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~ del ViVs de lB ~ P8IJCt'Ñ~ Int.cclo&a (IPNV) que afecta a NI fIucIuI arco ns 
(Oncomynchw mylúsS) M la ZOfIII CenIriII da UtW:o 

RESUMEN 

Se realizó un estudio para la detección y genotipificaci6n del virus de la necrosis 
pancreática infecciosa (IPNV). 

Se realizó una consulta en el Sistema de Información del Programa Nacional de Sanidad 
Aculoola (PRONAlSA), lo cual permitió detectar las principales importaciones que se han 
realizado a México en el periodo 2001-2005. El resultado de esta consulta determinó que 
se han realizado importaciones principalmente de Estados Unidos '1 Dinamarca. Con la 
información antes mencionada se identificaron los posibles genotipos que existen en 
MéKico, determinándose el genogrupo I '1 al genogrupo 11 como supuestos genotipos 
eKlstentes en la zona central de MéKico, ya que un elemento importante en este estudio 
era determinar si elÚSlÍa una relación entre el genotipo '1 el origen geográfICO de los 
organismos. 

Para la detección del IPNV se muestrearon 22 granjas truliCOlas del Estado de Hidalgo '1 
39 granjas del Estado de Puebla, de cada una de ellas se analizaron dos muestras. la 
detección del virus se realizó mediante la técnica de RT -PCR en uno y dos pasos, el virus 
fue detectado en 19 muestras de las granjas del Estado de Hidalgo '1 35 muestras de 
granjas de Puebla. 

A partir del genoma del virus se d ~aro n OIigonucle6tidos especiflcos que identiflCélfán al 
genogrupo I y 11 . Una vez detectado el IPNV en algunas de las granjas lrutícolas, se 
seleccionaron muestras para delectar los dos genogrupos. la detección del IPNV para 
genogrupo I y 11 se real izo mediante la técnica de RT-PCR en dos pasos. 

Se encontró que 4 muestras de las granjas del Estado de Hidalgo y 3 muestras del Estado 
de Puebla amplificaron para el genogrupo I y para el genogrupo 11 solo una muestra de 
cada Estado. 

En lo que se refiere a la relación que existe entre el genotipo y el origen geográfico de los 
organismos, se encontró que si existe una relaci60 entre el genotipo y el origen geográfICO 
de los organismos, ya que de las muestras analizadas, algunas estaban oonformadas por 
organismos que procedlan de importaciones en las cuajes se detectó el IPNV y 
posteriormente al realizar la genotipiftcad6n el resultado correspondió al genotipo 
presenle en el pais del que procedlan. 



~ del v.nss de. N« ~ PtlnClTJética InhtcXiosa (IPWJ que .fK.,. 1t lit tlUC~ an:o ns 
(OrncorlIyncllus 1II)'fd$$) fI<l/.lOI'WI CfI<lIraI de AI'Jdco 

ABSTRACT 

A sludy was cone!ucted lo.. l he deleclion ane! genotyping 01 Ihe virus inlectious pancreatic 
necrosis (IPNV). 

FirSI 01 all was consulted a database with Inlo..malion 01 Syslem 01 Ihe National 
Aquacullure Heallh (PRONALSA), which allowed identilyiog Ihe maln Imports were made 
10 Mexico in 2001-2005. The resull 01 this consultation determined Ihal imports have taken 
mainly In the U.S. and Denmark. With the aboYe inlo..mation identifled possible genotypes 
01 virus lhal exisl in Mexico, delermining lhe genogroup I and genogroup 11 genotypes as 
assumplions lhal exisl in !he central area 01 Mexico as an importan! element in this study 
was lo determine whethef" there was a relationship between genotype and geographical 
OOg1n ol organisms. 

Fo.. delection 01 IPNV were sampled 22 troul larms in lhe Hidalgo State and 39 in lhe 
Puebla Slate, 01 each one were anatyzed two sampes. The virus detection was performed 
using the RT-PCR in one Of two steps; the vrus was delected in 19 samples lrom the 
farms 01 Hidalgo and 35 samples fTom larms in Puebla. 

From the genome 01 the virus-speciflC oligonucteotides that identify the genogroup I and 11 . 
Onee was delected IPNV in sorne 01 the trou! larms was selecled samples lo.. !he two 
genogroups. Delection 01 tPNV ror genogroup t and It was perlormed by \he RT -PCR in 
two sleps. 

It was found thal 4 samples from !he larms 01 the Stale 01 Hidalgo and 3 samples 01 !he 
Stale 01 Puebla amp/ified lo.. genogroup t ane! genogroup 11 lor juSI a sample of each state. 

Respee! lo !he relalionship between genotype and geographic o..igin 01 !he fish was lound 
Ihat Ihere is retalionship between lhese because some 01 Ihe samples lested were imports 
Irom countries in which IPNV was detected and lhen lo perform Ihe genotypiog results 
corresponded to genotype present in the counlry fTom which Ihey came. 
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~ del Vir'u$ r» _ Nectr:»Js ~re8tit:a Inletxlosa (IPN'IIJ que afecla a la lrucha amo iris 
(Onc:omync/lu$ rnyAiNJ 8/1 la .lOtIa c.ntnJI r» ,.,.Jdco 

1. INTRODUCCIÓN 

El cultivo de la trucha arco iris (Oncorllynchu$ myki$$) se inició en México a finales del 
siglo XIX, cuando se introdujo huevo oculado procedente de Norteamérica; desde 
entonces la truticuttura ha tenido un notable desarrollo en algunas regiones del pals, 
caracterizadas por el inaemento en el número de granjas, uso de nuevas tecnologias y 
aumento de la producción (Enrlquez el al. , 2OCMJ). La lruticultura es una actividad 
productiva importanle en nuestro pals, porque es rentable y en cuanto a la producclón de 
organismos acuáticos fue una de las primeras que se desarrolló (Rodrlguez, 2000). 

Al igual que otras actividades pecuarias, la truticuttura no ha estado e)(enta de enfrentarse 
a distintos tipos de enfermedad entre éstas, las virates que son de dificil control y 
erradicación y los organismos portadores están restringidoS tanto en el comercio nacional 
como internacional, tal es et caso del Virus de la Necrosis Panaeát!ca tnfecciosa (IPNV), 
que produce una enfermedad sistémica contagiosa y aguda que ataca principalmente a 
alevines y alas, razón por la que en la norma oficial mexicana NOM -10-PESC-1993, esta 
considerada como enfermedad certificable (Ortega, 2000; NOM-010-SEPE5-1993). 

Este agente etiológico pertenece al género Aquabimavirus 'J a la familia Bimaviridae 
(Murph'J el al., 1995); el virus está formaclo por dos segmentos de RNA, el largo 'J el corto, 
denominados A 'J B, respectivamente. El segmento A codifICa tres protelnas, una 
poliproteína precursora que se escinde para proporcionar la protelna de la cápside: la 
protelna VP2 que es una protelna no estructural NS, y ta protelna estructural más interna 
VP3 que se caracteriza por su gran variabilidad antigénica y genotípica. Et segmento B 
codifICa para una poIimernsa de RNA conocida como VP1 ( H~I , 1982; Brown, 1986). 

La virulencia, definida como la habilidad del agente patógeno para causar enfennedad. es 
una manifestación de la interacd6n entre los procesos de los componentes del virus y los 
mecanismos de defensa desarrOllados por las células del hUésped para !ralar de eliminar 
la Infección; sin embargo, el resuUado de lal interacción siempre es determinado por el 
virus a través de sus factores de virulencia (Lyles, 2000). La virulencia para el caso del 
IPNV refiere al grado de daí\o-mortalidad provocado por el palógeno 'J elo'Oludona con 
base en los mecanismos de variación genética 'J selección natural, pero se acepta que 
esta evolución viene dirigida fundamentalmente por la inleracci60 con el huésped y la 
producQ6n de la enfermedad (Reacl, 1994, Dobos, 1995). 

Al respecto en México. se desconoce el grado de virutencia y el genotipo que presenta 
este virus, lo cual ha permitido plantear diversas interrogantes, por ejemplo; ¿Por qué 
algunos organismos son resistentes at virus? ¿Por qué la presencia de IPNV en MéKioo 
no ha causado mortalidades devastadoras? ¿Coal de los ooeve serotipos afecta con 
mayor intensidad a la trucha arco iris?, para ello en este trabajo se plan tea aclarar la 
identidad genética del serotipo de IPNV en ta zona centrat de Mé)(ico. 

3 



~ del Virus de.la Necto5is PencrHÜClJ InhHx:iosa (IPWVJ qw 8fK"." tl\ldJa 3It:O ns 
{OtIcorllynehus myi&) 8<113 zona C6trtTaI de .w'lIIi';o 

11. MARCO DE REFERENCLA 

11.1. Pesca 

El 80 por ciento de la pesca marina a nivel mundial se encuentra plenamente explotada, 
sobreexplotada y agotada, y las repercusiones del cambio climálico estan afectando la 
estabilidad de los recursos pesqueros según el únimo informe de Organización de las 
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO) sol)(e el Estado Mundial de 
la Pesca y la Acuacultura 2008, donde se señala que el 19 % de las poblaciones de peces 
marinos sujetos a la pesca están sobfeexplotadas. el 8 % agotadas. el 1 % en 
r8C\lperación, el 2 % infraexplotados, el 18 % moderadamente explotados y el 52% 
plenamente explotadas (FAO, 2008). 

P<:K otra parte, también señala que la mayor par1e de las poblaciones de las diez especies 
más pescadas y que en lérminos de cantidad representan 30 % de la captura marina 
mundial, se hallan plenamenle explotadas o sobreexplotadas y, por ello. no existen 
aumentos en sus capturas (FAO, 2008). 

Además, se menciona que el cambio climático está modificando la distribución de las 
especies marinas y de agua dulce, En general, las especies de aguas más cálidas están 
siendo desplaZadas hacia los polos y están experimentando cambios en el tamaño de su 
hábitat y en su pmductividad (FAO, 2008), 

El cambio climático está afectando ya a la estacionalidad de determinados procesos 
biológicos, modificando con elto las redes trólicas marinas y de agua dulce, con 
consecuencias imprevisibles en la producción de la pesca y la acuicultura. Es también 
motivo de preocupación el aumento del riesgo de invasión por par1e de otras especies y la 
difusión de enfermedades transmitidas a través de veclO(es (FAO, 20(8), 

l as diferencias de calentamiento entre la tierra y los océanos y entre las regiones polares 
y las tropicales afectarán a la intensidad. frecuencia y esladonalidad de los patrones 
climáticos, asl como a tos fenómenos meleorológicos extremos y, por tanto, a la 
estabilidad de los recursos marinos y de agua dulce adaptados a ellos o Que sufren su 
innuencia (FAD. 2008). 

De acuerdo a la FAD, (20(8), durante las tres últimas décadas, el número de pescadO(es 
'/ acuawltores ha crecido más rápidamente que la población mundial y el empleo en el 
sector pesquero ha aumentado con mayor rapidez que el de la agricultura tradicional, )o 

cual ha incrementado la presión pesq.¡era en algunos recursos, 10 cual ha originado el 
colapso de muChas pesquerias. 

Ante el colapso de las pesquerfas se ha planteado a la acuacultura como la solución. sin 
embargo, esta actividad que ha crecido a pasos agigantados, sigue dependiendo de la 
pesca para la producción de alimentos a par1ir de harina de pescado (FAD, 2008). 

En México el 7D Ofo de las pesquerias se encuentran catatogadas como explotadas al 
máximo o en deterioro, En el Golfo de México pesquerias como la de tiburón, cazón, 
sierra, robato, guachinango lienen una tendencia descendente desde la década de los 
noventa (FAD, 20(8). 

4 
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11. 2. Acuacultura 

La Acuacultura se derme como el conjunto de actividades que tienen por objetivo la 
producción, crecimiento, conservación y comercialización de organismos acuáticos, 
anImales o vegetales de aguas dulces, salobres o saladas (CONAPESCA, 20(6). 

El origen de las actividades relacionadas con la acuacurtura dala desde los tiempos de 
Arisl6leles, quien menciona el cultivo de ostras en Grecia, mientras que Plin io da detalles 
del mismo en Roma. En el caso de México, los origenes de la acuacultura se remontan a 
la época prehispánica; sin embargo, prácticamente es hasta finales de 1884 cuando 
Esteban Chá.zari publica el primer Iratado de piscio.Jltura donde se apuntan las bases para 
iniciar su desarrollo (Cebalos y Velltsquez, 1988). 

De esta manera, allérmino del s iglo XX la acuacullu"a se constituye a nivel mundial en un 
mecanismo alterno para la prodocci60 de alimentos tanto en aguas continentales, como 
en aguas marinas, con el cultivo de diversas especies de importancia no solo alimentaria y 
comercial, incluso de aquellas especies en riesgo o en peligro de extinci60 que son 
recuperadas mediante técnicas de cultivo (Álvarez, 2(00). 

En América Latina la acuacuUura ha iniciado un desarrollo signiflcalivo en los utlimos años 
y numerosos paises empiezan a destacar en la materia, debido a la demanda de 
alimentos con buena calidad de protelna y de bajo costo (Ceballos y Velásquez ,1988). 

Por o tro lado, la FAO senala que ' la acuacultura crece con mayor rapidez que todos los 
demás sectores de producción de alimentos de origen animal, lomando en cuenta que 
desde el afio de 1984 la producción acuicola ha aumentado a una tasa media anual de 
casi el 10%, en comparaci60 con el 3% correspondiente a la carne de bovino y el 1.6% de 
la pesca" (FAO, 20(4). 

Derivado de lo anterior, la acuicultura constituye una contribución importante, no sólo para 
la producción y comercialización; sino también para la conservación de muchas especies 
del mundo, debido a que la pesca, consistente en la recolección de organismos acuáticos 
a partir de las existencias silvestres, está llegando a sus limites máximos por ta 
sobreexplotaci6n, la degradación del ambiente y la contaminación de las aguas (Hephet 'J 
Prugini, 1991). 

La truticulltr"a ha representado en el ámbito de la producción dutceaculC01a una actividad 
en CfecimienlO continuo en México, poi' otro lacio, la trucha arco iris en la actualidad es 
considerada como una especie resistente, fácil de cunivar, con répido Cfecimiento y un 
alto rndice de fecundidad; además tiene carne de excelente calidad y es codiciada en la 
pesca deportiva (Rodrlguez 'J Cortés, 2003). 

En lérminos generales, se puede decir que la acuacullura, y en particular la Iruticullura 
adquiere especial ateoci6n 'J requiere de un impulso decidido 'J dirigido que permita que su 
desarrollo y crecimiento se realice en forma equilibrada con el entorno ambiental, 
socioecon6mico y cultural (Álvarez, 2(00). 
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U.3. Estado actual de la acuacultura en México 

En las ultimas décadas, ante deterioro de las pesquerlas a nivel mundial y el excesivo 
esfuerzo pesquero concentrado en algunas pocas especies, la acuacultura se ha ido 
convirtiendo de manera paulatina en una alternativa de producción, considerandose al 
mismo tiempo como un sector prioritario y estratégico para el suministro de alimentos, el 
abasto de insumos a la agroindustria, la generación de recursos, empleos e ingresos, 
principalmente para los paises en desarrollo, ademas aporta la tercera parte de ta 
producción pesquera mundial '1 es uno de los sectores de mas rápido crecimiento desde 
finales de la década de 1980 (Guerra, 2005). 

A partir de ésta década las capturas han tendido a estancarse en todo el mundo, de 
&CUerdo con la FAO el 47% de los bancos marinos del planeta estén 'la sobre explotados, 
es decir, están Uegando casi a su limite maximo sostenible, Se prevé que la extracción 
decaerá entre 2015 '12030, al tiempo que continuara creciendo la producción derivada de 
ta acuacultura, Por otra parte, cerca del 25% de los recursos estén explotados en forma 
insurlCiente o moderada '1 esa es la unica porción que puede ser fuente de expansión de 
las capturas (Guerra, 2005), 

En el periOdO 1996-2OO1,la actividad extractiva alcanzó en el mundo volumenes cercanos 
a los 92 millones de looeIadas, con una contracci6n importante en 1998 ocasionada por la 
sobreexplotaci6n '1 los fenómenos climatOlógicos. En consecuencia, esto ocasiono un 
impulso a la 3OJacultura, entre 1997'12001 '1 creció a una tasa promedio de 7% al año. 
Esto obedeció en parte al aumento de la demanda de alimentos, derivada del hecho que 
la población mundial creció en ese periodo a una tasa anual de 1.2% (Guerra, 2005). 

De esta forma, peces '1 mariscos estan constituyendo una fuente vital de alimento para la 
población, particularmente en regiones donde las provisiones de carne son limitadas. De 
acuerdo con Avilés '1 Vá.zquez, (2006) ' los mariscos aportan menos del 10% de la 
protelna consumida en Norteamérica y Europa, pero representan 17% en Africa y 26% en 
Asia, Mil millones de personas dependen de peces '1 mariscos como su principal fuente de 
proterna. 

El consumo de mariscos ha crecido de 40 millones de toneladas en 1970 a 86 millones en 
1998, y se espera que alcance 110 millones de toneladas en 2010, siendo el incremento 
en La población mundial el principal responsable de esta demanda. De este volumen, 40 
millones de toneladas provendrán de la 8ClIaaJttura (Avilés y Vázquez, 2006). 

Por lo antes señalado la aaJacultura se ha convertido en un fac10r importante para 
mejorar '1 elevar los estandares nultidonales, aliviar la pobreza y la economía de los 
paIses en desarrollo (AvMés y Vázquez, 20(6), 

En México, la pesca y la acuacultura han sido actividades promovidas principalmente por 
el Estado, su desarrollo también ha estado determinado por diversos factores de carácter 
polilico, económico y social (Guerra, 2005). 

En la actualidad, México es reconocido como un pais con 9ran potencial de desarrollo 
aculcola debido al dima, recursos naturales y especies nativas con potencial de cultivo. 
De acuerdo con el AUas Pesquero de México y la carta Nacional Pesquera 2000, el pais 
cuenta con 11 ,500 kilómetros de litoral, tres millones de kilómetros cuadrados de Zona 
Económica Exdusiva, mas 2.9 millones de hectareas de aguas interiores, 358 000 Km2 
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de plataforma continental y un potencial máximo de captura de dos millones de toneladas 
anuales (Guarneros y Pérez, 2006). 

La acuacultura en México se ha desarrollado en todas las regiones de! pals, usando 
prácticas diversas, extensivas con sistemas abiertos y cerrados, asl como intensivas y 
semi Intensivas, en jaulas, encierros, lineas suspendidas, estanques artesanales de tierra, 
canales de corriente rápida, estanques de concreto, cubiertas pláticas y airas tecnologlas 
disponibles para criar especies acuáticas para el auloconsumo o comercio de productos. 

Esta actividad se basa particularmente en e! cultivo de siete especies introducidas: carpas 
chinas, t ~apia, bagre, Irucha, langostinos, ostras japonesas, mejinones y cinco especies 
nativas: camar6n blanco de! Pacifico, ostra americana, abulón, almejas y langostinos 
(SEMARNAT.2005). 

Como en otras partes de! mundo, la acuacullura incluye actividades de repoblaci6o en 
ambientes naturales y artificiales de crias y juve n~ es de peces producidos en centros 
pisclcolas. la acuacultura extensiva de México se ha desarrollado exi tosamente con 
impactos positivos sobre la captura pesquera en aguas continentales. donde los embalses 
son compartidos con acuicultores que utilizan jaulas y encierros para la engorda de 
tilapias, bagres y airas especies de valor comercial (SEMARNAT, 20(5). 

l os recursos que pueden ser aprovechadOS mediante esta actividad económica en el pals 
incluyen 64 especies: 2ii espedes de peces dulceaculcolas (9 nativas, 14 introducidas y 3 
hlbridas), 5 especies de peces marinos nativos, 14 de moluscos marinos y salobres (12 
nativas y 2 introdUcidas), 6 de crustáceos dulceacok:olas (4 nativos y 2 introdUcidos), 7 de 
crustáceos marinos nativos y 6 especies de anfibios (5 nativas y una introducida) (DOF, 
20(4). 

11 .4. Aspectos generales de la trucha arco iris 

11. 4. 1. Origen 

Esta especie es originaria de América de! Norte, con una distribución natUfal que va 
desde A1aska, canadá y Estados Unidos, hasta los frias y monta~sos rlos de México. En 
México de manera natural la trucha arco iris y por lo menos dos de sus variedades se 
distribuyen en la Sierra Norte de Chihuahua, Durango, Baja california, Sonora y Sinatoa, 
a su vez, desde finales del siglo XIX, han sido introducidos Ioles de estas especies con el 
propósi1o de cultivo en las regiones montañosas y frias de los Estados de México, 
Morelos. Michoacán, Hidalgo, Puebla, Ouerétaro, Tlaxcala, Guerrero, Guanajuato, Distrito 
Federal, Jalisco, Veracruz, Tamaulipas, Nuevo León y Coahu~a (Arredondo y lozano, 
2003). 

En México, e! cultivo de crlas de trucha arco iris se inició a finales del siglo XtX, recha en 
la que se reporta su primera introducción proveniente de Estados Unidos (Sosa el a/., 
2000). 

En 1883 oficialmente inició esta actividad con la construcción del vivero nacional de 
Chimaleapan en Ocoyoacac, lerma, Estado de México, cuando se adquirieron 500, 000 
huevos de trucha procedentes de Estados Unidos de Norteamérica. En e! año de 1893 se 
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tiene información de que se produjeron crlas en este vivero '1 fiJeron liberadas en algunos 
lagos '1 rros (Medina et al, 1976). 

En 1937, la estación piscrcola de Almoloya del Rio, fue la segunda que operó en México; 
recibió 300, 000 huevos procedentes de Estados Unidos de Norteamérica (Arredondo y 
Lozano, 2(03). 

Sin embargo, es en 1943, con la inauguración del Centro Pisclcola El Zarco, Edo. Méx., 
cuando se inició el desarrollo sostenido del cultivo de esta especie (Arvarez et al., 1961 ; 
citado por Arredondo y Lozano, 2003). 

A partir de 1976 la acuacullura recibf6 un fuerte imputso y se inicia el establecimiento de 
cultivos comerciales de producción semi-intensiva. En 1987, la Secretaria de Pesca 
contaba ya con 6 centros aculcolas dedicados a la producción de huevos y crías de trucha 
y la iniciativa privada contaba con nueve entidades federativas con 143 unidades de 
producción en sistemas de Q,Jllivo intensivo, localizándose principalmente en el Estado de 
México (Juárez, 1987). 

En el ámbito de la producción dulceacuicola la trucha ha representado una actividad en 
crecimiento continuo en México, está suslentada por aproximadamente 1, 398 Unidades 
de PrOducción de las cuates 961 (68.7%) pertenecen a la acuacuttura comercial '1 437 
(31.3%) a la acuacullura de autoconsumo o f am~iar (Rodriguez et 81., 20(3). 

11 . 4. 2. Taxonomla 

Existe evidencia paleontOlógica determinante, de Que las especies de salmónidos 
aparecieron al concluir el Plioceno, extendiéndose ampliamente hasta el Pleistoceno. SUs 
ancestros probabtemente CO(respondleron a peces cupteiformes (Nikolsky , 1971 citado 
por Rodrlguez. 2003). 

La mayor parte de los especialistas como Berg, 1948; Vladimirov, 1948; Neave, 1958; 
VladykOv, 1963, concuerdan que los salmónidos se originaron en agua dulce, aunque 
algunos otros han propuesto un origen marino (Smilh, 1895; Zenkevich, 1933). Los 
estudios sobre evolución '1 origen de los salmónidos son numerosos, y muchos de ellos 
proporcionan esquemas de relaciones filogenéticas entre los géneros, los cuales están 
basados en morfología comparativa y datos de genética molecular. Los resultados de 
estos estudios mostraron que los géneros Salmo y Oncorhynchus son los géneros más 
avanzados evolutivamente. 

En América, la fauna marina anádroma, incluyendo los salmónidos, se extendieron 
durante el Pleistoceno, desde el Norte del PacífICO Nor1eamericano hasta el sur de la 
meseta Central en México (Latilud 21· N) (Miller y Smilh, 1986). Los f 6s ~e s de salmónidos 
mexicanos están fragmentados, por lo Que sólo han sido referidas dos especies en los 
géneros modernos Onoorhynchus (Caveooer, 1986; Cavender y Miller, 1982) y el extinto 
Rhabdofario (Smith, 1980; Smith, 1981). 

En 1988, la American Fisheries Sociely 's Comittee on Names of Fishes, aceptó 
Oncortrynchus como nombre genérico más apropiado para designar a las truchas nativas 
de la cuenca del Pacífico, después de sustentar que tos Salmo, truchas nativas en las 
vertientes del Pacífico Norte, se encuentran genéricamente más cercanas con el satmón 
del PacUico Onoorhyncllus que con las especie Salmo del AUántico y Europa. Tat 
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evidencia pone de manifiesto que Rhabdofario (truchas fósiles), Parasalmo (propuesto 
para remplazar Salmo al referirse a la cuenca del Pacifico Norte) y Oncomynchus no son 
distintas a nivel de género. De estos nombres Oncorllynchus tiene prioridad histórica 
taxonómica para este grupo de peces (Smith y Stear1ey, 1988; Gatl, 1990). 

Paralelamente se adaró que la trucha arco iris y la trucha "kamchalkan' Salmo myKiss de 
Asia, constituyen una única especie y que el nombre myl</ss liene prioridad en la 
nomenclatura. Por esta razón el Names o( Fishes Committee adoptó Oncorflynchus 
myldss Walbaum 1792, como nombre científico de esta especie, sustituyendo al anterior 
Salmo gairdneri, Richardson 1836 (Smith y Stear1ey, 1988; Gall, 1990). 

Las especies de América del Norte afectadas por estos cambios son las siguientes: trucha 
apache, Onoomynchus gilae apaChe; Cutthroat o trucha garganta cortada, Oncomynchus 
c/arl<i; trucha Gila, Oncorhynchus g//ae g;/ae, GoIden Troot o trucha agua bonita, 
Onoorhynchus aguabonita, Trucha dorada mexicana, Oncorhynchus chysogastery trucha 
arco iris Oncomynchus mykiss (Rodrlguez y Cortés, 2003). 

Por 10 anterior, de acuerdo con la dasiflC8ción propuesta por Nelson, (1984) la trucha 
arco iris pertenece a: 

Reino: Animal 
Subreino: Metazoos 

Phylum: ChOrtada 
SUbphytum: Vertebrata 

Superdase: Gnastoslhomata 
Clase: Osteichlhyes 

Subclase: Actinopterygií 
Orden: Salmoniformes 

Suborden: Salmonoidei 
Familia: Salmonidae 

11 . 4 .3. Descripción 

Subfamilia: Salmoninae 
Género: Oncorllynchus 

Especie: mykiss 

La lrucha arco iis tiene el cuerpo alargado, ligeramente comprimido; la cabeza representa 
del 15 al 20% de la kmgilud corporal; cuenta con una aleta caudal pigmentada con puntos 
oscuros; las aletas pélvicas en posición abdominal y una segunda dorsal modificada como 
adiposa situada equidistante a ta anal y a la dorsal, y alineada aproximadamente con la 
anal; presenta coloración verdosa oscura con puntos negros en el dorso y se desvanece a 
la attura de los costados, hasta ser blanca amarHlenta en toda la zona ventral. Es en los 
costados donde presenta la coloración que le da el nombre de ' arco iris ' , frar-.as de 
células iridiscentes si tuadas por debajo de las escamas que producen las tonalidades 
rosa, naranja y violeta, las cuales resultan más evidentes en la época de reproducción 
(Córdoba, 1994). 
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11 , 4, 4, BiolOgía de la especie 

11, 4. 4. 1, Hábitat 
l a trucha arco iris en su ambiente natural, es un pez que habita espacios acuáticos con 
aguas puras y cristalinas, con cauces que presentan marcados desnivefes topográfICOS 
Que originan rápidos, saltos y cascadas QUe son muy comunes en los ríos de alta 
montai'ia, son estos rápidos con una pronunciada velocidad de corriente y suelo 
pedregoso los más frecuentados por las truchas. De manera Que las truchas son peces 
nativos de regiones elevadas y montai'iosas donde existen aguas frias, daras y bien 
oxigenadas (Blanco, 1995). 

11.4.4.2. Alimentacl6n 
la trucha es un pez carnívoro Que en la naturaleza se alimenta de las presas QUe captura 
vivas. siendo ta mayorla de ellas organismos acuáticos y algunos terreslres, como son los 
insectos Que en primavera y verano revolotean sobre el agua, l os moluscos como los 
caracoles también son presas habituales, así como los crustáceos (cangrejos, elc.), 
gusanos. renacuajos y peces pequel'los de la misma u otras especies (Blanco, 1995). 

11.4.4.3, Reproducción 
los machos de la truCha arco iris siempre son de mayor tamai'lo y durante la etapa de 
reproducción suelen desarrollar dimorfISmo sexual, la truCha tiene un ciclo reproductor 
anual, siendo una condición indispensable Que el macho Y la hembra sean adultos y 
sexualmente maduros. l os machos pueden adquirir la madurez sexual a los 15 o 18 
meses, mientras que en las hembras es un poco más tardado, ya Que necesitan un 
mínimo de dos ai'los. 

Durante el proceso de maduración sell.uaI, las truchas van sufriendo una serie de cambios 
morfológicos en su aspecto, los ruales hacen Que uno pueda distinguir fácilmente los 
machos de las hembras, dos de los cambios mas notorios sucede en el macho, uno de 
ellos es en el maxilar inferior debido a que este sufre un proceso de prolongación, así 
como una ligera curvatura dorsal del cuerpo. 

l a reproducción de las truChas al Igual que la de los demás salm6nidos es sexual y 
externa. esto quiere decir que la hembra como el macho, depositan libremente en el agua 
los gametos (espermatozoides y óvulos), En los dos o arroyos, los óvulos procedentes de 
las hembras son depositados en el fondo en un nicho o nido previamente preparado por la 
hembra, donde inmediatamente después el maCho deposita el esperma, dando lugar con 
esto a la fecundación. Al proceso natural de emisión de los productos sexuales al exterior 
comúnmente se le da el nombre de desove. 

Es importante mencionar que la reproducci6n de los salm6nidos es cJelica, esto SignifICa 
Que tiene lugar una vez al afio y en una época determinada, Blanco (1995), menciona que 
el desove en la trucha arco iris se da en el periodo comprendido enlre los meses de 
noviembre a febrero, pero Que este fenómeno esta condicionado por la innuencia de las 
condiciones Climáticas ambientales, 

En el ciclo de vida de la truCha arco iris se describen generalmente cinco etapas QUe son: 

-:- Huevo: Una vez que se ha llevado la fertl izaci6n de los huevos, estos son 
incubados en er nido construido por la hembra; la vek>cidad de desarrollo de los 
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huevos depende en gran medida de la temperatura del agua, la óptima se sitúa 
entre los 8 '112 oC. A una temperatura de 10 OC la eclosión del alevln será a los 31 
días, mienlras que a 15.6 OC la eclosión será a los 19 días . 

• :- Alevín: Al concluir el desarrollo embrionario, el alevín eclosiona '1 se alimenla de 
las reservas nutricionales contenidas en el saco vilelino durante dos o cuatro 
semanas dependiendo de la temperatura. Una vez que estas reservas han sido 
agotadas 'J el saco vilelino ha sido absorbido, el alevln se transforma en erra '1 
asciende a la superfICie; esta fase dura entre 14 'J 20 dras . 

• :. Crla: En esta fase empiezan a nadar mas libremente '1 procurarse el alimento por 
si mismos. Conforme erecen '1 sobreviven, las crías continúan su desarrollo, cuyo 
ritmo depende de una serie de factores, tales como la duración del dla, la 
temperatura y la abundancla de alimento . 

• :. Juvenil: En esta etapa los organismos tienen lodas las caracteristicas de los 
adultos, es decir, 'la tienen hábitos propios de la especie, como ser activos y nadar 
contra la corriente, atrapar sus presas para alimentarse, haciéndolo con pequeños 
peces de otras especies, ranas, etc. Se diferencian de los adultos en que aún no 
han madurado sexualmente. 

'.' Adulto: Dependiendo de las condiciones físicas del hábitat, una buena parte de las 
truchas de una determinada población maduran entre los 15 '118 meses de edad, 
sin embargo, la ma'lOfra alcanza su madurez dos meses después. Cuando ocurre 
la maduración, lOS peces cambian de coloración, de tal manera que adquiere las 
caracterlsticas típicas de la trucha adulta. 

11. 4. 4. 4. Condiciones para el culllvo de la trucha arco iris 

La biología de la especie ha permitido reproducir lo que ocurre en el medio natural bato 
condiciones de cultivo, en que hay varios factores que inciden en su desarrollo entre los 
que se pueden citar: 

11. 4. 4. 4. 1. Alimentación 

En tos sistemas de cul tivo el punto fundamental para obtener una buena rentabilidad es la 
ulllización del alimento adecuado que cubra los requerimientos nutricionales de la truCha, 
el uso '1 maneto inadecuado del alimento repercute en el rendimiento esperado, en la 
degradación del agua 'J en posibles enfermedades (Bonilla, 1998; citado por Arredondo '1 
Lozano, 20(3). 

Es importante supervisar el Factor de Conversión de Alimento (FCA), el cual debe variar 
entre 1.0'12.0 para que sea rentable económicamente. Si este factor es mayor de 2 la 
práctica de alimentación debe ser ajUStada o bien puede obedecer a un problema de 
enfermedad o estrés (Bonilla, 1998; ci lado pof Arredondo '1 Lozano, 2003). 

11 . 4. 4.4. 2. Parametros ambientales para el cul llvo de la trucha 
arco iris 

El éxito del cultivo de la truCha depende de la calidad del agua, debido a que los 
salmónidos en general son muy susceptibles a las condiciones adversas del medio, por lo 
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tanto las características físicas y químicas deben satisfacer las demandas de esta 
especie; debido a sus exigencias la trucha arco iris puede ser considerada como indicador 
de la calidad del agua (Wedemeyer y Wood, 1974). 

De acuerdo con Wedemeyer y Word (1974), los parámetros de calidad del agua 
permisibles para el cultivo de la trucha arco iris se presentan en la Tabla 1. 

Tabla 1. Parámetros de calidad del agua permisibles para el cultivo de la trucha arco iris 

Parámetros 
Temperatura (OC) 

Temperatura para crecimiento (OC) 
Temperatura para reproducción e 

incubación (OC) 
Oxígeno disuelto (mgII) 

pH 
Alcalinidad (mgII como CaC03) 

Dióxido de carbono (rngII) 
Calcio (mgn) 
Zinc (mgn) 

Cobre (rngn) 

Hierro (mgn) 
Amoniaco (NH3) (rngII) 

Nitrito (N02) (mgn) 
Nitrato (N03) (mgn) 

Nitrógeno total 
Sólidos suspendidOs (rngII) 

Sólidos disueltos (mgII) 
Sulfuro de hidrógeno (rngll) 

11. 4.4.4. 3. Técnologías de cultivo 

Nivel aceptable 
13 a 15 

7.2 a 17.6 
7.2a 12.8 

>, 
6.7 a 9.0 
20 a 200 

< 2 
> 52 

< 0.04 a un pH de 7.6 
< 0.006 en agua blanda 

< 0.3 en agua dura 
< 1.0 

< 0.012 
< 0.55 
< 1.0 

< 110% de saturación to tal 
<80 

< 500 
< 0.002 

Existen diversas tecnologlas para el cultivo de la trucha arco iris, que van desde las 
técnicas extensivas hasta el cultivo intensivo que se practica principalmente en 
estanques, jaulas y en canales de corriente rápida . 

• :. Cultivo extensivo 

La trucha arco il is se cul tiva de manera extensiva en embalses de diferentes dimensiones, 
inclusive en cuerpos de agua temporales en donde se ha demostrado que es posible 
realizar el cultivo sin muchos problemas y con coslos de prOducción bajos. Algunas 
granjas han construido represas donde liberan organismos adultos para realizar la pesca 
deportiva, lo que permite un mayor atractivo y con ello obtener un valor agregado en la 
producción (Cabrera y Garcia, 1982; citado por Arredondo y Lozano, 2003). 

El rendimiento en este sistema, generalmente es incierto, ya que depende de la cantidad 
de crías o adultos que son sembrados en los cuerpos de agua (Cabrera y Garcla, 1982; 
citado por Arredondo y lozano, 20(3). 
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.:. Cultivo semi-intensivo 

Este tipo de cultivo es realizado principalmente por el sector social y en especifICO por 
pequeños productores. El éxito depende del suministro constante de crlas y de alimento 
balanceado. Para este cultivo se utilizan pequei'ias presas u otros cuerpos de agua, 
estanques rústicos o encierros en ríos, arroyos o canales de riego (Atredondo y Lozano, 
2003). 

Generalmente, se ulilizan diversos cuerpos de agua pequeños tales como Pfesas, bordos 
O jagüeyes, en donde se tiene un control del mismo. El rendimiento es supertor al sistema 
extensivo y puede alcanzar hasta más de 500 kg por hectárea (Arredondo y Lozano, 
2003) . 

• :. Cultivo intensivo 

La mayoria de las granjas utilizan diversos dispositivos en sus instalaciones en función a 
la lase de cultivo de que se trate. 

Hay cuatro modalidades de cultivo intensivo: 

a) En estanques de concreto semi-rústicos, fibra de vidrio o de metal 

El cultivo de ta trucha en estanques es el más popular en nuestro pais y también el más 
vieto. l a ventaja de estos estanques es que son baratos y fáciles de constru ir (Anónimo, 
1988; citado por Arredooclo y Lozano, 2003). 

En términos de rendimiento expresado como kilogramos por metro cúbico, depende de la 
capacidad de carga del estanque, que a su vez está relacionado con algunos factores de 
la calidad del agua, como el contenido de oxigeno disuelto, temperatura, flujo de agua y 
volumen. l a capacidad de carga es un término que se utiliza para expresar los kilogramos 
de trucha por metro cúbico de espacio aprovechable o fluto de agua (Arredondo y Lozano, 
2003). 

b) En canales de corriente rápida 

los canales de corriente rápida varían en sus dimensiones y generalmente son 
construidos con cemento armado. Para su construcción se requiere un abasto sufICiente 
de agua para que funcione adecuadamente sobre todo cuando se pretende incrementar la 
capacidad de carga (Arredonde y l ozano, 2003). 

c) En jaulas 

Algunos productores recomiendan el cultivo de trucha en jaulas, ya que no siempre es 
posible la construcción de estanques o canales de corriente rápida y esta tecoologla 
representa una buena alternativa. Algunas ventajas que pueden ser consideraclas en la 
aplicación de esta tecnología, es que son sistemas de cultivo más baratos; el crecimiento 
y estado de salud de los peces es más fácil de supervisar; la cosecha es sencilla y se 
elimina el costo de la construcción de estanques y canales de corriente rápida, ya que se 
aprovechan los cuerpos de agua que presentan características limnotógicas apropiadas 
(Arredondo y Lozano, 2003). 

lJ 



~;r lC a c i<\t1 d&I Virus de la Necrosis Pancreática Infeccio$a (IPNV) que afecta a la tftlCha alUl i1s 
(OtJCOrllynchus mykJ$$) en la ZO(1a Central de Mexico 

Desde el punto de vista económico se ha demostrado que el cultivo intensivo de 
salmónidos en jautas es más rentable que otros sistemas (Arredondo y Lozano, 2(03). 

Las formas más comunes de colocar las jaulas son: lijas, flotantes, sumergidas y 
subsumergidas (Beveridge, 1984). 

Las jaulas deben ser seleccionadas de acuerdo con los siguientes cri terios: 

1. La especie y etapa del desarrollo que se va a OJltivar 
2. Condiciones limnológicas prevatecientes en el medio ambiente 
3. Intensidad del cultivo 
4. Tenencia de la tierra 
5. Costos disponibles de materiales 
6. Experiencia del personal en el manejo de peces 

La trucha arco iris puede ser fácilmente cultivada en jaulas cuyas dimensiones pueden ser 
de 3 x 3 m hasta 12 x 6 x 2 m. Generalmente se introducen }uveniles de 10 a 15 cm de 
longitud lolal, OJaooo la temperatura del agua disminuye a 180 e y cosechando los peces 
cuando éstos alcanzan entre 23 y 25 cm (con peso de 300 a 400 g). Si las condiciones del 
agua son adecuadas y las jaulas son bien operadas durante todo el ciclo de cultivo es 
posible obtener una producción de 15 a 20 kg/m3 (Beveridge, 1984). 

d) En sistemas cerrados de recirculación y reacondiclonamiento de agua 

Eslos sistemas de producción ofrecen una buena allernativa, ya que utilizan menos del 
10% del agua requerida por los estanques para obtener rendimientos similares. Esta 
tecnologla se puede utilizar cuando no se dispone de grandes cantidades de agua, pero 
para mantener las condiciones de calidad de agua que requiere la trucha, está tiene que 
ser tratada para eliminar los metabolitos tóxicos como el amonio (NH3) y el nitrito (N02), 
los sólidos disueltos y en suspensión y el dióxido de carbono (C02), además, de mantener 
el oxigeno disuelto en niveles cercanos a la saturación (Losordo et al., 1992). 

11 . 5. Sanidad Aculcola 

El desarrollo de tecnologla y la crla de peces en condiciones intensivas genera factores 
de estrés ligados a las condiciones de la producción, es decir, atlas densidades y mala 
calidad de agua favorecen el desarrollo de enfermedades que pueden ser de tipo 
ambiental, toxicológico e infeccioso. considerando a las últimas como uno de los 
problemas más severos que afectan a la truticultura, lo cual trae como consecuencia en 
ocasiones la pérdida total de la población y con ello disminución de los recursos 
económicos que se generan de esta actividad (Reno. 1998). 

Por \o anterior surge la sanidad acuicola que atiende todas aquellas enfermedades de 
origen infeccioso como son las ocasionadas por virus, bacterias. hongos, parásitos, etc. y 
enfermedades no infecciosas como tas de tipo genético, nutricional o funcional. El objetivo 
primordial es mantener la salud de los peces para obtener el óptimo desarrollo y 
reproducción en el tiempo minimo recomendable, lo cuat es importante para alcanzar la 
tasa de crecimiento señalada para cada especie (Rodrlguez et al., 2001). 

Para lograr lo anterior es necesario disponer de mélodos de diagnóstico que permitan la 
detección oportuna de microorganismos patógenos y con ello la aplicación de medidas de 
control o prevención según sea el caso, desarrollando asi una acuacultura sana donde se 
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mantengan condiciones adecuadas de la catidad del agua, una alimentación que reUna 
los requerimientos nutritivos de los organismos en calidad y cantidad, densidades 
adecuadas a la especie en cullivo y medidas profiléclicas al final de cada 000 de 
producción (Rodríguez el al., 2(01). 

11. 6. Normalividad Internacional 

Para tener contrOl sanitario, se formularon regulaciones Que permitieran identiflCaf, 
mantener y evitar la propagación de patógenos a nivel mundial. 

Para llevar a cabo esto, se creó la OfICina Internacional de Epizootias (OlE), en el 
Acuerdo internadooal r .. mado el 25 de Enero de 1924, quien a partir de mayo de 2003 se 
convirtió en la Organización Mundial de Sanidad Animal, conservando las siglas de OlE, 
que es una organización inlE!fgubemamental encargada de regular el comercio oon 
reladón la sanidad animal. 

Este organismo creo el Código Sanitario para los Animales Acuáticos (Código Acuátioo) 
cuyo objetivo es garantizar la seguridad sanitaria del oomeroo internacional de animales 
acuáticos: anfibios, crustáceos, moluscos y peces y productos derivados de animales 
acuáticos gracias a una descripción detallada de las medidas sanitarias Que las 
Autoridades Veterinarias de los paises importadores y exportadores deben aplicar para 
evitar la transmisión de agentes patógenos a los animales o a las personas e impedir la 
instauración de barreras sanitarias injuslificadas (Código Acuático, 2006). 

En este Código entre otras cosas se clasifICan las enfermedades de acuerdo al grado de 
virulencia, en su eVOlución ha realizado cambios importantes tanto en la clasifICación 
como en la lista de estas, en el primer caso, se suprimieron los términos notiftcables y 
certlrlcables, que se venian usando, dejando solo la categorla de enfermedades de 
declaración Obligatoria (OlE, 2006). 

En cuanto a las enfermedades en la Sesión General de 2006, del Comité Internacional de 
la OlE se aprobó suprimir de la lista de enfermedades de declaraci60 obligatoria a la 
Necrosis Pancreática Infecciosa, imponiendo la obligación de Que los Paises Miembros la 
reporten cuando se registre por primera vez en su pals; ya cpJe actualmente es 
considerada como una enfermedad que no cumple con los criterios para figurar en la lista 
de dedaración obligatoria de OlE, pero se conservarla el capitulo de esta enfermedad en 
el Código Acuático para ayudar a los PaIses miembros QUe aun no la tienen a establecer 
sus normas de Importación (OlE, 20(7). 

u. 7. Normatividad Nacional 

En el conlexto Nacional en cuanto a sanidad, la legislación que rige la acuacultura 
principalmente se basa en la Constitución Polltica de los Estados Unidos Mexicanos de 
1917 y en la l ey General de Pesca y Acuacul lura Sustentable (lGPAS) (2007), donde en 
el titulo undécimo con relación a la sanidad, inocuidad y calidad, en el capítulo I de la 
sanidad de especies acuk:olas se refiere a que se establecerán las medidas de 
diagnóstico, detección, erradicación, prevención y control para evitar la introducción y 
dispersión de enfermedades, determinar y clasificar las patologlas de allo riesgo; asl 
como para evaluar los daños, restaurar las areas afectadas y establecer procesos de 
seguimiento. 
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En cumplimiento de 10 anterior, el Gobieroo Federal se apoya en las normas oficiales 
mexicanas, entre ellas las relacionadas con sanidad acuicola son: 

11 .7.1. Normas OfICiales Mexicanas 

A partir de 1993, mediante la instalación del Comité Consultivo Nacional de Normalización 
de Pesca, se han elaborado las siguientes disposiciones jurídicas que permiten el 
desarrollo armónico de la acuacultura, de las cuales siguen vigentes las normas 
especificas cuya aplicación incluye disposiciones prohibitorias en caso de riesgo notorio 
para el ambiente, la salud humana y en general para la calidad de vida. Su potencialidad 
se logra cuando los productores encuentran el beneficio propio al aplicarlas en la 
realización de proyectos propios 

Dentro de las normas que se relacionan con la sanidad acuiCOla y que aun se encuenlran 
vigentes son las siguientes: 

NOM-<JfO-PESC-1993. Establece los requisitos sanitarios para la importación de 
organismos acuáticos vivos en cuales quiera de sus fases de desarrollo, destinados a 
la acuacultura u ornato, en el territorio nacional (DOF 16106194). 

NOM-OI1-PESC-1993. Se desarrollo para regular la aplicación de cuarentenas, a 
efecto de prevenir la introducción y dispersión de enfermedades certificables y 
notifica bies, en la importación y/ o movilización de organismos acuáticos vivos en 
cualesquiera de sus fases de desarrollo, destinados a la acuacultura y ornato en los 
Estados Unidos Mexicanos (DOF 16/06/94). 

De estas normas se establece la clasificación de las enfermedades de organismos 
acuáticos dividiéndolas en enfermedades certificables y notifica bies, debido a que estas 
fueron publicadas y entraron en funciones en 1994 y aun son aplicables a pesar de haber 
sido actualizadas como es el caso de OlE en que se han hecho cambios en cuanto a la 
clasificación de enfermedades y eliminación de algunas. 

11. 8. Enfermedades certifICables y notiflCables 

Por lo antes expuesto, en México se continua empleando la clasificación de 
enfermedades en: certifICables y notificables, en las Normas OfICiales Mexicanas 010 y 
011 , enlre las primeras incluidas en el "Apéndice C". NOtTTlativo. "Enfermedades 
Certificables de las Especies de Organismos Acuáticos Vivos Destinados a la Acuacultura 
y Omalo" son aquellas que no tienen tra tamiento actual conocido o que son de d ific~ 

control y causan altas mortalidades. Mientras que las enfermedades Notificables, están 
incluidas en el "Apéndice D". Normativo. "Enfermedades Notificables de las Especies de 
Organismos Acuáticos Vivos en Cualquiera de sus Fases de Desarrollo Destinados a la 
Acuacullura u Ornato en los EstadOs Unidos Mexicanos"(Norma Oficial Mexicana NOM -
011-PESC-1993).son aquellas susceptibles de Iratamienlo y que 00 causan alias 
mortalidades, 

Tanlo a nivel internacional como nacional se prelende QUe no se difundan estas 
enfermedades, debido a las grandes pérdidas económicas que ocasionan. En nuestro 
pais, El Servicio Nacional de Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) 
es un órgano desooncentrado de la Secretaria de Agricultura, Ganadería, DesarrollO 
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Rural, Pesca y Alimentación (SAGARPA), orientado a realizar acciones de orden sanitario 
para proteger lo recursos agdcofas, acuícolas, y pecuarios de plagas y enfermedades de 
importancia cuarentenaria y económica, así como regular y promover la aplicación y 
certificación de los sistemas de reducción de riesgos de contaminación de los alimentos y 
la calidad agroalimentaria de éstos, para facilitar el comercio nacional e internacional de 
bienes de origen vegetal y animal. 

11. 9. Necrosis Pancreática Infecciosa 

La necrosis pancreálica infecciosa es una enfermedad sistémica aguda y contagiosa que 
afecta a varias especies de salmónidos jóvenes, es ocasionada por un bimaviros, y tiene 
un impacto considerable debido a la mortalidad de crías y alevines (Roberts y Pearson, 
2005). 

Esta enfermedad ha sido identificada en varios paises como: Australia, canadá, Chile, 
Dinamarca, Escocia, Espal'ia, Finlandia, Francia, Inglaterra, lIalia, Japón Noruega y Suiza 
entre otros (Salgado 2006). 

Los organismos infectados con el IPNV generalmente muestran anorexia y nadan de 
forma iffegular, cambian a un color oscuro, presentan exoftalmia y distensión abdominal, 
también se observan las branquias pálidas y hemorragias en la parte ventral, incluidas las 
aletas (Wolf, 1988). 

En lO que se refiere a los daños internos que puede causar este virus, se han observado 
hemorragias petequiales en vísceras, en algunas ocasiones se puede encontrar líquido 
ascítico en la cavidad abdominal. En el estómago e inlestino anterior se ha enconlrado un 
moco lechosos cohesivo (Wolf, 1988). .". 

r:g 
Las principales lesiones encontradas en esludios histopatológicos incluyen focos de -" ~_ 
necrosis coagulativa en páncreas, riñón e intestino. En muchOs casos, el tejido renal 
conliene focos pequeños con cambios degeneralivos (Smail el al., 1995). 

La forma de transmisión de esta enfermedad se puede realizar a través de dos vlas: 
horizontal y vertical. La transmisión horizontal es cuando los peces eliminan el virus por 
medio de la orina y heces y se da la dispersión del virus a otros organismos (Billi y WoIf, 
1969). En peces reproductores, se ha demostrado que el IPNV se transmite de manera 
vertical mediante la adsorción viral a la superficie de los espermatozoides (Mulcahy y 
Pascho, 1984) o puede estar presente en el liquido folicular pero no en el interior de las 
ovas no fertilizadas (Wolf, 1988). 

11. 10. Bimavírus 

Los Bimavirus forman una familia de virus de RNA de doble cadena (dsRNA), son virus 
Que infeclan a diferentes especies de animales corno vertebrados, moluscos, insectos, y 
rOlÍferos (Delmas el al., 2004). Los viriones no envuel tos son partículas icosahédricas de 
triangulación T '" 13 con un diámelro de aproximadamente 700 A (Boltcher el al., 1997). 
Un birnavirus económicamente importante en la acuacuttura es el IPNV Que ataca 
principalmente a salmónidos (Delmas el al., 2004). 

El esquema de clasificación serologica propuesto por Hin y Way (1995) reconoce nueve 
serotipos diferentes del IPNV en el serogrupo A, el serotipo A 1 contiene aislados de 
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Estados Unidos de Norteamérica, los seroUpos A6- A9 se han encontrado principalmente 
en Canadá y los serotipos A2.. A5 encontrados en países europeos. El serogrupo B 
incluye un solo serolipo, representado por el arquetipo TV·1 aislado en trucha café (Salmo 
t/Vtta) y carpa común (Cyprinus carpio) . 

11 . 11 . Virus de la Necrosis Pancreática Infecciosa 

El IPNV es el agenle etiol6gico de la necrosis pancreática infecciosa, enfermedad de 
distribución mundial que provoca severas pérdidas económicas en varias especies de 
peces, principalmente en salmónidos jóvenes (Wolf 1988, OlE 2005). 

El IPNV pertenece a la familia Bimaviridae del género Aquabimaviridae, (Dobos 1995a). 
Fue aislado por primera vez en 1957 de la truCha de arroyo (5alvelinus fontinalis) en 
Norteamérica (Wolf 1988) y se considera un agenle infeccioso de riesgo en el cultivo de 
salmónidos: pero lambién puede causar enfermedad en otras especies de peces (Wolf 
1988, Reno 1999, OlE 2005). 

Como ya señaló el genoma de este virus es de doble cadena de RNA (dsRNA), 
contenidos dentro de una capside icosahédrica sin envoltura de 60 nm de diámetro. El 
segmento A presenta dos marcos de lectura abiertos (ORF open reading trame); que 
codifica para cuatro proteínas. El ORF mayor codifICa una poliproteína (pp) precursora de 
106·kDa, que es escindida por la proteasa viral (VP4) para generar las proteínas mayores 
de la cápside: pVP2, VP3 y la propia VP4 (Duncan et al., 1987). Durante la maduración 
viral, la pVP2 de 62·kDa es escindida a VP2 (54 kDa) (Villanueva el al., 2004, Song el al., 
2005). Vp2 es la principal proteína de la cápside viral a la cual se dirigen los anticuerpos 
neutralizantes especificos, y también actúa como la proteína de unión a las células 
(Granzow el al., 1997). VP3 es una proteína interna de la cápside y participa en el 
ensamblaje de la partícUla viral ; su extremo e-terminal, se une al RNA viral formando la 
estructura central de la ribonucleoproteína (Maraver, et al., 2003). El ORF menor del 
segmento A, precede al ORF mayor y lo solapa parcialmente en su extremo 
aminoterminal, codificando una proteina no estructural de 17 kDa, rica en ar9inina llamada 
VP5 (5anli el al., 2005a). 

El segmento B de IPNV codifica sólo una proteína de 94 kDa, conocida como VP 1, que en 
el virión se encuentra en forma de polipéptido libre de ambos segmentos del RNA 
geoómico (VPg) (Song el al., 2(05): actúa como RNA polimerasa dependiente de RNA 
(RdRp). con función de poIimerasa para la trascripción o sintesis de mRNA y para la 
multiplicación, participando lambíén en el ensamblaje de la partícula viral (Maraver el al, 
2003). 

11. 12. Factores de virulencia dellPNV 

Existen dos serogrupos de IPNV, el serogrupo A incluye 9 serotipos patógenos para 
peces: el serogrupo B comprende un solO serotipo, avirulento para peces. Las cepas del 
serogrupo A presentan variación en su nivel de virulencia; no obstante, la variación 
también se presenta entre cepas del mismo serotipo (Dobos, 1995a). 

l as proteínas VP2 y VP5 codificadas por el segmento A, se consideran los principales 
factores de virulencia de IPNV. la primera es una proteína que raramente se O-glicosila 
en al menos tres si tios del tercio central de su región hipervariable. Las evidencias indican 
que la glicosilación se real iza libremente en el citoplasma y no en el retículO endoplásmico 
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o el complejo de Golgi (ESpinoza et al., 2000). A este respecto, la virulencia de las 
distintas cepas y su relación con la glicosilación no se ha definido (Park y Reno 2005). 

La proteína VP5 es una pmtelna no estructural, su función en la actividad biológica del 
virus es poco concluyente. Esta proteína se detecta sólo en células inrectadas, no es 
evidente en virus purificado, siendo frecuente la existencia de cepas de camjXl carentes 
del cocIón de inicio de la traducción. La ausencia de su expresión no influye para 
establecer el proceso de infección y la multiplicación vÍf"al tanto in vitro como in vivo (Santi 
el al., 2005 a y b). 

Una característica de esta proteína es su probable efecto antiapoptótico, limitando la 
expresión de pmtelnas virales estimuladoras de apoptosis, al posponer dichO proceso 
VP5 ejerce efecto positivo de sobfevivencia viral (Ortega y Enrlquez, 2007). 

Por otra parte, las mutaciones pueden considerarse parte de las habilidades de los virus 
de RNA para adaptarse al medio, e influyen en el reconocimiento de receptores, adhesión 
y los pasos de ingreso a la célula, el crecimiento viral y el tropismo. Las adaptaciones de 
virus sin envoltura generalmente ocurren en las proteínas externas de la cápside (VP2); 
estas alteraciones pueden modificar el tropismo y la patogenicidad dado que usualmente 
participan en la unión y reconocimiento de pmtelnas receptoras. 

11. 13. Métodos de Detección para el Virus de la Necrosis Pancreática 
Infecciosa (IPNV» 

Una herramienta importante para el diagnóstico de las enfermedades en peces, es sin 
duda la historia cUnica o anamnesis y el examen anatomopatológico, ya que pueden 
proporcionar indicios sobre ta presencia de una infección vrrica (Salgado, 2000). 

La identificación del agente causal virológico se puede realizar utilizando técnicas 
diagnósticas indirectas y directas. 

11. 13. l . IdentifICación indirecta del virus 

Existen técnicas serológicas con el uso de anUgenos y anticuerpos como la 
inmunofluorescencia y el ELlSA. 

La detección del IPNV por inmunofluoresceocia se puede realizar utilizando el kit 
comercial Ensayo de Inmunofluorescencia (IPNV-FluoroTest Indirecto) (BIOS Chile) en 
muestras de tejidOS de peces así como en lineas celulares infectadas con el patógeno. 
Utiliza una mezcta de anticuerpos monoctonales que son específicos el tipo Sp como VR-
299, al agregar este reactivo a preparaciones de tejidos que contienen el patógeno, los 
anticuerpos reaccionan con las proteínas VP2 y VP3 del virus, después de una etapa de 
lavado para remover el anticuerjXl libre, la presencia del virus se detecta con un 
anticuerpo anti-lgG de ratón conjugado con FITC y se observa en un microscopio de 
fluorescencia. la presencia de virus se visualiza como una inlensa fluorescencia verde en 
el citOplasma de las células infectadas. 

Para la detección de IPNV mediante la prueba de ELlSA existen Kits comerciales como el 
producido en la Republica Checa por Test- Line. 
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11. 13. 2. identifICación directa del virus 

Para la identifICaCión directa del virus existen técnicas r~pidas , sensibles y especificas. 
Estas técnicas pueden ser po..- medio de cultivos celulares o sin ellos, siendo el cultivo 
celular el estándar de oro. 

Para realizar el aislamiento del virus, se debe cultivar el virus en lineas celulares 
especificas, siendo esta lécnica la recomendada en el Manual de Diagnóstico de las 
Enfermedades de los Animales Acuéticos, editado por la Organización Mundial de 
Sanidad Animal (OlE) (Salgado, 2000). 

Para el caso de la propagación, cuantiflC8ción e identifICación del IPNV se han utilizado 
las siguientes líneas celulares: Chinoolc salmon embfyo cells (CHSE-2 14), BluegiM 
Lepomis macrochirus (BF-2), Steelhead !rout Salmo gairdneri Richardson embryo (STE-
137) y la Epitttelioma Papillosum Cyprinl (EPC) (Espinoza y Kuznar, 2002; Alonso et al., 
1999; Hedrick et al., 1978 y Salgado, 2000). 

Mediante los cultivos celulares se puede identifICar el vi rus a través de su efecto ci topático 
que producen para su posterior aislamiento y tipificac ión con métodos inmunológicos, 
serológicos o moleculares (Salgado, 20(0). 

Dentro de las técnicas sin cultivo de células, se tiene; observación directa po..- medio de 
mÍCfoscopla electrónica (con sus variantes), inmunonuorescencia en cortes o improntas 
del tejido afectado, técnicas biológicas moleculares para la identificación de los ~cidos 
nucleicos por medio de PCR y RT-PCR (Salgado, 2000). 

11. 13.2. 1. Detección dellPNV por RT-PCR 

En las ultimas décadas se han desarrollado diversas técnicas para la identifICaCión de 
virus tanto de RNA como de DNA, a partir de la especificidad de las moléculas de los 
ácidos nucleicos por medio de técnicas de BiolOgla Molecular, que cuentan con una gran 
sensibOidad, entre las que se encuentra el RT -PCR para la detección del IPNV (Rodrlguez 
et a/., 2001). 

Esta técnica requiere de varios pasos entre los que se encuentra: 

PurifICaCión de ácidos nudeicos 

La extracción y purificación de ácidos nudeicos constituye la primera etapa de la mayol"la 
de los estudios moleculares. 

los métodos de extracción permiten obtener ácidos nudeicos a partir de diversas fuentes 
de origen orgánico para después realizar análisis especificos de modifICaciones genéticaS 
mediante la Reacción en Cadena de la PoIimerasa (PCR). 

la calidad '1 pureza de los écidos nucleicos son dos de los elementos más importantes 
en este tipo de análisis (Hemández el o/., 1994). Dada la gran variedad de métodos de 
extracción y puriflCSCiOn de acidos nudeicos, la elección de la tecnica m~s adecuada 
SUeMJ efectuarse mediante: 

• Tipo de ácido nucleico 
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• Tipo de organismo 
• Material de inicio (te~do, sangre) 
• Resultado deseado ( Rendimiento, pureza) 
• Uso posterior (PCR, RT -PCR, Clonación). 

Para el caso del IPNV por estar constituido su geooma de RNA, la extracción del RNA se 
puede llevar a cabo util izar'ldo métodos como el de Trizol, solución monobásica de feno! e 
isotiocianato de guanidina: propuesto por Chomczynsky y Sacchi en 1987. 

Otros productos comerciales que permiten la extracción del RNA es el Kit OIAam Viral 
RNA de la marca QIAGEN que combina las propiedades de una membrana con Silica -
gel a través del proceso de centrifugación (OIAamp® Viral RNA Mini Handbook, 20(7 ). 

Srntesis de cONA ó RT-PCR 

Reacción de la Cadena de Polimerasa en Transcripción Reversa (RT-PCR del inglés 
Reverse transcription polymerase chain reaction) es una variante de la PCR, técnica 
usada en biología molecular para generar una gran cantidad de copias de ADN, proceso 
llamado "amplificación". En el RT -PCR, sin embargo, una hebra de ARN es retrotranscrita 
en AON complementario (AONc) usando una enzima llamada transcripta5a reversa 
(Marone et al., 20(1). 

La transcripción reversa, tanto utilizando RNA total como mRNA, es la etapa Clave en una 
Transcriptasa Reversa de la Reacción en Cadena de la polimerasa (RT-PCR). Existen 
factores que influencian la eficiencia del proceso, como la acción de la enzima que va a 
llevar a cabo esta reacción, la presencia de estructuras secundarias en el RNA, etc 
(Marone et al., 20(1). 

Las transcriptasas reversas virales, tales como las presentes en MoIol'Iey Murine 
Leucemia Virus (M-M LV) y la del Virus de la Mieloblastosis Aviar (AMV). son enzimas 
termolábiles, y 00 pueden llevar a cabo la transaipción reversa cuando existen 
estructuras secundarias en el RNA. En este caso, se suelen utilizar transcriptasas 
reversas termoestables, que pueden llevar a cabo la reacci6n a 55-70 oC, permitiendo ta 
desnaturalización de las estructuras secundarias, y aumentando la eficiencia global de la 
reacción (Marone el al. , 2001 l. 

Para la sfntesis de cONA del IPNV se ha utilizado la enzima de MoIoney Muril'le Leucemia 
Virus (M-ML Vl por alcanzar altas temperaturas incrementando así su especificidad 
(Invitrogen. 20(3). 

Reacción en Cadena de la Polimerasa IPCRl 

Esta técnica permite amplificar pequeñas cantidades de ADN en cientos de miles y 
millones de veces. El tramo destinado a reprOducirse puede tener desde cincuenta hasta 
más de dos mil nucle6tidos de longitud (Rodrlguez y Barrera. 2004). 

El método se basa en la realización de tres reacciones sucesivas llevadas a cabo a 
distintas temperaturas. Estas reacciones se repiten cíClicamente entre veinte y cuarenta 
veces en un periodo de 1 a 2 horas. La muestra se calienta, en el primer paso, hasta 
lograr la separación de las dos cadenas que constituyen el DNA, hecho que se conoce 
como "desnaturalización" (Rodrlguez '1 Barrefa, 20(4). 
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En el segundo paso, la temperatura se reduce para pelmitir el ~apareamiento" de las dos 
cadenas cortas de nudeótidos (oIigonucleótidos) con cada una de las hebras separadas 
del ONA mokle. Los oIigonucleótidos son segmentos de DNA de cadena simple, 
sintetizados en el laboratorio y diseñados de manera tal que permiten definir los limites 
del tramo de DNA que se desea replicar. Para que se pueda producir el apareamiento, 
cada uno de estos oligonucle6tidos, a los que se denomina "iniciadores~ o primers, debe 
ser complementario del tramo al que tienen que unirse en las cadenas separadas del ADN 
molde (Rodríguez y Barrera, 2004). 

En tercer lugar, una enzima DNA polimerasa (Taq- polimerasa) extiende los primers en el 
espacia comprendido entre ambOs, sintetizando las secuencias complementarias de las 
hebras del DNA molde. Para ello, la DNA polimerasa usa desoxinuCle6tidos trifosfato 
(dNTPs) agregados a la mezcla de reacción. La temperatura a la que se realiza el tercer 
paso está condicionada por aquélla a la cual "trabaja" la enzima. Al cabo del primer ciclo 
de tres reacciones (desnaturalización, apareamiento, extensión) el tramo de DNA elegido 
se ha duplicado y el doble de la cantidad original se encuentra disponible para ser 
nuevamente replicado en un segundo ciclo. El resultado de la aplicación de numerosos 
ciClos "en cadena" da lugar a la amplificación geométrica del segmento de AON delimitado 
por los primers (Rodriguez y BaI"rera, 2004). 

Para la amplifIcación de un segmento de 524 pb cuya secuencia codifica para la proteína 
VP2 del IPNV se realiza con los primers Forward 5·-GCCGAc.ATCGTCAACTCCAC-3· y Revers 
5' GACAGGATCATCTTGGCATA-3' propuestos por Lee el al., 1994. 

Una vez amplificado el segmento de interés, para confirmar que ta secuencia del 
segmento corresponde al esperado es necesario realizar la secuenciación. 

Secuenciaci6n 

Es una técnica que permite saber el orden o secuencia de los nuCle6tidos que conforman 
parte de la estructura de un gen. 

A lo largo delliempo se han desarrollado diferentes métodos para obtener la secuencia de 
nude6tidos del AON, sin embargo, actualmente los métodos más utilizados son el de 
secuenciación automática y el método enzimático de terminación de cadena de Sanger 
también conocido por el método didesoxi (Hall, 2007). 

El método automático utiliza fluorescencia y realiza cuatro mezclas de reacción, cada una 
con 1 nuclOOtido trifosfato (dTTP) marcado con un fluorocromo distinto. Este sistema 
permite automatizar el proceso de manera que es posible leer al mismo tiempo los DNAs 
de nueva síntesis producto de las cuatro mezclas de reacción (Hall, 2007). 

El método enzimático se realiza en cuatro tubos diferentes, cuatro mezClas de reacción. 
Cada mezcla de reacción conliene lOs cuatro nucte6tidos trifosfato (dATP, dCTP, dTTP y 
dGTP), ADN polimerasa 1, un cebador marcado radiactivamente y un nucleótido dideoxi, 
por ejemplo ddATP, a una concentración baja. El nuCle6tido didesoxi utilizado (ddATP en 
este ejemplo) competirá con su homólogo (dATP) por incorporarse a la cadena de AON 
que se está sintetizando, produciendo la terminación de la sintesis en el momento y lugar 
donde se incorpora (Hall, 2007). 
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Por este sistema, en cada mezcla de reacción se producen una serie de moléculas de 
ONA de nueva slntesis de diferente longitud que terminan todas en el mismo oocleótido y 
marcadas todas radiactivamente por el extremo 5' (todas contienen en el extremo 5' el 
cebador utilizado) (Hall, 2007). 

Para comparar la secuencia del fragmento de interés con otras secuencias ya 
identificadas es necesario contar con herramientas informáticas que permitan realizar un 
análisis y dar una interpretación biológica. 

Para eno surge la Bioinformática que es la rama de las Ciencias de la Computación, que 
estudia sistemas de cómputo y tratamiento de la información para el análisis de datos 
experimentales a nivel molecular de sistemas biológicos, asf como la simulación de los 
mismos. Una de las principales aplicaciones de la bioinformática es la simulación, el 
análisis de los datos oblenidos en el estudio de moléculas relevantes para la vida, 
principalmente del DNAlRNA/genoma o de las proteínas (cuyo conjunto en un 
determinado organismo biológico forma su proteoma), asi como el diseño y desarrollo de 
herramientas tales como bases de datos, directorios web. etc (Chapman y Hall, 2006). 

Con lo anterior se han podido determinar las similitudes y diferencias entre enzimas, 
proteínas y moléculas estructurales importantes de los organismos. Con el desarrollo de 
técnicas de secuenciación de las moléculas de DNA y RNA, se han podido comparar 
organismos a través de los genes. 

Actualmente la Filogenia expresa las interrelaciones de los componentes de una especie 
o grupo como resultado de la evolución debida a la descendencia y a la transformación de 
los caracteres hereditarios (lópez y Pérez, 1999). 
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111. ANTECEDENTES 
A nivel mundial la presencia de IPNV ha causado un fuerte impacto económico ya que la 
mayorla de las pérdidas afectan generalmente a organismos jóvenes, para los cuales los 
costos de producción se ven aumentados por el tiempo de cuidado y la cantidad de 
alimento consumido. Por esta razón se han realizado diversos estudios que han permitido 
realizar la identificación de este patógeno y con ello contar con un análisis que permita 
evaluar el efecto que tiene la presencia de este virus en paises dedicados a la 
salmonicultura (Femández, 2005). 

Para la identificación de virus que atacan a los salmónidos se han real izado estudios 
como el que llevaron a cabo Maganja el al., 2002: quienes compararon la eficiencia y 
sensib~idad del aislamiento y su identifICación a través de métodos moleculares del virus 
de la necrosis pancreática infecciosa y del virus de la necrosis hematopoyética infecciosa. 

los resultados de este estudio son que de las 320 muestras de trucha arco iris 
inoculadas, 54 presentaron efecto citopático. Los primers util izados amplificaron 
secuencias de los genes de la proteína VP2, el fragmento obtenido fue de 1180 pb para la 
primera amplificación y en la anidada 509 y 524 pb respectivamente. 

Por otra parle, también se han realizado estudios que han permitido aislar el IPNV en 
otras especies de peces, tal es el caso del estudio de Adair el al., 1981 quienes aislaron 
y caracterizaron el virus de la necrosis pancreática infecciosa a partir de peces de aleta 
dorada de aproximadamente r kg, procedentes de hábitals contaminados. 

PaIalelamente se han desarrollado otros estudios como el de Williams el al., 1999; 
quienes realizaron un ensayo molecular múltiple para detectar simultáneamente otros 
bimavirus de! serogrupo A: IHNV, IPNV y VHSV. Para ello utilizaron la cepa IPNV West 
Buxton, propagada en la linea celular Chinook Salmon Embryo 214. Realizaron extracción 
de RNA total con Trizar l S, sintetizaron la cONA a partir de la RT· moloney Murine 
Leucemia virus de Promega y; para la amplifICación usaron primers que COdificaran 
fragmentos de la proteína VP2 de los birnavirus util izando la enzima Ampli taq poIimerasa 
de Perkin Elmer. 

l os resultados fueron la detección de tres fragmentos virales de diferente tamaño, para 
VHSV 625 pb, para IHNV 371 pb Y para IPNV 206 pb. 

Otro estudio importante fue el realizado por Rodríguez et al., 2001 quién comparó 
métodos de diagnóstico como: la inmunofluorescencia indirecta, la citometría de flu;o, la 
inmuoooperoxidasa, inmuno dot blot, RT ·PCR etc. 

En México unos de los antecedentes con que se cuenta es e! de Guerrero et al., 2002 
quien menciona que en 1996 y 1997 en el municipio de Amanalco de Becerra, Edo. de 
México ocurrió un brote que tenia varias características compatibles con la necrosis 
pancreática infecciosa. En este brote se presentó una mortalidad acumulada der 60% de 
un lote de 100, 000 erlas provenientes de una importación. 

En los organismos analizados se presentaron signos de la enfermedad como distención 
abdominal, oscurecimiento de la piel, estudios histopatológicos evidenciaron lesiones 
severas en páncreas, intestino y ciegos pilóricos, pero no se encontraron evidencias de 
bacterias. 
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La evaluaci60 al microscopio electrónico evidenció algunas particulas hexagonales en el 
citoplasma de células infectadas. Otro método utilizado para la identifICación del patógeno 
fue la prueba de ELISA con 5 pools de tejido de 6 riñones, los resultados obtenidos de 
esta prueba fueron negativos. También se realizo Citomelda de Flujo, los resultados 
indicaron que en las muestras no existlan linfocitos infectados con eltPNV. 

Posteriormente en enero del 2000 en una granja de truchas de la región central de México 
cerca de Toluca se reportaron los signos Upicos de la necrosis pancreática infecciosa en 
crlas de trucha arco iris de 5.0-5.5 cm y con un peso de 3 g aj)(oximadamente que fueron 
importadas como huevo aculado en noviembre de 1999. Los peces enfermos presentaron 
atta mortalidad, signos y lesiones no observados ni documentados antes en la región. Se 
realizaron esludios para determinar la enfermedad, resultando positiva la infección por el 
virus de la necrosis pancreática infecciosa (Ortega el al., 2(02). 

Estos fueron los primeros casos del lPNV diagnosticado en trucha arco iris en México, la 
cepa viral identificada tiene un 95% de similitud con la cepa Buhl del IPNV, que pertenece 
al serogrupo A de los birnavirus acuáticos (Ortega el al., 2002). La cepa Buhl pertenece 
al genogrupo 1 de los Aquabimavirus (Nishizawa el al. , 2005). 
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IV. PROBLEMÁTICA A RESOLVER 

En México una vez confirmada la presencia del IPNV, en el laboratorio de Sanidad 
Acuícola del Centro de Investigación y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESAl, el 
cual en un principio se constituyó como el (mico labOratorio de diagnóstico de esta 
enfermedad a través de la técnica de cultivo celular oon la linea CHSE- 214 (Chinook 
salmon embryo ,. 

Ante la necesidad de resolver la problemática de los productores de trucha para detectar 
de forma rápida aI IPNV, se oonsidero necesario incrementar el numero de laboratorios y 
estandarizar pruebas de detección rápida como ta RT-PCR (Ortega el al., 2002; SalgadO 
20(0). 

Por otro lado, no soto la detección det IPNV es importante por considerarse dentro de la 
normatividad nacional, si no determinar el o los genotipos presentes en México ya que de 
ello dependerá el control y/o prevención que se pueda realizar en el sector truUroa del 
pais. 

V. FACTORES QUE tNTERVlENEN EN EL PROBLEMA DE ESTUDtO 

Factores Ambientales. Ubicación geográfICa de las unidades de producción, calidad del 
agua, fuente de abastecimiento y factores físico-químicos. 

Factores Genéticos. Expresión de genes resistentes a la presencia de patógenos, o 
modifICación de la expresión genética por cambios Climáticos que se presenten en el 
medio ambiente. 

Factores Epidemiológicos. Consecuencia de la contaminación o bien del estrés al que 
están sometidos por tas altas densidades en los estanques. 

Factor microbiológico: Virus de la Necrosis Pancreática Infecciosa. 

VI. UBICACiÓN DEL PROBLEMA 

.e- Económico 

En México el cultivo de ta trucha arco iris ocupa los primeros lugares de producción en 
entidades federativas como el Estado de México (53%), Puebla (24%) e Hidalgo (9%); y 
la presencia de enfermedades infecciosas ocasionadas por virus. trae como consecuencia 
defICiencias en el crecimiento de los organismos o bien la muerte de éstos, mermando los 
recursos económicos que de estos se puede tener. 

o Biológico 

La presencia del IPNV afecta a la trucha arco iris en condiciones de cultivo ya que los 
organismos pueden desarrollar la infección a partir de desechos biológicos como heces y 
otros que se generen dentro del agua. lo cual trae como consecuencia la diseminación del 
virus a otras granjas aculcolas o bien a cuerpos de agua naturales. 
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VII. IMPACTO 

+ Económico 

El cultivo de la trucha es altamente rentable y la presencia del virus de la necrosis 
pancreática infecciosa trae como consecuencia grandes pérdidas económicas. 

+ Biológico 

La introducción de organismos portadores con IPNV puede traer como consecuencia la 
diseminación de genotipos virulentos. 

VIII. PREGUNTAS BIOLÓGtCAS 

¿El genogrupo del IPNV presente en la zona central de México esta relacionado con el 
origen geográfico de las truchas? 

¿CUáles y cuántos son los genolipos del lPNV que afectan a la trucha arco iris de la zona 
central de México? 

¿A que genogrujXIs pertenecen los IPNV que están presentes en la zona central de 
México? 

IX. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

¿Qué genogrupos del virus de la necrosis pancreática infecciosa están presentes en la 
zona central de México? 

X. JUSTIFICACiÓN 

En México la truticultura es una actividad productiva generadofa de fuentes de empleo, de 
alimentos que se vio impactada por la presencia del IPNV, contando con solo un 
laboratorio para la detección a partir de cultivo celular. 

Anle este escenario se planteo la posibilidad de crear un laboralorio en la Universidad 
Autónoma Metropolitana Xochimilco, que desarrollará una metodologla de rápida 
detección de patógenos, siendo este el l aboratorio de Reproducción, Genéllca y Sanidad 
Acuicola, capaz de delectar por la técnica de RT-PCR aIIPNV. 

Razones jXlf las que se realizó la presente investigación con el objetivo de estandarizar la 
técnica de RT -PCR para la detección del IPNV y con fi rmar a través de la secuenciaci6n el 
genogrupo presente en México. 

XI. OBJETIVOS 

Objetivo General 

.:. Detectar e identificar los genogrupos de las cepas virales de IPNV que afectan 
a la trucha arco ifis en la zona central de México 

Objetivos particulares 
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• Detectar el IPNV en trucha arco iris de granjas acuicolas de la zona central de 
México. 

• Genotipiflcar las cepas de IPNV encontradas en granjas acuicolas de la zooa 
central de México. 

• Establecer la relación que exisle entre el genotipo y el origen geográfICO de los 
organismos. 

XII. HIPÓTESIS 

En las granjas trutlcolas de la zona central de México se espera encontrar al Virus de la 
Necrosis Pancreática Infecciosa dentro de los Genogrupos I y 11, de los Aquabimavirus. 
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XIII. METODOLOGIA 

Este estudio es descriptivo ya que cuenta con una población que se describtó en función 
de un grupo de variables, es observacional porque soto puede describir y no se pueden 
modifICar los factores que intElfVienen en el proceso y es experimental porque evalua a 
través de la experimentación a las variables. 

Para este estudio se realizaron algunas actividades tales como bUsqueda de información 
de ta distribución genética y geográfica deIIPNV, búsqueda de información en el Sistema 
de Información del Programa Nacional de Sanidad Aculcola (PRONALSA) de las 
principales importaciones de huevo oculado de trucha arco iris así como la identificación 
de granjas positivas a su presencia, selección de cepas de IPNV, búsqueda de Genomas 
de las cepas seleccionadas. alineamiento multiple con las secuencias de los genomas 
seleccionados de IPNV, identificación de la variabil idad genética de las cepas de IPNV, 
diseño de otigonudeótidos específicos para 2 genogrupos. 

XIII. 1. Caracterización molecular de IPNV 

l a caracterización molecualr de IPNV se obtuvo mediante la búsqueda de información en 
artículos cientiflcos de las diferentes rev istas que abordan temas de enfermedades en 
organismos acuáticos. Dicha búsqueda permitió identifICar el trabajo realizado por 
Nishizawa et al., (2005) en el que se plantea con base a la comparación de secuencias 
nucleotldicas de la región de unión de la protelna VP2 y la proteína NS del IPNV la 
caracterización molecualar de las di ferentes cepas aisladas en América, Europa y Asia; 
estableciendo con ello siete genogrupos de este virus y otros aquabimavinJs. 

XI II .2. Distribución de granjas de trucha arco iris de la zona central de 
México positivas a IPNV 

la obtención de la información se realizó ingresando en el Sistema de Información del 
Programa Nacional de Sanidad Aculcola (PRONAlSA), a la página web 
http://xcsc.xoc.uam.mxlpronalsa/, previa autOfización de la Coordinación del Programa, se 
acceso al icono de listar servicios, se seleccionó la opción de las consultas y se pklió al 
sistema realizará un listado mUltiple de los servicios realizados a las importaciones de 
trucha arco iris; obteniéndose como resultado, los paises de origen de los que se habla 
importado huevo aculado, y en los que se detectó la presencia de IPNV. 

Con auxilio de este mismo programa fue posible la ubicación de las granjas de trucha de 
la zona central de México que hablan realizado importaciones y el pais de origen del que 
procedian las que fueron positivas a IPNV. 

XlII. 3. Definición de posibles cepas de IPNV presentes en México 

La selección de cepas de IPNV se realizó a través de la búsqueda de literatura científICa 
en la que se estableció la distribución mundial que este virus tiene, asf como la relación 
comercial existente entre los países en los que se ha detectado este patógeno y el origen 
de importaciones que se han realizado a nuestro país. 
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l a búsqueda de las secuencias genéticas de las cepas seleccionadas se realizó 
accesando a la página web del Genbank hllp:/fwww.ncbi.nlm.nih.govl en la cual se solicitó 
en todas las bases de datos el numero de referencia para cada una de las cepas, 
obteniéndose así las secuencias de estas. 

XIII . 4. Comparación de las secuencias de las cepas de IPNV oon el 
software Clustal W 

Para la realización de los alineamientos multiples, se ordenaron las secuencias genéticas 
posteriol'mente en el software Cluslal W de la red cuya página web es 
http:/twww.ebi.ac.uk/TooIslClustalw2Jindex.htmlse realizó el alineamiento mUltiple con las 
4 secuencias de IPNV. 

XIII. 5. Detección dellPNV oon primers universales utilizando la Técnica de 
RT ·PCR en dos pasos y en un paso 

l a detección de cualquier genotipo de IPNV se realizó a través de la técnica de RT-PCR 
en dos pasos y en un paso, para eslo se utilizaron primers universales propuestos por lee 
el al., 1994, que parten de la poSición 807-1330 de la proteina VP2. 

Para la delección dellPNV fue necesario salir a campo a muestrear para La obtención de 
las muestras. 

Una vez ubicadas las granjas, la selección de los estanques de muestreo fue aleatorio 
tomando de cada uno 2 muestras por granja con 10 individuos, se colocaron en bolsas de 
plástico, se les puso oxigeno y se sellaron, colocándose sobre hielO para mantenerlas 
frescas. 

XIII .5.1. Muestreo 

El muestreo de este estudio se realizó en granjas aculcolas de los Estados de Hidalgo y 
Puebla en México . 

.... El Estado de Hidalgo se localiza al norte, 21 " 24'; al sur, 19" 36' de la latitud 
norte; al este, 97- 58'; al oeste, 99- 53' de la longitud oeste. Colinda al norte con 
el estado de Querétaro, San luls POlosl, Veracruz y Puebla; al sur, con los 
estados de Puebla, Tlaxcala y México; al oeste con México y Querétaro. En este 
estado se registran tres principales Climas: el cálido, que ha registrado 
temperaturas de hasta 44"C a la sombra, el templado y el dima fr ío, con una 
temperatura de S"C bajo cero en el día y hasta -15 grados centígrados durante 
la noche. TIene regiones con lluvia de 2,800 mm. al año, que contrastan con La 
resequedad del municipio de IxmiQUilpan, donde se registran escasos 250 mm . 

• :. El Estado de Puebla se encuentra ubicado al Sureste del Altiplano de la 
República, entre la Sierra Nevada y al Oeste de la Sierra Madre Oriental tiene La 
forma aproximada de un triángulO isósceles cuyo vértice apunta hacia el norte y 
la base hacia el sur; se encuentra entre los paralelos 17- 52' - 20" 52' latitud 
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norte y los 960 43' Y 99" 04' de longitud Oeste; esta limitado al Norte con 
Veracruz, al sur con Oaxaca y Guerrero; al oeste con Marelos, Estado de 
México, TIaxcala e Hidalgo y al este con Veracruz. La situación geográfica y la 
diversidad de alturas y regiones naturales, han conferido al Estado de Puebla 
una integración dimatol6gica de las más variadas del pais. Las caracterlsticas 
dimáticas promedio de la entidad son temperatura media de 16OC, llegando en 
verano a 17.1OC y en invierno a 16OC,Ia estación de Ituvias se inicia en mayo, se 
establece en junio y termina en octubre, con un promedio anual de precipitación 
de 801 milímetros . 

• :. Características para la obtención de la Muestra 

De acuerdo a lo anterior las consideraciones en función de tamaño de los peces fue e! 
siguiente: 

1. Huevo ylo alevines.· 10 a 15 huevos o alevines, en e! caso de los alevines sin 
saco vitelino 

2. Peces hasta de 2 a 4.9 cm.- Se cortó la cabeza y la aleta caudal justo antes del 
ano 

3. Peces a partir de 5 cm. - Solo bazo y riMn 

XIII. 5 . 2. Obtención de la Muestra 

Las muestras y e! análisis de las mismas se realizó en e! Laboratorio de Reproducción, 
Genética y Sanidad Acuicola de la Universidad Autónoma Metropoli tana Xochimilco. 

LoS organismos se pesaron en una balanza y se midieron con un ictiómetro; en función de 
su tamaño, se determinó si se hacía la disección para extraer los órganos blanco de! 
IPNV: bazo y riñón o bien si se utilizaba el cuerpo completo de los organismos. 

La disección de los organismos se realizó en un área y con material estéril , previamente 
desinfectada con solución antiséptica y consistió en diseccionar con unas tijeras estériles 
la parte ventral al pez y el flanco derecho con el fin de exponer las visceras, se tomó el 
bazo y se depositó en un rubo eppeodorf colocado sobre hielo, se extrajeron las vísceras, 
quedando expuesto el riñón el cual se disectó con tijeras iris a partir de la parte media 
anterior y con el estilete acanalado se extrajo el tej ido y con las pinzas se colocó en el 
mismo tubo eppendorf hasta que se completó el pool de 5 organismos, durante todo el 
proceso las muestras se mantuvieron en hielo para evi tar la degradación del RNA. 

las muestras, debidamente etiquetadas, se colocaron en N ~ liquido durante 2 minutos y 
después se conservaron a -20" C hasta su utilización. 

Cabe señalar que cada muestra se conformó por un pool de bazo y riñón de 5 organismos 
o bien de cuerpos completos y se homogenizo adecuadamenle tomando 50 mg de ese 
pool para la extracción de RNA. 
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XIII .5.3. Procesamiento de la Muestra 

V Extracción de RNA 

El proceso de extracción de RNA se realizÓ con el Kit QIAamp Viral RNA (OIAGEN). En 
un tubo eppendorf de 1.5 mL, se colocaron 50 mg de de bazo y riñÓn del ¡xI01 de muestra 
y se homogenizó en 200 ¡Il de agua OEPC (dietilpirocarbonato), posteriormente se 
transfirió 140)ll de este homogenizado a un tubo eppendorf nuevo y se agregó 560 f-Il de 
Buffer AVL (Tiocinato de guanidina), se mezclaron las muestras vigorosamente durante 
15 segundos, las muestras se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente, 
posteriormente se adicionó 560 III de etanol absoluto, después se mezcló vigorosamente 
cada una de las muestras durante 15 segundos y se centrifugaron, enseguida se retiraron 
630 j.l1 de la muestra y se transfirió a una columna, se centrifugó a 12, 000 rpm 2 minutos, 
concluida la centrifugación se decantÓ el contenido del filtrado y se realizó el mismo 
proceso con el resto de ta muestra, después se adicionaron 500 IIL del buffer AW1 
(Clorhidrato de guanidina) a las mini columnas y se centrifugó a 12, 000 rpm 2 minutos, se 
decantÓ el contenido del filt rado y se adicionaron 500 I,l del buffer AW2 (etanol) a las mini 
columnas y se centrifugó a 12,000 rpm 3 minutos, se decantÓ el contenido del fi ltrado, se 
transfirió la columna a un tubo eppendorf nuevo y se adicionaron 50 J.lL de Buffer de 
rehidratación, el RNA se rehidrató en hielo y se congeló a ·20 "C hasta su uso. 

la concentración del RNA se realizÓ en un espectrofotÓmetro Eppendorf, para la medición 
se prepararon las muestras con un factor de dilución 1:100, la concentración se midió a la 
obs9fVancia de 260/280 nm. 

La calidad del RNA extraido se verificó en un gel de agarosa al 1 %. 

V Electroforesis en gel de agarosa a11% 

Se pesaron 0.4 g de agarosa y se disolvieron en 40 ml de TAE (Tris base, ácido acético 
glacial, 100 mi de EOTA 0,5 M yagua), la solución se calentó 50 segundos y se 
adicionaron 2 JJl de bromuro de elidio, se vertió la agarosa disuelta en el molde de los 
geles, se colocó el peine, se dejó solidificar la agarosa a temperatura ambiente durante 20 
minutos, solidifICado el gel se colocó en la cámara de eleclroforesis, se adicionó el buffer 
de corrida TAE de tal forma que el gel quedo sumergido, se preparó la muestra 
mezclando 2 IJl del buffer de carga y 5 IJL de muestra y se colocó cada muestra en el 
pozo correspondiente, se introdUjo con una micropipela en el pozo 1, 3.5 j.ll det marcador 
de peso molecular para RNA, posteriormente se colocaron después de las muestras, el 
control positivo y negativo. la electroforesis se llevo acabo a 100 voltsl30 minulOs. 
CoocIuida la electroforesis se retiro el gel de la camara y se colocó en el Transituminador, 
se tomaron las fotografías en el software Alpha Imagen y se realizó el análisis de la 
imagen . 

• } Reacción en cadena de la Polimerasa de la Transcripción reversa en dos pasos 

Sinlesis de cONA 

Se colocó en hielo un tubo eppendorf, se adicionaron 0.3 IJL Primer senlido de los 
universales para IPNV (S'.QCCGACATCGTCMCTCCAC_3·), 1 IJL dNTP Mix tOrnM, 10.7 IJl de 
agua OEPC 1% y 5 IJl de RNA lolal, la mezcla se calentó a 65° e 5 minutos. 
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Posteriormente se colocaron los tubos en hielo y se agregaron 4 ~L de Buffer First Strand 
5X, 2 ¡JL de solución DOT 0.1M Y 1.0 IJL de RNAsin se mezcl6 el contenido de reacción, 
se incubó a 4t' C 2 minutos y se adicion6 a la mezcla de reacción 1.0 IJL de 
SuperScrip¡ll.ln (Invitrogen), se incubó a 42" C 50 minutos y la inactivación de la reacción 
se lIev6 a cabo incubando a 70° C 15minutos. 

Reacci6n en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

En un micro tubo estéril se colocaron 11.9 )lL de agua, 5)1L de Buffer IX (solución de 
buffer Tris pH 8,5 Y (N H ~hSO~ ) , 0.5 pL de dNTP's (0,2 mM), 3 J.lL de Mga ~ (3 mM), 0.5 pL 
de primer sentido (50 pmol) S'-GCCGACATCGTCAACTCCAC-3', 0.5 J.lL de primer antisentido 
(50 pmol), S'-GACAGGATCATCTTGGCATA-3'. 0.6 pL de Taq polimerasa (3 U) (Promega), se 
hOmogeniz6 la mezcla de reacción y se centrifugó 30 segundos y después se agregaron 
3.0 pi de cONA para cada muestra. 

Posteriormente se colocaron las muestras en el lermociclador bajo las siguientes 
condiciones: desnaturalizaci6n a 94"C 1 minuto, alineamiento a 55"C 1 minuto, elongación 
a 72"C 1.5 minutos, repitiéndose 35 ciclos y por último se realizó una post-elongación a 
TZOC 7 minutos. 

Concluida la amplificación el fragmento viral obtenido se observo en un gel de agarosa al 
2%. 

.:. RT -PCR en un solo paso 

Para la técnica de RT -PCR en un paso se ut~izar6n los primers universales propuestos 
por Lee el al., 1994. 

Se preparo en un tubo la master mix la cual contenta 21.1 pL de agua, 10 ¡d de Buffer de 
PCR IX (KCI y (N H ~hSO.), 2.0 pL de dNTP's (400 "M), 3.6 pL de primer sentido (0.6 f.lM) 
5'-GCCGACATCGTCAACTCCAC-3', 3,8 f.lL de primer antisentido (0,6 pM), 5' -

GACAGGATCATCTTGGCATA-J', Inhibidor de RNAsas 0.3 pL (ID U) 2.0 f.lL de enzima 
(Oiagen), se mezclo la reacción vigorosamente y distribuyo el vOlumen de reacci6n a cada 
tubo, a cada reacci6n se le colocó 7 f.lL del templado de RNA. 

Posteriormente se colOcaron las muestras en el termociclador bajo las siguientes 
condiciones: transcripción reversa 5O"C 30 minutos, activación inicial 95° 15 minutos, 
desnaturalizaci6n a 94"C 1 minuto, alineamiento a 55°C 1 minuto, elongación a 7'2!'C 1.5 
minutos, repitiéndose 35 ciclos y por último se realizó una post-elongación a 72"C 7 
minutos. 

El fragmento obtenido de la amplificación se observó en un gel de agarosa al 2%. 

X1I 1.6. Diseño de oligonucle6tidos especificas para Genogrupo I y 11 

ldenlificadas las regiones variables de las secuencias de IPNV, en el software Primer3 se 
diseñaron dos pares de oIigonude6tidos: un par especifICO para identificar a las cepas del 
genogrupo I y otro par Que permita identifICar al genogrupo 11 en el que se localiza la cepa 
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danesa, obteniéndose para el Genogrupo I los primers que parten de la posición 868· 1020 
y para el Genogrupo 11 de la jX)sición 310-765. 

XIII .7. Detección de los genotipos de IPNV 

Con el uso de oIigonucle6tidos específicos para Geoogrupo I y 11 se analizaron 8 muestras 
procedentes de 8 granjas tru ticolas del Estado de Hidalgo y 10 muestras procedentes de 
10 granjas del Estado de Puebla que previamente fueron analizadas con los primers 
universales. 

XIlI .7. 1. Detección de IPNV con oligonuci6Ótidos para Genogrupo I 

Se extrajo RNA de las muestras, se realizó la slntesis de cONA, y por último se realizó la 
PCR. En un micro tubo estér~ se colocaron 10.6 JlL de agua, 5 JILde Buffer de PCR 1X 
(solución de buffer Tris pH 8.5 Y (NH. hSO.), 0.5 JlL de dNTP's (0.2 mM), 2 JlI de MgCJ2 (2 
mM), 1.7 I-I L de primer sentido (0.2 JlM) S'-GCCMGTTC"CCCAGTCAAT-3', 1.9 IJL de primer 
antisentido (0.2 11M), 5· GTTCCCGGATGAGAATGAGA-3' , 0.3 JlL de Taq jX)limerasa ( 1.5 U) 
(Promegal, se homogenizó la mezcla de reacción y se sometió a un pulso de centrifuga y 
después se agregó 3.0 JIL de cONA para cada muestra. 

Se COlocaron las muestras en el termociciadOt bajo las siguientes condiciones: 
desnaturalización a 94"(: 1 minuto. alineamiento a 600c 1 minuto, elongación a 72"C 1 
minuto, repitiéndose 35 ciclos y por último se realizó una post-elongación a 72"C 5 
minutos. 

El fragmento de la amplificación se observó en un gel de agarosa al 2%. 

XIlI . 7. 2. Detección de IPNV con oIigonucle6tidos para Genogrupo 11 

Se extrajo RNA de las muestras, se realizó la síntesis de cONA, se realizó la PCR para 
esta prueba. En un micro tubo estéril se colocaron 10.6 JlL de agua, 5 JlL de Buffer de 
PCR 1X (solución de buffer Tris pH 8.5 Y (NH. hSO. ), 0.5 JlI de dNTP's (0.2 mM), 2 JlL de 
MgCI2 (2 mM), 4.2 JlL de primer sentido (0.3 JlM) 5·_ GAC GTT CM "GC TCC "CG CTG CCG-3·, 

4.3 JlL de primer antisentido (0.3 11M), S' _CTT GAT GTC TGC GGT GGG GTT GTI TGC-l·, 0.3 JlL 
de Taq poIimerasa (1 .5 U) (Promega), se homogeniz61a mezcla de reacción y se sometiÓ 
a un pulso de centrifuga y después se agregó 3.0 JlI de cDNA para cada muestra. 

Se colocaron las muestras en el termocidador bajo las siguientes condiciones: 
desnaturalización a 940C 1 minuto, al ineamiento a 65"C 1.5 minutos, elongación a 72"(: 1 
minuto, repitiéndose 35 ciclos y por último se realizÓ una post-elongacl6n a 72"C 5 
minutos. 

LOS productos de PCR se observaron en un gel de agarosa al 2%. 
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XIII. 8. Purificación de productos de PCR 

La purificación se realizó con el Kit ·Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System" de 
Promega. Se cortó el fragmento viral del gel de agarosa con un bisturí estéril, se colocó el 
trozo de agarosa en un tubo eppendorf, se pesó y se adicionaron 10 )IL de solución 
astringente por cada 10 mg de gel de agarosa, se incubó en baño maria a 65 &C durante 
10 minutos hasta disolver completamente la agarosa, posteriormente la solución se coloco 
a una minicolumna y se íncubo 1 minuto a temperatura ambiente. 

Después las mínicolumnas se centrifugaron a 14, 000 rpm 1 minuto, se retiro la mini 
columna del tubo y se decanto el sobrenadante, se coloco la minicolumna al tubo y se 
adicionó 700 !AL de solución de lavado y se centrifugaron las muestras a 14 , 000 rpm 1 
minuto, posteriormente una vez más se retiro la mini columna del tubo, se decanto el 
sobrenadante, se ooloco la minioolumna al tubo, se adicionaron 500 )IL de solución de 
lavado, se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm 5 minutos, se retiro la mini columna 
del tubo y se decanto el sobrenadante. Se coloco la minicolumna al tubo y se centrífugo 
una vez más a 14, 000 rpm 3 minutos, se dejarOlllas muestras a temperatura ambiente 2 
minutos para que se evaporaran los residuos de etanol, se colocaron las minicolumnas en 
un nuevo tubo eppendorl y se adicionó 30 !AL de agua libre de nucleasas y se centrifugo a 
14,000 rpm 2 minutos. 

XIII. 9. Secuenciación 

El DNA purificado del fragmento viral obtenido por la RT - PCR en dos pasos, como en un 
paso, se envió al Laboratorio de Biologla Molecular del Instituto de Fisiología Celular de la 
Universidad Nacional Autónoma de México para ser secuenciados. 

XIII. 10. Análisis de la relación que existe entre el genogrupo y el 
origen geográfICO de los organismos 

La relación que existe entre el gef"109rupo y el origen geográfico de los organismos se 
determino oon base a la información de cada una de las granjas, oon la que se detectaron 
las importaciones y el lugar de prcedencia. 
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XIV. RESULTADOS 

XIV. 1. Caracterización molecular de IPNV 

Como parte de la búsqueda de información para conocer la caracterización molecular del 
tPNV se encontró el articulo de Nishizawa el al., 2005 que descibe perfectamente como 
se han establecido los diferentes genogrupos en los que se ha agrupado el IPNV con 
base a características genéticaS. 

Por tal razón un resultado de esta búsqueda de información fue el conocimiento de la 
caracterización molecular del lPNV y de otros aquabimavirus en el mundo. 

De acuerdo al análisis nucleotidico de la región terminal NS de la proteína VP2 se ha 
caracterizado que el tPNV y otros aquabirnavirus se han agrupado en siete grupos: el 
genogrupo I que incluye la cepa Jasper de Canadá, la cepa Reno. VR299, Buhl, Dry Milis 
y West Buxton de Estados Unidos de Norteamérica; genogru¡xl 11 la cepa Abild de 
Dinamarca. as! como aislados asiáticos como PV, EIS, EEV y CV-HB1; genogrupo 111 el 
aislado de Bonnamy en Francia, NI en Noruega, DPL en Tailandia, d'Honnincthum, OV2 
de Inglaterra y Spajarup en Dinamarca; genogru¡xl IV el aislado ASV en Canadá, Canadá 
1 y Tellina en Inglaterra; genogru¡xl V agru¡xl el aislado Canadá 2 y Canada 3; genogrupo 
VI el aiSlado Hechl de Alemania y el genogru¡xl VII compuesto ¡xlr el virus de la ascitis 
amarilla (YTAV) y otros bimaviru$ aislados de peces marinos moluscos y delfines 
Nishizawa el al .• (2005) 

Cabe señalar que se considera que todas estas cepas de IPNV se han aislado en 
diferentes paises debido a que este se transmite de un continente a otro con la 
importación de ovas salmónidos y es muy probable que el virus tenga una distribución 
mundial anles de detectarse poi" primera vez en el siglo 19 y principios del 20 (Reno. 
1999). 

El aislado de IPNV deteclado en México, se ha categorizado dentro del genogrupo I que 
corresponde a IPNV americanos. 

En la figura 1 se Pfesenta el dendrograma de los 7 genogrupos de IPNV y otros 
aquabimavirus. 

La distribución geográfica del IPNV y de otros aquabimavirus en el mundo muestra que 
estos se han clasificado en dos serogrupos el A y el B. 
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G8IIOt4lWicadótl del VÍIlIs de la Nf:tcrmis Pancreática Inf9ccJosa (IPNV) que afocta a la trucha arco;;s 
(Onr:omynchus myllJss) en la ~ central de México 
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Figura 1, Dendrorama del serogrupo A, en donde se ubica ellPNV y otros Aquabimavirus. Fuente. 
Nishizawa el al., (2005) 
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Genotipificación del Virus de la Necrosis Pancraática Infecciosa (IPNV) que afecta B la trucha alro.iris 
(OfIoorlIynchus mykiss) 9n la wna Central de México 

XIV.2. Distribución de las granjas de trucha arco iris de la zona central de 
México positivas a IPNV,-

los resultados obtenidos de! análisis en e! Sistema de Información del PRONAlSA, es 
que en México se detectó IPNV por el l aboratorio de Sanidad Animal del Centro de 
Investigación y Estudios Avanzados en Salud Animal, de la UAEM en 2003, el cual 
constituye el primer reporte de esta enfermedad en México. 

Antes de esta fecha, la información estaba registrada en formatos en los informes det 
PRONAlSA, pero a partir de 2003, se integraron en el Sistema de Información, a partir 
del cual se obtuvieron los siguientes resul tados. 

En la Figura 2 en sombreado se muestra los estados del pars en los que se cultiva trucha 
arco iris , y con estrella en los que se ha detectado el IPNV. 

Figura 2. Estados en que se cultiva la trucha arco iris (en sombreado '1 con * en los que se ha 
reportado la presencia del IPNV durante el periOdo 2000-2005. Fuente: PRONAL$A, 2006 

En la Tabla 2 se presenta el número de casos detectados tanto positivos como negativos 
por estado y por año hasta e! 2006. 

De acuerdo a los resultados que se muestran en la flQura 2 y tabla 2, e! IPNV se localiza 
en algunos de los estados donde se produce. Es importante señarar que en los estados 
en que no se presentó debido a que en este periodo no se hicieron los análisis para su 
detección, razón por la que no se puede afi rmar Que sean negativos. 
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Genot¡pitica<::1ón del ViruS d6/a Necrosis Pancf9ática Infecciosa (lPNV) que afee/a a la tnx;1Ia IIt'CO iris 
(Oocorl!ynchU5 myljss) fin la ZOI'III CenUill de Mé"ico 

Tabla 2_ Número de casos estudiados con relación al lPNV por Estado, peñodo 2000 - 2006 
Fuente· PRONALSA 2006 
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El análisis cuantitativo denota que en el Estado de Chihuahua no se tienen reportes de la 
presencia de IPNV en los u!timos 4 años de ese período, se desconoce si fueron 
controlados los brotes evitando así su diseminación; mientras que en Sonora se reportó 
un caso en el 2005 lo cual sugiere la misma situación o bien el número de casos positivos 
se debe a un limitado número de muestreos. 

De la consulta realizada en el Sistema de InformaciOo durante el periodo 2000- 2006, de 
un lotal de 872 servicios, se diagnosticaron positivos a IPNV 297 casos distribuidos en 9 
estados: Chihuahua, Durango, Edo. de México, Hidalgo, Michoacán, Puebla, SorlOfa, 
Veracruz y Moreles (Tabla 2). A partir de este análisis se determino que el IPNV se 
encuentra en un mayor número de granjas de la región central del país, región donde se 
encuentran los centros de distribución y comercialización de crias de trucha arco iris 
procedentes de la importación. 

En la Tabla 3 se presentan las importaciones Que se realizaron a México con los 
resultados sobre la certificación sanitaria de los lotes de huevo oculado de trucha arco iris 
Que ingresaron durante el periodo de 2001-2005. 

Tabla 3. Importación de huevo oculado de trucha arco iris periodo 2001-2005. Fuente: PRONAlSA, 
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Genotipificación del Virus de la Necrosis PancreAlica InffICCiosa (IPNV) qW afttda a la trucha arto iris 
(Otlcorllynchus mylúss) 9tI1a Z(ItliI Central de México 

XIV. 3. Definición de las posibles cepas de IPNV presentes en México 

De acuerdo a la información recabada en el inciso anterior (tabla 3) se puede mencionar 
que el IPNV ha sido reintroducido en varias ocasiones procedente de Estados Unidos, y 
en menor grado de Dinamarca. 

De acuerdo con Nishizawa el al., 2005, con relación a la distribución en el murldo de 
cepas de IPNV considerando los posibles paises de procedencia, se considera como 
posibles cepas introducidas a México, la Buhl y VR299 de Estados Unidos y la cepa Abild 
de Dinamarca. 

En cuanto a la detección de IPNV en México reportada por Ortega el al., 2002, Quién 
realizó la comparación con el estudio de Nishizawa et al., 2005, lo categorizó como 
miembro del genogrupo 1 con alta similitud a la cepa Buhl, por lo lanlo, se confirma al 
menos la presencia de una cepa de este genogrupo procedenle de Estados Unidos. 

Las cepas antes mencionadas fueron localizadas en el Genbank con los numeros de 
referencia AF343573, AF343572 AF342729 Y AF537289. En los cuadros 1, 2, 3 Y 4 se 
presentan los geno mas respectivos de los aislados americanos y europeos . 

>1 . 

Infectious pall(;reaüc ne(;rosis virus Buhl poIyprotein mRNA, partial cds 
LOCUS: AF343573 2904 bp mRNA linear VRL 31-JUL-2001 

. F~"~ BLAST. 

OEFINITION: Infectious pall(;reatic necrosis virus Buhl polyprolein mRNA, partial cds. 
ACCESSION: AF343573 
VERSION: AF343573.1 GI: 13604285 
KEYWOROS. 
SOURCE: Infectious pancreatic necrosis virus 
ORGANISM: Infeclious pancrealic necrosis virus: Viruses: dsRNA viruses: Bimaviridae: 
Aquabimavirus. 
REFERENCE: 1 (bases 1 lo 2904) 
AUTHORS: Blake,S., Ma,J.Y., Caporale,O.A., Jairalh,S. aOO Nicholson,B.l. 
TITLE : Phylogenetic relationships of aQualic bimaviruses based on deduced 

amino acid sequences of genome segment A cONA 
JOURNAl. Ois. Aquat. Org. 45 (2). 89-102 (2001) 
PUBMEO 11463106 
REFERENCE 2 (bases 1 lo 2904) 
AUTHORS Blake.S .. Ma.J.-Y., Caporale,O., Jairalh,S. aM Nicholson,B. 
TlTLE Oirect Submission 
JOURNAL Submilted (JO-JAN-2001) Biochemislry, Microbiology aOO Molecular Biology, University 
of Maine, Orono, ME 04469, USA 

FEATURES LocationJOualifiers 
source 1 .. 2904 

10f93nism="' nleclious paor::reatk: necrosis viros" 
lmoUy~"mRNA" 

Istra in="Buhr 

/hosr-:"trou ," 
Idb_xref="ta. on: 11 002" 
Isegmenl="A" 

COS 1 .. >2904 
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Genotipif/cac/ón del Virus de la Necrosis Pancreática Infecciosa (IPW) que afecta "1,, trocha arco iris 
(OncorlIync./Jus myl<Jss) tI(Ila zona CeniTal de Mé"lco 

InQte"'"oonlains VP2INSlVP3" 
k.:odon_start"' l 
Iproduct"'"poIyprotein" 
Iprotein _Id"" AAK32165. 1" 

Idb uef="GI;I3604286" 
- ltranslation:"MSTSKATATYLRSIMLPENGPASIPODITERHIL 

KQETSSYNLE 

ORIGIN 

VSESGSGll VCFPGAPGSRVGAHYRWNlNQT AlEFDQWlETSOOlKKAFNYGRllSRK 
YOIQSSTLPAGl y AlNGTlNAA TFEGSl SEVESl TYNSlMSl TTNPOOKVNNQl VTKG 
ITVlNLPTGFOKPYVRLEDETPOGPOSMNGARMRCTAAIAPRRYEIOlPSERLPTVM 
TATPTTlYEGNAOIVNSTTVTGOJTFQlEAEPANETVFDFllOFlGl DNDVPWTVTS 
STl V1"VONHRRASAKFTOSIPTEMITKPITRVKLA YOLNOOT AIANAA TlGANGPASV 
SFSSGNGNVPGVlRPlTlVAYEKMTPOSllTVAGVSNYEUPNPDllKNMVTKYGKYD 
PEGLNYAKMllSYREElDIRTVWRTEEYKERTRAFKEtTDFTSOLPTSKAWGWRDlVR 
GIRKVAAPVlSTlFPMMPUGAADOF/GOl TRTNSAGGRYlSHAAGGRYliDVMOSWA 
SGSEAGSYSKI-l.KTRLESNNYEEVElPKPTKGVlFPVVHTVESAPGEAFGSlWVIPG 
AYPElLOPNOOV\.SYFKNDTGCVWGIGEDIPFEGDOMCYTAlPlKEIKRNGNIVVEKI 
FAGPAMGPSSOLAlSlLVNOIOEGIPflMVFlGEIADOEETVIPICGVOIKAMAAHEHG 
lPLIGCOPGVDEMVANTSLASHllOSGALPVOKAOGACRRIKYLGOlMRTTASGMOAE 
lOGllOA TMARAKEVI<OAEVFlQlKlMSWTRKNOl TDHMYEWSKEOPOAIKFGRl VST 
PPKHOEKPKGPOOHTAOEAKATRISLDAVKAGAOFVSPEWlAENNYRGPAPGOFKYVM 
ITGRVPNPGEEYEDYVRKPITRPTDMOKIRRLANSVYGlPHOEPAPOOFYOAVVEVFA 
ENGGRGPOODOMODLROLAAOMKRRPRPAETRROTlnPf'RAATSSGSRFlPSGO" 

1 atgagcacat ccaaggcaac cgcaao;;tac ttgagato;;a ttatgclta; cgagaalgM 
61 ccagcaagca ttccggacga cataacagag aggcatatac taaaacaaga gao;;lcgtca 
121 tacaacttag aggtcta;ga atcaggaagt gggcttcttg tctgcltccc t99agctcct 
181 ggatccaggg tcggtgccca ctacagglgg aatcq¡aacc agacggcact agaaltcgac 
24 1 cagtggctag agacgtcaca ggacctaaag aaggcaltca actacgggag actgalclca 
301 cggaaatacg aca!ccagag ctcaaccclt cccgctgglc Igta1gcacl caacgggacc 
361 etgaacgclg ccaccttcga aggaaglctg Iclgaagtag agagcctaac etacaacagc 
421 tlgaq¡lccc taacaaeaaa cccaeaggac aaggtcaaca atcaactagl gaccaaagga 
481 alcaccgta; q¡aalctaa; aactgggttt gacaaga;at acglccgccl agaggacgag 
541 acgccacagg gcca;cagtc caq¡aacgga gcaaggatga gg\gcacagc tgcaalcgca 
601 ccaaggaggl atgaaatcga cck:ccalcc gaacgaelgc cgaccglggc egcgaelgcg 
661 accccaacaa caalctatga 99998aq¡a; gacatcgtga aclccacaac agltaccggg 
721 gacataacat tccagctcga 99ccgaaccc gccaalgaga cagq¡ttcga eltcattcla 
781 cagttcctgg ggclggacaa cgacglcccc gtggttaccg q¡acaagclc cacgctagtc 
841 aeaglggaca accacaggag ggcgtcagcc aagllcaccc agtcaatccc aacagaaatg 
90 1 alcaa;aaae caalcacacg gglcaagctg gcctaccagc tcaaccagca gaccgclalt 
961 gcaaacgcag eaacgctcgg agccaatggg ccggcalcag Iclcaltctc atcegggaac 
1021 ggcaatglgc cgggaglcct aegacccata accctagtgg cgtacgagaa ga1gaccccc 
1061 cagtcaata; 19accgtggc tggcgtala; aactatgagc 19atcccaaa cccagaccta 
1141 clgaagaaca tggtcactaa gtalggaaag tacgaccclg agggcclcaa etalgccaag 
1201 algatcctgl cctacagaga ggagclggae alcagaaccg Iclggaggac 19a9gaatac 
1261 aaagaaagga caagagcalt caaagagalc accgactlea caagtgacct accaacctca 
1321 aaggcalggg gatggaggga cctaglcaga ggcatcagaa aaglggccgc ccccglgclg 
1381 tcaacgclct Icccaalgge ggclcccclc ataggagcgg ccgaccaatl ealtggggac 
1441 etcaccagga ccaaeteagc C99999acgc tacctgtcac acgcagccgg aggccgctac 
1501 catgatgtca Iggactcaq¡ ggccagcggg ta;gaggcag gaagctacte aaagcaccte 
1561 aagacccggc Itgaglecaa caaetalgag gaaglggagc ttccaaagcc aacaaaggga 
1621 glcaletttc eq¡lgglgca caccgltgag agtgcaccag gtgaggcclt cgggtcgclc 
1681 gtggtaglaa taccaggagc gtacccggaa cttcttgacc caaaccaaca ggtcctatcc 
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G9IlO1.,if..:ac/(\n del Virus d6 la Necrosis Pancroática Irtfecciosa (IPNVJ que af8<;la a la trvcha arr;o iri$ 
(Oncott7ynchus mykiss) en IBlOf/a CenInJI de México 

1741 tactlc8aga acgacacagg tlgcgtctgg gggataggag aagaca~ ctttgaagga 
180 1 gatgacalgl gclacaccgc aclgcccctc aaggagalca agaggaacgg aaacalcglg 
1861 gtggagaaaa tallcgclgg ccccgcgatg ggaccgtcct cccaacttgc actgtccclg 
1921 ctcglcaacg acatagacga agggattcca aggatgglcllcacaggcga galcgctgal 
1981 gacgaagaaa caglcatccc aatctgcgga glggacalca aagccalggc cgcccalgaa 
204 1 cacg9!)ttgc: ccclcaltgg ctgccagcca ggggtogacg agatgglggc aaacacatcl 
2101 ctcgcalcac acclgattca gagcggagcc ctaccag!gc agaaagcaca gggagcctgc 
216 1 aggagaalc8 agtacctggg ccagctga lg agaacaaclg catcagggal ggacgcagaa 
2221 clgcagg9QC Igc!gcaggc caccatggcc agagcaaaag aaglgaagga cgccgaaglg 
2281 ttcaaacttc Igaaaclc8l glcatggaca agaaagaacg acctcacaga lcacalglal 
2341 gaglggtcaa aggaggaccc cgalgcaatc aaamggca ggctcglcag caccccccca 
2401 aaacaccaag agaagccaaa aggacccgac cagcacaccg cccaggaggc aaaggccacc 
2461 aggalctcac Iggacgccgt caaagccggc gcagactlcg tctccccaga glggalcgcg 
2521 gagaacaacl accgcgglcc agclccaggc cagttcaagl actacalgat aacgggcaga 
2581 glcccaaacc ccggagaaga glacgaggac lalgtgcgaa aaccgataac ccgaccaacc 
2641 gacalggaca aaalcagacg cctagccaac agtglctacg gccIgcccca ccaagaaccc 
2701 gcaccagacg acttctacca ggcagtcgtc gagglgttcg cagaaaacgg gggaaga999 
2761 cccgaccaag accaaatgca agacctgagg gacttggcaa ggcagatgaa acgacgaccc 
2821 cgaccagctg agacacgcag gcaaaccaag actccaccca gggcggcaac ctccaglgga 
2881 !cgcggttta ccccclccgg cgal 

Infeclious pancreatic necrosis virus VR299 polyprolein mRNA, paroal cds 

lOCUS AF343572 2904 bp mRNA linear VRl 31-JUl-2001 
DEFINITION: Inleclious pancrealic necrosis virus VR299 poIyprolein mRNA, 

partial cds, 
ACCESSION: AF343572 
VERSION: AF343572,1 GI:I3604283 
KEYWORDS: 
SOURCE: Inleclious pancrealic neetosis virus 
ORGANISM: InfectiOUs pancreatic necrosis vin,¡s; Viruses; dsRNA vin,¡ses; Bimaviñdae; 
Aquabimavirus, 

REFERENCE : 1 (bases 1 1029(4) 
AUTHORS Blake,S., Ma,J.Y., CaporaJe,DA, Jairath.S. and Nicholson,B.l. 
TillE Phylogeoetic relalionships of aqualic bimaviruses based on deduced 

amino acid sequences of genome segment A cONA 
JOURNAl: Dis. Aqual Org. 45 (2), 89-102 (2001) 

PUBMED : 11463106 

REFERENCE : 2 (bases 1 lo 29(4) 
AUTHORS Blake,S., Ma,J.-Y., Caporale,D., Jairath,S. and Nicholson,B . 
TITlE Direct Submission 

JOURNAl Submitted (30-JAN-200 1) BiochemiSlry. Microbiology and Molecular 
Biology, University 01 Maile. Orono, ME 04469, USA 

FEATURES locationlOualifiers 
source 1 .. 2904 

pancreatic necrosis virus· 
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G&notiplficacjÓll ckJI ViNs de la Nocrosjs Pancreática Infecciosa (IPHV) que afecta ala /llJ(;ha arto iris 
(Oncomynchus myklss) en la ZUo'l8 Central df¡ MéJlico 

Is train = "VR~ 

Ihost" "troot" 
Idb_xref="taxon:11002" 
Isegment=" A" 

COS 1 .. >2904 
lnote="contains VP2/NS/VP3" 
Icodon_start=l 
Iproduct:"poIyprotein" 
Iprotein Jd=" AAK32164.1" 
Idb xref="Gt:13604284" 
Itrañslation="MSTSKATATYLRSIMLPENGPASIPDDITERHIL 

KQETSSYNLE 

VSESGSGLlVCFPGAPGSRVGAHYRWNLNOTALEFDQWlETSQOlKKAFNYGRLISRK 
YDIQSSTLPAGL y AlNGTLNAA TFEGSLSEVESl TYNSlMSl TINPQOKVNNQL VTKG 
ITVlNlPTGFDKPYVRlEDETPQGPQSMNGARMRCT AAIAPRKYEIDlPSERlPTV AA 
TGTPTTIYEGNADIVNSTTVTGDITFQlEAEPVNETRFOFllQFlGlONDVPWTVTS 
STlVTAONYRGASAKFTQSIPTEMITKPITRVKtAYQlNQQTAIANMTlGAKGPASV 
SFS$GNGNVPGVLRPITLVAYEKMTPQSILTVAGVSNYELIPNPOLLKNMVTKYGKYD 
PEGLNYAKMllSHREElDIRTVWRTEEYKERTRAFKEITOFTSOLPTSKAWGWRDlV 
GIRKVAAPVLSTLFPMAAPLIGAADQFIGDlTKTNSAGGRYlSHAAGGRYHDVMDSWA 
SGSEAGSYSKHLKTRlESNNYEEVELPKPTKGVIFPVVHTVESAPGEAFGSlWVIPG 
AYPELlOPNQQVLSYFKNDTGCVwalGEDIPFEGODMCYTAlPLKEIKRNGNIWEKI 
FAGPVMGPSSOlAlSLLVNOIOEGIPRMVFTGElADOEETVIPICGVOIKAIAAHEHG 
LPLlGCOPGVOEMVANTSlASHllOSGALPVQKAQGACRRIKYlGOLMRTTASGMDAE 
LQGlLQATMARAKEVKOAEVFKlLKlMSWTRKNDLTOHMYEWSKEOPOAIKFGRl VST 
PPKHREKPKGPOOHTAQEAKATRISLDGVKAGADFASPEWITENNYRGPSPGOFKVYM 
ITGRVPNPGEEYEOYVRKPITRPTOMOKIRRlANSVYGlPHQEPAPDDFYQAWEVFA 
ENGGRGPDQOQMQOlROLARQMKRRPRPAETRRQTKTPPRAATSSGSRFTPSGO" 

ORIGIN 

1 algagcacat ccaaggcaae cgcaacctac Itgagatcca ttatgcltcc cgagaatm 
61 ccagcaagca ttccggacga cataacagag aggcatatac taaaacaaga gacctcgtca 
121 tacaactlag aggtatccga atcaggaagt gggctIcttg tctgcltccc cggagctcct 
181 ggatccaggg tcggtgccca ctacaggtgg aatctgaacc agacggcact agaaltcgac 
241 cagtggctag agacgtcaca ggacetaaag aaggcaltca actacgggag actgatctca 
301 cggaaatacg acatccagag ctcaaccclt cccgctggtc tgtatgcact caatgggacc 
361 t lgaacgctg ccaccltcga aggaagtclg Il':lgaagtag agagcctaac ctacaacagc 
421 ttgatgtccc taacaacaaa cccacaggat aaggtcaaca atcaactagt gaccaaagga 
481 attaccgtcc tgaalclacc aactgggttt gacaagc:cat acgtccgcct agaggacgag 
541 acgccacagg gcttceagtc catgaacgga gcaaggatga ggtgcatagc tg<;catcgca 
601 ccaaggaagt atgaaatcga c:c:kx:calct gaacgactg¡;: cgaccglggc cgcgactggg 
661 atcccaacaa caalttalga ggggaatgct gacatcgtga actccacaac agll':ac:c:ggg 
721 gacataacat IccagcIcga ggccgaaccc glcaalgaga cacggttcga cllcaltcta 
78 1 tagltttlgg ggctggacaa tgatgtcccc glggttaccg Igataagctt cocgctagtc 
841 atag<:ggaca actacagggg ggcgtcagcc aagttcacc:c: agtcaatccc aacagaaalg 
901 altaccaaat caatcacacg gglcaagctg gcctaccagc tcaaccagc.a gaccgcaalt 
961 g<:aaacgcag caacgctcgg agccaagggg ccggcatcag tctcaltctt atccgggaat 
1021 ggcaatgtgc cgggggtccl aagacccata ac:c:ctaglgg cglacgagaa galgaccccc 
1081 caglcaatcc tgaccgtgg.; tggcgtatcl:: aactalgagc tgatcccaaa cccagaccta 
1141 ctgaagaaca tggtcaccaa gtatggaaag talgaccctg agggcc1caa ctalgccaag 
1201 atgatcctgt cccacagaga 993gct99ac altagaaccg tclggaggac Igaggaatat 
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GfJfIOtPificaclón d91 Virus riflla NecI'O$I$ Pancrolltw::a Infecciosa (IPNV) QlJ8 8fecla 818/ruch8 arco rIs 
(Oncorltyncoos mykJss) fJf1/8 zona CfH1tral df¡ MllxJco 

1261 aaagaaagga caagagcatt caaagagatc actgacttca caagl93cct accaacclca 
1321 aaggcatggg 93tggaggga cctgglca93 ggcatcagaa aagtggccgc ccccglgct9 
1331 tcaacgctcl tcccaalggc ggckccctl ataggagctg ccgaccaatt catlggggac 
1441 ctcaccaaga ccaactcagc cgggggaege tacctglcac acgcagccgg aggccgctac 
1501 calgalgtca Iggactcalg ggccagcggg tccgaggcag 93agctattc aaagcacclc 
1561 aagacccggc ttgagtccaa taacta tgag gaaglggagc ttccaaagcc aacaaaggga 
1621 glcatclttc ctgtgglgca cacc9tt939 agtgcaccag gtgaggcctt cggglcgctc 
1681 glggtagtaa taccaggagc gtacccggaa cltcttgacc caaaccaaca ggtcctatcc 
1741 tacttcaaga aegacacagg ctgcglctgg gggataggag aagacatccc cmgaagga 
1801 gatgaealgt gctacaccge actgcccctc aagga93tca agaggaacgg aaacatcglg 
1861 glg9398aaa tattcgctgg ccccgtgatg ggaccgtcct cccaaettgc aclgtccclg 
1921 ctcglcaacg acatagacga agggattcca aggatggtct tcacaggcga gattgccgat 
1981 gacgaagaaa caglcatccc aatctgcgga glggacatca aagccatagc cgcccalgaa 
2041 cacgggctgc ccctcattgg ctgtcagcca ggggtcgacg agatggtggc aaacacatct 
2101 ctcgcatcac acctgattca gagcggggcc ctaccagtgc agaaagcaca gggcgcctgc 
2161 aggagaalca agtacctggg ccagcl93t9 a93acaactg calcagggal ggacgcagaa 
2221 ctgcaggggc tgctgcaggc caccatggcc agagcaaaag aagtgaagga cgccgaagtg 
2281 ttcaaacttc tgaaaelcal gtcatggaca agaaagaacg acctcacaga tcacatgtat 
2341 gagtggicaa aggaggatcc tgatgcaatc aaalttggca ggctcgtcag caccccccca 
2401 aaacaccgag agaagccaaa aggacctgae cagcacaccg cccaggaggc: aaaggccacc 
2461 aggatttcac tggacggcgl caaagccggc gcagactttg cctccccaga gtggalcaeg 
2521 gagaacaact aeegcggtcc atctccaggc cagttcaagt actacat93t aacgggcaga 
2581 gtcccaaacc ccggagaaga gtaCQ8gg3C tatgtgcgaa aaccgataac ccgaccaacc 
2641 gacatggaca aaatcagacg cctagccaac agtgtctacg gcctgcccca ccaagaaccc 
2701 gcaccagacg acttctacca ggcagtcgtc gaggtglteg cagaaaacgg oogaag8999 
2761 cccgaccaag accaaatgca agacctgagg gacttggcaa ggcagatgaa acgacgaccc 
2821 cgaccagctg agacacgcag gcaaaccaag actccaeeca gggcggcaac ctccaglgga 
2881 1C9C9Qtlta ccccclccgg cgal 

Cuadro 3. Secuencia nucleotldica del qenoma de la cepa Abdil. Fuente BLAST. 

GenBank: AF342729.1 

Infeetious panaealic necrosis vlrln Ab polypfotein mRNA, partiat cds 

LOCUS: AF342729 2904 bp mRNA Mnear VRL 31·JUL·2001 
DEFtNtTtON: tnfectious pancl'eatic necrosis virus Ab poIyprolein mRNA, partíal 

eds. 
ACCESSION: AF342729 
VERSION: AF342729.1 Gt I 3604265 
KEYWORDS: 
SOURCE: Infectious pancreatic necrosis virus 
ORGANtSM: Infectious pancrl!a\ic I"M'Icrosis virus; Viruses; dsRNA viruSes; Bimaviridal!; 
Aquabimavirus. 
REFERENCE 1 (bases 1 lo 2904) 
AUTHORS Blakl!,S., Ma.J.Y., Caporale.DA, Jairath.S. and Nicholson,B.L. 

TITLE Phylogenetic relationships or aquatic bimaviruses based on deduced 
amino acid sequences of geoome segment A cDNA 

JOURNAL DiS. AquaL Org. 45 (2), 89-102 (2001) 
PUBMED 11463106 
REFERENCE 2 (bases 1 lo 2904) 
AUTHORS Blakl!.S .. Ma.J.·Y .. Caporale.D .. Jairath.S_ and Nicholson,B. 
TITLE Direct Submission 
JOURNAL Submitted (26-JAN-2001) Biochemi5l:ry, Microbiology and Molecular 
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G9110lipificación del Virus de 111 Necr05/$ Pancreátictl Infe<;c;iosa (IPNV) que afecta a la tnx:ha 1IIW iris 
(OncorlIync/lus my/Uss) en/a lOtIa Central d6 México 

Biology, Uoiversity 01 Maine, Orona, ME 04469, USA 
FEATURES LocalionlOua~ers 

soon:;e 1..2904 
10rganism="lnfectiollS pancreatic necrosis virus' 
Imottype="mRNA" 
Istrains"Ab" 
lhost="IrouI" 
Idb_llref.:" laxon: 11002" 
lsegment=" A" 

CDS 1 .. >2904 
Inote"'"coolains VP2/NSNp3" 
lcodon _ slart= 1 
Iproduct="poIyprotein" 
Iprotein _id"'" AAK32155.1" 
Idb_xref"'"GI: 136()4266" 
flranslalion="MSTNKATATYLKSIMLPETGPSSIPDDITERHIL 

KQETSSYNLE 
VSOSGSGVLVCFPGAPGSRVGAHYRWNVNOTElEFOOWlETSOOlKKAFNYGRllSR 
YOVOSSTLPAGl y ALNGTINAA TFEGSlSEVESl TYNSLMSl TINPQOKVNNOl VTKG 
VTVlNLPTGFDKPYVRlEOETPQGPQSMNQARMRCTAAIAPRRYEXOlPSERLPTVM 
TGTPTIIYXGXGOIVNSTIVTGOISFSLANNPTAOIKFOFQLOFLGLDNDVPVVTVTS 
SVl VNAONYRGASAKMTMSIPTENITKPITRVKLSYKVNOOT AIANPA TLGTlGPASV 
SFSSG~NVPGVl RPlTl V A YEKMTPOSll TVAGVSNYEUPNPEllKNMVTRYGKYD 
PEGLNYAKMllSHREEl DIRlVWKTEEYKERTRVFNEITOFSSDlPTSKAWGWROIVR 
GlRKVAAPVlSTl FPMAAPL!GVAOOLlGDlTNTNAAGGRYRSMAAGGRYKOWOSWA 
SGGPDGKFSOALKNRlESANYEEVElPPPSKGVIVPVVHTVQSAPGEAFGSLAlIlPG 
EYPEll DANOQVl..SHFANOTGCVWGIGEOIPfEGDDMCYTALPlKEIKPNGNlrvEKI 
F AGPIMGPSAQlGlSLl VNSIEEGVPRMVFTGEIAADEETlIPlCGVDIKAIAAHEOG 
LPLIGCOPGVDEEVSNTSlAAHLlQTGTLPVOKAKGANKRIKYl GElMSSIASGMOEE 
LOOLlSATMARAKEVKDAEIFKlLKlMSWTRKNOlTDHMFEWSKEDPOAIKFGRlIST 
PPKHPEKPKGPNQHAAQEARAVRISLDAVRAGAEFATPEWVATNOYRGPSPGQFKYVL 
ITGRTPOPNDGYEOYIKOTITKPTOMNKiRRLANSVYGlPHOEPAPEEFYDAVAAVFA 

ONDGRGPOOOOMODLRELARRMKRRPRTAEAPRRTRAPAEPAPORSSRFTPRGE." 

ORIG1N 

1 atgagc.acaa acaaagcaac cgcaacctac ttgaaglcca ttatgcttcc agagactgga 
61 ccttc:cagca ttccggacga cataacggag agacacatct Iaaaacaaga gacttcgtcc 
121 tacaacttag aggtctc:gga ctcaggaagt ggtgtil:ttg tttglttccc tggagcacca 
181 ggalcaaggg Iaggtgctca clacagatgg aalgtgaacc agacggaacl agagllcgac 
241 cagtggctgg agacgtcaca ggacctgaag aaagclttca actacgggag gclgatatcc 
301 aggaaatacg acgttcaaag ctceacgctg ccggctgggc tctalgccct gaalgggacc 
361 atcaacgccg ccaccttcga aggaaglctt Iclgagglgg agagcctgac ctataacagc 
421 ttgalgtclc 19acaacaaa cccccaggac aaggtcaaca accagcil:gt gaccaaagga 
48 t gtaaccgtcc 19aacctlcc aactgggttc gacaagccat acgtccgccl 19a9gacgag 
541 acaccgc.agg glcc<;(;aglc catgaacgga gccaggatga gglgcaccgc tgcaalcgca 
601 ccaaggaggl acgaaatnga cctcccatcl gagcgactac caaccglggc agcaaclggg 
661 accccaacaa caatctatga ngggaanggc gacaltglga actcaaccac agtgacagga 
721 gacaltagct lcagcclcgc aaacaacccc accgcagaca tcaagttcga cnccagelg 
781 gacttccteg gtctcgacaa cgacgtcccg gltglcacgg Igaccagcil: cgtgctggta 
841 aacgcagaca actacagagg cgcgtcagcc aagalgacga tgtccalacc caccgagaac 
901 atcacgaagc cgatcacaag agtcaagctg tcctacaaag tcaaccagca gacagcgata 
961 gccaacccag ccaccctggg gacactaggl ccagcglccg tclccllllc I1caggaaac 
1021 ggcaatgtcc ccggtgtcct gagacccalc acactggtgg cctatgagaa aatgacaccc 
1081 caglccatcc taaclgtagc tggagtgtcc aactacgagc tgalccccaa cccagaactc 
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GeooIipificación 00/ V.n.s de la NoctO$Í$ Pancn;¡(¡/ica Infocciosa (IPNV) que afrK:la a la trucha arro iris 
(Oncorhynchu' mykl$$) en ,. ZOfflI CfmInIJ de México 

1141 lt9aagaaca tggtgacacg ctatggcaag tatgacco;;g aagggctcaa ctatgccaag 
1201 algatcctgt cccacilgggil ggagclsgac ataaggacag tctggaagac tgaggagtac 
1261 aaggagcgga caagagtctt caacgagatc accgacttct ccagtgacct gcccacgtca 
1321 aaggcatggg gctggaggga catagtcaga gggatccgga aagtcgccgc cccagtactg 
1381 tcaacgctgt ttccgatggc agcaccactc attggagtgg cagaccaact calcggagat 
1441 ctcaccaaca ccaacgcagc aggcggaagg tacegctcca tggccgcagg aggacgctac 
1501 aaggatgtaa tggactcctg ggccagcggc ggacccgacg ggaagttctc ccaggctcta 
1561 aagaacagac tggagtctgc caactacgag gaagtcgagc ttcck;c«(; ttcaaaagga 
1621 gtcalt9tcc ctgtggtgca cactgtccag agtgcaccag glgaagcatt cggctccctg 
1681 gcgataalca tcccaggcga gtatcccgaa cttcttgalg ccaaccagca gglcclgtcc 
1741 cacttcgcaa acgacaccgg algcgtgtgg ggcataggag aggacatacc cltcgaagga 
1801 gacgacatgt gctacaccgc aclccctctg aaagagatca agccgaacgg gaacatcata 
1861 gttgagaaaa tcttlgclgg cccaattatg ggcccatcag ctcagctagg actgtccclg 
1921 clcgtgaaca gcattgaaga gggggttcca aggatggtat Ic&ccggcga galcgcegct 
1981 galgaagaga caatcatacc aatctgcggg gtggacatca aagcaatcgc agcccatgaa 
204 1 caagggctgc clctcatcgg clgtcagcea ggggtggacg aggaggtgag caacacctcc 
2101 clggccgcac acctgalcca aaccgggacc ctaccag\tc agaaagcaaa aggggccaac 
2161 aagaggalca agtacctggg tga9Ctgatg tcatcaalcg calcagggat ggacgaggag 
2221 ctgcaacgcc tcclgagcgc cacaatggca C99QCcaaag aagtcaaaga tgccgagatc 
2281 ttcaaacttc taaagctaal gtcalggacc agaaagaacg acctcaccga ceaca tgttc 
2341 gagtggtcaa aagaggaccc Igacgcgatc aagttcggac ggctgatcag cacgccccca 
2401 aagcacccag agaagccaaa aggaccaaac cagcatgccg cccaagaggc gagagccgtt 
2461 cgcatctcac tggacgccgl gagagcagga gcggaattcg ccacaccgga glgggtcgcg 
2521 acgaacgact alcgcggccc atccccaggg cagttcaagl actacctgat tacgggtcgc 
2581 acaccagacc cgaalgalgg gtacgaggac lacatcaaac agaccataac aaaaccgacc 
2641 gacatgaaca aaatcagacg Ictagccaac agtglgtacQ gcctcccgca ccaggaacca 
2701 gcccccgaag agltctacga cgcagttgca gctglgttcg cagacaacga tggaagaggt 
2761 cx:agaccaag atcaaatgca agacx:lcagg gagctcgcaa gacgaalgaa acgacgaccc 
2821 C99i1ctgccg aagcaccacg gcgaaccaga gcaceagcgg aaccggcacc gcagcgcagc 
2881 tccaggtlca ccccccgcgg agaa 

LOCUS Af537289 1328 bp mRNA tinear VRL 02-MAY-2003 
DEFINITION Infectious par'ICreatic necrosis virus virion structural protein VP2 

mRNA, partial cds. 
ACCESSION AF531289 
VERSION AF537289,1 GI:3Q315382 
KEYWORDS . 
SOURCE Infeclious par'ICreatic necrosis virus 
ORGANISM Infeclious pancreatic necrosis virus 

Viruses; dsRNA viruses; Bimavirida&; Aquabimavirus. 
REFERENCE 1 (bases 1 lo 1328) 
AUTHORS Ortega,C.S., Montes de Oca,R.. Groman,D .• Yason.C., Blake.S_ and 

Nicholson,B.l. 
TITlE Viral Infeclious Pancreatic Necrosis in Farmed Rainbow Trout 

(Oncorhynchus mykiss) from Mexico 
JOURNAL J . Aqual. Anim. Heallh (2003) In Pfess 
REFERENCE 2 (bases 110 1328) 
AUTHORS Ortega,C.S., Montes de Oca,R.. Groman,D .• Yason.C .. Blake.S. and 

Nicholson,B.l. 
TillE Direet Sobmission 
JOURNAL Sobmitted Microbiology and Molecular 

USA 
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Genot;p;ficaclón del Virus de la Necrosis PlH/Cf8l!tica Infecciosa (IPNV) que afecta a la trucha arco irit; 
(OfICorltynchus myldss) en la zona CtmlnJl de México 

FEATURES localionlQualifiers 
source .1328 

lorganism"'"lnfedious pancrealic necrosis virus" 
ImoU'ype" "mRNA" 
Idb _l(ref,,"tal(oo: 11 002" 
lsegmenl=" A" 
Icountry;"Mel(ico" 

COS <1..>1328 
Icodon_slarP2 
Iprodocl""virion slructural protein VP2" 
Iprote irUd"" MP30680.1" 
Idb l(ref="GI:30315383" 
ttrañslation="IQSSTlPAGl y ALNGTlNM TFEGSlSEVESl TYNSlMSl TTNP 

QOKVNNQl VTKGITVlNlPTGFDKPYVRlEOETPQGPQSMNOARMRCT AAIAPRRYEI 
DlPSERlPlV AA T A TPTTIYEGNADIVNSTIVTGDITFQlEAEPANElVFOFllQFlG 
lONDVPWTVTSSTlVTVONHRKASAKFTQSIPTEMITKPITRVKlAYQlNOOTAIAN 
AATlGANGPASVSFSSGNGNVPGVlRPITlVAYEKMTPQSllTVAGVSNYEltPNPOl 
lKNMVTKYGKYDPEGlNYAKMll SHREElOIRTVWRTEEYKERTRAFKEITDFTSDlP 
TSKAWGWRDlVRGIRKVAAPVlSTlFPMMPUGAAOOFtGOl TRTNSAGGRYlSHAA 
GGRYHDVMDSWASGSEAGSYSKHlKTRlESNNYEEVEl PKPTKGVIFPVV-

ORtGIN 
1 ca\ccagaQC tcaaca:ttc ccgctggtd gtatgcactc a!ICgggaccc Igaacgctgc 

61 caccttcgaa ggaagtctgl clgaagtaga gagcctaacc tacaatagct 19a1gtocct 
121 aacaaC!laac ccacaggaca a!J!jlca!ICa a cc.aactagtg accaaaggaa tcaccgtcct 
181 gaatttacca aclgggtttg acaaaccata cgtccgccta gaggacgaga cgccgcaggg 
241 cccccagtcc algaacggag caaggalgag gtgcacagd gcaatcgcac caaggaggta 
3011gaaatcgac clcccalccg aacgcctgcc gaccglggcc gcgaclgcga ccccaacaac 
361 aatctacgag gggaatgccg aCillcgtgaa ctccacaaca gttaccgggg acataacalt 
421 cc.agctcgag gccgaacccg cc.aatgag8C agtgttcgac ttcattctac agttcctggg 
481 gctggacaac gacglccccg lijgtcaccgl gacaagctcc acgctagtca cagtggacaa 
541 ccacaggaag gcgtcagcca agttcaccca gtcaatccca acagaaatgaltactaaiICC 
601 aattacacgg gtcaagctgg CCtaccagct caaccagcag accgccattg caaacgcagc 
661 aacgctcgga gcc.aalgggc cggcalcagt ctcallclcc tccgggaacg gcaalglgcc 
121 gggagtccta cgacccataa ccctagtggc glacgagaag algaccccce agtcaatccl 
181 gaccg\ggct ggcgtatcca actalgagcl galcccaaac ccagacctac tgaagaacat 
841 ggtcaccaag tatggaaagl acgaccclga aggccttaac talgccaaga tgatcclatc 
901 ccacagag39 gagctggaca lcaga9CCgt ctggaggacc gaggaataca aagaaaggac 
961 aagagealtc aaagagatca ctgacttlac aagtgaccta ccaacctaa aggcalgggg 
1021 alggagggac ctagtcagag gcatcagaaa agtggcagcc cccgtgctgt caacgctCIt 
1081 cccaalggcg getcccctta taggagcggc cgaccaallc atlggggacc tcaccaggac 
1141 ca3l::Icagcc gggggacgcl acctgtcaca cgcagccgga ggccgctaCC algatglcal 
12Ql ggactcalgg gccagcgggl ccgaggcagg aagc\actcc aagcacctca agacccggct 
1261 tgagtccaac aactalgagg aagtggagc:t tccaaagcca acaaagggag tcalctttcc 
1321 lgtggtga 

Con el genoma de cada una de las cepas de IPNV reportadas en los paises de Eslados 
Unidos, Dinamarca y México, se determinó la variabilidad QUe existfa entre cada una de 
ellas. 
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G~lCació<l d6I Vitus de 18 Necrosis Panc",tl/ica 1nf6ct;~ (IPNV) que af9cta a la trucha areo fls 
(Oncomynchlls mykiss) M la zona Cfmtral de México 

XIV. 4. Comparación de las secuencias de las diferentes cepas de IPNV 

la comparación genética de las cepas de IPNV se realizó a través del alineamiento 
nucleotidico en el software Clustal W el cual permitió identifICar las variantes que 
presentan cada una de las cepas de IPNV seleccionadas para este estudio. 

Como se muestra en la figura 7 la variabilidad genética en el genoma de las diferentes 
cepas de IPNV esta representada por espacios, en el caso donde se presentan los 
asteriscos es una región nucleotidica conservada para las 4 cepas evaluadas. 

Al analizar la variabilidad genética de las cepas los resultados del alineamiento mostraron 
que la cepa Danesa Ab presenta un 7g % de similitud con la cepa Buhl, el mismo 
porcentaje lo presentó para la cepa VR299, pero para la cepa mexicana la similitud fue 
menor siendo esta del 78%. 

El alineamiento también mostró una similitud del 98% de la cepa VR299 con la cepa Buhl. 
Para el caso de la cepa mexicana esta presenta un similitud del 96% con la cepa VR299 y 
98% con la cepa Buhl. 

48 



~ del Viw de la Nectosis Pant:reáticB Infea;;io$a (IPNV) que 8fect/il/il1a /nI(1!/iI anXJ iris 
(OfltXllfrynchus mykis$) fin la zona CtlntraJ de lNxioo 
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GenOOpificad6n del Virus de a Necrosis Panc:tDática Infecc:iosa (IPNV) que afecta a la trucha lfftXI iris 
(OnoortIynd'Iu:s mylo:is5) M .. zona CtJt'/IrtM de México 

Alignment 

"" C.", I LI --,V;",":.:_.:o. =:.:"'-=----, 

Af343573 )!UHI. 

MS3i2e "_ !'LXIo.'U 
Af3435 i2_VR2!i9 

M34272!iJllJltSl 

MJH5H )!ilEl. 
Af5J72~;J!EXIo.lQ 

l!343572_VR299 

Af342n~_rllJIESA 

A . .''3435i3_BO!!L 
Ar5J i 2~;U/!lIOJG. 

1f3435i2_VB.2!i3 
l.f34272iJlAlltSA 

l.fJUSH_S'E!. 
Ar53i2!U!EJ:ICJlA 
Af3435i2_VRUg 
l!'342729 _!l1Jl"-SA 

ArH3573_Bll!L 
lf5372e9)!EIlo.m. 
)!3US 72 _ VRli9 
).!'J4272¡ JWirs:. 

Af343573_B1J!Il 
Ar5 3n~ 9 J '!!IICAmi. 
l.fJ43572_VR.H9 
l!J4272i_nAlltSA 

l!GlJiCAo.~ccrAcrr~!co.ra.tGC!TctCGAG.a!GGG 60 
A:Gl.SQo..ua.u.~cr:GAAGrccu-J.!GC1T~~ 60 

cc.GO.A:;arrCCGGACGAo.!AAo.9.'3ASGO:AT)'CTWA~CCICG!CJ. 120 
ctr.ta5CA."1CCGGACG1CA :;.A CG-~SAo.aIm1JX.~t:lw.cc 120 

IACUC1U.::;:'~U~IGGGCTIrnG!crGCIICCCO;~ leo 
Uo.:.crn.SASG!C!CG5lCTC:.G~IGG:GT!c:IGTT:G:nc~ leo 

G&:tC.:;t".:G!CC~GCtO.C!).C).:..nG""..:.uCIG:.ACCA~ As.A I!CGAC 240 
G""~~!J.GG!GC:a.c:AO.~IIY.,AA!G!GMCCAGACG"..AAC!;;s.GI!tGl.C 240 

CA7.~CGTo.o.s~..o.nC»J:T.J.rGGGl&.CTGA!C!a 300 
~~~~u.:cc 300 

C"./'....vJ.:ACs.c..: cc::.ruc:mctcr!CCCGC:G:i!C!G:UGCAC!mCGGGACC 360 
----------o.: ~wcccrrccc~wrC!'T.A:r.o.C!CAACG""..GkCC 43 
CG::.vJ..!~O'!a::.GA:iC:cuccrnCCCGCGG!c:G:A!GCii.C!CAA!GG",,;.cC JEO 
AllGAllIACGl..CG:!QAA:iC!CO.CGCIGCCGGCIGe-::.crC-.cAIGCCCIGAAIGC--GACC JEO .. " ............................... .. 
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~~Vnosde,.~~~(IPNV}quefhK1 •• "~ .rooíis 
~ mytdss) en"lOtIII CetnI de Mbioo 

l!3U513_BU!l 
l!5n ~ 9 )fiICl!ll 
l!343572_Wi9 
l!342729_nAIll!A 

1l343573_!tl!i. 
1!511l !iJDlac.. 
1!343m_W!JiI 
1f34l729JlllitSl 

A!343513)IIP..l 
1I5372!iJ!EXIClIa 
~3U5n_WH 
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1I5m ~ i)fiIOJU¡ 
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l!5 3i 2 ~ IIJ!fIIQ!Il 
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A!5312e!l JIflIClIll 
11343572_W!li 
A!H272!1 o;.m:Sl 
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C:GA;.CGCGCaCcr:CGJJ.?..u7.C!G!C:~J.G:.GlGCcr;J.CC!;.wr:.x 1e3 
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(;.~I del Vi'us de la Necrosis ~ /rIecIai:)S/t (lPNV) que tIIrKD. la /nOIa arto" 
(Onoorhyndtus myI¡if.sJ en ,. zona CHtInJ de AMlrJc:o 
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~ del Vrus de la Neawis Pancrelltica Inf&odosa (IPNV) que sf&cta a 18 tnJcha aroo iris 
{Oncorftyrw:;hus Itt)1IjssJ en 18 zona C«ItnII de México 

XIV. 5. Detección dellPNV con primers universales utilizando la técnica de 
RT-PCR en dos pasos '1 en un paso 

Para la detefTTlinaci6n dellPNV fue necesario estandarizar la prueba de RT- PCR en dos 
pasos, se utilizaron controles, uno positivo '1 uno negativo, que se refiere a una muestra 
de tejido en la que se detectó '1 otra en la que no a traves de la prueba de ElISA. 

El primer paso fue la estandarización del proceso de extracción de RNA de tejido fresco a 
partir de bazo y ril'\ón de trucha arco iris. La obtención del ácido rbonuclelco que se 
obtuvo se analizó en un gel de agarosa al 1.0 %. en donde se observaron los dos genes 
ribosomales 18 '1 285. la pureza del RNA, se obtuvo al partir de la relación de 
absorbancia 2601280 obteniéndose resultados de 1.7 a 2.0, lo que indica muestras libres 
de contaminantes orgánicos como protelnas o DNA, la concentración de RNA oscilo de 
1.3 a 5.2 IJglml, por lo que se determino de buena calidad (Figura 4). 

Figura ... RNA obtenido del pool detejido de bazo '1 rifIón de trucha arco iris. Electroforesis en gel 
de agarosa al 1%. Carril 1. Marcador de peso moIecUar de RNA (Invitrogen) Carriles 3 816 

muestras de RNA de lejido. 

Una vez que se obtuvo una conceotradón adecuada de RNA de buena calidad se realizó 
la síntesis de la cadena complementaria de DNA (cONA), el resultado se presenta en la 
figura 5, donde se observan fragmentos de DNA cuyo !amano aproximado de 9 kb. 
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GenoIipiIictIci del Vi"us dflla NtK::ro$is Panat:ática II1ffKx:io58 (lfflV) que aleda a la truchB BfCO iris 
~ tII)fdss) en lB ZMJ CsrbaI dfI Wu.ico 

Figura 5. Cadena CXlIT1Jllemenlaria de [)NA (cONA). Electrofofesis en gel de agardosa 811%. Canil 
, . Marcador de peso molecular Hind 111 (Promega). Carriles 2 al 13 muestras de c::DNA. 

Cuando ya se tenIa la cadena complementaria de ONA se realizó la PCR para la 
detección del IPNV utilizando los primers universales. En la figura 6 se observa la 
amplificación de un fragmento de 524 pb, como lo refiere lee et 81., 1994. Sin embargo, 
en el proceso también se amplificaron otros fragmentos de diferente tamarlo que van de 
274 a 100 pb. 

Figln 6. Detección dellPNV por la Iédna de RT-PCR en dos pasos. ElectroforeSis de los 
productos de la PCR en un gel de agarosa al 2%. Carril 1. MarcadOf" de peso molecular 100 pb 
(Promega). Carriles 2 al 10 muestras de cONA. carril 11 '1'2 cootrol posiIiYo '1 carril 13 control 

negativo. 

Por otro lado, también se realizó la estandarización de la RT - PCR en un solo paso con 
los primers universales, 8 partir de muestras de tejido conservado en COrlgeladón a -20 
por un periodo de 3 arios. Cabe setlalar que en estas muestras ya se habla detectado la 
presencia de IPNV por la técnica de RT -PCR en dos pasos. 
los resultados obtenidos con estas muestras son los siguientes: 

" 



En la figura 7 se presenta un gel de agarosa al 1.0 % donde se muestra la calidad del 
RNA obtenKto de las muestras, se observa degradación del RNA Y los genes ribosomales 
188 y 288 no se ven de manera adecuada debido al barrido que se presenta no solo en 
las muestras sino también en \os rontroles. 

FigI,n 7. Obteod6n de RNA a par1i' de lIIIjido oongeIado. EIectrofofesia en gel de agarosa al 
l"'.Canll . Marcador de peso moIeoJIat Hi'IcIIII (Promega). C8rriIes 2 ar 7 muestras 00 RNA. 

la pureza del RNA de las muestras se obtuvo de la relaciOn de absorbancia de 2601280 
dando un resultado de 1.9 a 2.4 ~gImL la concentración obtenida fue de 1.8 a 4.4 tJgfmL, 
roncentración que pennitió la realización de la Técnica de RT-PCR en un paso. 

El resultado de la detección dellPNV por RT-PCR en un solo paso se observa en la figura 
8, donde se detectaron dos fragmentos cuyos tamenos corresponden 8 524 Y 274 pb. 

FIgura 8 . Detea::i6n dellPNV por medio de RT -PCR en un paso. Bectroforeais en un gel de 
agarosa 812%. Carril 1. Marcador de peso moIeruIar 100 pb (Promega). Carriles 2 al 5 moesttas, 

carril 6 cootroI positivo, carril 7 oonlrol negatiw 'f cam8 Blanco. 
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G~ific/Jc/ón del Virus de//J NflCrosis P/Jncreatic/J /nf/Jcciosa (IPNV) qu/J /Jf/Jc/a /J la truch/J /JICO;m 
(OncorlJynchus my/úss) /Jf1/a zona Central de México 

XIV. 5. 1. Detección del lPNV en muestras procedentes de granjas 
truUcolas de los Estados de Hidalgo y Puebla 

A partir de la estandarización de la RT-PCR con primers universales se realizó la 
detección de IPNV en muestras de tejido procedentes de granjas trutfcolas de los Estados 
de Puebla e Hidalgo. 

En el Estado de Hidalgo, se analizaron 44 muestras de crias procedentes de 22 granjas 
truticolas, detectándose la presencia de IPNV por RT ·PCR en 19 muestras (Tabla 4). 

El porcentaje de granjas infectadas con IPNV en el Estado de Hidalgo fue de 68.8 %. 

Tabla 4. Detección de IPNV en granjas truticolas del Estac:lo de Hidalgo 

... PCR 
Mueslra 1 Muaslra 2 

1 • 
2 
3 • • 
• • , • • 
6 • 
7 , • • 
9 • 
10 • 
11 
12 
13 • 
" 15 • 
16 • • 
17 • • 
18 • 
19 
20 • 
21 
22 

En el Estado de Puebla se analizaron 78 muestras de crlas procedentes de 39 granjas 
trutJcolas, en las cuales en 35 se detect6 1a presencia de IPNV. En la tabla 5 se presentan 
los resultados de las muestras analizadas por la técnica de RT·PCR. 

El porcentaje de granjas infectadas con IPNV para el Estado de Puebla fue del 56.4 %. 
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GenoIilific8ciótl d91 VÍI"!ls de la NocrosIs Pal1CflItltic& InIecc/0s8 (IPNV) que aftK:la a 18 trucha arco iris 
(OncorlIynchus my/riss) atila zooa Cantr.li da "'éldeo 

Tabla 5. Oeteccióo de IPNV en granjas trolicolas del E$tado de Puebla. 

G~ PeR 
Muestnl1 Muestra 2 

1 
2 • • 
3 • • • • 
5 • • • 7 

• 9 • 
10 • • 
11 • • 
12 • • 
13 • • 
14 
15 • 
" 17 
18 
19 

'" • 
21 
22 
23 

" • 
25 • • 
26 • • 
ZT • 
28 • 
" • ., 
31 
32 
33 ,. • 
35 
36 • • 
37 • 
38 • • 
39 • • 

XIV. 6. Diseoo de Oligonucle6tidos para 10$ Genogrupo$ 1 y 11 

Los resultados sobre el diseño de oIigonudeótioos para identificar las cepas que se 
agrupan en e! Genogrupo I y e! otro para identificar las cepas del Genogrupo 11, se 
presentan a continuación. 

Para e! Genogrupo I el par de primers van de la posición 868 a la 1020 de! genoma de 
IPNV de la cepa VR299 y amplificaron un fragmento de 153 pb que codificó para la 
proteína VP2. 
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GeootpfflcaeiOO del VÍi\ls de la Necrosis Pancreática Inf6OC/osa (IPNV) que afwcta al8 trucha areo iris 
(OncomyllCJlw mykiss) en la zona Central de México 

Para el Genogrupo 11 el par de primers van de la posición 1047 a la 1269 del genoma de 
IPNV de la cepa Ab y amplificaron un fragmento de 223 pb que COdifica para la protelna 
VP2. 

En los cuadros 5 y 6 se presenta el diseño de los oligonucleótidos para ambos 
genogrupos. 

Cuadro 5. Disei'lo de oligonucle6tidos para cepas dellPNV que se agrupan en elg&r'I09rupo 1. 
Fuenle Primer 3. 

Primer3 Oulpul 

Using l-based sequence positioos 
OllGO start len 1m gc% any ~ seq 
lEFT PRIMER 868 20 59.97 50.00 3.00 2.00 gccaagttcacccagtcaat 
RIGHT PRIMER 1020 20 60.01 50.00 5.00 0.00 gttcecggalgagaatgaga 
SEQUENCE SIZE: 2904 
INClUDED REGION SlZE: 2904 

PRODUCT SIZE: 153. PAIRANY CQMPl : 4.00, PAlR 3' CQMPl: 1.00 

1 atgagc:;acalceaaggcaaccgcaacctacttgagalceattalgcttcccgagaatggg 

61 ccagcaagcatlccggacgacalaacagagaggcatatactaaaacaagagacctcgtca 

121 tacaacttagaggtalccgaatcaggaaglgggcttcttgtctgcltccccggagctccl 

181 ggatccaggg1cggtgcccactacaggtggaatclgaaccagacggcactagaattcgac 

241 cagtggctegagac.:gtcacaggacctaaagaaggcattcaactacgggagactgalclca 

301 cggaaalacgaealccagagcll::aaca::ltcccgdggtctgtatgcactcaatgggacc 

361 clgaacgctgccaccttcgaaggaagtclglclgaaglagagagcctaacclacaacagc 

421 Itgalglccctaacaacaaacccacaggacaagglcaacaatcaac\agtgaccaaagga 

481 attaccgtcclgaalctaccaactggglttgacaagccatacglccgcctagaggacgag 

541 acgccacagggcccccagtcealgaacggagcaaggatgagglgcacagctgccalcgca 

601 ccaaggaagtatgaaatcgacctcccatccgaacgactgccgaccglggccgcgactggg 

661 aec<:caacaacaattlalgaggggaatgctgacakgtgaactccacaacagtcaccggg 

721 gacataacattccagctcgaggccgaacccgtcaatgagacacggttcgacttcattcta 

78 1 cagttcctggggctggacaacgaegtccccgtggttaccgtgacaagctccacgctagtc 

841 acagcggacaactacaggggggcgtcagccaagttcacccagtcaatcccaacagaaatg 
»»»»»»»»»» 

901 attaccaaaccaatcacacgggtcaagctggcctaccagclcaaccagcagaccgcaatt 

961 gcaaacgcagcaacgclcggagccaaggggccggcatcagtclcattctcatccgggaac 
«««««««««« 
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GanotJ¡illcación del VÑ\ls de la Necrosis Pancmficillnf~iosa (IPNV) qua afoc/a ala Il\ICI1a arco iris 
(Onrorl!yncOOs mykis$) 811 la ZOtJa Central de U(¡Jdco 

1021 ggcaatgtgccgggggtcctaagacccataaccctagtggcgtacgagaagalgaccccc 

1081 cagtcaalcctgaccgtggclggcgtatccaactatgagctgatcccaaacccagaccta 

1141 clgaagaacalggtcaccaagtatggaaagtalgaccclgagggcctcaactatgccaag 

1201 algatcclglcccacagagaggagctggacaltagaaccglctggaggactgaggaatac 

1261 aaagaaaggacaagagcattcaaagagatcactgacttcacaagtgacctaccaacctca 

1321 aaggcatggggatggagggacclggtcagaggcatcagaaaaglggccgcccccgtgctg 

1381 tca8C9Ctcttcccaatggcggct=ltataggagctgccgaccaatlcattggggac 

1441 ctcaccaagaccaactcagccgggggacgctacclgtcacacgcagccggaggccgclac 

1501 catgatgtcatggaclcalgggceagcggglccgaggcaggaagctattcaaagcacctc 

1561 aagacccggcttgagtccaataactatgaggaaglggagcttccaaagccaacaaaggga 

1621 gtcalclttcctgtggtgcacacegttgagagtgcaccaggtgaggccttcgggtcgctc 

1681 gtggtaglaataccaggagegtacccggaacttcttgacccaaaccaacaggtcclalcc 

1741 tacttcaagaacgacacaggclgcgtctgggggataggagaagacatcccclttgaagga 

1801 galgacatgtgclacaccgcactgcccctcaaggagatcaagaggaacggaaacatcgtg 

1861 gtggagaaaatattcgclggccccglgatgggaccgtcctcccaacttgcactglccctg 

1921 ctcgtcaacgacatagacgaagggattccaaggatggtcttcacaggcgagattgccgat 

1931 !J8Cgaagaaa<:aglcalt:ccaalclgcggaglggacatcaaagccatagccgcccatgaa 

2041 cacgggclgcccctcattggctgtcagccaggggtcgacgagatggtggcaaacacatcl 

2101 clcgcatcacacctgattcagagcggggccclaccagtgcagaaagcacagggcgcctgc 

2161 aggagaatcaagtacctgggceagctgalgagaacaaclgcatcagggatggacgcagaa 

2221 ctgcaggggctgctgcaggccaccalggccagagcaaaagaaglgaaggacgccgaagtg 

2281 ttcaaacttctgaaaclcalglcatggacaagaaagaacgacclcacagalcacatglal 

2341 gaglggtcaaaggaggato;tgatgcaatcaaatttggcaggctcgtcagcacccc<x;ca 

2401 aaacaccgagagaagccaaaaggacctgaccagcacaccgcccaggaggcaaaggccacc 

2461 aggattlcactggacggcgtcaaagccggcgcagactngcctccccagagtggalc8Cg 

2521 gagaacaactaccgcggtccatctccaggccagttcaagtactacalgataacgggcaga 

2581 gtcccaaa=ggagaagagtacgaggactatgtgcgaaaaccgataacccgaccaacc 

2641 gacatggacaaaatcagacgcclagccaacagtgtctacggcclgccccaccaagaaccc 
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GenoliplflCllCÍÓIl del V.ó1ls de j¡¡ Necrosis PaneraSfica Infecciosa (IPfoN) que afecfa a la trucha arco iris 
(Oncomyncllus mylúss) en la zooa Central de lwI.xico 

2701 gcaccagacgacttclaccaggcagtcgtcgaggtgttcgcagaaaacgggggaagaggg 

2761 occgaccaagaccaaatgcaagacctgagggacttggcaaggcagatgaaacgacgaccc 

2821 cgaccagctgagacacgcaggcaaaccaagactccacccagggcggcaacclccaglgga 

2881 tcgcggtttaccccctccggcgat 

Cuadro 6. Diseño de oligonucle6tidos para serotipos del lPNV que se agrupan en el geoogrupo 11. 
Fuente Primer 3 

PrimerJ Output 

U~ l -based sequence positions 
a LIGO start ten 1m gc% any 3' seq 
LEFTPRIMER 3102469.962.5 4.00 2.00gscgttcaaagctccacgclgccg 
RIGHT PRIMER 765 27 69.9 55.6 4.00 3.00 ctt gel gtc Igc ggt 999 gil gU tgc 
SEQUENCE SIZE: 2904 
INCLUOED REGION SIZE: 2904 

PRODUCT SIZE: 456. PAIR ~y COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00 

1 atgagcacaaacaaagcaaccgcaacctacttgaagtccattatgcttccagagactgga 

61 octtccagcattccggacgacataacggagagacacalCltaaaacaagagacttcgtcc 

121 tacaacttagaggtclcggactcaggaagtggtgttcltgtttgtttccctggagcacca 

181 ggalcaagggt&ggtgctc&ctacagatggaatglgaaccagacggaactagagttcga 

241 cagtggctggagacgtcacaggacclgaagaaagctttcaactacgggaggctgatatcc 

301 aggaaatacgacgttcaaagctccacgctgccggc:tgggctctatgccctgaalgggaoc 
»»»»»»»»»» 

361 atcaacgccgceaccttcgaaggaaglctltclgaggtggagagcctgacctataacagc 

421 ttgatgtctctgacaacaaacccecaggacaaggtcaacaaccagctcgtgaccaaagga 

481 gtaaccgtoctgaaccttccaaclgggttcgacaagccatacgtocgccttgaQ98C98g 

541 acaccgcaggglccceagtccatgaatggagccaggatgaggtgcaccgctgcaatcgc 

601 ccaaggaggtacgaaatngacctcccatclgagcgactaccaaccgtggcagcaactggg 

661 accccaacaacaalctatgangggaanggcgacattglgaactcaaccacagtgacagga 

721 gacattagcttcagcctcgcaaacaaccccaccgcagacatcaagttcgacttccagclg 
«««««< ««««< 

781 gacttoctcggtclcgacaacgacglcocggttgtcacggtgaccagctccgtgclggta 

841 aacgcagacaactacagaggcgcgtcagccaagalgacgatgtccatacccaccgagaac 

901 atcacgaagccgatcacaagagtcaagctgtoctacaaagtcaaceagcagacagcgala 
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GlHIOtipificación dfJI Virv ~ de/a NflCrosi$ PIMC~lica/rtfec(;~ (/PNII) que a!&etaala rJlJChllafW Iris 
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961 gccaacccagccaccctggggacactagglccagcglccglclcctttlcltcaggaaa 

1021 ggcaatgtccccggtgtcctgagacccalcacaclgglggcctalgagaaaalgacaccc 

1081 caglccatcctaaclglagctggagtgtccaaclacgagclgalccccaacceagaacl 

1141 ttgaagaacalggtgacacgctatggcaagtatgaccccgaagggclcaac\algccaag 

1201 algalcctgtcccacagggaggagctggacataaggacagtclggaagactgaggagtac 

1261 aaggagcggacaagagtcllcaacgagalcaccgacttctccaglgacclgcccacglca 

1321 aaggcatggggctggagggacalagtcagagggatccggaaagtcgccgccccagtactg 

1381 tcaacgclgtttccgalggcagcaccactcattggagtggcagaccaactcatcggagal 

1441 ctcaccaacaccaacgcagcaggcggaaggtaccgclccalggccgcaggaggacgctac 

1501 aaggatgtaatggaclcctgggccagcggcggacccgacgggaagttctcccaggctcta 

1561 aagaacagactggagtctgccaactacgaggaagtcgagcttcctcccccttcaaaagga 

1621 gtcattgt~tggtgcacac l gtccagag l gcaccagg t gaagcattcggctccc l g 

1681 gcga\aatcalcccaggcgag\atcccgaacttcttgatgccaaccagcaggtcctgtcc 

1741 cacttcgc.aaacgacaccggatgcglgtggggcataggagaggacalacccttcgaagga 

1801 gacgacatgtgc\acaccgcactccctctgaaagagatcaagccgaacgggaacatcata 

1861 gltgagaaaatcntgclggcccaattatgggcccatcagctcagcl¡¡gg.actgtccclg 

1921 clcgtgaacagcalt9aagagggggltccaaggatggtaltcacc9gcgagatcgccgct 

1981 gatgaagagacaatcataccaatctgcggggtggacatcaaagcaalcgcagcccatgaa 

2041 caagggctgcctclcatcggctgtcagccaggggtggacgaggaggtgagcaacacctcc 

2101 ctggccgcacacclgatccaaaccgggaccctaccagttcagaaagcaaaaggggccaac 

2161 aagaggatcaagtacclgggtgagclgatglcatcaatcgcatcagggatggacgaggag 

2221 clgcaacgcclcctgagcgccacaatggcacgggccaaagaagtcaaaga\gccgagalc 

2281 ttcaaacttctaaagctaalgtcatggacc8gaaagaacgacctcaccgaccacatgttc 

2341 gagtggtcaaaagaggaccctgacgcgalcaagttcggacggclgatcagcacgccccca 

2401 aagcacccagagaagcc:;aaaaggaccaaaccagcatgccgcccaagaggcgagagccgtt 

2461 cgcalclcactggacgccglgagagcaggagcggaattcgccaca<:<;ggagtgggtcgcg 

2521 acgaacgactatcgcggcccalccccagggcagttcaagtactacclgattacgggtcgc 
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2581 acaccagacccgaatgatgggtacgaggactacatcaaaeagaccataacaaaaccgacc 

2641 gacatgaacaaaatcagacg\ctagccaacagtglgtacggcctcccgcaccaggaacca 

2701 gcc<:ccgaagagttctacgacgcagttgcagctgtgttcgcagacaacgatggaagaggt 

2761 ccagaccaagaleaaalgcaagacctcagggagctcgcaagacgaatgaaacgacgaccc 

2821 cggactgccgaagcaccacggcgaaccagagcaccagcggaaccggcaccgcagcgcagc 

2881 Iccaggltcaccccccgcggagaa 

XIV.7. Detección de los genotipos de IPNV 

Una vez verifIcada la presencIa de IPNV con prImers unIversales, se seleccIonaron las 
muestras para ser evaluadas con relacIón a los prImers diseñados para el genogrupo I y 11 
Que sugieren el posible origen dellPNV en México. 

XIV.7.1. Detección del lPNV con oligonucle6tidos para Genogrupo I 

Se analizaron 8 muestras procedentes de 8 granjas del Estado de Hidalgo, 4 de ellas 
amplificaron el fragmento esperado de 153 pb (Figura 9). Sin embargo, se amplificaron 
otros fragmentos de diferente tamano que van desde los 600 pb hasta el fragmento 
deseado. 

En la reacción se irteJuyo un control positivo es decir una muestra que amplifICÓ con los 
primers universales, un control negativo que correspondió a una muestra en la que no se 
ha detectado el IPNV y un blanco de reacción Q1Je incluye todos los componentes de la 
reacción excepto DNA. 

l os resullados obtenidos sugieren que estas 4 muestras pertenecen al genogrupo 1, las 4 
restantes no amplificaron con estos otigonucle6tidos, por lo que puede asumirse que 
pertenecen a otro genogrupo. 
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~ eJel Vi'lIs eJe le Necrosi$ p~ Idea:ioslJ (IPNV) que lIfeda • la trucha sn;;o iris 
(Clncom)nChUs rnykis$} en le zooa CerttriJI eJe México 

RT -PCR en dos pasos. Eled:roforesis en gel de agarosa al peso 
molecular 100 pb (Promega).carriles 2 al9 muestras, carril 1 O control positivo, carril 11 control 

negativo '1 carril 12 Blanco. 

Para el Estado de Puebla se analizaron 10 muestras procedentes de 10 granjas, 3 de 
ellas amplfficaron el fragmento de 153 pb (Figura 10), que corresponde al genogrupo 1, sin 
embargo, también amplificaron otros fragmentos de diferente tamano que van desde los 
600 pb hasta el fragmento deseado. 

De igual manera, estos resultados sugieren se puede mencionar que estas 3 muestras 
pertenecen al genogrupo t del IPNV. las muestras restantes no amplificaron con estos 
oligonucleótidos poi'" lo que puede asumirse que pertenecen a otro genogrupo. 
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~ del V".n.<S de,. N«:toM ~ I~ (IPNV) que fIKt •• .tI /n.OItI1ltWÍ'ÍS 

~ ="'''l(Itl¡I Cettralde MéJaco 

Flgur. 10. DoIecd6n dellPNV tIf1 muettras del Estado de Puebla par. el Genogrupo I por medio 
de Rl-PCR en esos pasos. BedrofofesIs en gel de agarou al 2%. carril 1. Marcador de peso 

molecular 100 pb (Promega). C8rriIes 2 al 11 muestras, CCVriI12 control positivo. calTil13 control 
negativo "1 calTil14 Blanco. 

XIV. 7. 2. Detea:iOn dellPNV con oIigonudeótidos para Genogrupo 11 

Se utilizaron 8 muestras del Estado de Hidalgo que dieron positivas al IPNV COf\ los 
pr1mef5 universales y se amplificaron mediante RT -PCR con los oligonodeótidos para el 
genogrupo 11 . 

De las 8 muestras del Estado de Hidalgo, se encontr6 que solo una de ellas amplificó un 
fragmento de 456 pb, !ameno estimado con el uso de estos oligonucleótidos (Figura 11), 
en la reacd6n se incluyó como control positivo una muestra en la que se detectó ellPNV 
mediante la Rl -PCR en dos pasos, esta muestra no amplificó con los oligonucle6tidos del 
genogrupo 11, por lo que esta muestra no pertenece a este genogrupo; un control negativo 
que correspondió a una muestra en la que no se ha detectado el IPNV Y un blanco de 
reacci6n que ioc:fuye todos los componentes de la reac:c:i6n exoeplo muestra. 
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~ del Vrus de la Nt!Jcro<sis PanareáIica InIea::it:l$a (IPNV) que llfec;ttJ Ir ., tnJt:;ha 8f"CO iris 
(On<:om)'rJdlu$ my/Ii$$) en la ZOfNI CerrIraI de M4rico 

Figura 11 . Detecd6n dellPNV en muestras del Eslado de Hidalgo para Geoogrupo n por medio de 
RT -PCR en dos pasos. Electrofontsls en gel de &gafosa al 2%. Carril 1. Marcador de peso 

moleaJlar 100 pb (Promega). Caniles 2 al9 muestras, carrillO control positivo, carril 11 control 
negativo y canil12 Blanco. 

Para el Estado de Puebla, se analizaron 10 muestras, solo una muestra amplificó un 
fragmento de 456 pO (Figura 12). En esta prueba se incluyo la muestra Al del Estado de 
Hidalgo que habla amplificado con estos oligonucleolidos (Figura 11), un control negativo 
que correspondió a una muestra en la que nunca se ha detectado ellPNV y un blanco de 
reacción, por lo que se establecio como una muestra positiva al genogrupo 11 . 

Figura 12. Detea:ión dellPNV en muestras del Estado de Puebla para Geoogrupo n por medio de 
RT -PCR en dos pasos. Eledroforesis en gel de agarosa al 2%. Canil 1. Marcador de peso 

molecular 100 pb (Promega). Carriles 2 8111 muestras, canil12 control positivo, canil13 control 
negativo '1 carril 104 Blanco. 
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GenotipificM;lOO d&I Vil/$ de 18 NtJCtOSi.s ~ Irñct;:io$a (IPNV) que afeda Ir III trudra aroo iris 
(Onoot1Iynchus myflis$) etIla zona Central de Méxim 

XIV.8. Purificaci6n de amplificados 

Con la finalidad de comprobar que los amplicones enconlrados para los genogrupos 
pertenecen allPNV se purificaron las bandas. 

Para la confirmaci6n del IPNV detectado con los primers universales por la RT ·PCR en 
uno '1 dos pasos se purificaron dos fragmentos de DNA, uno de 524 pb '1 el otro de 280 pb 
(Figura 13). 

Para la confirmación de la detecci6n dellPNV del genogrupo 11 se purifICÓ el fragmento de 
456 pb. 

Figura 13. Ampticones de IPNV purificados para la secuendaci6n. CarTiI 1. Marcador de peso 
molecular Hind 111 (Promega). carril 2 fragmento de IPNV de 52-4 pb (RT -PCR en un paso), carril 3 
h"agmento inespecífico de 280 pO (RT -PCR en un paso), canl -4 fragmento de IPNV de 52-4 pb 
(RT-PCR 8Il dos pasos), carTil5 fragmento inespedfiro de 280 pb (RT-PCR en dos pasos) 'i carril 
6 fragmento de IPNV de -456 pb COIT8$pOIl(Iienle a geoogrupo 11. 

XIV.9. Seruenciación 

Las muestras del IPNV que se enviaron para el proceso de secuenciaci6n, no dieron 
resultados que se pudieran analizar 'la que no se identificaron los nucle6tidos especificos. 

XIV. 10. Relación que existe entre el geoogrupo y el oligen geográfico de 
los organismos 

Los resultados encontrados respecto a La relaci60 que existe entre el genogrupo y el 
origen geogréfico de los organismos, es que si se relacionan ya que algunas de las 
granjas analizadas los organismos procedian de Estados Unidos '1 en efecto se detectó el 
genotipo de ese pals. 
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Genol'~ del VlÍtJs de/a NecrosIs PencrelJtica InffICCiosa (IPNV) que afocla ela IflJCh(I arco Iris 
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Para el caso de las muestras de Hidalgo que amplifICaron en el genogrupo I el origen de 
lOs organismos de 2 de granjas correspoodia a Estados Unidos, y las otras 2 granjas los 
organismos su origen era Nacional. 

En lo que se refiere al genogrupo 11 solo una muestra amplifICÓ, sin embargo, el origen de 
los organismos no fue de Oinamarca si no Estados Unidos. 

Para el Estado de Puebla se encontró que solo una muestra amplificó para el genogrupo 
1, el origen de los organismos era de Estados Unidos, las otras 2 muestras de las granjas 
los organismos eran de origen Nacional. 

En lo que se refiere al genogrupo 11 solo una muestra amplifico para este genogrupo, sin 
embargo, el origen de los organismos era Nacional. 

En la tabla 6 se presenta el origen de los organismos de las granjas analizadas y el 
resullado de las muestras de las granjas de Hidalgo y Puebla, que amplifICaron para el 
genogrupo I y 11. 

Tabla 6. Genogrupos detectados en granjas flwk;otas del Estado de Hidalgo y la relación con su 
pro«<Ieo<O 

Ong.n ~ las Prlmers Glf109rupo Genogropo 
crias unlv.ru les I 11 

De acuerdo a lo antes mencionado, se encontró que si existe una reladón entre el 
genogrupo yel origen geográrlCO de los organismos. Sin embargo, la existencia de estos 
dos genogrupos se puede explicar también con base a los resullados que se encontraron 
del análisis realizado en el Sistema de Información del PRONALSA, donde se reportó que 
en el año 2002, Hidalgo importó huevo oculado de Estados Unidos y el Estado de México 
importó de Estados Unidos y Dinamarca, donde ambas importaciones dieron resultados 
positivos a la presencia del IPNV. 
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GlKIOIiplficac/ón del Virus de la Necrosis Pllllcreé/ie8 Infoccio$a (IPNV) que afDcla a /a IIlICha arco iris 
(OncorlJynchus mykiss) $ti/a zona CfHIUaJ de México 

Cabe señalar que en 2002, los organismos de importación fueron distribuidos a algunos 
Estados de la República. En la tabla 8 se presenta la información de comercio nacional y 
regional del huevo oculado procedente de las importaciones. 

Tabla 6. ComerciO nacional y regional de huevo oculado procedente de importación en 2002. 

Estado que Vende 

Hidalgo 

Con los resul tados antes mencionados se puede afirmar que no existe un control en 
cuanto al intercambio comercial de huevo aculado que existe entre productores de trucha 
arco iris, por lo que es muy posible que las cepas de los genotipos del IPNV se diseminen 
de un lugar a otro. 
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Genotjlitieación del VinJs de 18 Necrosis Pancreática InffKCio5a (IPMI) qu, af9cta, la trocha arco rf$ 
(Onoorl!ynchus mykiu) &tila lOfl8 Centra! de .Yéxi:o 

XV. DISCUSiÓN 

A partir del trabajo de Nishizawa el al., (2005), que mostró que actualmente los diferentes 
genotipos de IPNV en el mundo se han agrupado en siete genogrupos, todos 
pertenecientes al serogrupo A de los Aquabimaviros. Al respecto Blake el al., 2001, Blake 
et al., 1995, Ahne el al., 2003. Ruane el al, 2007 y Rodrfguez el al., 2003 mencionan que 
la mayorla de los Aquabimaviros sin considerar las especies hospederas o el origen 
geográfico están relacionados genéticamente y forman un grupo mayor. 

Cabe señalar que la caracterización de los siete genogrupos esta muy relacionada con las 
características genéticas de los Aquabimavirus pero sobre todo porque se han aislado 
dentro de la misma región geográfica. Para el caso del Continente Améócano, en 
particular en Estados Unidos los aislados de IPNV pertenecen al genogrupo 1. 

Por la cercanla geográfICa que tiene este país con México y aunado a esto el comercio 
internacional de huevo aculado que se lleva a cabo con este país y con países europeos, 
se introdujo el IPNV, 10 que sugiere que pertenece a este genogrupo. De acuerdo a la 
información del Sistema de Información del PRONALSA. en el cual no solo se registró 
cuando se realizaron las importaciones si no también la procedencia de estas, coincide 
que es a partir de que se tiene conocimiento de las diversas importaciones. comienzan a 
surgir problemas sanitarios graves como la detección del IPNV. 

Sin embargo, en un principio estos problemas sanitarios parecieron estar presentes solo 
en una pequeña región de México constituida por los Estados de México, Puebla e 
Hidalgo, pero al no existir limites comerciales regionalmente la dispersión del virus creció 
detectándose un número mayor de casos posi tivos. 

Pero no solo para México las importaciones representan un peligro con la introducción de 
patógenos no deseados sino también en paises europeos, como lo menciona Ruane, el 
al., 2007 que en Irlanda se detecta al lPNV a partir de importaciones de Escocia. 

En México, la información Que se tiene es que la mayoría de las importaciones provino de 
Estados Unidos. En lo Que se refiere a Estados Unidos de acuerdo con Blake el al .• 2001 
el mayor número de aislados corresponden a las cepas Wex Buxton, VR-299 y Búhl, esta 
última cepa con gran importancia en México. Ortega el al .• 2002 mostró que un virus de 
IPN aislado en México presenta una similitud del 95% con esta cepa. Sin embargo, en 
este estudio al revisar la secuencia gellÓmica de estas cepas y la VR-299 no parecen 
mostrar gran variabilidad genética, lo cual coincide con lo reportado por Blake el al., 1995 
qUién menciona que Las cepas Wex Buxton, VR-299 y Buhl no presentan variabilidad 
genética. 

Por otro lado, en este estudio el identificar las importaciones supuso la existencia de más 
de un genogrupo de IPNV, en el caso de Dinamarca de acuerdo a lo señalado por 
Nishizawa el al., 2005. la cepa mayormente detectada es la Ab (Abild), razón por la cual 
también fue evaluada mostrando diferencias respecto a los genomas de las cepas 
americanas. 

Uno de los aspectos importantes de este estudio fue la identificación de regiones 
variables de la protefna VP2, lo que permitió el diseño de secuencias específicas 
(otigonucteótidos) para diferenciar regiones del genogrupo I y 11 . 
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G&nOtipifk;acJ6n del Virus de la Necros;s PlI/ICfIIf¡(jQJ InffJfX~ (IPIN) QUf1 afDcla a la /IIJC/)a 81&0 iris 
(Onc:omynchus mykiss) 9<1 la Wtlo1 Canf1a/ de M{ncico 

Para poder identificar a los genogrupos primero se estandarizó la técnica de RT-PCR para 
la detección de! IPNV con primers universales propuestos por lee el al., 1994 los cuales 
amplificaron un fragmento viral de 524 pb. Sin embargo, también se presentó la 
amplificación de otros fragmentos inespecíficos, lo cual coincidió con los resultados de 
dichos aulOfes donde en sus imagenes de los geles se observan algunas amplificaciones 
inespecíflCas. 

En este estudio se desarroHaron varios protocolos que condujeran a la eliminación de 
dichos amplificados inespecíficos, estos protocolos fueron desde la extracción de RNA. 
los valores de densidad óptica a una lectura de 260/280 nm fueron valores de 1.7 a 2.3, 
si bien no son perfectos pero pueden ser utilizados, lo cual coincide con Gotlshall el al., 
2002 quienes mencionan que valores obtenidos de 1.7 a 2 pueden representar una buena 
calidad de RNA. Por otra parte es importante señalar que para asegurar éxito en e! 
proceso de la transcripción reversa, es necesario evaluar la concentración de RNA de la 
que se esta partielldo y ademas adicionar RNAsin ingrediente molecular que sirve para 
eliminar RNAsas, as! como otras impurezas a las que pueda estar sujeta la reacción. 

Derivado de lo anterior y estalldarizado el protocolo de extracción de RNA se trabajo con 
titulaciones de magnesio, concentraciones de enzima, concentraciones de primers, as! 
como concentración de desoxinudeótidos, para determinar el valor óptimo para cada uno 
de ellos y optimizar la reacción. Lo anterior ha sido sugerido reiteradamente jXlI" varios 
aulores tales como Innis, el al., 1990, Dielfnbach, e/ al., 1993 y Henegariu, 1997 quienes 
mencionan que si los ingredientes de la reacción no se encuentran en concentraciones 
óptimas se puede presentar inhibición y con el lo no realizarse ninguna amplifICación o 
bien la aparición de numerosos amplificados no pet1enecientes a lo esperado. 

Un aspecto importante en este estudio fue determinar el porcentaje de granjas infectadas 
por IPNV determinándose para el Estado de Hidalgo (68.8%) respecto a la del Estado de 
Puebla (56.4%), lo cual puede deberse a que este estado constantemente recibe 
Ofganismos de importación o bien a que existe un intercambio comercial local y regional, 
lo cual coincide con 10 reportado por Ceballos el al., 2005 quienes reportan que en el 
Estado de Hidalgo la comercialización de trucha arco iris se realiza de manera local y 
algunos lo hacen de forma regional. 

Confirmada la presencia de IPNV en las muestras, se realizó una selección de estas 
debido a que no se podían procesar todas debido a que el material biológico se agotó por 
un lado y por otro lado los insumos de biologfa molecular que son de al to costo. 

POI' lo anterior, solo se procesaron para determinar los genogrupos un numero limitado de 
muestras por Estado. las muestras seleccionadas del Estado de Hidalgo permitieron 
detectar que 4 de ellas amplifICaron para el genogrupo l. Para el caso del Estado de 
Puebla solo 3 amplifICaron para este genogrupo. 

l a presencia del genogrupo I coincide con lo reportado por Ortega e/ al., 2002, quienes 
determinaron que el primer aislado mexicano de IPNV presentó el 99.5% de similitud con 
la cepa Buhl de Estados Unidos que pertenece al genogrupo 1. Por tanto era de esperarse 
que en México se encuentren cepas del genogrupo 1. 

Para el genogrupo 11 se encontró que solo una muestra de Hidalgo y otra de Puebla 
amplificaron, lo que determina que también se encuentra en México la cepa Abild (Ab) ya 
que el diseño de los oligonucleótidos fue especifico para esta cepa que ha sido reportada 
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en Dinamarca. De acuerdo con Fernández, 2005, a nivel mundial la cepa menos virulenta 
es la cepa Danesa (Ab), reportando mortalidades que alcanzan un 15% en condiciones 
óptimas. 

Sin embargo, algunas muestras no amplificaron para ninguno de los dos genogrupos lo 
que sugiere que se trata de otras cepas de IPNV asociadas a otros genogrupos ya que en 
un principio oon el uso de los primers universales el virus fue detectado. Aunque lambién 
es posible que sean cepas oon mutaciones en las regiones seleccionadas y seguir siendo 
del mismo genogrupo. 

Con lo antes mencionado, se puede afirmar que en México se encuentran cepas de IPNV 
pertenecientes al genogrupo I y 11 , en la primera se agrupan solo aislados de procedentes 
de América y en la segunda de procedencia europea. 

Estos resultados pueden deberse al comercio internacional de huevo oculado asl como de 
crías infectadas por IPNV, ya que de acuerdo a Ruane et al., 2007 una de las vlas por las 
que un país puede adquirir patógenos, es a través de las importaciones que se realizan 
de un país a otro, sin un estricto control sanitario como lo sucedido en Irlanda país donde 
todas sus granjas importan ova de Escocia, actualmente reportado como país afectado en 
la acuacultura por la invasión de IPNV. 

Por otra parte, no solo el intercambio internacional de organismos puede ocasionar la 
diseminación de patógenos si no también la distribución regional , ya que en una granja 
pueden estar infectados los organiSmos por el IPNV y al ser llevados a otra granja 
contaminar la población de esta. 

Pero no solo la importación de organismos y con ello la de patógenos cobt"a importancia, 
si no la virulencia que estos puedan tener y con elk:> las consecuencias que esto pueda 
ocasionar, ya que si bien en algunos paises etlPNV no muestra ser virulento, para otros 
si, esto dependerá principalmente del virus y del hospedero, los cuales a su vez son 
afectados por el ambiente. Al respecto Rodríguez el al., 2003 menciona que los efectos 
del ambiente originan un grado mayor de mutaciones en el virus lo que trae como 
consecuencia una COnflgLKación genómica diferente originando oon ello mayores o 
menores grados de virulencia e ¡ocIusive la generación de cepas nuevas. 
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XVI. CONCLUSIONES 

los primers propuestos por lee et al., 1994 permilen la detección de las distintas cepas 
de IPNV. 

A partir de este estudio se confirma la presencia de al menos 2 cepas de IPNV: la cepa 
Búhl de Estados Unidos y Ab de Dinamarca. Para las muestras en las que no se identifICÓ 
el genogrupo se sugiere la presencia de alguno de otro genogrupo, o bien la mutación de 
alguno de ellos. 

l as muestras de la zona central de México en las que se detectó que ellPNV pertenecen 
al genogrupo t, para et genogrupo JI soló amplifico una muestra del Estado de Hidalgo y 
una de Puebla. 

En el Estado de Hidalgo se detectó el 68.8% de granjas con el IPNV, mientras que en el 
de Puebla se determirlÓ el 56.4%. 

De acuerdo a los resultados de este trabajo se encontró que si existe una relación entre el 
genogrupo y el origen geográfico de lOs organismos, excepto para tas muestras que 
tuvieron el genogrupo 11, al respecto se sugiere que esta cepa Hego a México a través de 
una importación realizada en el 2002 Y a partir de ah! esta se disemino ¡:M:)f lo que es 
posible detectarla no solo en la zona centro del pais si no en todo el país donde se cultiva 
la trucha arco iris. 
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XVII. RECOMENDACIONES 

.:- Considerar los signos clínicos de la enfermedad que permitan asociarlos al 
resultado del laboratorio para que en conjunlo se pueda realizar un diagnóstico 
integral . 

• :- Analizar un mayor número de muestras por estadio de cada una de las granjas . 

• :- Realizar la detección del IPNV a partir de muestras de frescas, posteriormente 
purifICar el o los amplificados e inmediatamente secuenciar . 

• :- Se propone especificar en la norma analizar por RT-PCR una muestra 
representativa de los organismos procedentes de importación . 

• :- Realizar muestreos sanitarios para la detección del IPNV en granjas acuicolas 
del resto de la región donde se cultiva la trucha arco iris . 

• :. Elaborar un mapa epidemiológico para determinar la dispersión del IPNV en 
México. 
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