patdégenos de los peces. Para prevenir la introduccion de nuevas
enfermedades una granja acuicola, no debe haber contacto entre los peces de la
granja y potenciales portadores de enfermedades. El equipo de la granja debe ser
limpiado y desinfectado antes de cada uso. Los trabajadores deben desinfectar
sus ropas, botas y cualquier otro accesorio antes de tener contacto con peces

sanos (Sadler y Goodwin, 2007).

Las acciones de limpieza y desinfeccion comprenden: el retiro de peces muertos o
moribundos, el control de vectores, la limpieza en seco de todas las superficies y
la aplicacion de desinfectantes (Ortega, 2003). Entre los mas comunmente
utilizados el hipoclorito de sodio en una concentracion de 100 ppm (partes por
millén) durante 10 minutos para la desinfeccion de jaulas, tanques, equipo de
cosecha, es efectivo contra el Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPNV,
por sus siglas en inglés: Infectious Necrosis Virus) y el Virus de la Anemia
Infecciosa del Salmén (ISAV, por sus siglas en inglés: Infectious Salmon Anaemia
Virus). El uso de iodoforos es frecuente en los tapetes sanitarios, desinfeccion de
redes, ropa, equipo de buceo y superficies no porosas y para la desinfeccion de
las ovas de salmoénidos, y serd a una concentracion de 10 ppm durante 10

minutos; este desinfectante es eficaz contra IPNV e ISAV.

Un estudio en 2004 reportdé que Renibacterium salmoninarum puede sobrevivir a
la desinfeccion con hipoclorito de sodio y mantener su capacidad de formar
colonias (Hirvela-Koski, 2004), es por eso que se recomienda el uso de

compuestos peroxy, por ejemplo Virkon S, que en una solucion al 1% durante 10
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minutos, es efectivo contra IPNV, BKD e ISAV. Puede ser utilizado en tapetes
sanitarios y superficies no porosas. Otro desinfectante eficaz contra BKD es el

acido formico a un pH menor de 4 durante 24 horas (Fraser et al., 2006).

En las encuestas se encontrd que de las granjas que utilizan algun desinfectante
el 30.5% utiliza el desinfectante comercial Biodegerm® (Filiferina 0.66 ml) el cual
es un desinfectante natural biodegradable con efecto bactericida (Prieto et al.,
2005).

La filiferina es un glucésido terpenoide que se comporta como detergente y en
este caso se le llama saponina y es extraida de la Yucca filifera (Collera y Garcia,
2006). El uso de extractos de plantas del semi desierto mexicano es una buena
alternativa en el control de bacterias Gram positivas y Gram negativas (Mendez et
al., 2012).

En el presente estudio se encontr6 que el 60% de las granjas participantes
realizan algun tipo de tratamiento preventivo a sus peces. De estas un 51.67% lo
hace con bafos de sal, 16.7% con verde de malaquita, y 28.3% con formol. Sin
embargo todos los anteriores estan indicados para el tratamiento y control de
enfermedades parasitarias e incluso bacterianas, mas nunca para el tratamiento

de la enfermedad bacteriana del rinon (Lazaro y Chavez, 1985).

Todas las ovas que entren a la piscifactoria deben ser desinfectadas aunque
provengan de un lugar libre de enfermedades. Las sustancias mas recomendables
para desinfectar son aquellas que contienen yodo como principio activo
(PRONALSA, 2001). Para aplicarlo debe prepararse una solucion con agua libre
de materia organica y 100 mg/l de yodo sumergir en esta las ovas durante al
menos 25 minutos Se recomienda mantener el pH de la solucion entre 6 y 8 ya
gue un pH menor a 6 aumenta la toxicidad del yodo y uno mayor a 8 disminuye su

efectividad (Torgersen y Hastein, 1995; OIE, 2010). Sin embargo, aunque el yodo
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es muy efectivo matando al patdégeno en la superficie de los huevos es totalmente
ineficaz reduciendo la prevalencia intra ovum de Renibacterium salmoninarum
(Evelyn et al., 1984). Mientras que en general no se recomienda la administracion
de productos quimioterapicos, especialmente antibiéticos a un grupo de peces
sanos, hay circunstancias especificas donde esta actuacién puede ser valiosa; se
ha sugerido que al inyectar 20 mg/kg de eritromicina antes del desove se
conseguiran importantes niveles de antibiético dentro de los huevos. Después del
desove los huevos son desinfectados superficialmente con un yodoforo y los
alevines pueden tratarse con eritromicina al poco tiempo de iniciar la ingestion de
alimento (Brown, 2000). Por otra parte, el uso de acriflavina es delicado ya que es
una sustancia muy acida, produce esterilidad temporal en los peces y nunca debe
ser utilizada para el tratamiento de micosis en los huevos (Lazaro y Chavez,
1985).
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CONCLUSIONES

En las truchas arco iris de talla comercial de las granjas comerciales de los
municipios de Amanalco de Becerra, Temascaltepec, Valle de Bravo, Tenancingo,
Ocoyoacac, Villa Victoria, Isidro Fabela, Ocuildn, Donato Guerra, Tenango del
Valle, Temoaya, Villa de Allende, Jilotzingo, Nicolas Romero, Villa del Carb6n y
Chapa de Mota, no se detect6 el agente bacteriano Renibacterium salmoninarum.
Asimismo, la bacteria no fue detectada en muestras gonadales de machos y

hembras de trucha arco iris del municipio de Ocoyoacac.

La movilizacion e introduccion de peces, la deficiente bioseguridad en la mayoria
de las granjas, asi como la resistencia del patdogeno a los desinfectantes comunes,
son factores de riesgo para la introduccion de Renibacterium salmoninarum a las

granjas truticolas.

La informacion obtenida en el presente estudio hace evidente que en las granjas
participantes existen medidas que ayudan a controlar el ingreso de agentes
infecciosos a sus estanques, medidas tales como el uso de agua de manantial se
observa en el 100% de las granjas encuestadas, asi como el uso de concentrados
comerciales para la alimentacion de sus peces y el hecho de que el 97% de las
mismas obtiene a sus peces dentro del territorio nacional. Sin embargo también
fueron detectados factores de riesgo, tales como la falta de una estrategia de
bioseguridad bien establecida, ya que el 64% no hace uso de ningun tipo de
desinfectante en sus equipos y artes de pesca y que, tan sélo el 60% realiza algun
tipo de tratamiento preventivo a sus peces, siendo estas actividades consideradas

de riesgo para la introduccion de la bacteria en cuestion.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo contribuyen al conocimiento de la
situacién sanitaria de los principales municipios productores de la trucha arco iris a
nivel estatal, permitiendo establecer estrategias de prevencion y control de esta

bacteria y la enfermedad que provoca en las granjas truticolas.
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SUGERENCIAS

Los programas de Vigilancia Epidemiologica en la sanidad acuicola nacional,
recomendados por la SAGARPA vy llevados a cabo por los Comités de Sanidad

Acuicola de los estados truticolas deben seguirse llevando a cabo.

Este tipo de estudios epidemioldgicos, deben ser llevados a cabo en las
principales entidades federales productoras de trucha arco iris, para conocer el

estatus sanitario de la truticultura regional y nacional.

Es necesario hacer estudios en peces silvestres sobre la presencia del agente

bacteriano Renibacterium salmoninarum.

Es necesario concientizar a los productores sobre la renibacteriosis y su impacto
econdmico en la produccion de trucha, con el fin de que mejoren o implementen
medidas de bioseguridad preventivas para evitar la entrada de este agente asi

como de otras enfermedades transmisibles de los peces.
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ANEXO A

FORMATO: HISTORIA CLINICA, DI-SAC-01

Anexo: Historia Clinica DI-SAC-01

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia Focha: 0306709
Centro de igacion y Estudios en Salud Animal SRR
Departamento de Sanidad Acuicola

_ Version vigente No. 06 = Fecha: 24/05/10
FECHA (dd/mm/aa)

No. DE CASO

DATOS GENERALES

NOMBRE DE LA GRANJA FECHA DE INICIO,
UBICACION
NOMBRE DEL PROPIETARIO
TELEFONO

DATOS GEOGRAFICOS
SUPERFICIE OCUPADA
DATOS DEL PERSONAL
NOMBRE DEL ENCARGADO No. DE TRABAJADORES
HA RECIBIDO CURSOS EN SANIDAD ACUICOLA

DATOS POBLACIONALES

TIPO DE CULTIVO: INTENSIVO__ - SEMIINTENSIVO EXTENSIVO
ESPECIES EXISTENTES

CANTIDAD DE: HUEVO EMBRIONADO ALEVINES CRIA JUVENILES
ADULTOS REPRODUCTORES TOTAL DE LA POBLACION
MANEJO DE REGISTROS DE PECES POR ESTANQUE: S| NO
PROCEDENCIA DE ESPECIMENES FECHA DE ULTIMA INTRODUCCION

DATOS DE INSTALACIONES
TIPO DE ESTANQUES: RUSTICA___ MAMPOSTEADO ___ CONCRETO ___ FIBRA DE VIDRIO ___ TOTAL____
DENSIDAD DE ANIMALES,

CASETA DE INCUBACION SI NO CAPACIDAD
ABASTECIMIENTO DE AGUA VOLUMEN
DATOS DE ALIMENTACION
TIPO DE ALIMENTO: CONCENTRADO MEDICADO OTRO MARCA DEL ALIMENTO
TABLA DE ALIMENTACION SUMINISTRO: MANUAL ALIMENTADORES
VECES POR DIA LUGAR DE ALMACENAMIENTO
DATOS SANITARIOS
USO DE TAPETES SANITARIOS: SI NO PRODUCTO
APLICAN TRATAMIENTOS PREVENTIVOS: SI NO
CUALES
ENFERMEDADES Y MORTALIDAD: HUEVO ALEVINES CRIA JUVENILES
ADULTOS REPRODUCTORES FECHA DE INICIO TRATAMIENTO
CUAL FECHA DE INICIO FECHA DE TERMINO
MUESTRAS REMITIDAS AL LABORATORIO
ESPECIE
No. DE CRIAS CONDICIONES
No. DE JUVENILES CONDICIONES
No. DE ADULTOS CONDICIONES
No. DE REPRODUCTORES CONDICIONES
OBSERVACIONES:
ANALISIS SOLICITADOS: [ AT [ PT | BT HT VR |
ENCUESTADO
NOMBRE: FIRMA: TELEFONO:
ENCUESTADOR
NOMBRE: FIRMA:
Péaginaldel
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ANEXO B

FORMATO: TOMA DE MUESTRAS, DI-SAC-02

.k}@! Anexo: Toma de muestras Di-SAC-02 Version Vigente
{k;» ~ f Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia Fecha:
B =Y Centro de Investigacion y Estudios avanzados en Salud Animal
Departamento de Sanidad Acuicola

Version vigente No. 06 Fecha 24/05/10

FECHA (dd/mm/aa): ESTANQUE:
NOMBRE DEL TECNICO: IDENTIFICACION O CANTIDAD:
OBSERVACIONES: ORGANISMOS: VIVOS ___ MUERTOS ___
TARAR:
LONGITUD PESO
No. TOTAL (cm) @
1
2 N
3
4
5 S
6
7
8
9
10

REPORTE DE LECTURA DE LAS PREPARACIONES EN FRESCO
PIEL:

BRANQUIAS:

CONTENIDO INTESTINAL:

OTRO:

No. DE TUBOS VIROLOGIA

Paginaldel

s AT
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ANEXO C

INSTRUCTIVO DEL KIT DE ENSAYO INMUNOENZIMATICO PARA ELISA BKD

Renibacterium salmoninarum (BIOS Chile®).

Materiales incluidos

Reactivos

* Solucion de lavado (85x): Frasco con 60 ml de solucién amortiguadora-salina a pH 7.5. Contiene 0.02% de
Timerosal. En caso de producirse cristalizacion, se debe entibiar a 37 °C hasta la disolucién de los cristales.

* Solucion de extraccion (2x): Frasco con 60 ml de una solucién amortiguadora a pH 8.0 para la
maceracion del tejido. Contiene 0.2% de azida de sodio.

* Solucién de extracciéon de fluido celémico (2x): Frasco con 60 ml de una solucién amortiguadora a pH
8.0 para la dilucién del fluido celémico. Contiene 0.02% de Timerosal.

* Conjugado (10x): Frasco con 1.1 ml de anticuerpo monoclonal especifico para Renibacterium
salmoninarum conjugado con peroxidasa. Contiene 0.02% de Timerosal.

*  Solucion de dilucién del conjugado: Frasco con 12 ml de una solucién protéica opalescente para la dilucion
del conjugado.

* Substrato A: Frasco con 6.5 mL de Tetrametilbencidina (TMB). El TMB es un reactivo muy sensible y no
debe ser utilizado si presenta aspecto turbio o precipitado azul.

* Substrato B: Frasco con 6.5 ml de peréxido de hidrégeno.

* Control positivo: Frasco con 1.5 ml de una suspensién de Renibacterium salmoninarum. Contiene 0.02%
de Timerosal.

* Control negativo: Frasco con 1.5 ml de solucion salina.

*  Acido sulfirico (H2804) 3N: Frasco com 6.5 ml de solucién. En caso de contacto de la piel con el acido,

lave la zona de inmediato con abundante agua.

Insumos
* Doce tiras de 8 pocillos de poliestireno de alta calidad, sensibilizados con un anticuerpo monoclonal
purificado especifico de Renibacterium salmoninarum.
* Placa soporte para las tiras.
* Sellos autoadhesivos para las placas.

* Folleto instructivo.

Materiales no incluidos
* Pipetas.
* Puntas desechables.
* Material para preparar o diluir soluciones.

* Estufa de temperatura regulada.
* Agitador y lavador de placas
* Lector de placas para ELISA.

Selene Zamudio Negrete 64



Deteccion de Renibacterium salmoninarum en trucha arco iris (Oncorhynchus myKiss)
en granjas comerciales del estado de México

Precauciones

* Utilizar sélo para el diagnéstico veterinario in itro.

* El control positivo es una suspension de Renibacterium salmoninaru inactivada, sin capacidad para
infectar peces. Tome las precauciones de no contaminar otras soluciones que se utilicen en el ensayo de
ELISA para evitar falsos positivos.

* BSiempre considere que la reproducibilidad de los resultados depende de la precision del pipeteo, de la
exactitud de los tiempos y temperatura de incubacién, del correcto lavado de los pocillos y de la
homogeneizacion de las soluciones.

* Todos los reactivos deben mantenerse entre 2 y 8 °C, sin embargo cuando van a ser utilizados deben
encontrarse a temperatura ambiente (18 a 25 °C).

* No mezcle reactivos de lotes distintos.

* Mantenga siempre la placa en su sobre, sellado para protegerla de la humedad. Antes de abrir el sobre
permita que alcance la temperatura ambiente.

* Los recipientes usados para los reactivos deben estar limpios y libres de detergentes.

* Se deben usar puntas de pipeta diferentes para cada muestra, los controles y los reactivos. Evite tocar la
pared del pocillo para no contaminar las soluciones.

* No utilice objetos metalicos que puedan entrar en contacto con las soluciones.

* No utilice el kit después de la fecha de expiracion.

Preparacion de la muestra

* Muestra de tejido.

Antes de procesar las muestras de tejido, diluya la solucioén de extraccion (2x) con igual volumen de agua destilada.
Por ejemplo, si necesita 20 ml de esta solucioén, mezcle 10 mL de la solucién con 10 ml de agua destilada.

Para preparar el extracto de rinén de peces, tome un trozo de aproximadamente 1 gramo de tejido y transfiéralo a
una bolsa plastica conjuntamente con 8 ml de la Solucién de extraccion. Si la cantidad de tejido es menor, use la
misma proporeién de 1:2 (peso tejido:volumen de solucién). Selle la bolsa y macere el tejido con la ayuda de la
mano, de una cuchara u otro objeto similar. Es importante sellar bien la bolsa para evitar contaminacion cruzada
entre muestras. Posteriormente abra la bolsa y transfiera todo el contenido de la muestra a un tubo Eppendorf con
la ayuda de una pipeta Pasteur. En caso de usar una pipeta automaética, corte la parte de la punta con una tijera
limpia para permitir el paso del liguido conjuntamente con trozos de tejido. Centrifuge el tubo a 1.000g por 2
minutos a temperatura ambiente y del sobrenadante tome 100 pl y agréguelo al pocillo correspondiente.

Con peces grandes es posible realizar el mismo procedimiento pero dividiendo el rifién en un tercio anterior, uno
medio y uno posterior, para asi preparar los extractos correspondientes a cada trozo renal en la forma descrita
anteriormente.

* Fluido celéomico

Antes de procesar las muestras de fluido celémico, diluya la solucion de dilucién de fluido celémico 2x con igual
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volumen de agua destilada. Por ejemplo, si necesita R0 ml de esta solucion, mezcle 10 ml de la solucion 2x con 10 ml

de agua destilada.

Para preparar la muestra tome 1 ml de fluido celémico y agregue 1 ml de la solucién de diluciéon de fluido celémico
(previamente diluida). Centrifuge a 1.000g por 10 minutos y utilice 100 pl del sobrenadante para el ensayo de
ELISA.

Procedimiento
Diluya la solucién de lavado que se encuentra concentrada 25 veces (25x). Si va a utilizar dos tiras de 8
pocillos (16 pocillos), prepare 10 ml de solucién de lavado tomando 4 ml de la solucién concentrada y
agregando 96 mL de agua destilada. Agite bién antes de usar.
Antes de realizar el ensayo debera diluir el conjugado. Para ello tome un volumen adecuado segun el
numero de pocillos que utilizara, y siempre considere 1 6 & pocillos extras. Por ejemplo, si usa 10 pocillos
tome un volumen de 110 pl de conjugado y diliyalo con 990 pl de la solucién de conjugado, y mantengalo a
temperatura ambiente.
Cada vez que realice el ensayo, incluya 2 pocillos para el control positivo y 3 pocillos para el control
negativo.
Agregue 100 pul de cada extracto de tejido centrifugado a los correspondientes pocillos, y selle la placa con el
sello autoadhesivo para impedir la evaporacion de los reactivos. Incube por 60 minutos a 37 + 1 °C.
Elimine el contenido de los pocillos y lave la placa con soluciéon de lavado diluida (1x) usando
aproximadamente 350 pl por pocillo. Elimine la solucién después de cada lavado. Se recomienda lavar 6
veces con equipos lavadores automaticos y 4 veces si lo hace de forma manual.
Después del ultimo lavado ponga la placa invertida y golpéela suavemente sobre papel absorbente. No

permita que la placa se seque.

Agregue a cada pocillo 100 pl del conjugado previamente diluido como se indic6 en el punto 2. Selle la placa

de la misma forma que en el punto 4 e incubela por 30 minutos a 37 + 1 °C.

Lave la placa con la solucién de lavado de manera similar a la descrita en los puntos 5y 6

Revelado: agregue a cada pocillo 50 pl de substrato A y luego 50 pl de Substrato B. si desea, se pueden
mezclar los substratos A y B en partes iguales en un recipiente limpio y luego agregar 100 pl de la mezcla a
cada pocillo. Prepare la mezcla de substratos justo antes de usar, ajustando las cantidades segin el numero

de tiras indicadas a continuacion.

Namero de pocillos | Substrato A (TMB) Substrato B (Hz20z)
8 0.6 ml 0.6 ml
16 1.0ml 1.0ml
24 1.4 ml 1.4 ml
48 2.6 ml 2.6 ml
96 5.0ml 5.0ml

Incube La placa en obscuridad absoluta durante 30 minutos exactos y a temperatura ambiente.
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10. Detenga La reaccion agregando pl de (Hz504)3N a cada pocillo. Los pocillos positivos inicialmente de color
azul intenso, se tornaran amarillos, los pocillos negativos, incoloros o levemente azulados permaneceran

incoloros o presentaran una leve coloracién amarilla.

Es necesario detener la reaccidn, ya que si se permite que la reaccién enzimatica continue por un periodo adicional

de tiempo, todos los pocillos se colorearan.

Lectura
La placa puede ser leida visualmente o con un lector de placas manual o automético.

* Lectura inmediata en forma visual: los pocillos correspondientes a muestras positivas seran de color
amarillo y podran ser facilmente diferenciados de los pocillos negativos, los que seran incoloros o
presentaran una leve coloracion amarilla.

*« Lectura con un lector de placas de ELISA: Lea la placa con un lector manual o automatico para placas de
ELISA usando un filtro de 450nm. Se recomienda un lector de placas con capacidad de lectura de & o mas

unidades de absorbancia.

Calculo del cut off
Cut off= promedio control negativo + 0.260
Ejemplo del calculo:
* Promedio de control negativo (n=3) = 0.086
* Promedio del control positivo (n=3) = 2.700
¢ Cut off =0.086+0.260 = 0.346

Interpretacion de resultados

Si la razén control positivo/control negativo es menor que 10, se invalida el ensayo.

Una muestra sera positiva cuando su absorbancia sea mayor que el valor del cut off.

Una muestra serd negativa cuando su absorbancia sea menor que el valor del cut off. Si la absorbancia de una
muestra esta en el valor del cut off+10%, repita el ensayo en duplicado. Si la lectura persiste en esta zona, considere

la muestra sospechosa para BKD.

Especificidad del ensayo

Los anticuerpos monoclonales utilizados son especificos para Renibacterium salmoninarum ATCC y para 4 aislados
obtenidos de diferentes centros de cultivo del sur de Chile. Ademas no persentan reactividad cruzada con patégenos
de peces tales como Yersinia ruckeri, Pisciickettsia salmonis, Aeromonas salmonicida, Aeromonas hidrophilia,

Aeromonas caviae, Aeromonas sobria, Vibrio anguillarumy Escherichia coli.

ELISA BKD Bios Chile, Santiago de Chile. Nimero de catalogo # 1430138, www.bioschile.cl
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ANEXO D

ENFERMEDADES CERTIFICABLES DE LAS ESPECIES DE ORGANISMOS
ACUATICOS VIVOS DESTINADOS A LA ACUACULTURA U ORNATO.

SALMONIDOS (TRUCHAS Y SALMONES)

VHS Septicemia Hemorragica Viral.

IHN Necrosis Hematopoyética Infecciosa.
IPN Necrosis Pancreética Infecciosa.
VEN Necrosis Eritrocitica Viral.

HVSD. Enfermedad Viral por Herpes.

Enfermedad del torneo (Whirling disease).

Myxosoma cerebralis.

Ceratomixosis.

Ceratomyxa shasta.

*BKD.

Enfermedad Bacteriana del Rinon.

(Renibacterium salmoninarum)

*Agente bacteriano.
Fuente: NOM-010-PESC-1993.

Selene Zamudio Negrete

68




Deteccion de Renibacterium salmoninarum en trucha arco iris (Oncorhynchus myKiss)
en granjas comerciales del estado de México

ANEXO E

Resultados de la prueba de ELISA para BKD a partir de muestras de rifién.

CASO DOus0 RESULTADO
1 0.094 Negativo
2 0.096 Negativo
3 0.264 Negativo
4 0.117 Negativo
5 0.076 Negativo
6 0.079 Negativo
7 0.100 Negativo
8 0.210 Negativo
9 0.085 Negativo

10 0.175 Negativo
11 0.057 Negativo
12 0.327 Negativo
13 0.076 Negativo
14 0.093 Negativo
15 0.269 Negativo
16 0.150 Negativo
17 0.068 Negativo
18 0.085 Negativo
19 0.082 Negativo
20 0.183 Negativo
21 0.059 Negativo
22 0.051 Negativo
23 0.130 Negativo
24 0.104 Negativo
25 0.124 Negativo
26 0.109 Negativo
27 0.143 Negativo
28 0.206 Negativo
29 0.078 Negativo
30 0.076 Negativo
31 0.274 Negativo
32 0.098 Negativo

Selene Zamudio Negrete 69




Deteccion de Renibacterium salmoninarum en trucha arco iris (Oncorhynchus myKiss)
en granjas comerciales del estado de México

33 0.103 Negativo
34 0.099 Negativo
35 0.083 Negativo
36 0.453 Negativo
37 0.095 Negativo
38 0.093 Negativo
39 0.131 Negativo
40 0.194 Negativo
41 0.233 Negativo
42 0.170 Negativo
43 0.219 Negativo
44 0.068 Negativo
45 0.068 Negativo
46 0.066 Negativo
a7 0.077 Negativo
48 0.060 Negativo
49 0.064 Negativo
50 0.048 Negativo
51 0.078 Negativo
52 0.168 Negativo
53 0.118 Negativo
54 0.050 Negativo
55 0.239 Negativo
56 0.119 Negativo
57 0.054 Negativo
58 0.165 Negativo
59 0.111 Negativo
60 0.191 Negativo
61 0.128 Negativo
62 0.047 Negativo
63 0.251 Negativo
64 0.090 Negativo
65 0.057 Negativo
66 0.113 Negativo
67 0.053 Negativo
68 0.123 Negativo
69 0.066 Negativo
70 0.061 Negativo
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71 0.057 Negativo
72 0.284 Negativo
73 0.082 Negativo
74 0.097 Negativo
75 0.082 Negativo
76 0.071 Negativo
77 0.097 Negativo
78 0.095 Negativo
79 0.072 Negativo
80 0.110 Negativo
81 0.139 Negativo
82 0.289 Negativo
83 0.122 Negativo
84 0.181 Negativo
85 0.094 Negativo
86 0.146 Negativo
87 0.105 Negativo
88 0.157 Negativo
89 0.067 Negativo
90 0.079 Negativo
91 0.102 Negativo
92 0.122 Negativo
93 0.297 Negativo
94 0.093 Negativo
95 0.225 Negativo
96 0.295 Negativo
97 0.291 Negativo
98 0.172 Negativo
99 0.292 Negativo
100 0.123 Negativo
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