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PREFACIO

O volume |V da edicdo “Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios,
Avancos e Possibilidades” disponibiliza ao leitor informagao cientifica avangada
de carater fundamentalmente aplicado. O livro esta organizado em sete capitulos
que focam essencialmente em conhecimento avancado em ciéncias biomédicas,

neurociéncias, parasitologia, saude animal e em processos avancados e sustentaveis
de producéo alimentar.

Manuel Simbes
https://orcid.org/0000-0002-3355-4398
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CAPITULO 3

DETECCION DEL VIRUS DE LA NECROSIS RENAL Y
DEL BAZO (ISKNV) DEL PEZ CEBRA EN COLONIAS DE
EXPERIMENTACION DE ARGENTINA

Data de submisséao: 01/10/2024
Data de aceite: 14/10/2024

Juan Martin Laborde

Laboratorio de Animales de
Experimentacion (LAE)

Facultad de Ciencias Veterinarias
Universidad Nacional de La Plata (UNLP)
La Plata, Buenos Aires, Argentina

RESUMEN: ElI pez cebra (Danio rerio)
actualmente es considerado como modelo
animal en ensayos de desarrollo embrionario,
analisis de la funcion genética y mutagénesis.
Sus caracteristicas fisiologicas, tales como
la alta fecundidad, fertilizacion externa y
mecanismos moleculares del desarrollo del
embrion similares a todos los vertebrados,
permitieron que el pez cebra se haya
convertido gradualmente en el modelo
vertebrado inferior mas utilizado Iluego
del raton. El virus de la necrosis renal y del
bazo en el pez cebra (ISKNV) pertenece a la
familia Iridoviridae. Este virus tiene un rango
de hospedadores extremadamente amplio y
causa infecciones naturales en el pez cebra
produciendo enfermedad clinica, aunque

Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios, Avancgos e Possibilidades IV

se desconoce la mortalidad. Los signos
clinicos se caracterizan por letargo, pérdida
de apetito, natacion anormal, distension
de la cavidad celémica y, en los casos mas
graves, dificultad respiratoria, branquias
palidas y hemorragias petequiales en la base
de las aletas. El objetivo de este estudio
fue determinar la presencia de ISKNV en
bioterios de peces cebra de nuestro pais.
Se analizaron 50 peces cebra adultos (1 afo
de edad) provenientes de 5 bioterios (10
peces de cada uno). Se tomaron muestras
de tejido visceral de cada animal que fueron
procesadas con un equipo comercial para
extraccion de ADN. Para la deteccion viral se
utilizé una técnica de PCR directa utilizando
cebadores especificos que amplifican un
fragmento de 562 pb basado en la secuencia
del gen principal de la proteina de la capside
(MCP). Resultaron positivas las muestras de 7
animales de uno de los bioterios estudiados.
Se concluyé que la investigacion por PCR
resultd util para detectar por primera vez
en Argentina el ISKNV. Estos resultados
indican que, debido al riesgo de infeccion
de colonias de peces cebra, es necesario
implementar técnicas sensibles, como la
PCR descripta, e implementar estrictas
practicas de bioseguridad, ya que estas
infecciones pueden tener un gran impacto en
los peces de laboratorio e invalidar los datos
experimentales en este modelo animal.
PALABRAS CLAVE: Iridovirus. Pez cebra.
PCR.
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1 INTRODUCCION

El pez cebra, Brachydanio rerio (también conocido como Danio rerio) es utilizado
como modelo de desarrollo embrionario de vertebrados, andlisis de la funcidén génica,
y mutagénesis. Previo al desarrollo del modelo del pez cebra en la década de 1970,
genetistas del desarrollo experimentaban con modelos de invertebrados como Drosophila
melanogaster (mosca de la fruta) y, mas recientemente, con Caenorhabditis elegans
(nematodo) para la investigacion del desarrollo embrionario temprano (Kahn, 1994).

Por su alta fecundidad y fertilizacion externa, el pez cebra poseia los atributos
de estos modelos existentes, sin sus inconvenientes inherentes. Debido a que los
mecanismos moleculares fundamentales del desarrollo de un embridn son similares para
todos los vertebrados, posibilitd que el pez cebra, se haya convertido gradualmente en
el modelo vertebrado inferior de eleccion. Los procesos de mutagénesis han permitido
experimentar en areas del genoma sin conocimiento previo de la funcion de genes
especificos. Desde hace algunos anos en los laboratorios, se utilizan ratones y ratas en
técnicas donde se eliminan mutaciones de interés de genes conocidos para estudiar el
efecto del gen en el fenotipo resultante. A través de la creacion de fenotipos mutantes
por medio de la mutagénesis quimica, las funciones de muchos genes asociados a la
pigmentacion, tejido muscular, cardiovascular y el desarrollo del sistema nervioso central
(SNC) han sido investigados extensivamente (Driever et al., 1994; Postlethwait et al.,
1997). A principios de la década de 1970, George Streisinger (Universidad de Oregon),
un genetista de fagos, identifico al pez cebra como un modelo de vertebrado. Para
aislar mutaciones genéticas en pez cebra utilizd protocolos de mutagénesis. Esta linea
sistematica de trabajo ha continuado en la Universidad de Oregon por varios laboratorios,
que han aportado gran parte de la informacion, involucrando el desarrollo embrionario
temprano del pez cebra. A comienzo de la década de 1990, dos laboratorios (Christiane
Nusslein-Volhard del Instituto Max Planck para el Desarrollo Biologia y Wolfgang Driever
del Hospital General de Massachusetts), comenzaron a utilizar una metodologia llamada
“mutagénesis de saturacion” para identificar fenotipos mutantes en el pez cebra (Kahn,
1994). En 1996, esta metodologia habia producido mas de 2000 mutaciones en varios
cientos de genes que son necesarios para el desarrollo embrionario normal (Driever et
al., 1996; Haffter et al., 1996). En 1994, John Postlethwait. (Universidad de Oregdn) publicé
el primer mapa genético donde se identificaron aproximadamente 400 marcadores
genéticos. Por 1996, el mapa genético del pez cebra ya habia crecido para incorporar
aproximadamente 1200 marcadores (Postlethwait et al., 1997). El pez cebra se ha utilizado

como modelo experimental en varios campos de la investigacion biomédica (Streisinger
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et al., 1981), pero solo recientemente se utiliza principalmente como modelo en biologia
del desarrollo. Sin embargo, los procesos biologicos relevantes para un organismo adulto
también se pueden abordar (por ejemplo, hemostasia) Jagadeeswaran & Liu, 1997.
Las principales investigaciones utilizando el pez cebra se han realizado en desarrollo
temprano y organogénesis, pero también en una amplia variedad de ensayos bioldgicos
(Dietrich, 1999a, 1999b; Rubinstein, 2003; Weinstein et al., 1995).

La utilidad del pez cebra como sistema modelo no depende solo en sus rasgos
compartidos con otros animales y humanos, sino también en varias caracteristicas que
permiten una variedad de experiencias y enfoques. El pez cebra adulto es pequefo
(aproximadamente 3-4 cm de largo), lo que hace posible mantener un nimero mayor
de peces que de otros vertebrados, como pollos o ratones, en un determinado espacio.
Ademas, el pez cebra requiere poco mantenimiento, a excepcion de cambios de agua
y alimentacion pero estos pueden ser automatizados para facilitar la tarea. Esto hace
del mismo una opcidon muy econdémica como organismo modelo. La hembra del pez
cebra pone habitualmente un par de cientos de huevos, y es posible volver a cruzar
los progenitores a intervalos semanales. Los grandes tamafos de las camadas son
importantes para los experimentos genéticos y también al proporcionar un gran
numero de embriones para ensayos moleculares y bioguimicos como una poblacion
bien sincronizada en su rapido desarrollo ontogenético de solo tres dias hasta llegar
al estadio de alevino. Los embriones o alevinos de pez cebra se desarrollan fuera de la
madre y poseen una yema que los nutre durante varios dias. Esto significa que todas las
etapas de desarrollo son accesibles para la experiencia, sin sacrificar a la madre, como
a menudo se necesita en otras especies de vertebrados para obtener embriones que
se desarrollan en el utero. Los embriones son opticamente transparentes, que permite
observar células en el embridn vivo. Los embriones de pez cebra se desarrollan muy
rapidamente, y 24 horas después de la fertilizacion los embriones tienen una apariencia
de pez con la mayoria de los sistemas de 6rganos ya desarrollados y funcionando.
Entonces aquellos experimentos que involucran el desarrollo de un sistema organico
especifico (por ejemplo, expresion transitoria de un gen particular) es posible obtener
resultados en uno o dos dias a partir del inicio de desarrollo del embrién. El genoma del
pez cebra es aproximadamente la mitad del tamafo del que posee un mamifero, asi la
generacion de mapas fisicos y posicionales para proyectos de clonacion en el pez cebra
requieren esfuerzos similares a los de un ratén. El pez cebra alcanza la madurez sexual
en un tiempo relativamente corto (2-4 meses, dependiendo de la densidad de peces y la

tasa de alimentacioén). En conjunto, estas caracteristicas permiten la utilizacion del pez
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cebra para realizar investigaciones en una variedad métodos y de factores embrionarios,
moleculares y genéticos (Dietrich, 1999a, 1999b).

11 PROGRAMA DE CONTROL DE SALUD EN PECES CEBRA

Un programa de control de salud debe minimizar o eliminar el impacto de las
enfermedades infecciosas en la salud animal y los resultados de la investigacion, asi
como proteger la salud humana. Hay muchos factores a considerar cuando se disena
un programa de control de salud: tamano y diversidad del programa de investigacion,
frecuencia de importacion, tipo de alojamiento (disefio de las instalaciones) y manejo,
uso de alimentos vivos frente a comerciales, agentes a controlar, metodologias de
prueba para ser utilizado, frecuencia y costos financieros. Los programas de control
de la salud bien disefiados realizaran un seguimiento de la salud de una colonia de
pez cebra a lo largo del tiempo, asi como también ayudaran en la identificacion de los
problemas de bioseguridad y cria a medida que sean visibles. La exclusion de patdogenos
de las colonias de pez cebra es la herramienta mas poderosa para proteger la salud
del pez cebra. Sin embargo, cuando se producen interrupciones en la bioseguridad, la
deteccion de patdgenos lo antes posible permite una evaluacion rapida de los riesgos
para la salud animal y los programas de investigacion, asi como una rapida accion para la
biocontencion (Astrofsky et al., 2002).

Los programas de control de la salud de las colonias deben reflejar las
necesidades de la investigacion que se realiza en la institucion y mostrar flexibilidad para
adaptarse a las necesidades cambiantes. Por ejemplo, las investigaciones que utilicen
modelos de animales inmunocomprometidos o que realicen estudios de toxicologia
deben excluir tantos agentes patégenos como sea posible, mientras que los patégenos
oportunistas pueden considerarse aceptables para otros objetivos de investigacion.
Cada instalacion o programa debe determinar la frecuencia de las pruebas y la lista
particular de agentes de interés y debe revisar su programa de control de salud a medida
que haya nueva informacion disponible. En general, los agentes, que pueden tener un
impacto significativo en el programa de investigacion, deben someterse a pruebas con
mas frecuencia. Los agentes que presentan menos riesgo para el programa debido a
la baja prevalencia o baja patogenicidad se pueden controlar con menor frecuencia. La
pérdida inesperada de peces valiosos utilizados como modelo animal en investigacion
debido a enfermedades, es una de las causas mas frecuentes de fracasos en la
investigacion. Si estas pérdidas ocurren debido a una mortalidad lenta e insidiosa o

por una repentina epizootia o una falla en el sistema de soporte vital, influyen en forma
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negativa en la validez de los resultados, con datos estadisticos confusos y pérdida
de horas de trabajo en investigacion. En la actualidad existen programas de control
sanitario adaptados al pez cebra que permiten una estandarizacion sanitaria similar
a la que se desarrolla en instalaciones de roedores de experimentacion. La infeccion
es siempre el resultado de una interaccion compleja del huésped, medioambiente y
patdgeno. Los tres factores pueden estar fuera de balance en un ambiente artificial de
las instalaciones de peces de laboratorio. Uno de los objetivos principales del manejo
de peces de experimentacion es mantener el sistema acuatico en un estado equilibrado
donde el huésped y los patégenos potenciales coexisten en un entorno de laboratorio
controlado. Debido a que los sistemas acuaticos son ecosistemas muy complejos,
las relaciones patdgeno-huésped son dificiles de acceder en el ambiente artificial de
laboratorio. En consecuencia, controlar los brotes de las enfermedades puede ser una
tarea dificil. En principio, los patogenos primarios pueden inducir enfermedades cuando
otros factores ambientales estan en equilibrio y deben distinguirse de los patdégenos
secundarios u oportunistas que causan enfermedades cuando otros metabdlicos
o factores ambientales no son o6ptimos. La salud deficiente en los animales es a
menudo una conjuncion de una o mas variables ambientales marginales tales como la
temperatura, pH, dureza / alcalinidad u otro elemento quimico inadecuado, nutricion,
exceso de bioincrustaciones o sobrecrecimiento bacteriano. La enfermedad en el
medio acuatico por lo general, se produce cuando los factores en un ambiente marginal
encuentran el equilibrio a favor del patégeno (Kent et al., 2009).

El diagnostico de la enfermedad puede observarse como el reconocimiento
del desequilibrio dentro del sistema. La prevencion actia como un amortiguador para
extender los limites del sistema equilibrado. El objetivo de un tratamiento sanitario es
restaurar equilibrio a un sistema interrumpido. La gestion adecuada de la salud y el
control de las enfermedades dependen de la implementacion efectiva de las practicas de
laboratorio como medicina preventiva, diagnéstico y tratamiento (Kent et al., 2009).

Al evaluar la salud de una colonia, es importante evaluar ademas el comportamiento
de los animales a diario y realizar evaluaciones diagnosticas de mortalidades inexplicables
asi como los diagndsticos rutinarios en los animales centinela (Astrofsky, 2002). Varios
signos inespecificos en apariencia anormal o de comportamiento pueden ser utiles en
el diagnostico inicial para ayudar a determinar el agente o evento causal. Es importante
recordar que estos son signos clinicos inespecificos de alguna posible enfermedad y son
utiles solo para formar una lista inicial de diagnoésticos diferenciales. Por lo tanto se deben

implementar pruebas de diagnostico mas especificas para identificar con precision el
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agente causal respecto a la identificacion de signos clinicos, diagnosticos y tratamientos
disponibles para la instalacion (Astrofsky, 2000; Matthews, 2001).

Aunqgue el pez cebra se ha convertido en un modelo de investigacion importante, se
sabe relativamente poco acerca de las enfermedades que afectan a esta especie cuando
se mantienen en cautiverio. Muchas de los agentes que causan estas enfermedades
pueden detectarse en los animales o en muestras del medio ambiente que habitan. De
hecho, los problemas de salud en las colonias de investigacion del pez cebra podrian
poner en grave peligro muchos recursos economicos en investigacion, y las instalaciones
de algunos investigadores han experimentado mortalidades devastadoras y graves en
sus colonias de pez cebra. Ademas, las infecciones persistentes, pero menos graves,
han contaminado varias instalaciones. Al igual que con otros animales de laboratorio
utilizados en la investigacion, es imperativo realizar estudios con un pez cebra libre de
enfermedades (Kent et al., 2009). A diferencia de los modelos de roedores, donde hay
muchas cepas certificadas libres de patégenos especificos (SPF), se ha comenzado a
producir poblaciones de pez cebra de SPF acorde con una lista de agentes patégenos
de los cuales deben estar ausentes en dichos animales y que deben ir acompanadas de
pruebas de diagnodstico sensibles para los patdogenos graves (Collymore et al., 2016).

Muchos de los agentes que afectan al pez cebra y que pueden alterar los
resultados en las investigaciones son patdgenos primarios y / u oportunistas y que
pueden causar infecciones subclinicas pero que en condiciones de estrés, técnicas de
manejo deficiente y la mala calidad del agua pueden desarrollar enfermedad. Los signos
de infeccion pueden incluir una ligera disminucion en la eficiencia reproductiva, una
reduccion en el apetito o el crecimiento y / o un aumento en la mortalidad en las colonias.
Los peces utilizados en experimentacion con un status sanitario desconocido pueden
ser un riesgo potencial para la salud de las personas que los utilizan y dar resultados
experimentales erroneos, dificultades para la reproducibilidad de la experiencia y la
utilizacidon innecesaria de mas animales para demostrar significacion estadistica. Por lo
tanto es necesario aplicar medidas para mitigar ese riesgo y asegurar que los resultados

de la investigacion realizada estén libres de variables no controladas (Kent et al., 2009).

1.2 INFECCIONES POR VIRUS DE LA NECROSIS INFECCIOSA DEL BAZO Y EL RINON

Aunqgue no se han reportado casos de infecciones virales de ocurrencia natural
en instalaciones de investigacion de pez cebra, tales infecciones probablemente ocurren,
considerando lo que se sabe sobre otros peces mantenidos en cautiverio. Si ocurren

infecciones virales, pueden afectar seriamente muchos tipos de investigacion. La tarea de
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identificar y caracterizar infecciones virales de ocurrencia natural en pez cebra es, por lo
tanto, de importancia critica. El costo potencial de infecciones virales no diagnosticadas
puede estar aumentando a medida que la naturaleza de la investigacion del pez cebra
cambia y a medida que las instalaciones del pez cebra se vuelven mas centralizadas.
Aunque algunas infecciones virales en cualquier especie huésped pueden producir
eventos epizodticos, alta mortalidad o signos clinicos notables, muchas infecciones virales
causan solo infecciones subclinicas o de bajo grado. Ademas, los efectos negativos de las
infecciones subclinicas en la investigacion rara vez se informan. Incluso las infecciones
virales inadvertidas pueden alterar el sistema inmunoldgico y confundir la investigacién
(Kent et al., 2012; Baker, 1998; Crim & Riley, 2012).

En los ultimos afnos, los megalocytivirus han atraido mas atencion debido
a sus impactos ecologicos y econdmicos en los peces silvestres y cultivados. Se ha
encontrado un numero creciente de megalocytivirus, incluidos el virus de la necrosis
infecciosa del bazo y el rindn (ISKNV) que infecta al pez mandarin, Siniperca chuatsi,
el iridovirus de la dorada (RSIV) que infecta a la dorada, Pagrus major y el iridovirus de
la lubina (SBIV) que infecta a la lubina, Lateolabrax sp. El iridovirus de la enfermedad
del sueno del mero (GIV) que infecta al mero de manchas marrones El ISKNV, agente
causal de una enfermedad que causa altas tasas de mortalidad en el pez mandarin y
graves dafos a los cultivos de este pez en China, se considera la especie tipo de los
megalocytivirus. Un virus similar al ISKNV puede infectar a la lubina de boca grande,
Micropterus salmoides y a mas de 50 peces marinos. También informaron sobre un
virus aislado del bacalao Murray, Maccullochella peelii peelii, que tiene mas del 99,9 %
de identidad de secuencia con el ISKNV en genes virales clave, como la ATPasa y la
proteina principal de la capside (MCP). Nuestro informe es el primero en proporcionar
evidencia de que el ISKNV puede infectar al pez cebra (Danio rerio, Cypriniformes)
en condiciones experimentales. Al igual que otros miembros de los megalocystivirus,
la infeccion de peces por ISKNV se caracteriza por hipertrofia celular en el bazo, el
rindn, el tejido conectivo craneal y el endocardio. Se ha secuenciado todo el genoma de
ISKNV. Sin embargo, debido a la ausencia de un modelo animal aplicable para el estudio
de las interacciones entre el huésped vy el virus, se sabe poco sobre las funciones de los
genes de ISKNV (Deng et al., 2000); Kunita et al., 2012).

En nuestro pais son varias las instituciones publicas y privadas que utilizan este
modelo animal en sus investigaciones pero no se tiene registro de controles sanitarios
en las colonias de peces por falta de laboratorios de diagnostico que los realicen. Las

técnicas diagnodsticas disponibles a implementarse pueden ser reaccion en cadena de
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la polimerasa (PCR), cultivos bacteriolégicos y examenes directos o parasitolégicos.
Una combinacion de estas técnicas y un examen general de los animales contribuira a

disponer de un perfil sanitario completo de la colonia de peces.

2 OBJETIVO DEL TRABAJO

El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de ISKNV en bioterios de

peces cebra de nuestro pais.

3 MATERIALES Y METODOS
31 OBTENCION DE MUESTRAS

Las muestras de peces se obtuvieron de instituciones publicas y privadas de
nuestro pais muestras (pescados) para realizar un control sanitario en los mismos. Los
peces fueron sometidos a eutanasia en cada institucion y luego enviados congelados
(-10 °C) hasta el laboratorio (LAE) donde fueron analizados para los agentes patdégenos
de la tabla 3.

El procedimiento estandar al recibir a los animales consistié en realizar una
anamnesis detallada mediante un cuestionario disefiado para tal fin, que debieron llenar
los responsables de las instituciones involucradas. La planilla de encuesta se elabord
de acuerdo a los criterios establecidos por el programa de vigilancia de la salud de los
animales y en las recomendaciones internacionales de la Consejo Internacional para
la Ciencia Animal de Laboratorio (ICLAS) y la Federacién Europea de Asociaciones de
Ciencia Animal de Laboratorio (FELASA).

El tamano de la muestra fue determinado por la féormula estadistica: A = a log-
log / (1-P)

A = tamano muestra, P = porcentaje de animales infectados en la coloniay a =
limite de confianza. Siendo P = 0.25, a = 0.05 y A =10 animales, la probabilidad de detectar
al menos un animal positivo en la muestra evaluada fue del 95% (Instituto de Investigacion
en Animales de Laboratorio) ILAR, 1976.

En base a la bibliografia consultada se implementd un control sanitario en los
peces con técnicas moleculares como reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
mediante el disefio de cebadores especificos para cada agente. Se analizaron 50 peces
cebra adultos (1 aflo de edad) provenientes de 5 bioterios (10 peces de cada uno). Se
tomaron muestras de tejido visceral de cada animal que fueron procesadas con un equipo

comercial para extraccion de ADN. Para la deteccion viral se utilizd una técnica de PCR
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directa utilizando cebadores especificos que amplifican un fragmento de 563 pb basado

en la secuencia del gen principal de la proteina de la capside (MCP).

3.2 TECNICA DE PCR

El ADN total fue extraido utilizando un equipo comercial para los pooles (Ultra
Clean ™, Mo Bio Bio Laboratories, Inc). Para la deteccion molecular se disefio una PCR a
partir de un alineamiento multiple de secuencias del gen que codifica para una proteina
especifica del agente.

Para la reaccion de PCR se utilizaron 5 yl de ADN molde adicionado a la mezcla
de reaccion (volumen final de 25 pl) constituida por 12 pyl de GoTag ADN polimerasa
(Promega, Madison, WI, USA), 6,5 ul de agua libre de nucleasas y 0,75 ul de cada uno de
los primers especificos para el virus.

Se optimizé la amplificacion utilizando diferentes tiempos y temperaturas de
ciclado. El protocolo final para todos los primers consistio en un ciclo de desnaturalizacion
de 4 minutos a 94 °C, seguido por 35 ciclos y un protocolo especifico de amplificacion.

El producto final obtenido de cada amplificacion se corrio en un gel de agarosa
al 1,5% a 100 V durante 45 minutos, se tind con SYBR Green (Invitrogen. USA) y se
visualizé con un transiluminador de luz azul (Safer Image 2.0; Invitrogen. USA). Se utilizo
un control positivo y, como control negativo, se coloco agua libre de nucleasas en lugar
del molde de ADN).

4 RESULTADOS Y CONCLUSIONES

De las 5 muestras de peces (pooles de 10 peces en cada muestra) donde cada
una se corresponde con un bioterio, resultaron positivas las muestras de 7 animales de
uno de los bioterios estudiados (Figura 1), siendo 20% la prevalencia del virus en relacion
al ensayo.

Aproximadamente el 80% de todos los animales utilizados en la investigacion son
roedores, en comparacion con el 10% que son acuaticos. En relacion al uso mas extenso
de los roedores como animales de laboratorio, es necesario comparar los dos grupos
animales con respecto a las enfermedades infecciosas. Se ha reconocido a lo largo de
los afos que utilizar ratones libres de patégenos (SPF) en investigaciones es importante
para minimizar variables en los resultados y generar resultados precisos. Aunque
algunos investigadores se resisten, este concepto se esta aceptando gradualmente por
biomédicos de animales acuaticos de laboratorio que usan el pez cebra como modelo

animal. El impacto en los resultados de la investigacion, incluso para las enfermedades
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mas comunes encontradas en bioterios de pez cebra, no se conoce o describe bien
como ocurre en los roedores de experimentacion. La preocupacion por las enfermedades
infecciosas en los peces de experimentacion esta aumentando a medida que los recursos
en las instituciones de investigacion se estan centralizando, donde la ruptura de barreras
de bioseguridad podrian conducir a una rapida propagacion de patdgenos. Ademas de
las enfermedades agudas que causan morbilidad y mortalidad severas, las condiciones
cronicas subyacentes que causan infecciones de bajo grado o subclinicas pueden
alterar los resultados de la investigacion. Mientras que la aparicion de enfermedades
subyacentes que causan bajas mortalidades puede ser aceptable para la acuicultura de
produccion (peces comestibles) o con peces ornamentales, deben evitarse en aquellos
(como con cualquier animal de laboratorio) utilizados en la investigacion. Los peces
ornamentales que se comercializan generalmente se crian en estanques al aire libre y, a
menudo, se infectan con una variedad de patdgenos y parasitos. Si bien estos a menudo
no causan enfermedades clinicas, como se menciond anteriormente, estas infecciones
deben evitarse si los peces se usan para la investigacion. Por lo tanto, las estrategias
de cuarentena para los peces destinados a la investigacion son mas complejas que las
recomendadas para los peces destinados a un acuario doméstico o publico. El estado
de salud en la acuicultura de peces destinados a la alimentacion también difiere del de
los peces de investigacion. Las infecciones subclinicas que no afectan la mortalidad y
la conversion alimenticia pueden ser aceptables cuando el punto final es la produccion
de carne, pero deben evitarse, cuando sea posible, en animales de investigacion, ya que
pueden interferir en los experimentos y resultados. Por ejemplo, un punto final importante
en la salud del pez cebra es la fecundidad. Debe evitarse un microorganismo que causo la
reduccion de la fecundidad incluso si no es patégeno (Kent et al., 2009).

En este trabajo se observo el hallazgo del ISKN en las colonias de peces cebra de
nuestro pais como también la eficiencia de la metodologia utilizada en la deteccién de las
infecciones por este agente.

El peligro de infeccion es escaso en condiciones normales pero la implementacion
debarreras de bioseguridad (monitoreo constante de los parametros de agua, esterilizacion
de materiales, remocion de detritus, cuarentena, eliminacion de los peces afectados, etc)
y practicas de manejo de acorde a las normativas internacionales es condicion necesaria
para evitar el ingreso y propagacion de este organismo (Laborde & Milocco, 2008).

El estrés en la produccion de peces de experimentacion a menudo esta implicado
en enfermedades infecciosas en los bioterios y es un estado fisiologico adaptativo

y dinamico que ocurre después de que un organismo percibe una amenaza e intenta
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restablecer el equilibrio fisiologico. El estrés cronicoy laelevacion del cortisol generalmente
son inadaptados, lo que resulta en la supresion inmune y una mayor susceptibilidad a las
enfermedades infecciosas siendo el cortisol generalmente un indicador de estrés crénico
y agudo en los peces. Ademas, se ha demostrado que el estrés reduce el crecimiento
y la aptitud reproductiva de los peces. En condiciones de estrés cronico y elevacion de
cortisol, la supresion inmune es tipica y a menudo contribuye a una mayor prevalencia y
morbilidad de las enfermedades en las poblaciones de peces. Se han descripto aumento
en el cortisol en peces cebra después del hacinamiento crénico o el estrés de manejo
agudo (Mathews, 2001; Ramsay et al., 2009).

El impacto en los resultados de una investigacion, incluso para las enfermedades
mas comunes encontradas en instalaciones o bioterios de pez cebra, no se conoce o
describe bien. Por ejemplo, es posible especular que Pseudoloma neurofilia, un patégeno
primario que infecta el cerebro, la médula espinal y el musculo del pez cebra, podria
afectar los estudios que involucran el desarrollo de fenotipos, pruebas de desarrollo
de neurotoxicidad, muerte celular especifica del cerebro, investigacion conductual
y desarrollo musculo esquelético. También se conoce que la micobacteriosis, causa
nodulos en varios organos internos y puede conducir a nefritis granulomatosa, hepatitis
que podrian afectar la funcién renal y hepatica, el sistema inmunitario y la expresion
de enfermedades en peces genéticamente modificados. El control de virus de rutina
en roedores de laboratorio, estos métodos generalmente se realizan como ensayos de
anticuerpos con antigenos conocidos para delinear la especificidad de la cepa y, por lo
tanto, la etiologia de la respuesta del anticuerpo viral. Ademas de la falta de informacion
sobre virus potencialmente importantes en la mayoria de los peces de laboratorio, rara vez
se utilizan pruebas seroldgicas para detectar virus en peces en general. La disponibilidad
de ratones libres de patégenos especificos (SPF) es por lo tanto una piedra angular en
la investigacion y mientras que los salménidos SPF son accesibles, este concepto se ha
adoptado recientemente para el pez cebra. Debido a que muchos patégenos acuaticos u
organismos oportunistas colonizan las biopeliculas en los filtros bioldgicos, en acuarios
y tuberias, entonces el estado actual del conocimiento sobre las mejores practicas de
cria y los disefos de sistemas es posible deba ser reevaluado para mantener los peces
SPF en sistemas cerrados de recirculacion de agua para mantener peces cebra. La
confirmacion de que un pez es definitivamente SPF se basa en el supuesto de que la
prueba de diagnostico es 100% sensible. Ademas, como la mayoria de las pruebas de
diagnoéstico para peces requieren muestras de animales a sacrificar, la designacion de
una colonia para ser considerada SPF se basa en el nimero de peces muestreados (Kent
et al., 2009).
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En este trabajo fue posible adecuar una metodologia molecular para realizar
controles sanitarios en peces cebra. Y en la técnica de PCR desarrollada se concluyé que
resulta ser una metodologia eficiente en la deteccién de infecciones por patégenos, como
asi también se informdé por medio de la misma, porcentajes de muestras con resultados
positivos de dicho agente en los bioterios de peces cebra de Argentina

Hasta el momento estos controles no se habian implementado en nuestro pais
para los agentes patdogenos en pez cebra, por lo que los conocimientos obtenidos a través
de este trabajo otorgan una ventaja para posteriores estudios tanto en el control sanitario
de esta especie como en otras de peces que posean infecciones producidas por el ISKN.
Como proyeccion, este estudio deja los cimientos para posteriores investigaciones sobre
control sanitario de agentes patdogenos que afectan el pez cebra siendo esto fundamental
para plantear a futuro soluciones de manejo y control sanitario en bioterios de peces de
experimentacion como poseer indicadores tempranos de la presencia de infecciones y
tratamientos que permitan contener y/o erradicar patdogenos de las colonias de peces

utilizados en experimentacion.

FIGURA 1. PCR de ISKNV en gel de agarosa.

Columna N° 3: muestra positivas para ISKNV (563 pb);

Columna N° 1, 2, 4 y 5: muestras negativas;

Columna N° 6: control negativo;

Columna N° 7: control positivo;

Columna N° 8: Marcador Molecular (Biodynamics). Tincion con SYBRGreen.
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