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RESUMEN. Chile el afio 2007 se convirti6 en el segundo pais productor de salmdnidos a nivel mundial. Al afio
siguiente la industria salmonera nacional comenzé a experimentar una severa crisis sanitaria producida por el
virus causante de la anemia infecciosa del salmén. Este virus se presentd por primera vez en Noruega (1984),
luego en Canada, Escocia, Islas Faroe, Estados Unidos y Chile (2007). La anemia infecciosa del salmén (ISA),
es una enfermedad altamente contagiosa entre los peces, producida por un virus de la familia Orthomyxoviridae.
La especie mas vulnerable a este virus es el salmdn del Atlantico (Salmo salar). La plaga parasitaria producida
por el piojo de mar, Caligus rogercresseyi, copépodo ectoparéasito, ha ido en aumento lo que favorece el contagio
de enfermedades bacterianas y virales. De todas las especies cultivadas en Chile, el salmén del Atléantico, S.
salar) es una de las especies més susceptibles de ser infestadas por C. rogercresseyi. Durante el 2006, la industria
presentd un aumento significativo en las tasas de infestacion por Caligus; luego en el 2007, aparecieron brotes
del virus ISA. En Noruega, se ha demostrado que el piojo de mar, Lepeophtherius salmonis puede tener un rol
como vector en la transmision del virus ISA, por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar si C.
rogercresseyi es un vector de transmision del virus ISA en el salmén del Atlantico, cultivado en el sur de Chile.

Palabras clave: Caligus rogercresseyi, copépodo ectoparasito, vector, anemia infecciosa del salmén, I1SA.

Caligus rogercresseyi: possible vector in the horizontal transmission of the
virus of infectious salmon anaemia (ISAv)

ABSTRACT. In 2007 Chile became the second largest producer of salmonids worldwide. The following year
the salmon industry began to experience a severe health crisis produced in Chile by the virus causing infectious
salmon anaemia. This virus was first recorded in Norway (1984), then in Canada, Scotland, Faroe Islands, United
States and Chile in 2007. The infectious salmon anaemia (ISA) is a highly contagious disease of fish produced
by a virus from the Orthomyxoviridae family. The most vulnerable species to this virus is the Atlantic salmon
(Salmo salar). The parasitic plague caused by the ectoparasite copepod sea louse, Caligus rogercresseyi, has
been increasing and promotes the transmission of bacterial and viral illnesses. From all the species farmed in
Chile, the Atlantic salmon is the one most susceptible to infestation by C. rogercresseyi. In 2006, the industry
showed a significant increase in infestation rates by Caligus, and then in 2007 appeared outbreaks of infectious
salmon anaemia (ISA). In Norway, it has been shown that sea louse, Lepeophtherius salmonis, may have a role
as a vector in the transmission of ISA virus, so the aim of this study was to determine whether C. rogercresseyi
is a vector of transmission of infectious salmon anaemia virus in the Atlantic salmon, farmed in the south of
Chile.

Keywords: Caligus rogercresseyi, copepod ectoparasite, vector, infectious salmon anaemia, ISA.

Para que Chile se convirtiera en el segundo pais Debido al sistema intensivo de produccion en el mar,
productor de salmoénidos a nivel mundial tuvo que los peces estan mas expuestos a contraer enfermedades,
desarrollar una acuicultura intensiva producto de lo ya sea bacterianas, parasitarias y/o virales (Wootten et
cual han surgido graves problemas derivados de al., 1982).

enfermedades naturales y originadas por el cautiverio.
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Las altas densidades de cultivo favorecen el
contagio de plagas parasitarias, tales como el piojo de
mar del género Caligus. La infestacion de salmones de
cultivo por estos piojos de mar es un problema y una
preocupacion que atraviesa las fronteras y se ha
transformado en un impacto negativo comin a todos los
paises productores de salmones. Esta plaga parasitaria
promueve el contagio de enfermedades pues produce
heridas en la piel del pez y los deprime inmunolo-
gicamente (Almendras et al., 1997; Nolan et al., 1999).
Desde el inicio de la actividad salmonera se ha
informado la presencia de Caligus en salmones de
cultivo. Son copépodos ectoparasitos exclusivamente
marinos que habitan sobre la piel de varias especies de
peces, siendo Caligus rogercresseyi la especie que
produce mayores dafios econdmicos a la industria
nacional (Boxshall & Bravo, 2000). En 2007,
SalmonChile A.G. inform6 que la infestacion produ-
cida por este parasito habia aumentado en mas de cinco
veces llegando, en febrero de ese afio, a un promedio de
34 Caligus/pez (Rozas & Ascencio, 2007) y en algunos
casos superé los 100 Caligus/pez. No s6lo en salmones
se ha reportado la presencia de Caligus, sino también
en especies nativas como Odonthestes regia (pejerrey),
Paralichthys microps (lenguado de ojo chico) vy
Eleginops maclovinus (rébalo) (Carvajal et al., 1998;
Gonzélez et al., 2000; Gonzalez & Carvajal, 2003).

Las especies de salménidos mas susceptibles de
sufrir la infestacion por C. rogercresseyi son el salmoén
del Atlantico (Salmo salar) y la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) (Gonzélez et al., 2000).
Antecedentes sugieren que el Caligus fue transmitido a
los salmones desde el robalo (E. maclovinus),
reservorio natural del parasito, donde vive en cierto
equilibrio (Carvajal et al., 1998). Por ello, aunque se
apliquen tratamientos a los peces en cultivo para
reducir la presencia del parasito, siempre existira la
reinfestacion de salmones en cultivo debido a la
presencia del paréasito en el ambiente. Como este piojo
de mar se alimenta de mucus, piel y probablemente
sangre de los peces, produce lesiones por erosion,
generando una serie de efectos negativos sobre los
peces, entre ellos, estrés, disminucién del apetito y
mayor vulnerabilidad a adquirir enfermedades secun-
darias, bacterianas o virales (Bravo, 2008). Ademas, el
hecho que la fase mdvil del parésito puede moverse
entre peces, hace que este parasito sea un posible vector
para bacterias y virus (Nylund et al., 1991, 1993).

La anemia infecciosa del salmén (ISA) es una
enfermedad congestiva y anémica, provocada por un
virus de la familia Orthomyxoviridae, del género
Isavirus (Falk et al., 1997; Mjaaland et al., 1997;
Krossoy et al., 1999). La mortalidad durante un brote
de ISA puede variar notablemente, al inicio la

mortalidad diaria puede variar de 0,5 al 1% pero puede
aumentar con el tiempo, la mortalidad acumulada
puede superar el 90% en casos graves (OIE, 2006). La
causa de esta variacion de la mortalidad ha sido
asociada a ciclos de produccion, densidad de carga,
nivel de estrés de los peces y grado de infestacion por
C. rogercresseyi.

El primer brote de virus ISA se registré en Noruega
en 1984 (Thorud & Djupvik, 1988) y desde entonces la
enfermedad se ha registrado en todos los principales
paises productores de salmon del Atléntico: Canada
(Mullins et al., 1998; Ritchie et al., 2001), Escocia
(Rodger et al., 1998; Rowley et al., 1999), Estados
Unidos (Maine) (Bouchard et al., 2001), Islas Faroe
(Lyngay, 2003) y Chile (Kibenge et al., 2001; Godoy
et al., 2008). La especie mas susceptible es el salmdn
del Atléntico (S. salar), pero también logra sobrevivir e
infectar a la trucha de mar (Salmo trutta), trucha
arcoiris (Onchorhynchus mykiss) y salmon coho (O.
kisutch) (Kibenge et al.,, 2001), los cuales no
manifiestan la enfermedad pero pueden actuar como
vectores y reservorios del virus ISA (Nylund et al.,
1995, 1998; Hastein, 1997; Rolland & Nylund, 1998).

La via de transmision del virus ISA mas comin es
de tipo horizontal a través del agua, por contacto directo
con peces infectados mediante la exposicién a mucus,
sangre, visceras y heces (Totland et al., 1996; Rolland
& Nylund, 1998). Otras vias de transmisién estan
asociadas, posiblemente, con las operaciones de
cosecha y traslado de peces infectados a través de
wellboats con sistemas abiertos de flujo de agua y la
inapropiada disposicién de la mortalidad y de peces
moribundos, han mostrado ser los principales factores
de diseminacion de la enfermedad. Ademas, la
proximidad de sitios con brotes del virus ISA es un
factor de riesgo significativo en el cultivo de salmones
en Noruega (Jarp & Karlsen, 1997; Murray et al., 2002;
Gustafson et al., 2005; Hammell & Dohoo, 2005;
McClure et al., 2005; Sheel et al., 2007). Lyngstad et
al. (2008) sugieren que la propagacion contigua de los
sitios infectados es consistente con la transmision
horizontal de la enfermedad, pero no esta claro, si esto
se debe al contacto entre sitios con brotes, transmision
pasiva via agua de mar o algun otro factor local, ya que
no se ha encontrado un reservorio definido del virus.

En Chile se sospecha que C. rogercresseyi podria
actuar como un vector para el contagio del virus ISA de
forma similar a como fuera descrito el rol de vector de
Lepeophtheirus salmonis en el hemisferio norte
(Nylund et al., 1993). Este parasito portaria pasiva-
mente al virus que produce la enfermedad del ISA. Sin
embargo, la transmision del virus por C. rogercresseyi
no ha sido demostrada, asi como tampoco se sabe si el
virus ISA replica en C. rogercresseyi, aunque esto es
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poco probable debido a que los virus son usualmente
especie-especificos a diferencia de las enfermedades
bacterianas.

Actualmente, la técnica de diagndstico mas
utilizada es el RT-PCR descrita por Mjaaland et al.
(1997). Sinembargo, el uso del RT-PCR en tiempo real
(real time RT-PCR o qRT-PCR) puede aumentar la
especificidad y también la sensibilidad de la prueba
(Munir & Kibenge, 2004), ya que se incluye una sonda
especifica de secuencia, siendo posible estimar la
cantidad relativa de RNA virico de la muestra a ser
analizada. Nylund et al. (1993) demostraron que el
virus ISA estaba presente en el intestino de L. salmonis,
pero no existe informacién acerca de cuéanto tiempo
permanece el virus en el parasito y si éste tiene
capacidad de replicar en él.

El objetivo de este estudio fue determinar si C.
rogercresseyi puede actuar como vector del virus ISA
y ser capaz de transmitir el virus desde peces portadores
a peces sanos. Para ello previamente se determiné que
este parasito era portador del virus ISA, si es que éste
habia estado en contacto con peces enfermos o
portadores del virus, ademas se demostrd que el virus
ISA puede permanecer por al menos 48 h en el parasito
y que éste tiene capacidad infectiva ya que en cultivo
en células ASK produjo un efecto citopatico carac-
teristico.

En el Centro Experimental de Fundacién Chile en
Puerto Montt se realizo el estudio para determinar si C.
regercresseyi portadores del virus ISA son capaces de
infectar salmones del Atlantico sanos. Los peces
utilizados en esta experiencia fueron previamente
chequeados para IPN e ISAv. 540 salmones del
Atléntico de aproximadamente 100 g infestados con
Caligus a una tasa de 50 Caligus/pez, fueron distri-
buidos en tres estanques (180 peces por estanque). A
estos peces se les inyectd intraperitonealmente un
indculo que contenia el virus ISA. Este indculo fue
proporcionado por Laboratorios Diagnotec. La cepa
utilizada fue la HPR 1c, con un titulo viral de 10° ufp
(Diagnotec). Cada estanque tuvo un abastecimiento
individual de agua de mar y flujo abierto. El agua
utilizada fue agua de mar filtrada y esterilizada con luz
UV. Los peces fueron alimentados con una dieta
comercial, con una tasa de alimentacion especifica
(SRF) de 0,5%. La temperatura del agua fue de ~15°C,
con una salinidad >30.

Adicionalmente, en la misma unidad experimental
habia siete estanques de 720 L cada uno, que contenian
30 salmones del Atlantico de ~100 g, los cuales estaban
libres de ISAv y no estaban infestados con Caligus. De
estos estanques, dos fueron utilizados para infestar los
peces con Caligus obtenidos a TO, dos para infestar los
peces con Caligus obtenidos a T12, dos con peces

infestados con Caligus T 48 y un estanque control que
fue infestado con Caligus ISAv negativos provenientes
de otra unidad experimental de Fundacién Chile.

Los peces infestados con Caligus e infectados con
el virus ISA fueron anestesiados con Aqui-S para
recolectar en forma individual los Caligus. Se
recolectaron sélo los estadios méviles (adultos). A los
8 dias post-desafio con indculo del virus ISA, se
recolectaron 30 Caligus al azar de cada uno de los tres
estanques con los peces troyanos. Los Caligus del
muestreo fueron puestos en nitrégeno liquido y
enviados al laboratorio de EWOS Innovation en
Colaco, Calbuco. Por gRT-PCR se analizaron 10
Caligus de cada estanque para determinar si eran
positivos para el virus ISA. Una vez que se determind
gue los Caligus eran positivos, se extrajeron desde los
peces infectados (troyanos) ~450 Caligus, para cada
periodo de tiempo. Los Caligus fueron puestos en
fuentes de vidrio, de aproximadamente 5 L cada una,
con agua de mar filtrada y esterilizada con luz UV y con
burbujeo constante de oxigeno.

La primera infestacion con los Caligus recolectados
desde los peces troyanos se realiz6 al dia 10 post-
inmunizacion de los peces con el indculo de virus ISA.
Los Caligus recolectados para TO, fueron lavados con
agua de mar filtrada y esterilizada con luz UV y
colocados inmediatamente, en dos estanques, cada uno
con 30 peces. Para realizar la infestacion, el volumen
de agua del estanque se redujo a la mitad y se detuvo el
flujo de agua de mar por 8 h, luego se restablecié el
flujo de agua a la mitad durante 2 h; pasado este tiempo,
se restablecio el flujo normal de agua de mar. Durante
este lapso, la fuente que contenia los Caligus fue puesta
dentro del estanque. Durante el periodo de infestacion
se midi6 la concentracion de oxigeno disuelto de
manera de controlar que no fuera inferior al 85% de
saturacion. En el caso de T12 h, una vez extraidos los
Caligus (~450) desde los peces troyanos, fueron
mantenidos en la unidad experimental por 12 h en una
fuente de vidrio con agua de mar filtrada, esterilizada y
aireacion constante, antes de realizar la infestacion.
Para la infestacién se redujo el volumen de agua de mar
de cada uno de los estanques y se detuvo el flujo de
agua de mar durante 8 h, luego se restablecio el flujo de
agua a la mitad durante 2 h; y luego se restablecio el
flujo normal de agua de mar. En cada estanque se
colocé una fuente de vidrio con los Caligus, que habian
sido recolectados de los peces 12 h antes. Los ~450
Caligus utilizados para infestar los peces a T48, se
recolectaron junto con los Caligus que se utilizaron
para TO y T12, siendo dejados en el laboratorio en dos
fuentes de vidrio con aireacion constante por 48 h. El
agua de cada una de estas fuentes fue cambiada
diariamente. El procedimiento para la infestacion fue el
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mismo utilizado para realizar las infestaciones a TO y
T12 h. EI mismo dia que se efectud la infestacion a TO,
se realizd la infestacion del estanque control que
contenia 30 peces infestados con 450 Caligus que
provenian de otra unidad experimental de Fundacion
Chile y que estaban libres de virus ISA. Este analisis se
realiz6 en el laboratorio de PCR de Ewos Innovation en
Colaco, Calbuco. Esta infestacion se realiz6 del mismo
modo que las anteriores. Se realizO una segunda
infestacion al dia 12 post-inoculacion de los peces
troyanos con virus ISA. Se efectudé exactamente el
mismo protocolo que fue utilizado en la primera
infestacidn, en cada uno de los estanques.

Cuando comenzaron a morir los peces de los
diferentes estanques, se extrajeron los peces muertos,
recolectando los Caligus adheridos al pez y se tomaron
muestras de branquias y corazon que se almacenaron en
alcohol al 70%. Estas muestras fueron analizadas por el
Laboratorio Diagnotec, de Puerto Montt.

La presencia del virus ISA en las muestras
analizadas se determind mediante la técnica de gRT-
PCR; para la extraccion del RNA del virus se utiliz6 el
protocolo de extraccion mediante la técnica de Trizol
(Invitrigen), descrita por Devold et al. (2000).

Se realiz6 la técnica de gRT-PCR TagMan ® de un
solo paso con partidores y sondas especificos para el
segmento 8 del virus ISA de acuerdo a lo descrito por
Snow et al. (2006), sin limite de corte para los valores
de Ct. Ct, son los valores umbral del ciclo (threshold
cycle values). Los valores Ct son determinados por la
identificacion del ciclo en el cual la emisién de la
intensidad del marcador fluorescente se eleva por
encima del ruido de fondo en la fase exponencial de la
reaccién de la PCR. En otras palabras, el valor Ct esta
representado por el ciclo en el cual la produccién de
fluorescencia cruza el umbral establecido. Este valor es
inversamente proporcional a la cantidad inicial de
moléculas especificas en la muestra original.
Brevemente, 8 uL de RNA se agregaron a 12 pL de
master mix, 1,13 pL de partidor directo e inverso del
segmento 8 (20 mM cada uno) y 1,04 pL de la sonda
del segmento 8 (6 UM).

Tiempos de reaccion: 1 ciclo a 63°C por 3 min para
formar el cDNA, seguido por la denaturacion a 95°C
por 3 seg y 45 ciclos de denaturacion a 95°C por 15sy
alineamiento y extension a 60°C por 1 min y finalmente
72°C por 1 min.

En forma paralela para cada muestra se utilizé como
“house keeping gene” al factor o de elongacion del
salmén del Atlantico (Olsvik et al., 2005). Este factor
de elongacion se utiliza como un control interno de
referencia para comprobar que tanto la extraccion del
RNA como el gRT-PCR han sido realizados correc-

tamente. En esta prueba se realizaron dos blancos: el
primero se obtiene cuando se hace la extraccion de
RNA del virus, para la cual en uno de los tubos
Eppendorf no se coloca ningln tejido a homogenizar
pero se siguen todos los pasos de la extraccion, vy el
segundo blanco se obtiene al momento de realizar el
real time RT-PCR, en cuyo caso en vez de tomar 8 puL
de templado se colocan 8 pL de agua libre de RNAasa.

El porcentaje de la mortalidad acumulada de los
peces inoculados con virus ISA que sirvieron como
fuente de los parasitos portadores del virus se indica en
la Figura 1. Se observd que al sexto dia post-
inoculacidn los peces comienzan a morir, por lo que la
recoleccion de pardsitos se realizé al dia 10 y 12 (2
infestaciones) post-inoculacion, tratando de asegurar
qgue los parasitos tuvieran una alta carga viral e
igualmente poder obtener un ndmero suficiente de
Caligus para realizar la siguiente etapa de la
experiencia. La curva de mortalidad de los peces
inyectados con un indculo de virus ISA, presentd una
curva de mortalidad caracteristica para este de desafio.
Al cabo del5 dias muri6 el 100% de los peces.

La mortalidad acumulada de los tres grupos
infestados con parasitos ISA positivos mas el grupo
control, infestado con Caligus ISA negativos, se
muestra en la Figura 2. Esta indica que al dia 7 post-
primera infestacion, los peces infestados con Caligus
portadores del virus ISA comienzan a morir. La mayor
tasa de mortalidad se determino en peces infestados con
los Caligus recolectados a TO, llegando a 86,7% luego
de 16 dias post-primera infestacion. La mortalidad
acumulada fue concordante con los tiempos de
infestacion, observandose que a los 16 dias post-
infestacion, el 86,7% de los peces infestados con
Caligus TO murieron, 78,3% de los peces infestados
con Caligus T12 y 45,6% de los peces infestados con
Caligus T48. La mortalidad de este Gltimo grupo
mostrd el debilitamiento de la capacidad infectiva del
virus o una disminucion de la carga viral en el parésito;
en cambio, a TO y T12 préacticamente no hay diferencia
en el porcentaje de mortalidad acumulada.

Nylund et al. (1994), realiz6 una experiencia similar
con peces sanos infestados con Lepeophtheirus
salmonis portadores del ISAv, encontrando como
resultado que estos paréasitos tenian la capacidad de
transmitir el virus ISA. Los peces infestados presentaron
signos clinicos de la enfermedad y mortalidad; la
mortalidad comenzo al dia 5 post-infestacién llegando a
morir el 100% de los peces después de 30 dias. En dicho
ensayo la tasa de infestacion de estos peces fue de 3-4
parasitos por pez.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este
trabajo se demuestra que Caligus portadores de virus
ISA tienen la capacidad de transmitir al virus y que la
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Figura 1. Curva de mortalidad de peces inoculados intraperitonealmente con un inéculo de virus ISA.
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Figura 2. Curvas de mortalidad de los peces sanos infestados con Caligus positivos para virus ISA.

tasa de mortalidad de los peces esta en directa relacion
con la carga viral de los parasitos, ya que Caligus recién
desprendidos de los peces producen una mayor tasa de
mortalidad que los Caligus que permanecieron por mas
tiempo en el laboratorio, antes de parasitar a los peces
sanos correspondientes. De acuerdo a los resultados
obtenidos, se observo que la carga viral presente en los
paréasitos disminuye a medida que transcurre el tiempo
desde que los parasitos fueron desprendidos de los
peces portadores de virus ISA. La tasa de mortalidad
mas alta (86%) se presentdé en los Caligus recién
extraidos de los peces portadores del virus ISA, luego
con aquellos Caligus que permanecieron 12 h en el
laboratorio (76% de mortalidad) y finalmente con los
peces que fueron infestados con Caligus que
permanecieron en el laboratorio por 48 h (45% de

mortalidad). En salmon del Atlantico infestado con L.
salmonis portadores de IHNV se observo que hay una
mayor mortalidad de los peces a medida que la carga
viral de los parasitos es mayor, ya que es retenida por
mas tiempo al interior del parasito (Jacob et al., 2011).

La mortalidad de los peces sanos infestados con
Caligus portadores del virus ISA comienza al dia 7
post-infestacion, siendo la mortalidad acumulada luego
de 10 dias de 86 a 45% (dependiendo del periodo de
permanencia de los parasitos en el laboratorio). Esta
alta tasa de mortalidad en tan pocos dias no se habia
descrito en ensayos similares. Sin embargo, un factor
importante a considerar es que los peces tenian alta tasa
de infestacion, alrededor de 20 Caligus/pez, lo que
produce un estrés cronico en los peces que los haria mas
susceptibles a otras enfermedades. Se ha descrito que el
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estrés cronico produce un aumento en los niveles de
cortisol plasmatico los cuales producen un aumento de
la mortalidad de peces (Pickering & Pottinger, 1989;
Fast et al., 2006). Ademas del aumento en los niveles
de cortisol, también se ha descrito que a medida que
aumenta la tasa de infestacion se produce un mayor
deterioro del epitelio lo que provocaria una falla
osmoregulatoria ademas de permitir la entrada de otros
patdgenos (Nolan et al., 1999; Bowers et al., 2000).

Los peces infestados con Caligus negativos para
ISAv tuvieron una mortalidad acumulada de 5%. La
cuantificacién del virus ISA por medio de la técnica de
gRT-PCR en estos peces no demostro la presencia del
virus, por lo que la mortalidad seria atribuida a otra
causa. Este resultado corrobora que C. rogercresseyi es
vector del virus ISA y tiene la capacidad de infectar
salmones sanos.
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