JACUMAR

JUNTA NACIONAL ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

PLANES NACIONALES DE CULTIVOS MARINOS

INFORME FINAL EXTENSO

Titulo: GESTION SANITARIA EN ACUICULTURA Y
CARACTERIZACION Y ESTANDARIZACION DE
CONDICIONES DE SANIDAD ANIMAL EN ACUICULTURA
MARINA: CREACION DE MAPAS EPIDEMIOLOGICOS Y
ELABORACION DE ESTRATEGIAS PARA EL DISENO DE
UNA RED DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA.

Subproyecto: Caracterizacion y estandarizacion de
condiciones de sanidad animal en acuicultura
marina: creacion de mapas epidemioldgicos y
elaboracion de estrategias para el disefio de una red
de vigilancia epidemiologica.

Coordinacion: D.G. Ganaderia y Pesca de Murcia

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 1 de 280



= MINISTERIO

¥

Y ALIMENTACION

INDICE
1 Datos Administrativos
Murcia
Canarias
Galicia
2 Resultados Técnicos del Plan
2.1. Objetivos Iniciales
22 Objetivos Realizados
2.3 Metodologia
24 Resultados
2.4.1 Desarrollo del Plan Piloto de Vigilancia

Epidemioldgica en Acuicultura Marina

24.2

24.3

244

Controles Rutinarios
Seguimientos Especificos
Focos de Enfermedad

Modelo de Programa de Vigilancia Epidemioldgica
Peculiaridades en Murcia
Peculiaridades en Canarias
Peculiaridades en Galicia

Sistema de Vigilancia Zoosanitaria
S.V.Z. en Murcia
S.V.Z. en Galicia
S.V.Z. en Canarias

Mejora de Métodos Diagndsticos en Planes de

Vigilancia Epidemioldgica

Mues
en pe
245

Protocolo Normalizado de Trabajo para
treo y Diagnostico de Betanodavirus, VHSV e IPNV
ces silvestres y cultivados.

Prevalencia de  Enfermedades Viricas en

Acuicultura y Peces Silvestres

24.6

24.7
24.8

GESTION SANITARIA

Resultados en Galicia
Resultados en Canarias
Resultados en Murcia
Mapas de Especies Sensibles y Portadoras
Mapas en Murcia
Mapas en Canarias
Mapas en Galicia
Vigilancia Epidemiolégica en Carnada de Atunes
Enfermedades Parasitarias
Resultados Murcia
Resultados Galicia
Resultados Canarias

17-03-2011

=
" DEAGRICULTURA PESCA  SSATERASmas < ! JACUMAR
=

10
15
15
17
17
28
28

28
39
44

54
56
57
59
70
72
75
78

80

86

86

98
112
154
159
165
172
180
187
187
210
223

Pagina 2 de 280



&

£ =

.\gr_; gg\ﬂgﬁ'&?LTURA PESCA | oree s Mcumn
b2 S IRA, DE PESCA MARITIMA.
il 2 YALIMENTACION

24.9 Protocolo de Actuacion ante la aparicion de 224
positivos a Enfermedades de Declaracion Obligatoria en
peces silvestres

2.4.10 Formacion de personal Técnico de Campo y 229
Laboratorio

2.5. Conclusiones 234

2.6. Valoracion 235

2.7. Difusion 239

Difusion Murcia 239

Difusion Galicia 266

Difusion Canarias 272

Difusién Coordinacion 275

2.8. Incidencias Desarrollo 276

3. Anexos con los informes de cada uno de los grupos de 280
trabajo participantes:

Informe Galicia (Anexo 1)
Informe Canarias (Anexo Il)
Informe Murcia (Anexo )

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 3 de 280



j
- =
i % MINISTERIO —
B0 DEAGRICULTURA,PESCA  5rScRnine
)2 YAUMENTACION

1.- DATOS ADMINISTRATIVOS
TITULO:

Caracterizacion y estandarizacion de condiciones de sanidad
animal en acuicultura marina: creacién de mapas epidemioldgicos
y elaboracion de estrategias para el diseino de una red de vigilancia
epidemioldgica

FECHAS DE REALIZACION

Inicio: 2007
Finalizacién: 2010

PRESUPUESTO TOTAL EN EUROS

559.420 EUROS

DATOS DEL COORDINADOR DEL PROYECTO

Nombre y Apellidos: José Penalver Garcia

Organismo/ Centro: Direccion General de Ganaderia y Pesca de la Region de
Murcia. Consejeria de Agricultura y Agua.

Departamento: Servicio de Pesca y Acuicultura

Teléfono: 968 184518

Fax: 968 184518

Correo electronico: jose.penalver2@carm.es

Direccion postal completa: Centro de Recursos Marinos. Paraje Las Salinas n%7
Puerto de San Pedro. 30740. San Pedro del Pinatar, Murcia.

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 4 de 280



¥

% MINISTERIO —

" DEAGRICULTURA,PESCA  B<richmarimma
' YALIMENTACION

2

PARTICIPANTES por cada Comunidad Auténoma

A. COMUNIDAD AUTONOMA DE LA REGION DE MURCIA

CENTROS DE INVESTIGACION

Tipo de centro: Organismo Publico

Nombre: Servicio de Pesca y Acuicultura. Direccion General de Ganaderia y
Pesca. Consejeria de Agricultura y Agua de la Regién de Murcia.

CIF: S-3011001-I

Nombre Representante Legal: Adolfo Falagan Prieto

Tipo de centro: Centro Publico de Investigaciéon

Nombre: Centro de Investigacion en Sanidad Animal. Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria

CIF: Q-2821013-f

Nombre Representante: José Maria Nieto Martinez

INVESTIGADOR RESPONSABLE

Apellidos: Penalver Garcia

Nombre: José

Organismo: Consejeria de Agricultura y Agua

Centro: Centro de Recursos Marinos

Departamento: Direccion General de Ganaderia y Pesca

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura

Teléfono: 968 184518  Fax.: 968 184518

Correo electronico: jose.penalver2@carm.es

Direccion Postal: Centro de Recursos Marinos. Paraje Las Salinas n°7
Puerto de San Pedro. 30740. San Pedro del Pinatar, Murcia.

INVESTIGADORES

Apellidos: Maria Dolores Pedrero

Nombre: Emilio

Organismo: Consejeria de Agricultura y Agua

Centro: Centro de Recursos Marinos

Departamento: Direccion General de Ganaderia y Pesca
Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura

Teléfono: 968 326635  Fax.: 968 326644

Correo electronico: emilio.mariadolores@carm.es
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Direccién Postal: Servicio de Pesca y Acuicultura. Edificio Foro. Calle Campos
4. Cartagena, Murcia

Apellidos: Bermudez Rodriguez

Nombre: Leandro

Organismo: Consejeria de Agricultura y Agua

Centro: Centro de Recursos Marinos

Departamento: Direccion General de Ganaderia y Pesca
Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura

Teléfono: 968 326635

Fax.: 968 326644

Correo electronico: leandro.bermudez@carm.es
Direccién Postal: Servicio de Pesca y Acuicultura. Edificio Foro. Calle Campos
4. Cartagena, Murcia

Apellidos: Bernal Gémez

Nombre: Obdulia

Organismo: Consejeria de Agricultura y Agua

Centro: Centro de Recursos Marinos

Departamento: Direccion General de Ganaderia y Pesca

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura

Teléfono: 968 326635 Fax.: 968 326644

Correo electronico: obdulia.bernal@carm.es

Direccién Postal: Servicio de Pesca y Acuicultura. Edificio Foro. Calle Campos
4. Cartagena, Murcia

Apellidos: Diaz Garcia

Nombre: Rafael

Organismo: Consejeria de Agricultura y Agua

Centro: Centro de Recursos Marinos

Departamento: Direccion General de Ganaderia y Pesca

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura

Teléfono: 968 326635 Fax.: 968 326644

Correo electronico: rafael.diaz2@carm.es

Direccién Postal: Servicio de Pesca y Acuicultura. Edificio Foro. Calle Campos
4. Cartagena, Murcia

Apellidos: Mateos Aparicio

Nombre: Antonio

Organismo: Consejeria de Agricultura y Agua

Centro: Centro de Recursos Marinos

Departamento: Direccion General de Ganaderia y Pesca
Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura
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Teléfono: 968 326635 Fax.: 968 326644

Correo electronico: antonio.mateosaparicio@carm.es

Direccion Postal: Servicio de Pesca y Acuicultura. Edificio Foro. Calle Campos
4. Cartagena, Murcia

Apellidos: Viuda Albacete

Nombre: Elvira

Organismo: Consejeria de Agricultura y Agua

Centro: Centro de Recursos Marinos

Departamento: Direccion General de Ganaderia y Pesca

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura

Teléfono: 968 326635 Fax.: 968 326644

Correo electronico: elvira.viuda@carm.es

Direccion Postal: Servicio de Pesca y Acuicultura. Edificio Foro. Calle Campos
4. Cartagena, Murcia

Apellidos: Mufioz Ruiz

Nombre: Pilar

Organismo: Universidad de Murcia

Centro: Facultad de Veterinaria

Departamento: Sanidad Animal

Equipo: Enfermedades Parasitarias

Teléfono: 868 884845

Correo electronico: pilarmun@um.es

Direccion Postal: Facultad de Veterinaria, Campus Universitario de Espinardo,
30100, Murcia.

Apellidos: Tafalla Pifeiro

Nombre: Carolina

Organismo: Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria. Ministerio de Educacién y Ciencia.

Centro: Centro de Investigacién en Sanidad Animal

Departamento: Sanidad Animal

Equipo: Respuesta Inmune de Peces Teledsteos.

Teléfono: 916 202300

Correo electronico: tafalla@inia.es

Direccion Postal: Centro de Investigacion en Sanidad Animal. Carretera de
Algete a El Casar km 8,1. Valdeolmos, 28130, Madrid.

Apellidos: Lépez Martinez

Nombre: Gines

Organismo: Consejeria de Agricultura y Agua
Centro: Laboratorio Agrario y de Sanidad Animal
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Departamento: DG Modernizacién de Explotaciones y Capacitacién Agraria
Equipo: Técnicas Moleculares en Sanidad Animal

Teléfono: 968 365591

Correo electronico: gines.lopez4@carm.es

Direccion Postal: Laboratorio Agrario y de Sanidad Animal. Carretera de
Mazarrdn s/n, El Palmar, Murcia

Apellidos: Romero Baldonado

Nombre: Emilio

Organismo: Consejeria de Agricultura y Agua

Centro: Centro de Recursos Marinos

Departamento: Direccion General de Ganaderia y Pesca

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura

Teléfono: 968 326635 Fax.: 968 326644

Correo electronico: emilio.romero@carm.es

Direccién Postal: Servicio de Pesca y Acuicultura. Edificio Foro. Calle Campos
4. Cartagena, Murcia

B. COMUNIDAD AUTONOMA DE CANARIAS

CENTRO DE INVESTIGACION

Tipo de centro: Instituto de Investigacion

Nombre: Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria
CIF: Q-3518001-G.

Nombre Representante Legal: Antonio Fernandez Rodriguez

INVESTIGADOR RESPONSABLE

Apellidos: Real Valcarcel

Nombre: Fernando

Organismo: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Centro: Instituto Universitario de Sanidad Animal

Departamento: Unidad de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia
Teléfono: 928459741  Fax.: 928451142

Correo electronico: vidi@ulpgc.es

Direccion Postal: Vicerrectorado de Investigacién. Sede Institucional. Juan de
Quesada n®30. 35001. Las Palmas de Gran canaria
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INVESTIGADORES

Apellidos: Padilla Castillo

Nombre: Daniel

Organismo: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Centro: Instituto Universitario de Sanidad Animal

Departamento: Unidad de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia
Teléfono: 928459741  Fax.: 928451142

Correo electronico: dpadilla@dpat.ulpgc.es

Direccion Postal: Facultad de Veterinaria. Trasmontana s/n. 35416. Arucas

Apellidos: Acosta Arbelo

Nombre: Félix

Organismo: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Centro: Instituto Universitario de Sanidad Animal

Departamento: Unidad de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia
Teléfono: 928459741

Fax.: 928451142

Correo electronico: fcosta@dpat.ulpgc.es

Direccion Postal: Facultad de Veterinaria. Trasmontana s/n. 35416. Arucas

Apellidos: Bravo Garcia

Nombre: Jimena

Organismo: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Centro: Instituto Universitario de Sanidad Animal

Departamento: Unidad de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia
Teléfono: 928459741

Fax.: 928451142

Correo electronico: bravogarciaj@yahoo.es

Direccion Postal: Facultad de Veterinaria. Trasmontana s/n. 35416. Arucas

Apellidos: Grasso

Nombre: Valentina

Organismo: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Centro: Instituto Universitario de Sanidad Animal

Departamento: Unidad de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia
Teléfono: 928459741

Fax.: 928451142

Correo electronico: valegra79@hotmail.com

Direccion Postal: Facultad de Veterinaria. Trasmontana s/n. 35416. Arucas
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Apellidos: Roman Fuentes

Nombre: Lorena

Organismo: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Centro: Instituto Universitario de Sanidad Animal

Departamento: Unidad de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia
Teléfono: 928459741

Fax.: 928451142

Correo electrénico: ketama_lore@hotmail.com

Direccion Postal: Facultad de Veterinaria. Trasmontana s/n. 35416. Arucas

Apellidos: Vega Alonso

Nombre: Judit

Organismo: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Centro: Instituto Universitario de Sanidad Animal

Departamento: Unidad de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia
Teléfono: 928459741

Fax.: 928451142

Correo electronico: judit.vega.alonso@gmail.com

Direccion Postal: Facultad de Veterinaria. Trasmontana s/n. 35416. Arucas

Apellidos: Sorroza Ochoa

Nombre: Lita

Organismo: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Centro: Instituto Universitario de Sanidad Animal

Departamento: Unidad de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia
Teléfono: 928459741

Fax.: 928451142

Correo electronico: sorrozalita@yahoo.es

Direccion Postal: Facultad de Veterinaria. Trasmontana s/n. 35416. Arucas

C. COMUNIDAD AUTONOMA DE GALICIA

CENTROS DE INVESTIGACION

Tipo de centro: Admon. Publica de Comunidad Auténoma

Nombre: Xunta de Galicia

CIF: S 1511001-H

Nombre Representante Legal: Susana Rodriguez Carballo, Directora Xeral de
Desenvolvemento Pesqueiro de la Conselleria do Mar.
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Tipo de centro: Admon. Publica de Comunidad Auténoma

Nombre: Xunta de Galicia

CIF: S 1511001-H

Nombre Representante Legal: Pablo Ramén Fernandez Asensio, Director
Xeral de Ordenacion e Xestién dos Recursos Marifios

Tipo de centro: Admén. Publica de Comunidad Auténoma

Nombre: Xunta de Galicia

CIF: S 1511001-H )

Nombre Representante Legal: José Alvarez Robledo, Director Xeral de
Produccion Agropecuaria

Tipo de centro: Ente publico

Nombre: Instituto Tecnoléxico de Control do Medio Mariio de Galicia
(INTECMAR)

CIF: Q3600376B

Nombre Representante Legal: Covadonga Salgado Blanco

Tipo de centro: Centro Publico de Investigaciéon

Nombre: Centro de Investigaciéns Marifias (CIMA)

CIF: S 1511001-H

Nombre Representante Legal: Susana Rodriguez Carballo. Directora Xeral de
Desenvolvemento Pesqueiro. Conselleria do Mar da Xunta de Galicia

Tipo de centro: Universidad

Nombre: Universidad de Santiago de Compostela
CIF: Q-1518001A

Nombre Representante Legal: Juan J. Casares Long

INVESTIGADOR RESPONSABLE

Apellidos: Areoso Casal

Nombre: Eloy Jesus

Organismo: Xunta de Galicia

Centro: Conselleria do Mar

Departamento: Departamento Territorial da Corufia
Teléfono: 981 182 602 / 610 254 747

Fax.: 981 182 027

Correo electronico: eloy.areoso.casal@xunta.es

Direccion Postal: Alférez Provisional 5-3° 15006 A Corufia

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 11 de 280



% MINISTERIO —

" DEAGRICULTURA,PESCA  B<richmarimma
' YALIMENTACION

2

¥

INVESTIGADORES

Apellidos: Garcia lglesias

Nombre: Basilides

Organismo: Xunta de Galicia

Centro: Conselleria do Mar

Departamento: Seccidén de Seguridade Alimentaria e Sanidade Animal
Teléfono: 981 544 082 Fax.: 981 545 025

Correo electronico: basilides.garcia.iglesias@xunta.es

Direccion Postal: Valino 63-65 15703 Santiago de Compostela

Apellidos: Alonso Juste

Nombre: M2 José

Organismo: Xunta de Galicia

Centro: Conselleria do Mar

Departamento: Departamento Territorial de Vigo
Teléfono: 986 817 136  Fax.: 986 817 102

Correo electronico: maria.jose.alonso.juste@xunta.es
Direccion Postal: Concepcién Arenal 8 36201 Vigo

Apellidos: Juan

Nombre: Mari Puget

Organismo: Xunta de Galicia

Centro: Conselleria do Mar

Departamento: Departamento Territorial de Lugo

Teléfono: 982 555 023

Fax.: 982 555 007

Correo electronico: juan.mari.puget@xunta.es

Direccion Postal: Avda Ramon Canosa s/n 27863 Celeiro-Viveiro

Apellidos: Hidalgo Cortijo

Nombre: Araceli

Organismo: Xunta de Galicia

Centro: Conselleria do Mar

Departamento: Servicio de Innovacion Tecnoldxica da Acuicultura
Teléfono: 981 540 108

Fax.: 981 546 290

Correo electronico: araceli.hidalgo.cortijo@xunta.es

Direccion Postal: Rua do Sar 75 15702 Santiago de Compostela

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 12 de 280



¥

% MINISTERIO —

" DEAGRICULTURA,PESCA  B<richmarimma
' YALIMENTACION

2

Apellidos: Munoz Barbero

Nombre: Antonio

Organismo: Xunta de Galicia

Centro: Conselleria de Medio Rural

Departamento: Servicio de Controis na Cadea Alimentaria
Teléfono: 981 544789

Fax.: 981 545 735

Correo electrénico: antonio.munoz.barbero@xunta.es
Direccion Postal: Edificio administrativo San Caetano s/n
15781 Santiago de Compostela (A Corufia)

Apellidos: Darriba Coufiago

Nombre: Susana

Organismo: Conselleria do Mar

Centro: INTECMAR

Departamento: Unidade de Patoloxia

Teléfono: 986512320

Fax.: 9865123..

Correo electronico: sdarriba@intecmar.org

Direccion Postal: Peirao de Vilaxoan s/n — 36611 — Vilagarcia de Arousa —
Pontevedra — Galicia

Apellidos: Iglesias Estepa

Nombre: David

Organismo: Direccién Xeral de Desenvolvemento Pesqueiro (Xunta de
Galicia)

Centro: CIMA

Departamento: Area de Recursos Marifios

Teléfono: 886 206348 Fax.: 986 506788

Correo electronico: iglesias.david@cimacoron.org

Direccién Postal: Pedras de Corén, s/n. Apdo. 13. 36620 Vilanova de Arousa
(Pontevedra).

Apellidos: Villalba Garcia

Nombre: Antonio

Organismo: Direccion Xeral de Desenvolvemento Pesqueiro, Conselleria do
mar da Xunta de Galicia

Centro: Centro de Investigacions Marifias (CIMA)

Departamento: Area de Patoloxia

Teléfono: 886206331, 886206364

Fax.: 986506788

Correo electronico: villalba@cimacoron.org

Direccion Postal: Pedras de Corén s/n, Aptdo.13, 36620 Vilanova de Arousa
(Pontevedra)
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Apellidos: Carlos

Nombre: Pereira Dopazo

Organismo: Universidad de Santiago de Compostela

Centro: Instituto de Acuicultura

Departamento: Unidad de Ictiopatologia-

Equipo: Scc Patologia Viral

Teléfono: 881816083 Fax.: 881816047

Correo electronico: carlos.pereira@usc.es

Direccién Postal: Instituto de Acuicultura, Campus Sur. 15782 Universidad de
Santiago de Compostela

Apellidos: Isabel

Nombre: Bandin Matos

Organismo: Universidad de Santiago de Compostela

Centro: Instituto de Acuicultura

Departamento: Unidad de Ictiopatologia-

Equipo: Scc Patologia Viral

Teléfono: 881816083 Fax.: 881816047

Correo electronico: carlos.pereira@usc.es

Direccién Postal: Instituto de Acuicultura, Campus Sur. 15782 Universidad de
Santiago de Compostela

Apellidos: Bermudez Pose

Nombre: Roberto

Organismo: Universidad de Santiago de Compostela
Centro: Facultad de Veterinaria de Lugo

Departamento: Anatomia y Produccién Animal

Equipo: Unidad de Patologia de Peces

Teléfono: 982285900, ext: 22341 -

Fax.: 982285939

Correo electronico: roberto.bermudez@usc.es

Direccion Postal: Avda. Carballo Calero s/n 27002 Lugo

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 14 de 280



¥

[T MINSTERO e con
& DEAGRICULTURA,PESCA D Pesch MARITIMA
i i ' YALIMENTACION
® L

2.- RESULTADOS TECNICOS DEL PLAN NACIONAL

2.1. OBJETIVOS INICIALES
2.1.1. OBJETIVO GENERAL:

Elaboracién de estrategias de actuacién para el disefio de una Red de
Vigilancia Epidemioldgica para las enfermedades de interés en acuicultura marina
por parte de las autoridades competentes, donde se controlardn ejemplares
procedentes de las granjas y ejemplares procedentes del medio silvestre (especies
cultivadas y otras especies centinela).

En el caso de las enfermedades que no estan sujetas a programas oficiales
de control o vigilancia, la creacion de redes de vigilancia epidemiolégica.

2.1.2. OBJETIVOS PARCIALES:

Los objetivos parciales iniciales del proyecto eran los siguientes:

- Establecer un modelo tedrico/practico para el establecimiento de una red de
vigilancia sanitaria en acuicultura marina. El modelo creado para las enfermedades
viricas debera ser extrapolable, en la medida de posible, al resto de patologias
infectocontagiosas.

- La puesta a punto, mejora y optimizacién de técnicas de diagnéstico sensibles y
especificas de respuesta rapida.

- Mejorar el conocimiento sobre los niveles de prevalencia de las principales
enfermedades viricas de importancia en acuicultura marina. Creacién de bases de
datos y mapas epidemioldgicos.

- Aportar datos sobre niveles de prevalencia de estas enfermedades viricas en las
poblaciones silvestres, tanto de las especies cultivadas como de otras que puedan
actuar como monitoras.

- Valorar y establecer los procedimientos practicos para el diagnéstico de

enfermedades viricas en acuicultura de forma rutinaria y su aplicacién en situaciones
de alerta sanitaria.
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- Confeccionar un mapa epidemiolégico para las enfermedades viricas en
acuicultura marina.

- Mejorar la formacién de personal técnico de campo y de laboratorio.

Junto a estos objetivos iniciales, a lo largo del proyecto, y por distintas
causas, se han afadido cuatro nuevos objetivos parciales que se describen a
continuacién:

- La Memoria Cientifico-Técnica del Proyecto planteaba la posibilidad de realizar
controles parasitologicos siguiendo la idea de valorar la interaccién entre peces
silvestres y cultivados y obtener la maxima informaciéon posible de los ejemplares
utilizados en los muestreos de las enfermedades viricas y con vistas a plantear
futuros trabajos de interaccién granjas-fauna silvestre desde el punto de vista del
riesgo derivado de este tipo de agentes, de tanta incidencia en la acuicultura marina.

- La publicacion del Reglamento (CE) 1251/2008 referente a las condiciones y los
requisitos de certificacion para la comercializacién y la importacién en la Comunidad
de animales de la acuicultura y productos derivados y por la que se establece una
lista de especies portadoras da mayor importancia a este trabajo. Los resultados de
este proyecto aportan nuevos datos cientificos y practicos sobre especies
portadoras. Por todo ello, dentro de los objetivos del subproyecto, se ha incorporado
un nuevo objetivo, consistente en valorar el papel de las distintas especies
analizadas por los grupos participantes como especies portadoras para Septicemia
Hemorragica Virica en el marco de la nueva normativa sanitaria comunitaria.

- A propuesta de técnicos de la Direccion General de Sanidad Animal del Ministerio
de Medio Ambiente, Medio Rural y marino se incorpora como otro nuevo objetivo
parcial el disefo de un protocolo de actuaciones ante la aparicion de una
enfermedad listada en ejemplares de peces silvestres.

- ElI Real Decreto 1614/2008, relativo a los requisitos zoosanitarios de los animales y
de los productos de la acuicultura, asi como a la prevenciéon y el control de
determinadas enfermedades de los animales acuaticos (Traspone  Directiva
2006/88/CE) establece como uno de los requisitos para la autorizacion de las
instalaciones de acuicultura el establecimiento de un Sistema de Vigilancia
Zoosanitaria. Este sistema debe se capaz de detectar la aparicién de alguna de las
enfermedades listadas, asi como mortalidades por encima de una tasa normal que
debe establecerse entre la administracién y las empresas. Se propone definir un
modelo de Sistema de Vigilancia Zoosanitaria en piscicultura marina asi como
establecer valores de referencia en cuanto a niveles de mortalidad en las distintas
especies.
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2.2. OBJETIVOS REALIZADOS

Todos los objetivos inicialmente expuestos en la memoria del proyecto asi como los
objetivos  parciales posteriormente incorporados han sido realizados
satisfactoriamente por los grupos participantes.

2.3. METODOLOGIA

La metodologia se ha basado en la realizacién de un Proyecto Piloto de
Vigilancia Epidemioldgica tal y como se propuso en la Memoria Cientifico-Técnica
del Proyecto.

Durante el primer afo del proyecto se dedic6 el primer semestre a las
siguientes actividades:

- Adecuaciéon de un espacio fisico en el cual poder realizar las pruebas
diagnésticas.

- Obtencion del material e infraestructura necesarios.

- Recopilacién y busqueda bibliografica.

- Preparacion del personal técnico.

- Solicitar la colaboracion de las empresas de acuicultura y de las cofradias
para la obtencion de ejemplares. Establecer un acuerdo para la
compensacion econdémica por la retirada de ejemplares.

- Elaborar ficha de toma de muestras

- Elaborar un protocolo y una ficha de necropsia.

- Elaborar un sistema de registro de muestras.

- Crear base de datos informatica de resultados

- Puesta a punto de las técnicas diagnésticas para enfermedades obijetivo:
nodavirus (VER), necrosis pancreatica infecciosa (NPI) y septicemia virica
hemorragica (SHV).

- Definir y coordinar la programacion de los muestreos a realizar en cada
comunidad auténoma.

El segundo semestre del primer afo, asi como los restantes semestres del
segundo y tercer afo se realizaron los muestreos y los analisis de laboratorio que
han supuesto el mayor peso y esfuerzo en el desarrollo de este trabajo.

Durante el desarrollo del proyecto se han realizado al menos dos reuniones
de coordinacion anuales en las que, entre otros asuntos, se valoraban los resultados
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parciales obtenidos y se analizaban las dificultades técnicas y logisticas
presentadas.

De manera paralela, se han creado diversos grupos de trabajo formados por
personal especializado, tanto investigadores como responsables sanitarios de la
administracion competente en sanidad animal con el fin de desarrollar diversos
protocolos e informes, los cuales forman una parte esencial de los resultados
practicos del presente proyecto.

El dltimo afo del proyecto ha sido dedicado a finalizar estudios y andlisis
pendientes de la Ultima campana, dedicandose especialmente al analisis y
valoracion de la informacion obtenida, asi como a la elaboracion de informes, guias
y protocolos.

A continuacion se va a desarrollar la Metodologia de Trabajo en la realizacion
del Proyecto Piloto de Vigilancia Epidemioldgica en Acuicultura Marina. Para ello se
van a exponer en primer lugar las bases epidemiolégicas del muestreo, a
continuacién la programaciéon de los muestreos y por ultimo la obtencion y
procesado de las muestras

A. Bases epidemioldgicas del muestreo:

El plan piloto de vigilancia se ha realizado mediante controles rutinarios,
seguimientos especificos y en caso de focos de enfermedad.

1. Controles rutinarios.

Se realizan sobre especies de elevada importancia comercial en acuicultura y
sobre especies silvestres que de forma directa o indirecta puedan afectar a su
estado sanitario.

Para ello, se planifica el muestreo anualmente, estableciéndose los criterios
en base al nimero de instalaciones de acuicultura y fauna piscicola silvestre. Se
realizan dos controles anuales, distribuyéndose las especies y el numero de
ejemplares entre las distintas zonas maritimas.

Las especies objeto de estudio seran:

- Ejemplares de las especies cultivadas procedentes de granjas de
acuicultura.

- Ejemplares de las especies cultivadas procedentes del medio natural.

- Ejemplares de especies no cultivadas pero que puedan actuar como
reservorios o sean sensibles a las enfermedades de las especies
cultivadas.
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1.1. Ejemplares de especies cultivadas procedentes de granjas de acuicultura.

Se realiza el control sobre aquellas especies cultivadas de forma habitual en
cada Regién. Dicho control se realizara en colaboracion con el responsable sanitario
de cada explotacion. Como resultado del analisis de los peces obtenidos en las
granjas se elabora un informe con los resultados obtenidos, una copia del cual es
entregada al responsable sanitario. Dichos analisis no suponen un gasto extra para
las empresas y la obtencién de ejemplares ocasiona el minimo trastorno sobre las
operaciones habituales en las instalaciones.

Se realizan dos controles anuales por explotacion. Se obtienen al menos 30
ejemplares en cada control para cada instalacién, asumiendo una prevalencia del 10
% con un intervalo de confianza del 95 % (Ossiander y Wedermeyer, 1973). En el
caso de mas de una especie, el porcentaje de ejemplares es proporcional.

1.2. Ejemplares de las especies cultivadas procedentes del medio natural.

El objetivo es ver el estado sanitario de las poblaciones silvestres de las
especies que habitualmente se cultivan, ya que esta demostrado que son especies
que frecuentemente pueden ser observadas en los alrededores de las granjas de
acuicultura (Dempster y col, 2001). Efectivamente, especies cultivadas como dorada
y lubina, y en menor grado el atun, pueden entrar en contacto con las poblaciones
silvestres, siendo por ello muy interesante estudiar el potencial peligro de
transmision de enfermedades entre ambos lados de las redes. La distribucién de
muestras sera proporcional para las demarcaciones pesqueras. Cuando se
establezcan otras especies de cultivo, seran integradas dentro de este apartado. Se
realizaran dos chequeos anuales, si bien, en funcién de las caracteristicas de cada
zona, podra establecerse un unico control anual.

1.3. Ejemplares de especies no cultivadas pero que puedan actuar como
reservorios o son sensibles a las enfermedades de las especies cultivadas.

Este estudio se basa en seleccionar las especies que mas frecuentemente
entran en contacto con las especies de acuicultura asi como las especies que en la
bibliografia aparecen como sensibles o reservorios de las enfermedades objetivo.

a. Especies silvestres que frecuentan las granjas de acuicultura:

Segun diversos estudios, las instalaciones de acuicultura marinas ejercen un
efecto de atraccion de abundantes peces silvestres, con una gran diversidad
bioldgica. Esta atraccién se debe al efecto combinado de la presencia de alimento
artificial, atraccion quimica procedente de los peces estabulados y al efecto que
ejercen las jaulas como FADs (Fish Attraction Devices). En estudios sobre granjas

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 19 de 280



g{f

¥

% MINISTERIO —

" DEAGRICULTURA,PESCA  B<richmarimma
' YALIMENTACION

2

del sureste peninsular (Dempster y col, 2001), podemos ver cuales son estas
especies y su importancia relativa. Segun estos autores, podemos clasificar en tres
grupos de especies segun su importancia cuantitativa:

Grupo Especies

Mayor frecuencia Alacha Sardinella aurita
Boga Boops boops

Alta frecuencia Jureles Trachurus sp
Mujoles Mugilidae
Palometa Trachinotus ovatus
Oblada Oblada melanura

Descritos Aguja Belone belone
Pez limén Seriola dumerili
Chapa Diplodus anularis
Sargo breado Diplodus cervinus
Mojarra Diplodus vulgaris
Sargo Diplodus sargus
Magre Lithognathus mormyrus
Aligote Pagelus acarne
Salpa Salpa salpa
Lampuga Coryphaena hippurus
Espetdn Sphyraena sphyraena
Dorada Sparus aurata
Lubina Dicentrarchus labrax

La frecuencia y presion de muestreo se realizan en funcién de la frecuencia
de dichas especies en las aguas que rodean las jaulas y que en ocasiones se
introducen en el interior de las jaulas, fundamentalmente en el cambio de redes o0 en
el proceso de captacién de agua. Se utilizan ejemplares de las dos especies de
mayor frecuencia, tres especies de las de alta frecuencia y 5 especies del grupo de
descritos. Las especies podran cambiarse dentro de cada grupo en funcion de las
disponibilidades, respetando el total de ejemplares por grupo. Se intentara, en
cualquier caso, el maximo de homogeneidad en las especies muestreadas con el fin
de no distorsionar la posterior valoracion de los resultados obtenidos.

Los ejemplares procederan de los distintos distritos maritimos, intentando que
el porcentaje de ejemplares de cada uno de ellos sea proporcional. Dorada y lubina
no se incluyen en estos muestreos, ya que han sido contemplados en el capitulo de
especies cultivables procedentes del medio natural.

La seleccion de las especies silvestres se ha adaptado a las peculiaridades
de la fauna icticola de cada Comunidad Autébnoma. En Canarias se tiene en cuenta
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la presencia cerca de las jaulas de cultivo de especies como la fula (Abudefduf
luridusy) o la chopa (Kyphosus sectator).

b. Especies centinela para las enfermedades objetivo:

Las especies que podrian ser utilizadas como centinela para las
enfermedades objetivo en funcion de los conocimientos cientificos actuales para la
acuicultura marina mediterranea son los siguientes (FAO-CIHEAM, 2005):

Especies para VER: Lubina, corvina, sargos, mujol, serranidos y lenguado.

Especies para SHV: Lubina, alacha, brétola, lenguado, pescadilla, serranidos,
jureles, palometas, mojarra, sargos, aligote, salpa, caballa, gallineta, cabracho,
corvina y boga.

Especies para PNI: Dorada, lenguado, anguila, atherinidae, peludas, jureles,
cupleiformes y corvina.

De estas especies objetivo, es necesario priorizar entre ellas para poder llevar
a la practica los controles necesarios. Considerando que algunas de las especies ya
son chequeadas en base a los apartados comentados anteriormente, se procede a
seleccionar 6 especies en funcion de los siguientes criterios:

- Sensibilidad a las enfermedades

- Disponibilidad y frecuencia de capturas

En base a todo ello, se seleccionan inicialmente determinadas especies, las
cuales podran variarse en funcién de la experiencia adquirida.

2. Seguimientos especificos

Este grupo de controles, novedosos en su gran mayoria en la acuicultura
marina, permitiran disefar futuros planes de vigilancia epidemiolégica por parte de
las Autoridades Sanitarias correspondientes:

2.1. Importaciones

Este tipo de controles sanitarios se han realizado en colaboracion directa con

las Autoridades Sanitarias en materias de sanidad animal de las distintas
Comunidades Autbnomas.

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 21 de 280



MINISTERIO S
DEAGRICULTURA, PESCA  S57Ch tanaitima -
Y ALIMENTACION

Se realizan controles sanitarios sobre partidas de peces que procedan de
otros paises 0 zonas cuya situacion epidemioldgica asi lo aconseje. Ademas se
realizaran los pertinentes controles de caracter administrativo y documentales.

El control consistird en un chequeo inicial a la llegada de los animales, y se
basara en la inspeccidn visual de un lote de animales (100) y toma de muestras de
algunos ejemplares para su analisis, al menos 30 ejemplares. Posteriormente (entre
los 3 y los 6 meses) se realizard un control sobre el indice de mortalidad y en su
caso se podran analizar otro lote de ejemplares (bajas de la explotacién).

2.2. Nuevas especies de peces en acuicultura

Seguimiento sanitario de todas aquellas especies que se cultiven por primera
vez en aguas de nuestra Region.

El control inicial consistird en la inspeccion visual de un lote de animales (100)
y toma de muestras de algunos ejemplares para su andlisis, al menos 30
ejemplares. Posteriormente (entre los 3 y los 6 meses) se realizara un control sobre
el indice de mortalidad y en su caso se podran analizar otro lote de ejemplares
(bajas de la explotacién). Si la especie pasa a cultivarse de forma habitual, se
incluiria dentro de los controles rutinarios.

2.3. Peces de acuicultura de origen desconocido

Cuando el titular de una explotacion de acuicultura sea incapaz de demostrar
el origen de una partida, esta sera considerada como sospechosa y sera sometida a
un control intensivo. El parte mensual de bajas sera remitido mensualmente por el
propietario de los animales al Servicio de Pesca y Acuicultura. Sobre los peces se
realizara un andlisis inicial (30 ejemplares), repitiéndose cada 6 meses.

Légicamente, este tipo de controles sanitarios se han realizado en
colaboracion directa con las Autoridades Sanitarias en materias de sanidad animal
de las distintas Comunidades Autbnomas.

2.4. Control sanitario sobre inmersiones.

Se realizaran controles aleatorios o bien dirigidos sobre un porcentaje de las
inmersiones que se realicen en cada Comunidad Auténoma. El criterio variara en
funcion de la situacion epidemioldgica, del origen de los animales, de la especie, etc.
El control consistirda en un chequeo de los peces a su llegada mediante inspeccién
visual y la toma de muestras de 30 peces para su analisis. Con posterioridad, entre
los 3y los 6 meses, se realizara un control del indice de mortalidad del lote.
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Este tipo de controles sanitarios se han realizado en colaboracién directa con
las Autoridades Sanitarias en materias de sanidad animal de las distintas
Comunidades Autbnomas.

2.5. Peces silvestres sensibles a EDO

En base a los conocimientos sobre epidemiologia de las enfermedades EDO,
se confeccionara un listado con las especies silvestres sensibles o portadoras,
estableciéndose un plan anual de chequeos.

En el caso de Galicia, al tener la costa declarada como zona autorizada de
SHV y NHI, realizara controles sobre ambas enfermedades.

2.6. Alimento de atunes

La liberacion al medio de peces en su uso como alimento de los atunes
enjaulados presenta un potencial riesgo zoosanitario, especialmente cuando su
origen se sitla en zonas muy lejanas, pudiendo ser el vehiculo de enfermedades
para las cuales las poblaciones de peces silvestres de nuestro litoral podrian no
estar preparadas inmunolégicamente.

Es por ello razonable establecer un programa de monitorizacién de este tipo
de alimento cuando el origen sea distinto al Mediterraneo. En contacto con el
responsable sanitario de las instalaciones, se procedera a tomar muestras del
alimento presente en cada empresa cada dos meses. El nimero de ejemplares a
analizar sera de 60 por especie. Del resultado de los andlisis se entregara una copia
al responsable sanitario de la explotacion.

3. Focos de enfermedad.

Es estos casos se realizara un estudio especifico e intensivo como
consecuencia de anomalias o mortalidades masivas en las especies marinas. Se
realizara en los siguientes supuestos:

a. Cuando exista un foco de enfermedad en acuicultura. A partir de la propia
empresa de acuicultura al no poder hacer frente a un proceso o bien de oficio
cuando se estime oportuno por los técnicos del Servicio de Pesca y Acuicultura.

b. Cuando exista un foco de mortalidad o cualquier tipo de anomalias en
peces silvestres.

El tipo de analisis irda en funcién de la sintomatologia y las lesiones halladas.
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B. Programacién muestreo

Los niveles de muestreo y las especies a muestrear dependeran de las
peculiaridades de cada zona. Se realizara una planificacion en funcion de las
especies cultivadas en cada zona asi como de las especies silvestres presentes en
el medio y de interés para el estudio.

El investigador responsable de cada Comunidad Auténoma informa al
coordinador del proyecto, en las reuniones de coordinacion, de la planificacién del
muestreo para cada ano. El muestreo disefado para cada Comunidad Autdbnoma
contemplara, en principio, los siguientes apartados:

1. Controles rutinarios
Grupo 1. Ejemplares de especies cultivadas procedentes de granjas de acuicultura:

Dos controles anuales, con un muestreo minimo de 30 ejemplares en cada
control. Estos controles se realizaran sobre todas las instalaciones de acuicultura
marina presentes en cada Comunidad Autbnoma.

Grupo 2. Ejemplares de las especies cultivadas procedentes del medio natural.

La toma de muestras se realizara por semestres. Se chequearan especies
pertenecientes a las especies cultivadas en cada Comunidad Auténoma. La
frecuencia anual por especies sera de al menos 60 ejemplares.

Grupo 3. Ejemplares de especies no cultivadas, ecolégicamente relacionadas.

La toma de muestras se realizara por semestres, en verano e invierno. La
frecuencia por especies es la siguiente:

Especies Numero de muestras/ semestre | Muestreo anual
Por especie | Por grupo Por Por grupo
especies
Mayor 30 60 60 120
frecuencia®
Alta frecuencia** 30 90 60 180
Descritos*™** 15 75 30 150

Se seleccionaran dos especies del grupo de mayor frecuencia, tres especies
del grupo de alta frecuencia y cinco especies del grupo de descritos.
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Grupo 4. Ejemplares de especies no cultivadas, usadas como centinela de
enfermedades objetivo:

Las especies preseleccionadas para ser utilizadas como centinelas y la
intensidad de muestreo son las que se indican en el cuadro siguiente, si bien se
podran modificar en funcién de la disponibilidad de ejemplares y de las
caracteristicas pesqueras de cada zona. Las especies que sean muestreadas
finalmente seran seleccionadas por el grupo de coordinacion.

Especies Muestras semestre Muestreo anual
Lenguado (Solea vulgaris) 30 60
Anguila (Anguilla anguilla) 30 60
Caballa (Scomber scombrus) 30 60
Gallineta 30 60
(Helicolenus dactylopterus)

Brétola (Physcis spp.) 30 60
Merluza (Merluccius 30 60
merluccius)

2. Controles especificos

Los controles y andlisis sobre importaciones, cultivo de nuevas especies y
partidas de peces de origen desconocido no pueden ser planificadas y se realizaran
en funcién de los resultados de las inspecciones realizadas desde los servicios de
inspeccion.

Los controles sobre las inmersiones de alevines seran planificadas
anualmente en funcién de las especies, origen, situaciéon epidemioldgica, etc.

Alimentacion de atunes
Se controlara la alimentacién de los atunes cuando en la comunidad
autdbnoma existan instalaciones para su engorde. Los controles se realizaran durante

los meses de noviembre y diciembre. El nUmero de ejemplares a chequear en cada
granja autorizada es de 60.

Cronograma estudios sobre carnada de atunes

Objetivo | Enero/ | Marzo/ | Mayo/ | Julio/ | Septiembre/ | Noviembre/
Febrero | Abril Junio | Agosto | Octubre Diciembre
Carnada | | | | | |
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Focos de enfermedad

Este tipo de controles no puede ser planificado y se realizara en funcién de
los resultados de las inspecciones realizadas por las Autoridades Sanitarias de las
distintas Comunidades Auténomas..

C. Obtencion y procesado de las muestras:
1. El origen de los ejemplares analizados serd el siguiente:

- Peces de acuicultura, procedentes de los individuos agonizantes o recién
muertos de las granjas.

- Peces de pesca extractiva, procedentes de las lonjas o de descartes.

- Peces utilizados como alimento de atunes.

- Chequeos en peces de acuicultura importados.

- Chequeos en peces de acuicultura de origen desconocido.

- Peces silvestres recolectados en el medio natural en brotes de
enfermedad o mortalidad.

2. Procesado de las muestras

Cuando se proceda a obtener ejemplares para su posterior andlisis, se
cumplimentara una ficha con los datos epidemilégicos mas relevantes, tanto en los
peces de acuicultura como en los de pesca extractiva. Los peces seran
transportados rapidamente, en condiciones de frio, al centro donde vayan a ser
procesados.

Seran sometidos de forma rutinaria a un andlisis morfopatoldgico y necropsia
lo antes posible anotando cualquier hallazgo significativo, en especial la presencia
de lesiones compatibles con linfocitosis. Cuando los ejemplares estén vivos, se
obtendra sangre para su visualizacion mediante microscopia para el diagnéstico de
la necrosis eritrocitaria viral (VEN). Para ello se realizara la tincién de Mc Grunwald-
Giemsa. Todos los datos de cada necropsia se reflejaran en la correspondiente hoja
de necropsia, la cual podra tener un disefo colectivo para los ejemplares de una
misma partida.

Se extremaran las medidas de higiene y de asepsia, no utilizando el mismo
material de diseccidén para mas de un ejemplar, con el fin de evitar contaminaciones
cruzadas entre los ejemplares.

Se procedera a extraer muestras de rindn y de encéfalo para cada ejemplar, si
bien si se considera oportuno tras la primera reunion de coordinacion se podra
extraer también el bazo, el cual seria procesado junto al rinén. Las muestras seran
depositadas, en condiciones de frio, en tubos eppendorf. El tamafio de la muestra
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sera de aproximadamente 0,25 gramos. Las muestras seran procesadas lo antes
posible. En caso contrario, se les afiadira un conservante especifico (ARN later®) y
se mantendran en frio hasta su analisis. A partir de las muestras de encéfalo se
realizara el diagnostico de encefalopatia y retinopatia viral (VER). Las muestras de
rindn seran utilizadas para el diagnéstico de septicemia viral hemorragica (SHV) y de
necrosis pancreatica infecciosa (NPI).

Los ejemplares seran convenientemente identificado, introducidos
individualmente en bolsas de plastico y conservados en congelacién a -60C?. Dentro
de esas bolsas se guardaran en tubos eppendorf muestras de tejido renal y
encefalico restante. En el caso de posibles positivos se podra realizar asi un
segundo analisis o bien la realizacion de técnica oficial de confirmaciéon como ocurre
en el caso de la SHV, en cuyo caso habria que remitir los ejemplares al laboratorio
oficial de referencia que es el de Sanidad Animal y Producciéon Animal de Algete
(Real Decreto 1614/2008). Para el resto de enfermedades, al no ser de declaracién
obligatoria, podra ser confirmado por los laboratorios de referencia de cada
Comunidad Auténoma.

Respecto a los andlisis parasitologicos, la metodologia de trabajo es
especifica para cada uno de las especies estudiadas, por lo que sera descrita de
forma individualizada en cada uno de los casos.

La informacién recogida en las fichas de toma de muestras, en las hojas de

necropsia y en los boletines analiticos de laboratorio sera centralizada en una base
de datos informatica.
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2.4. RESULTADOS

2.4.1. DESARROLLO DE PLAN PILOTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA EN
ACUICULTURA MARINA

La sanidad animal tiene una importancia cada vez mayor en la gestion de las
empresas de acuicultura. La administracion responsable de la sanidad animal debe
tener conocimiento cientifico sobre la realidad epidemioldgica de las poblaciones de
peces, tanto cultivadas como silvestres, ya que el estado sanitario de unos puede
repercutir en el estado de los otros al ser el medio marino un medio no aislable. Se
pretendia realizar un plan piloto de vigilancia epidemiolégica que abarcase no sélo a
los peces de acuicultura sino también a distintas poblaciones. Este Plan puede ser
un indicador del estado de salud piscicola, y ademas puede evidenciar los efectos
patolégicos que pueden surgir de las relaciones entre poblaciones silvestres y las
domeésticas o cultivadas.

Los muestreos del plan de vigilancia experimental se realizaron a tres niveles: a)
Controles rutinarios sobre ejemplares de especies cultivadas procedentes de granjas
de acuicultura, sobre ejemplares de las especies cultivadas procedentes del medio
natural y sobre ejemplares de especies no cultivadas pero que puedan actuar como
reservorios a las enfermedades de las especies cultivadas o bien ser usadas como
especies centinela. b) Seguimientos especificos sobre: las importaciones, las nuevas
especies en acuicultura y sobre los peces usados como alimento de atunes. c)
Focos de enfermedad. Cuando exista un foco de enfermedad en acuicultura y
cuando exista un foco de mortalidad o cualquier tipo de anomalias en peces
silvestres.

a) Controles rutinarios

Controles rutinarios sobre ejemplares de especies cultivadas procedentes de granjas
de acuicultura, sobre ejemplares de las especies cultivadas procedentes del medio
natural y sobre ejemplares de especies no cultivadas pero que puedan actuar como
reservorios a las enfermedades de las especies cultivadas o bien ser usadas como
especies centinela.

Los muestreos de los controles rutinarios se detallan en la tabla siguiente:
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Muestreos de los controles rutinarios por Comunidades Auténomas

Ainho Origen Canarias Galicia Murcia Total
Peces

2007 | Acuicultura 300 930 209 1.439
Silvestres 890 201 352 1.449
Total afo 1.190 1.131 561 2.888

2008 | Acuicultura 265 1.920 376 2.561
Silvestres 1.322 632 685 2.694
Total afo 1.587 2.552 1.061 5.255

2009 | Acuicultura 320 1.860 564 2.744
Silvestres 1.457 354 621 2.432
Total afo 1.777 2.214 1.185 5.176

Total Comunidad 4.554 5.910 2.707

Total proyecto 13.271

Se han seleccionado las enfermedades: encefalopatia y retinopatia viral (VER), de
incidencia y gran potencialidad , septicemia viral hemorragica (SHV) cuya incidencia
se considera nula pero que resulta de gran interés la investigacién de posibles
portadores, especialmente en peces silvestres, y la necrosis pancreatica infecciosa
(IPN) cuya presencia y/o prevalencia son desconocidas en acuicultura marina
mediterranea.

A continuacién se va a reflejar un resumen de muestreos por CCAA en funcion de
las especies de acuicultura, silvestres cultivables, merodeadores y centinelas.
MURCIA

Los muestreos en acuicultura se realizaron con ejemplares procedentes de los
poligonos acuicolas de San Pedro del Pinatar y el de El Gorguel de Cartagena, asi
como de las instalaciones acuicolas de Aguilas.

Respecto a los muestreos procedentes de la pesca extractiva se realizaron,

basicamente, en las Lonjas pesqueras de Lo Pagan (San Pedro del Pinatar),
Cartagena, Mazarrén y Aguilas.
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Tabla de toma de muestras por especie y origen:

Especie Origen 2007 2008 2009 Total
Dorada (Sparus aurata) Acuicultura 152 251 192 595
Pesca 60 125 79 264
Lubina (Dicentrarchus labrax) Acuicultura 57 105 123 285
Pesca 36 12 38 86
Corvina acuicultura (4. regius) Acuicultura 0 0 70 70
Corvina silvestre (S. umbra) Pesca 22 63 22 107
Alacha (Sardinella aurita) Acuicultura 0 70 24 94
Pesca 30 20 56 106
Boga (Boops boops) Acuicultura 0 148 56 204
Pesca 46 0 38 84
Jurel (Trachurus spp) Acuicultura 0 21 44 65
Pesca 62 65 51 178
Salpa (Salpa salpa) Pesca 30 36 21 87
Sargo (Diplodus spp) Pesca 36 35 32 103
Chanquete (Aphia minuta) Pesca 0 0 40 40
Anguila (Anguilla anguilla) Pesca 0 34 75 109
Mujol (Mujil spp) Acuicultura 0 1 0 1
Pesca 30 0 36 66
Atun (Thunnus thynnus) Acuicultura 0 20 55 75
Caballa (Scomber scombrus) Pesca 0 0 13 13
Magre (L. mormyrus) Pesca 0 33 0 33
Aligote (Pagellus acarne) Pesca 0 12 0 12
Mero (Epinephelus marginatus) Pesca 0 2 0 2
Piche Pesca 0 0 7 7
Grisa (Labrus viridis) Pesca 0 2 12 14
Salmonete (M. surmuletus) Pesca 0 3 0 3
Rascacio (Scorpaena porcus) Pesca 0 0 1 1
Caballito (H. guttulatus) Pesca 0 3 0 3
Total 561 1.061 1.085 2.707
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Especies de acuicultura

Especie 2007 2008 2009 Total
Dorada (Sparus aurata) 152 251 192 595
Lubina (Dicentrarchus labrax) 57 105 123 285
Corvina acuicultura (4. regius) 0 0 70 70
Alacha (Sardinella aurita) 0 70 24 94
Boga (Boops boops) 0 148 56 204
Jurel (Trachurus spp) 0 21 44 65
Mujol (Mujil spp) 0 1 0 1
Atan (Thunnus thynnus) 0 20 55 75
Total 209 616 564 1389
Especies cultivables de origen silvestre
Especie 2007 2008 2009 Total
Dorada (Sparus aurata) 60 125 79 264
Lubina (Dicentrarchus labrax) 36 12 38 86
Total 96 137 117 350
Especies merodeadoras
Especie 2007 2008 2009 Total
Alacha (Sardinella aurita) 30 90 56 176
Boga (Boops boops) 46 148 38 232
Jurel (Trachurus spp) 62 86 51 199
Mujol (Mujil spp) 30 1 36 67
Salpa (Salpa salpa) 36 36 21 93
Sargo (Diplodus spp) 30 35 32 97
Magre (L. mormyrus) 0 33 0 33
Total 234 429 234 897
Especies silvestres centinela para enfermedades objetivo
Especies monitoras para VER
Especie 2007 2008 2009 Total
Lubina 93 117 161 371
Corvina 22 63 92 177
Sargo 36 71 32 139
Mujol 30 0 0 30
Salpa 0 36 21 57
Mero 0 2 0 2
Total 181 289 306 776
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Especies monitoras a VHS

Especie 2007 2008 2009 Total
Lubina 93 117 161 371
Alacha 30 90 80 200
Jurel 62 86 95 243
Sargo 36 35 32 103
Corvina 22 63 92 177
Mujol 30 0 0 30
Magre 30 0 0 30
Salpa 0 36 21 57
Total 303 427 481 1.211

Especies monitoras a [IPN

Especie 2007 2008 2009 Total
Dorada 212 376 271 859
Alacha 30 90 80 200
Jurel 62 86 95 243
Corvina 22 63 92 177
Total 326 615 538 1479

CANARIAS

En la provincia de Las Palmas, los muestreos se han realizado en las islas de Gran
Canaria y Lanzarote, mientras que en la provincia de Santa Cruz, los muestreos se

realizaron en las islas de Tenerife y La Palma.

En la isla de Gran Canaria, la zona de muestreo se corresponde con la zona este de
la isla, lugar donde se concentran las explotaciones dedicadas a la acuicultura de la
isla. La zona de muestreo en Lanzarote se localiza en la zona sur-este de la isla. En
la isla de La Palma, el muestreo se realiz6 en la localidad de Tazacorte. La zona de

muestreo de la isla de Tenerife se correspondi6 con la zona sur-este de la isla
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Los ejemplares objeto de estudio fueron sometidos de forma rutinaria a un analisis
morfopatolégico y necropsia en las instalaciones del Instituto Universitario de
Sanidad Animal (IUSA). Se procedié a la toma de muestras de rindn, bazo y
encéfalo para la realizacién del diagnéstico de las enfermedades viricas descritas
anteriormente.

Se plante6 un disefio de muestreos que abarcaba las especies de peces cultivadas
en el archipiélago canario (doradas, lubinas, lenguados y corvinas), asi como a una
serie de especies silvestres que frecuentan las inmediaciones de las instalaciones
de acuicultura o bien son especies que pueden utilizarse como centinelas para las
enfermedades objeto de estudio.

Tabla de toma de muestras por especie y origen:

Especie Origen 2007 2008 2009 Total
Dorada (Sparus aurata) Acuicultura 120 115 155 390
Pesca 2 0 0 2
Lubina (Dicentrarchus Acuicultura 120 105 150 375
labrax) Pesca 3 0 0 3
Corvina acuicultura (4. Acuicultura 60 15 0 75
regius) Pesca 0 0 0 0
Lenguado (Solea solea) Acuicultura 0 30 15 45
Pesca 0 0 0 0
Salema (Salpa salpa) Pesca 53 45 58 156
Sargo (Diplodus spp) Pesca 97 85 71 253
Besugo (Pagellus acarne) Pesca 72 60 55 187
Bicuda (Sphyraena Pesca 45 18 7 70
viridensis)
Caballa (Scomber scombrus) Pesca 94 70 62 226
Boga (Boops boops) Pesca 90 195 211 496
Fula (4budefduf luridus) Pesca 60 70 105 235
Medregal (Seriola fasciata) Pesca 1 5 0 6
Palometa (Trachinotus Pesca 43 42 47 132
goodei)
Chopa (Spondyliosoma Pesca 40 71 126 237
cantharus)
Sardina (Sardina pilchardus) Pesca 107 90 52 249
Mujil (Mujil spp) Pesca 66 90 73 229
Cabrilla (Serranus atricauda) Pesca 72 110 86 268
Pejeverdes (Thalassoma Pesca 15 75 92 183
pavo)
Jurel (Pseudocaranx dentex) Pesca 0 1 4 5
Pejepeine ( Xyrichthys Pesca 0 20 26 46
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novacula)
Tamboriles (Chilomycterus Pesca 10 50 48 108
atringa)
Bocinegros (Pagrus pagrus) Pesca 0 95 145 240
Brecas (Pagellus erythrinus) Pesca 0 95 145 240
Roncadores (Pomadasys Pesca 0 2 0 2
incisus)
Seifios (Diplodus sp) Pesca 0 2 0 2
Sama de pluma (Dentex Pesca 0 1 0 1
gibbosus)
Herreras (Lithognathus Pesca 0 5 4 9
MOrmyrus)
Lagartos (Synodus synodus) Pesca 0 15 21 36
Mojarras (Diplodus vulgaris) Pesca 0 10 6 16
Galanas (Oblada melanura) Pesca 15 0 13 28
Pejerrey (Pomatomus Pesca 5 0 0 5
saltatrix)
Total Pesca 1190 1587 1777 4.554
Especies de acuicultura
Especie 2007 2008 2009 Total
Dorada (Sparus aurata) 120 115 155 390
Lubina (Dicentrarchus labrax) 120 105 150 375
Corvina acuicultura (4. regius) 60 15 0 75
Lenguado (Solea solea) 0 30 15 45
Total 300 265 320 885

Especies cultivables de origen silvestre

Canarias no es zona natural de cria de estas especies, y Unicamente podemos
encontrar estos ejemplares tras rotura de jaulas de acuicultura. Los 5 ejemplares
correspondientes a este grupo de animales, se corresponden con 2 ejemplares de

dorada y 3 de lubina capturados en la isla de La Palma en 2007.

Especies merodeadoras

Especie 2007 2008 2009 Total
Salema (Salpa salpa) 53 45 58 156
Besugo 72 60 55 187
Bicuda 45 18 7 70
Boga 90 195 211 496
Fula 60 70 105 235
Medregal 1 5 0 6
Palometa 43 42 47 132
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Chopa 40 71 126 237
Pejeverdes 15 75 92 182
Jurel 0 1 4 5
Pejepeine 0 20 26 46
Tamboriles 10 50 48 108
Bocinegros 0 95 145 240
Brecas 0 95 145 240
Roncadores 0 2 0 2
Seifios 0 2 0 2
Sama de pluma 0 1 0 1
Herreras 0 5 4 9
Lagartos 0 15 21 36
Mojarras 0 10 6 16
Total 429 877 1100 2.406
Especies silvestres centinela para enfermedades objetivo
Especies monitoras para VER

Especie 2007 2008 2009 Total
Sargo 97 85 71 253
Muyjil 66 90 73 229
Cabrilla 72 110 86 268
Total 235 285 230 750

Especies monitoras a VHS

Especie 2007 2008 2009 Total
Sargo 97 85 71 253
Caballa 94 70 62 226
Cabrilla 72 110 86 268
Total 263 265 219 747

Especies monitoras a IPN

Especie 2007 2008 2009 Total
Sardinas 107 90 52 249
Total 107 90 52 249
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GALICIA

Galicia realiza controles semestrales en todas las instalaciones de acuicultura con
vistas al mantenimiento de calificacion sanitaria de las granjas, por lo que se han
realizado muestreos para este proyecto en todas las instalaciones de acuicultura
marina.

Los ejemplares de pesca extractiva se obtuvieron de las lonjas pesqueras de Vigo,
Celeiro, Burela, Coruna y Ribeira. En el mapa siguiente se reflejan las lonjas
pesqueras y las zonas donde se encuentran las instalaciones de acuicultura
muestreadas.
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En Galicia, las enfermedades seleccionadas fueron: septicemia viral hemorragica
(SHV) y necrosis hematopoyética infecciosa (NHI), respecto de las cuales todas las
piscifactorias marinas de Galicia estan declaradas como compartimentos indemnes,
y también necrosis pancreatica infecciosa (IPN) y Betanodavirus.

Ademas, a partir de los 6rganos extraidos se realiz6 siembra en medios de cultivo
para aislamiento e identificacion de bacterias. En el segundo muestreo anual de
2009, los peces de pesca extractiva ademas de las analiticas anteriores, fueron
sometidos a un estudio anatomopatolégico y de deteccion de parasitos con en fin de
completar la informacion que tendremos de cada uno de ellos.

Tabla de toma de muestras por especie y origen:

Especie Origen 2007 | 2008 | 2009 | Total
Rodaballo, (S. maximus) Acuicultura | 630 | 1.380 | 1.380 | 3.390
Pesca 4 25 25 54
Lenguado (Solea spp) Acuicultura | 180 | 480 | 360 | 1.020
Pesca 27 60 59 146
Besugo (Pagellus bogaraveo) Acuicultura | 60 60 60 180
Pesca 12 50 20 82
Abadejo (Pollachius pollachius) Acuicultura | 30 0 0 30
Pesca 13 46 26 85
Lubina (Dicentrarchus labrax) Acuicultura | 30 0 0 30
Pesca 17 32 37 86
Salmoén (Salmo salar) Acuicultura 0 0 30 30
Trucha ( Acuicultura 0 0 30 30
Solla (Pleuronectes platessa) Pesca 1 10 9 20
Jurel (Trachurus trachurus) Pesca 5 0 7 12
Corbina (Argyrosomus regius) Pesca 4 3 7 14
Raya (Raja sp; Dasyatis pastinaca) |Pesca 5 12 0 17
Coruxo (Scophthalmus rombus) Pesca 10 15 16 41
Salmonete (Mulus sp.) Pesca 21 84 45 150
Peixe agulla (Belone belone) Pesca 1 0 0 1
Caballa (Scomber scombrus) Pesca 1 0 0 1
Palometa (Brama brama) Pesca 3 0 0 3
Acedia (Solea lascaris) Pesca 11 38 0 49
Sargo (Diplodus sargus) Pesca 6 57 28 91
Dorada (Sparus aurata) Pesca 0 3 0 3
Juliana (Lophius piscatorius) Pesca 0 2 0 2
Mero (Epinephelus marginatus) Pesca 0 1 0 1
Rubio Pesca 0 0 14 14
Pargo (Pagrus pagrus) Pesca 0 5 10 15
Mujel (Chebron labrosus) Pesca 58 189 51 298
Boga (Boops boops) Pesca 15 0 0 15
Total 1.144 | 2.552 | 2.214 | 5.910
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Especies de acuicultura

Especie 2007 | 2008 | 2009 | Total
Rodaballo, (S. maximus) 630 | 1380 | 1380 | 3390
Lenguado (Solea spp) 180 | 480 | 360 | 1020
Besugo (Pagellus bogaraveo 60 60 60 180
Abadejo (Pollachius pollachius) 30 0 0 30
Lubina (Dicentrarchus labrax) 30 0 0 30
Salmén 0 0 30 30
Trucha (Salmotrutta fario) 0 0 30 30
Total 930 | 1920 | 1980 | 4710
Especies cultivables de origen silvestre
Especie 2007 | 2008 | 2009 | Total
Rodaballo, (S. maximus) 4 25 25 54
Lenguado (Solea spp) 27 60 59 146
Besugo (Pagellus bogaraveo 12 50 20 82
Abadejo (Pollachius pollachius) 13 46 26 85
Lubina (Dicentrarchus labrax) 17 32 37 86
Total 73 213 | 167 | 453
Especies merodeadoras
Especie 2007 | 2008 | 2009 | Total
Mujel (Chebron labrosus) 58 189 51 298
Boga (Boops boops) 15 0 0 15
Total 73 189 51 313
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Especies silvestre centinela para enfermedades objetivo

Especie 2007 | 2008 | 2009 | Total

Solla (Pleuronectes platessa) 1 10 9 20
Jurel (Trachurus trachurus) 5 0 7 12
Corbina (Argyrosomus regius) 4 3 7 14
Raya (Raja sp; Dasyatis pastinaca) 5 12 0 17
Coruxo (Scophthalmus rombus) 10 15 16 41
Salmonete (Mulus sp.) 21 84 45 150
Peixe agulla (Belone belone) 1 0 0 1
Caballa (Scomber scombrus) 1 0 0 1
Palometa (Brama brama) 3 0 0 3
Acedia (Solea lascaris) 11 38 0 49
Sargo (Diplodus sargus) 6 57 28 91
Dorada (Sparus aurata) 0 3 0 3
Juliana (Lophius piscatorius) 0 2 0 2
Mero (Epinephelus marginatus) 0 1 0 1
Rubio (Trigloporus lastoviza) 0 0 14 14
Pargo (Pagrus pagrus) 0 5 10 15
Total 68 230 | 136 | 434

b) Seguimientos especificos

Controles especificos sobre: las importaciones, las nuevas especies en acuicultura,
los peces de origen desconocido, control sanitario sobre inmersiones y sobre los
peces usados como alimento de atunes.

MURCIA

Muestreo importaciones

Todas las importaciones de alevines procedian de paises de la Unién Europea. Por
tanto estan sometidos a los controles sanitarios en origen a los que obliga la
normativa sanitaria. Los estados miembros receptores de los alevines pueden, de
forma aleatoria o por sospecha, realizar controles sanitarios sobre estas partidas. Si
bien esto es practica habitual en la ganaderia terrestre, no es habitual su realizacidén
en acuicultura.

Estos controles se deben realizar sobre los animales y sobre la documentacién
sanitaria que debe acompanar a los desplazamientos intracomunitarios: Reglamento
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1251/2008, por el que se aplica la Directiva 2006/88/CE en lo referente a las
condiciones y los requisitos de certificacion para la comercializacion y la importacion
en la Comunidad de animales de la acuicultura y productos derivados y se establece
una lista de enfermedades portadoras, modificado por Reglamento 346/2010.

Los chequeos realizados siguiendo las pautas del proyecto se resumen en la tabla
siguiente:

Afio Especie Ejemplares Pais de origen
analizados

2007 Dorada 20 Italia

2008 Lubina 20 Italia

2008 Corvina 20 Italia

2009 Lubina 20 Grecia

Los ejemplares muestrearon fueron analizados de las enfermedades viricas objetivo
del proyecto

Muestreo nuevas especies

Durante los afos 2007 y 2008 se ha producido la introduccién de gran cantidad de
alevines de corvina (Argirosomus regius) por parte de varias empresas, y se ha
empezado a producir corvina de forma comercial en el 2008, sin embargo no ha sido
posible la obtencion de muestras al no coincidir los muestreos con la extraccion
comercial de ejemplares.

Durante el afio 2009 se ha producido gran cantidad de corvina (Argirosomus regius)
por parte de varias empresas, por lo que esta especia ha sido muestreada este afo
por primera vez (el ano 2008 se muestrearon alevines de corvina procedentes de
importacion, pero no ejemplares engordados en granjas de la Regién).

Lotes de origen desconocido

No ha sido detectado ningun lote de peces de origen desconocido, por lo que no ha
sido necesario realizar ningun tipo de muestreo en ninguno de los tres anos del
proyecto

Control Sanitario sobre Inmersiones

Las inmersiones de alevines que se realizan en las explotaciones comerciales de
acuicultura requieren autorizaciéon previa del Servicio de Pesca y Acuicultura. Para
ello se solicita autorizacién para inmersién con una antelacion minima de 24 horas a
la misma, con el fin de poder programar desde dicho Servicio los posibles controles
sanitarios y administrativos.
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Los datos minimos de la solicitud son: identificacién de la empresa y teléfono de
contacto, especie de los alevines, procedencia, numero de ejemplares, peso medio,
fecha de llegada del camién y hora prevista para la inmersién, asi como el lugar de
la descarga. Se facilitarad desde este Servicio un modelo general de solicitud con
estos datos. La comunicacién para solicitar autorizacién de inmersion sera realizada
mediante fax, y se adjuntara copia de la documentacién sanitaria si se dispone de
ella antes de la llegada de los animales. En caso contrario, la documentacion
sanitaria sera remitida al Servicio por fax en las 24 horas siguientes a la llegada de
los animales.

Desde el Servicio de Pesca y Acuicultura se realizan inspecciones periédicas para
comprobar las condiciones del transporte de los alevines (camiones y barcos) y de
su inmersion.

El nimero de controles realizados ha sido el siguiente

Aflo 2007 2008 2009
N° de controles 9 10 8

Asi mismo se ha realizado un control estadistico sobre las inmersiones realizadas
cada uno de los anos del proyecto:

Histérico inmersiones alevines

2007 2008 2009
Dorada 11.792.500 15.409.000 | 9.795.000
Lubina 5.170.000 6.478.000 | 9.248.000
Corvina 1.409.500 2.575.000 320.000
Seriola 0 11.000 18.500
Total 18.372.000 24.473.000 | 19.381.500

Historico enjaulamientos de atun rojo:

2007 2008 2009

Ejemplares 35.131 9.783 8.620

Toneladas 1.984,7 416,7 578

Carnada atunes

Al inicio del proyecto habia cuatro instalaciones de engorde de atin muestreandose
todas ellas, tanto en San Pedro del Pinatar como en el Gorguel. Sin embargo, las
dos ultimas campanas sélo una granja ha tenido de forma comercial atunes mas una
instalacibn que mantiene atunes con fines cientificos. Se han muestreado ambas
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granjas, con 30 ejemplares en cada una de ellas, obteniéndose un total de 60
ejemplares. Las dos instalaciones se encuentran situadas en el Gorguel
(Cartagena).

Especie N° peces N° peces N° peces N° peces Total
2006/2007 2007/2008 2008/2009 | 2009/2010
Estornino
(Scomber 106 95 -- -- 201
Jjaponicus)
Caballa
(Scomber 30 60 60 -- 150
scombrus)
Sardina
(Cuplea 14 -- -- -- 14
pilchartus)
Alacha
(Sardinella 30 15 -- 60 105
aurita)
Total 180 170 60 60 470

CANARIAS

Muestreo nuevas especies

Desde el primer afio de muestreos hemos incluido a la corvina (Argirosomus regius)
como parte de las especies de acuicultura, al ser incorporada al sector por varias
empresas canarias.

Lotes de origen desconocido

No ha sido detectado ningun lote de peces de origen desconocido, por lo que no ha

sido necesario realizar ningun tipo de muestreo en ninguno de los tres afnos del
proyecto
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GALICIA

Muestreo importaciones

Cada uno de los muestreos realizados en Galicia abarca el 100% de las
explotaciones de acuicultura activas en el momento de su realizacién. Dada la alta
frecuencia de los muestreos, cada seis meses, todas las importaciones de alevines
que tuvieron lugar en Galicia durante la duracién del estudio fueron muestreadas.

Afio Especie Ejemplares Pais de origen
analizados

2007 0 0

2008 Rodaballo 15 Dinamarca

2008 Rodaballo 15 Francia

2008 Rodaballo 15 Francia

2009 Salmones 30 Escocia

2009 Rodaballo 30 Dinamarca

2009 Lenguado 10 Portugal

Muestreo nuevas especies

La unica especie nueva que se ha introducido en el periodo que durd este estudio
fueron los mencionados salmones procedentes de Escocia, retomandose de manera
experimental el cultivo de esta especie que ya se habia intentada en el pasado,
aungue no consiguié consolidarse.

Lotes de origen desconocido

No se ha detectado ningun lote de peces de origen desconocido.

Control sanitario sobre inmersiones

La autorizacion de las inmersiones en Galicia le corresponde a los Xefes
Territoriales de la Conselleria do Mar en cada una de las provincias en que radique
la explotacion de destino, a la vista de la documentacion sanitaria que acompana a
la solicitud inmersién. En los tres afios de duracion del Plan no nos consta que se

haya realizado alguna inspeccién para comprobar las condiciones del transporte de
los alevines (Camiones y barcos) y de su inmersion.
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¢) Focos de enfermedad.

Cuando exista un foco de mortalidad o cualquier tipo de anomalias en peces
silvestres.

MURCIA

Durante el desarrollo del proyecto de investigacién, se han comunicado en Murcia
dos episodios de aparicion masiva de ejemplares de peces muertos en las costas.
En ambos casos, tras el analisis de los ejemplares y de las circunstancias de los
hallazgos se descart6é un origen patologico.

El primero de los casos acaecié en noviembre de 2007. Se informé de la presencia
de gran numero de ejemplares de peces muertos en la Playa de Porman (La Unién).
Se comprobd que los peces eran principalmente caballas y su origen era un manejo

erroneo durante la alimentacion de los atunes de alguna de las instalaciones
préximas de engorde de esta especie en El Gorguel (Cartagena).

El segundo caso ocurridé en julio de 2008, con la aparicion de un gran niamero de
salpas (Salpa salpa) en las playas de Santiago de la Ribera (San Javier) en zona de
gran afluencia de banistas con la consecuente alarma por la posible etiologia del
proceso. En este caso se determind como causa del suceso una mal practica por
parte de pescadores profesionales que habian arrojado al mar los peces por ni
considerarlos adecuados para su venta.

CANARIAS

Durante el desarrollo de este proyecto, la administracién no ha informado acerca de
foco de enfermedad en las costas canarias, por lo que no presentamos datos en
este apartado

GALICIA
Durante el desarrollo del proyecto de investigacién, no se ha producido en Galicia

ningun episodio de aparicion masiva de ejemplares de peces muertos en las
costas.
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2.4.2. MODELO DE PROGRAMA DE VIGILANCIA SANITARIA (PVE)

En la memoria inicial del proyecto se proponia la realizacién de un programa piloto
de vigilancia epidemiolégica para una serie de enfermedades de acuicultura marina.
El desarrollo de dicho programa debia permitir detectar las ventajas y los
inconvenientes de su puesta en practica con el fin de poder disefar un plan de
vigilancia eficaz y operativo y ponerlo a disposicion de los gestores en sanidad
animal de las distintas administraciones publicas implicadas.

Modelo de Programa de Vigilancia Epidemioldqica

Resulta de gran importancia el establecimiento de los criterios para la realizacion de
un Plan de Vigilancia Epidemiolégico con la finalidad de disponer de estudios sobre
prevalencia de distintos agentes patégenos que afectan a las producciones
animales. La acuicultura, y especialmente la marina, presenta una serie de
peculiaridades que provocan que el disefio sea bastante distinto al de otras
producciones, especialmente por la inevitable interaccion permanente entre los
peces cultivados y la fauna icticola local y/o migratoria.

El modelo que se presenta a continuacibn no es aplicable a los programas
nacionales de obtencién y/o mantenimiento de calificacién sanitaria frente a
enfermedades de declaracion obligatoria (Real Decreto 1614/2008), ya que aqui lo
que se define es un programa de vigilancia integral, aplicable a cualquier tipo de
patologia infecciosa que por interés oficial o de las propias empresas, se estimase
conveniente realizar. En cualquier caso, el modelo propuesto puede ser facilmente
adaptado para poder ser utilizado como base para los programas oficiales de
muestreo y vigilancia de las enfermedades de los peces.

En el capitulo siguiente de resultados se propondra un Sistema de Vigilancia
Zoosanitaria, orientado a dar cumplimiento a este requisito exigido en el Real
Decreto 1614/2008 a las empresas de acuicultura y que tampoco se corresponde
con un Plan de Vigilancia Epidemiolégica. Mientras que el Sistema de Vigilancia
Zoosanitaria es un requisito sobre el estado sanitario de cada granja, el Programa de
Vigilancia Epidemiol6gica estudia la situacion de una zona respecto a una o varias
enfermedades. El campo de acciéon del Sistema de Vigilancia Zoosanitaria es
exclusivamente la acuicultura, sin embargo un Programa de Vigilancia
Epidemiolédgica engloba a la acuicultura y a las poblaciones silvestres de peces.

En el siguiente esquema se refleja la interaccidén entre las granjas de acuicultura y
los peces de silvestres y las autoridades en materia de sanidad animal:
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Control Legislacion Caracter Autoridad Poblacion Objeto Objetivos
Responsable de Estudio
Plan de Controles | RD 1614/2008 | Obligatorio Autoridad Granjas acuicultura | Realizaciéon de controles oficiales para
Oficiales Reglamento Sanitaria garantir el cumplimiento de lo exigido en
(CE) 882/2004 la legislaciéon comunitaria en materia de
alimentacion, sanidad y bienestar animal.
Sistema de RD 1614/2008 | Obligatorio Autoridad Granjas acuicultura | Detectar:
Vigilancia Decision Sanitaria y/o a. Cualquier aumento de mortalidad
Zoosanitaria 2008/896/CE Asociacion de en todas las explotaciones, segiin
Defensa Sanitaria tipo de produccion.
b. Las enfermedades listadas
(exodticas y no exoticas) en las
explotaciones con  especies
sensibles.
Calificacion RD 1614/2008 | Segin  estatus | Autoridad Granjas acuicultura | Obtencidon, mantenimiento o recuperacion
Sanitaria Decision sanitario Sanitaria y/o de Calificacion Sanitaria de Libre a una o
2009/177/CE Asociacion de varias de las enfermedades listadas del
Defensa Sanitaria RD 1614/2008
Plan de Vigilancia Voluntario Autoridad Granjas acuicultura | Estudiar la situacion epidemiologica de
Epidemiolégica - Sanitaria y/o Peces silvestres una determinada zona frente a cualquier
Asociacion de tipo de enfermedad de interés para las
Defensa Sanitaria empresas o administracion.
Plan de RD 1614/2008 | Obligatorio RASVE Granjas acuicultura | Protocolos de actuacion coordinados por
contingencia Autoridad Peces silvestres el Ministerio para actuacion en el caso de
Sanitaria aparicion de enfermedades listadas,
emergentes u otras crisis sanitarias.
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La administracion sanitaria debe organizar controles oficiales en todas las
explotaciones de acuicultura, las cuales estaran registradas y en su caso
autorizadas. Las instalaciones calificadas deben ademas realizar los controles
necesarios para el mantenimiento de dicha calificacion. La administracién puede,
ademas, realizar un Plan de Vigilancia Epidemioldgica para el estudio y seguimiento
de enfermedades que por cualquier razén sea conveniente valorar y estudiar. Esos
Planes de Vigilancia engloban tanto a los ejemplares procedentes de la acuicultura
como ejemplares silvestres. La base de este Plan de Vigilancia es la que se va a
describir posteriormente.

Para las enfermedades de declaracién obligatoria la Administracion General del
Estado tiene que tener desarrollados Planes de Contingencia. ElI Plan de
Contingencia de enfermedades de los peces se puede consultar en la pagina web
del RASVE del Ministerio de Media Ambiente, Medio Rural y Marino.

Las empresas de produccion, que tienen que estar autorizadas, deben de disponer
de un Manual de Buenas Practicas de Higiene, un sistema de trazabilidad reflejado
en un Libro de Explotacion Acuicola asi como tener implementado un Sistema de
Vigilancia Zoosanitario. Todos estos elementos seran controlados en los Planes de
Controles Oficiales, pero el Sistema de Vigilancia Zoosanitaria debe ser dindmico,
manteniéndose una comunicacion dinamica y eficaz entre las empresas y la
administracion con el fin de cumplir con sus objetivos: detectar de forma precoz la
aparicion de enfermedades listadas y detectar la aparicion de mortalidades por
encima de un umbral consensuado.

En base a los satisfactorios resultados obtenidos con la puesta en practica del
modelo propuesto inicialmente, el modelo que se finalmente se establece desde este
proyecto es el siguiente:

El plan de vigilancia epidemiolégica se basa en la realizacion de controles rutinarios,
seguimientos especificos y seguimiento en caso de focos de enfermedad en peces
silvestres.

1. Controles rutinarios.

Se realizan sobre las especies de acuicultura y sobre especies silvestres que de
forma directa o indirecta puedan afectar a su estado sanitario.

Se planifica el muestreo estableciéndose los criterios en base al numero de

instalaciones de acuicultura y fauna piscicola silvestre, distribuyéndose las especies
y el nimero de ejemplares entre las distintas zonas maritimas.
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La periodicidad de los muestreos se establecera en funcion de la enfermedad objeto
de estudio, teniendo en cuanta las caracteristicas epidemiolégicas de la misma:
estacionalidad, temperatura, especies sensibles, especies portadoras, etc.

Las especies objeto de estudio seran:

- Ejemplares de las especies cultivadas procedentes de granjas de acuicultura.

- Ejemplares de las especies cultivadas procedentes del medio natural.

- Ejemplares de especies no cultivadas pero que puedan actuar como reservorios o
sean sensibles a las enfermedades de las especies cultivadas.

1.1. Ejemplares de especies cultivadas procedentes de granjas de acuicultura.

Se realiza el control sobre aquellas especies cultivadas de forma habitual en cada
Region. Dicho control se realizard en colaboracién con el responsable sanitario de
cada explotacion. Como resultado del andlisis de los peces obtenidos en las granjas
se elaborard un informe con los resultados obtenidos, una copia del cual es
entregada al responsable sanitario. Dichos andlisis no deben suponer un gasto extra
para las empresas y la obtencién de ejemplares ocasionara el minimo trastorno
sobre las operaciones normales en las instalaciones.

El nimero de ejemplares a analizar en los muestreos sera de 30 ejemplares en cada
control para cada instalacién, asumiendo una prevalencia del 10 % con un intervalo
de confianza del 95 % (Ossiander y Wedermeyer, 1973). En el caso de mas de una
especie, el porcentaje de ejemplares es proporcional. El nUmero de ejemplares a
muestrear puede variar en funcién de las caracteristicas de las enfermedades a
estudiar.

La unidad epidemiolégica a considerar en la realizacién de los muestreos sera la
explotacidn acuicola en su conjunto. En funcion de la enfermedad o enfermedades a
investigar se seleccionaran las especies asi como la edad y/o tamafno de los
ejemplares.

Respecto a la frecuencia de los muestreos, a menos que la situacion epidemiologica
aconseje lo contrario, se realizard un unico chequeo anual en funcion de las
caracteristicas propias de cada patégeno.

1.2. Ejemplares de las especies cultivadas procedentes del medio natural.
El objetivo es verificar el estado sanitario de las poblaciones silvestres de las
especies que habitualmente se cultivan, ya que su estado sanitario puede ser un

reflejo directo o indirecto del estado sanitario de la acuicultura, aunque también en
sentido contrario ya que esta demostrado que son especies que frecuentemente
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pueden ser observadas en los alrededores de las granjas de acuicultura (Dempster y
col, 2001).

Especies cultivadas como dorada, lubina y el atun, pueden entrar en contacto con
las poblaciones silvestres, siendo por ello muy interesante estudiar el potencial
peligro de transmision de enfermedades en ambos lados de las redes. La
distribucién de muestras sera proporcional entre las demarcaciones pesqueras.

Cuando se establezcan nuevas especies de cultivo, seran integradas dentro de este
apartado. Se realizara un uUnico control anual, aunque puede intensificarse si las
condiciones epidemiolégicas asi lo aconsejan.

1.3. Ejemplares de especies no cultivadas pero que puedan actuar como reservorios
0 son sensibles a las enfermedades de las especies cultivadas.

Este estudio se basa en seleccionar las especies que mas frecuentemente entran
en contacto con las especies de acuicultura asi como las especies que en la
bibliografia aparecen como sensibles o reservorios de las enfermedades objetivo.

a. Especies silvestres que frecuentan las granjas de acuicultura:

Segun diversos estudios, las instalaciones de acuicultura marinas ejercen un efecto
de atraccidén de abundantes peces silvestres, con una gran diversidad biologica. Esta
atracciéon se debe al efecto combinado de la presencia de alimento artificial,
atraccién quimica procedente de los peces estabulados y al efecto que ejercen las
jaulas como FADs (Fish Attraction Devices).

La presién de muestreo para estas especies merodeadoras se realiza en funcién de
la frecuencia de dichas especies en las aguas que rodean las jaulas y que en
ocasiones se introducen en el interior de las instalaciones, fundamentalmente en el
cambio de redes o en el proceso de captacidén de agua. Se utilizan ejemplares de las
especies de mayor frecuencia, si bien es necesario considerar que muchas especies
tienen variacion estacional, de tal forma que pueden ser muy frecuentes en los
alrededores de las jaulas en determinadas épocas y escasas en otras. Las especies
podran cambiarse dentro de cada grupo de frecuencia en funcion de las
disponibilidades, respetando el total de ejemplares por grupo. Se intentara, en
cualquier caso, el maximo de homogeneidad en las especies muestreadas con el fin
de no distorsionar la posterior valoracion de los resultados obtenidos.

Los ejemplares procederan de los distintos distritos maritimos, intentando que el
porcentaje de ejemplares de cada uno de ellos sea proporcional. Las especies
merodeadoras que ademas son especies cultivables no se incluyen en estos
muestreos, ya que han sido contemplados en capitulos anteriores.
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b. Especies centinela para las enfermedades objetivo:

Las especies centinelas son especificas para cada enfermedad. Como modelo se
van a exponer especies siguiendo el ejemplo de las enfermedades objetivo utilizadas
en este proyecto.

Las especies que podrian ser utilizadas como centinela para las enfermedades
objetivo del presente estudio, en funcién de los conocimientos cientificos actuales
para la acuicultura marina mediterranea son los siguientes (FAO-CIHEAM, 2005):

Especies centinela para VER: Bovo (2007), define las siguientes especies sensibles:

PECES INFECTADOS QUE MUESTRAN SINTOMAS Y

GESTION SANITARIA

MORTALIDAD

Epinephelus akaara
E. taurina

E. coioides

E. malabaricus

E. moara

E. lanceolatus

E. awoara

E. fuscoguttatus

E. septemfasciatus
Cromileptes altivelis
Pseudocaranx dentex
Seriola dumerili
Trachinotus blochii
Trachinotus falcatus
Sciaenops ocellatus
Oplegnathus fasciatus
Rachycentron canadum
Liza auratus

Lutjanus erythroterus
Verasper moseri
Paralichthys olivacerus
Takifugu rubripes
Lates calcarifer

Lateolabrax japonicus
Parasilusus asotus
Poecilia reticulata
Sebastes oblungus
Anguilla anguilla

Latris lineada

Tandanus tandanus
Oxyleotrix lineolatus
Pseudopleuroctes
americanus

Atractoscion nobilis
Gadus morhua
Melanogrammus aeglefinus
Dicentrarchus labrax
Umbrina cirrosa
Diplodus puntazzo
Sciaena umbra
Epinephelus marginatus
Epinephelus aeneus
Epinephelus alexandrinus
Hippoglosus hippoglosus
Solea solea

Acipenser gueldestaedi
Scolphthalmus maximus

PECES QUE SE INFECTAN

Pagellus acarne
Gobius jozo
Argyrosomus regius

Mullus barbatus
Mullus surmuletus
Scorpaena sp
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Sparus aurata Liza ramada
Trisopterus minutus

PECES INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE
Oreochromis mossambicus | Anarchis minor

Especies centinela para VHS: Esta es una enfermedad listada en el Real Decreto
1614/2008, existiendo una relacion de especies sensibles publicadas en dicho real
decreto, asi como una lista de especies potencialmente portadoras descritas en el
reglamento comunitario 1251/2008:

- Especies sensibles (Real Decreto 1614/2008):

Arenque (Clupea spp.), coregonos (Coregonus sp.), lucio (Esox lucius), eglefino
(Gadus aeglefinus), bacalao del Pacifico (Gadus macrocephalus), bacalao del
Atlantico (Gadus morhua), salmones del Pacifico (Oncorhynchus spp.), trucha arco
iris (Oncorhynchus mykiss), mollareta (Onos mustelus), trucha comun (Salmo trutta),
rodaballo (Scophthalmus maximus), espadin (Sprattus sprattus) y timalo (Thymallus
thymallus).

- Especies portadoras marinas de VHS (Reglamento 1251/2008):

Lubina o robalo (Dicentrarchus labrax), lubina blanca, lubina americana (Morone
chrysops x M. saxatilis), mugil (Mugil cephalus), corvinbn ocelado (Sciaenops
ocellatus), corvina (Argyrosomus regius), verrugato (Umbrina cirrosa), atunes
(Thunnus spp.), atun rojo o de aleta azul (Thunnus thynnus), mero (Epinephelus
marginatus), lenguado senegalés o lenguado rubio (Solea senegalensis), lenguado
europeo (Solea solea), breca (Pagellus erythrinus), dentéon o dentén europeo
(Dentex dentex), dorada (Sparus aurata), sargo (Diplodus sargus), besugo (Pagellus
bogaraveo), dorada gigante (Pagrus major), sargo picudo (Diplodus puntazzo),
mojarra (Diplodus vulgaris), pargo (Pagrus pagrus).

Especies centinela para IPN (FAO-CIHEAM, 2005):

Dorada, lenguado, anguila, atherinidae, peludas, jureles, cupleiformes y corvina.

De estas especies potencialmente considerables como centinelas es necesario
priorizar entre ellas para poder llevar a la practica los controles. Considerando que
algunas de las especies ya son chequeadas en base a los apartados comentados

anteriormente, se procede a seleccionar especies en funcion de los siguientes
criterios:
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- Sensibilidad a las enfermedades
- Disponibilidad y frecuencia de capturas

2. Seguimientos especificos

Este grupo de controles, novedosos en su gran mayoria en la acuicultura marina,
permitirdn disefar futuros planes de vigilancia epidemioldégica por parte de las
Autoridades Sanitarias correspondientes. En su mayoria son controles dificiles de
planificar y que derivan de la propia actividad comercial del sector. En cualquier
caso, este tipo de controles debe ser incorporados en los disefios de programas de
vigilancia epidemiolégica por las Autoridades Sanitarias:

2.1. Importaciones

Este tipo de controles sanitarios se realizaran de forma rutinaria por las Autoridades
Sanitarias en materias de sanidad animal de las distintas Comunidades Auténomas.

Se realizan controles sanitarios sobre partidas de peces que procedan de otros
paises 0 zonas cuya situacion epidemioldgica asi lo aconseje. Ademas se realizaran
los pertinentes controles de caracter administrativo y documentales.

El control consistira en un chequeo inicial a la llegada de los animales, y se basara
en la inspeccion visual de un lote de animales y toma de muestras de algunos
ejemplares para su analisis, cuando se considere oportuno. Cuando se decida
realizar muestro se tomaran al menos 30 ejemplares.

2.2. Nuevas especies de peces en acuicultura

Seguimiento sanitario de todas aquellas especies que se cultiven por primera vez en
aguas de nuestra Region.

El control inicial consistird en la inspeccion visual de un lote de animales y toma de
muestras de algunos ejemplares para su andlisis, si se considera oportuno, de al
menos 30 ejemplares. Posteriormente (entre los 3 y los 6 meses) se realizara un
control de seguimiento sobre el indice de mortalidad y el resto de parametros que
permitan valorar su grado de adaptacion. Si la especie pasa a cultivarse de forma
habitual, se incluiria dentro de los controles rutinarios.

2.3. Peces de acuicultura de origen desconocido
Cuando el titular de una explotacion de acuicultura sea incapaz de demostrar el

origen de una partida, esta sera considerada como sospechosa y sera sometida a un
control intensivo. El parte mensual de bajas sera remitido mensualmente por el
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propietario de los animales a la Autoridad Sanitaria competente. Sobre los peces se
realizard un andlisis inicial (30 ejemplares), repitiéndose cada 6 meses si se
considera oportuno. Los gastos de estos analisis deben correr por parte de la
empresa.

2.4. Control sanitario sobre inmersiones.

Se realizaran controles aleatorios o bien dirigidos sobre un porcentaje de las
inmersiones que se realicen en cada Comunidad Auténoma. El criterio variara en
funcion de la situacion epidemiolégica, del origen de los animales, de la especie, etc.
El control consistirda en un chequeo de los peces a su llegada mediante inspeccién
visual y la toma de muestras de 30 peces para su analisis en caso de considerarse
necesario.

2.5. Peces silvestres sensibles a EDO

En base a los conocimientos sobre epidemiologia de las enfermedades EDO, se
confeccionara un listado, el cual se mantendra actualizado, con las especies
silvestres sensibles o portadoras.

En un apartado posterior se describe estos listados para cada una de las
Comunidades Autonomas participantes en el proyecto.

2.6. Alimento de atunes

La liberacién al medio de peces en su uso como alimento de los atunes enjaulados
presenta un potencial riesgo zoosanitario, especialmente cuando su origen se sitla
en zonas muy lejanas, pudiendo ser el vehiculo de enfermedades para las cuales las
poblaciones de peces silvestres de nuestro litoral podrian no estar preparadas
inmunolégicamente.

Es por ello razonable establecer un programa de monitorizacién de este tipo de
carnaza cuando el origen sea distinto al Mediterraneo. En contacto con el
responsable sanitario de las instalaciones, se procedera a tomar muestras del
alimento presente en cada empresa cada dos meses. El nimero de ejemplares a
analizar sera de 30 por especie. Del resultado de los andlisis se entregara una copia
al responsable sanitario de la explotacion.

3. Focos de enfermedad.
Es estos casos se realizara un estudio especifico e intensivo como consecuencia de

anomalias o mortalidades masivas en las especies marinas. Se realizara en los
siguientes supuestos:
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a. Cuando exista un foco de enfermedad en acuicultura. A partir de la propia
empresa de acuicultura al no poder hacer frente a un proceso o bien de oficio
cuando se estime oportuno por los técnicos de la Autoridad Sanitaria respensable.

b. Cuando exista un foco de mortalidad o cualquier tipo de anomalias en
peces silvestres.

El tipo de analisis ira en funcién de la sintomatologia y las lesiones halladas.

PECULIARIDADES PVE MURCIA

Descripcion del sector

En la Comunidad Auténoma de Murcia hay 14 empresas dedicadas a la acuicultura,
las cuales explotan un total de 15 instalaciones. A excepcién de una instalacién que
se encuentra en tierra, las instalaciones consisten en jaulas flotantes que se situan
en concesiones marinas. También existen dos centros de investigacién con
instalaciones de acuicultura, uno dependiente de Gobierno Regional de Murcia
(Estacién de Acuicultura Marina, IMIDA) y otro dependiente del Estado (Centro
Oceanografico de Murcia, IEO).

Ocho de las empresas de produccion estan ubicadas en poligonos acuicolas, uno
situado en San Pedro del Pinatar, frente a la playa de la Llana, y otro situado en
Cartagena, frente a la Cala del Gorguel. En cada poligono se localizan 4
explotaciones de acuicultura. Este tipo de instalaciones presenta una serie de
ventajas, entre ellas una gestion medioambiental compartida y un descenso en la
presencia de obstaculos para la navegacion.

De las explotaciones de engorde, 5 se dedican exclusivamente al engorde de atun
rojo (Thunnus thynnus), 6 se dedican al engorde de dorada (Sparus aurata), lubina
(Dicentrarchus labrax) y corvina (Argyrosomus regius), mientras que las dos
restantes tienen una produccion mixta de atun, dorada y lubina.

Unidades epidemiologicas:

En Murcia, la unidad epidemioldgica es la explotaciéon acuicola, ya que cada una de
las instalaciones tiene su codigo REGA (Registro de Explotaciones Ganaderas),
teniendo cada empresa barcos y personal distintos, siendo a todos los efectos
independientes epidemiol6égicamente.

Sin embargo, como se ha comentado, en Murcia existe la figura de los Poligonos
Acuicolas, los cuales en programas de muestreo rutinarios, y soélo para
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enfermedades no listadas, podrian considerarse como una unidad epidemiolégica
cada uno de los poligonos existentes.

Especies silvestres que frecuentan las granjas de acuicultura:

En estudios sobre granjas del sureste peninsular (Dempster y col, 2001), podemos
ver cuales son estas especies y su importancia relativa. Segun estos autores,
podemos clasificar en tres grupos de especies segun su importancia cuantitativa:

Grupo Especies

Mayor frecuencia Alacha Sardinella aurita
Boga Boops boops

Alta frecuencia Jureles Trachurus sp
Mujoles Mugilidae
Palometa Trachinotus ovatus
Oblada Oblada melanura

Descritos Aguja Belone belone
Pez limén Seriola dumerili
Chapa Diplodus anularis
Sargo breado Diplodus cervinus
Mojarra Diplodus vulgaris
Sargo Diplodus sargus
Magre Lithognathus mormyrus
Aligote Pagelus acarne
Salpa Salpa salpa
Lampuga Coryphaena hippurus
Espetén Sphyraena sphyraena
Dorada Sparus aurata
Lubina Dicentrarchus labrax

En nuestro estudio hemos comprobado que la especie silvestre con la que mas
interaccionan los peces en las jaulas marinas es con la boga, seguida por el jurel y
en un tercer lugar la alacha.
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PECULIARIDADES PVE CANARIAS

Descripcion del sector

En la Comunidad Autonoma de Canarias hay 21 empresas dedicadas a la
acuicultura, de las cuales 12 se encuentran en la isla de Tenerife, 4 en Gran
Canaria, 3 en la Palma y 2 en la isla de Lanzarote. Su produccion es
fundamentalmente de doradas y lubinas, si bien es cierto, en los Ultimos anos se ha
incorporado el cultivo del lenguado, corvina y bocinegro. A excepcién de una
instalacion que se encuentra en tierra en la isla de Gran Canaria, las demas
instalaciones consisten en jaulas flotantes que se sitlan en concesiones marinas.
También existen dos centros de investigacion con instalaciones de acuicultura, uno
dependiente del Gobierno de Canarias (Instituto Canario de Ciencias Marinas,
ICCM) y otro dependiente del Estado (Planta experimental de cultivos marinos del
Centro Oceanografico de Canarias).

Las doce empresas ubicadas en la isla de Tenerife se encuentran concentradas en 4
poligonos: San Andrés (norte), Los Gigantes (suroeste), Las Galletas (sur) y Los
Cristianos (suroeste). En la isla de Gran Canaria, las empresas se encuentran
concentradas en el poligono de La Melenara. En La Palma, las explotaciones se
encuentran en la zona de Tazacorte, y en Lanzarote en la zona de Playa Quemada.

De las explotaciones de engorde, 17 se dedican exclusivamente al engorde de
doradas (Sparus aurata) y lubinas (Dicentrarchus labrax). Dos poseen también
instalaciones con corvina (Argyrosomus regius), lenguados (Solea solea) vy
bocinegros (Pagrus pagrus).

Unidades epidemioldqicas:

En Canarias, debido al elevado niumero de explotaciones, la unidad epidemiolégica
quedo establecida en los poligonos acuicolas.

Especies que frecuentan las granjas de acuicultura:

Tras nuestra experiencia en los muestreos realizados durante estos afnos, asi como
los datos obtenidos en las encuestas y entrevistas a los pescadores de la zona, las
especies que frecuentan las granjas de acuicultura en las Islas Canarias se
describen en la tabla siguiente, clasificadas en tyres grupos de especies segun su
importancia cuantitativa:

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Péagina 56 de 280



% MINISTERIO —

" DEAGRICULTURA,PESCA  B<richmarimma
' YALIMENTACION

2

¥

Grupo Especies

Mayor frecuencia Boga Boops boops
Bocinegros (Pargos) Pagrus pagrus

Alta frecuencia Cabirilla Serranus atricauda
Pejeverdes Thalassoma pavo
Brecas Pagellus erythrinus
Fulas Abudefduf luridus
Sargos Diplodus spp.
Tamboriles Chilomycterus atringa

Descritos Chopa Spondyliosoma
Mojarra cantharus
Lebrancho (Mugil) Diplodus vulgaris
Besugo Mugil cephalus
Salemas Pagellus acarne
Palometas Salpa salpa
Caballas Trachinotus goodei
Sardinas Scomber scombrus
Galanas Sardina pilchartus
Bicudas Oblada melanura
Pejepeines Sphyraena viridensis

Xyrichthys novacula

En nuestro estudio hemos comprobado que la especie silvestre con la que mas
interaccionan los peces en las jaulas marinas es la boga, seguida por el bocinegro.

PECULIARIDADES PVE GALICIA

En Galicia la especie de cultivo que predomina en piscifactorias marinas,
abrumadoramente sobre las demas, es el rodaballo (Scofthalmus maximus). Y el
sistema de cultivo empleado es en depdsitos de agua en tierra firme.

Tan solo unas pocas piscifactorias de rodaballo empleaban el sistema de cultivo en
jaulas en el mar, pero a lo largo del periodo de desarrollo del presente Plan
JACUMAR su escaso numero se han ido reduciendo paulatinamente aun mas, hasta
desaparecer por completo en el Gltimo muestreo realizado.

Por especies, después del rodaballo, le sigue a considerable distancia tanto en

volumen de produccion como en numero de explotaciones, el lenguado: Solea solea
y sobre todo Solea senegalensis.
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Como especie testimonial, pues solo hay una explotacion de engorde, aunque
también hay un criadero de alevines, esta el besugo (Pagellus bogaraveo), que se
cultiva en jaulas flotantes en el mar.

A lo largo de estos tres afos también se tomaron muestras de algunos lotes de
cultivo experimentales de salmén atlantico, trucha y lubina en jaulas.

En resumen, actualmente hay en Galicia:

e 9 plantas dedicadas solo al engorde de rodaballo
e 3 plantas dedicadas al engorde de rodaballo y de lenguado
e 1 planta dedicada al engorde de besugo en jaulas

e 2 plantas dedicadas solo a la produccion de alevines de rodaballo
e 1 planta dedicada a la produccién de alevines de rodaballo y de lenguado

e 1 planta dedicada al engorde y a la produccion de alevines de rodaballo

e 1 planta dedicada al engorde y a la produccién de alevines de rodaballo y a la
produccién de alevines de lenguado

e 1 planta dedicada al engorde y a la produccién de alevines de rodaballo y a la
produccién de alevines de besugo

1 centro de investigacion en acuicultura
1 centro de formacién en acuicultura

Unidades epidemioldqgicas

En Galicia la unidad epidemioldgica en piscifactorias marinas es la explotacién
acuicola. Cada una de las explotaciones que hay actualmente en Galicia tiene su
cédigo REGA vy el estatus sanitario oficial de compartimento libre de VHS y NHI, de
acuerdo con la Decision de la Comisién 2009/177/CE por la que se establecen
disposiciones de aplicacion de la Directiva 2006/88/CE del Consejo en lo que
respecta a la vigilancia, los programas de erradicacion y la calificacién de “libre de
enfermedad” de Estados Miembros, zonas y compartimentos. Anteriormente a esta
Decisiébn y desde 1996 Galicia estaba declarada en su totalidad como zona
autorizada para las enfermedades mencionadas.

Las especies silvestres que frecuentan las jaulas de acuicultura

Son casi en exclusiva el mugel (mujol), y en primavera—verano alguna que otra
boga, pero muy escasas en comparacion con el nimero de mugeles.
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2.4.3. SISTEMA VIGILANCIA ZOOSANITARA

El Real Decreto 1614/2008, relativo a los requisitos zoosanitarios de los animales y
de los productos de acuicultura, asi como a la prevencién y el control de
determinadas enfermedades de los animales acuaticos, que traspone la Directiva
2006/88/CE, establece la necesidad de la implantacién de un Sistema de Vigilancia
Zoosanitaria en las instalaciones de acuicultura autorizadas. Este programa que la
autoridad sanitaria competente velara por que se aplique, se basara en el riesgo
que presenten las instalaciones.

El Sistema de Vigilancia Zoosanitaria puede encomendarse a las agrupaciones de
defensa sanitaria 0 a otras entidades u organismos siempre que cuenten, al menos,
con un veterinario habilitado o autorizado que dirija su realizacion. En este caso la
autoridad competente debe aprobar previamente el sistema de vigilancia.

El objetivo del Sistema de Vigilancia Zoosanitaria es detectar:

- Cualquier aumento de mortalidad en las explotaciones por encima del
considerado como normal segun el tipo de produccion.

- Las enfermedades de declaracién obligatoria en las explotaciones que
presenten especies sensibles a las mismas.

Por tanto, el Sistema de Vigilancia Zoosanitaria se refiere a la explotacién acuicola
exclusivamente, sin entrar en valoraciones sobre situacién de zonas o estatus de
especies silvestres. Los resultados del Sistema de Vigilancia Zoosanitaria seran
evaluados anualmente y el resultado sera reflejado en el correspondiente apartado
del Libro de Explotacién Acuicola.

Se plantea la necesidad de establecer un nivel de mortalidad “normal” por encima
del cual el responsable de la instalacion tenga que comunicarlo a la autoridad
sanitaria competente. Esta tarea sera abordada al final de este capitulo, de forma
independiente. En primer lugar se va a establecer las bases para el disefio de un
Sistema de Vigilancia Zoosanitaria en Acuicultura Marina.

La naturaleza y caracteristicas de estos controles se reflejan en el articulo 10 del
Real Decreto 1614/2008 y se especifican en la Decisidon 2008/896/CE, por la que se
establecen directrices para los Sistemas Vigilancia Zoosanitaria basados en el riesgo
que dispone la Directiva 2006/88/CE

En cualquier caso, la autoridad competente debe realizar controles sobre las
instalaciones en el marco de lo dispuesto en el articulo 3 del Reglamento (CE)
882/2004. Estos controles oficiales consistiran en inspecciones, visitas y auditorias
periddicas, asi como muestreos cuando fuese necesario. Estas inspecciones se
especifican en el articulo 7 del Real Decreto 1614/2008. En la tabla siguiente se
recogen los niveles recomendados de inspeccion.
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Fremaencia de inspeceidn Fremencla de i"’Pm:.iét" Requisitos especiicos de inspeccién,
. - - ; i a - recomendada por servicios . X
. Skuacidn sanitaria segin se indica Kivel de o . recomendada por los ore . toma de moestras ¥ vigilancia .
Especies presentes . Vigilancia N caalificados de sanidad de . Comentarios
en la E\IIEJ‘- :I'IEED m'ganlmm: COOM P enter I . | oo NECEIATIAS PIr 3 I EneT la
famicaks 7) = “;“:i’ﬁ]‘““ stnacién sanitaria
Minguna especie | Cateporda [ Bajir Pasiva 1 cada 4 aflos 1 cada 4 aflos Requisitos especilicos para Las frecuencias de inspeccida
sensible a las Declaradas <ibres de enferm e mantener la calficaciin de recomendadas se aplicardn sin
erfermedades dadess de conformidad con las slibre de enfermedadess con- perpuicio de los requisitos esped-
erumeradas en letras a) o b) del articulo 49.1 o forme al articulo 52 ficos mencicnados para cada
el anexo TV del articudo 501 sittacidn sanitaria,
Especies sensi- Categoria [ Elevado Activa, esped- 1 cada aiio 1 cada afic Mo obstante, en la medida de lo
bles & una o Deeclaradas slibres de enfermm e fica o pasiva posble, las inspeccicnes v la
varias de las dadess de confermidad con el Media 1 cada 2 afios 1 cada 2 aflos toma de muedras debedan com-
erfermedades artfculo 491, letra ), o con el binarse con las inspecciones
erumeradas en I requeridas en virtud de loa ar-
el anaxo IV acticyla 501, latra o) Bajir 1 cada 4 afios 1 cada 2 afios 1_;:?3_13' Tyid,
Categoria [1 Elevado Especifica 1 cada aiio 1 cada afio Fequisitos especilicos con arme- | g chiettvo de las inspecciones
Mo declasads «libre de enferme- gl al articudo 44.1 efectizadas por los OF ganis os
dadess pero objeto deun pro- | wedio 1 cada 2 afios 1 cada 2 aflos competentes es verificar o cum-
grama de 1.'igi|an..'_1'a aprobad o plmiento de la presente Direc-
con anreglo al antdculo 44,1 Bajo 1 cada 4 aflos 1 cada 3 afos 1_1‘3.':1 / llevar a -.'%!:-_'n ]a_rﬁgﬂanma
conforme al articula 7,
C.a.le.gma-l'lrr . Flevadao Activa 1 cada aiio 3 cada afic El chijetive de las inspecciones
Sin 1|ﬂ.e-:u:|-_t1 conecida pero no efecnradas por los servicios cuali-
sometida aun programa de wedio 1 cada afio 2 cada aflo ficados de sanidad acudtica ani-
vigilancia para alcanzar la califi- mal es comprobar el estado de
cacidn de «ibre de enfermeds- salud de los animales, asesorar al
e Bajo 1 cada 2 afios 1 cada afic agenie econdmice de producciin
acuicola sobre cusstiones de
salud animal v, en caso neces-
Categoria [V Hevado Especifica 1 cada afio 1 cada afic Requisib.'-_g especiicos con ame- P hs}lmedidas veering
Declarada infectada pero sujeta glo al articado 442 fias necesarias,
a un programa de erradicacién | fedio 1 cada 2 afios 1 cada 2 aflos
aprobado con arreglo al articu-
lo 44,2 . ]
Bajir 1 cada 4 afios 1 cada 2 afios
Categoria ¥V Flevado Pasiva 1 cada 4 afios 1 cada afic Requisitos especificos con ame-
Dieclarada infectada, Sujeta a las glo &l capitule V¥
medidas de comrol mimimo tal | wedio 1 cada 4 afios 1 cada 2 aftos
como se establecen en el capi-
tude W i
Bajir 1 cada 4 afios 1 cada 4 aflos
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Kiveles de riesgo

Una explotacién o zona de orfa de mohescos de rspo deado & una explotacidn o zona de oa de mohiscos que:

& presenta un riesgo elevado de propagar enfermedades a oiras explotaciones o poblaciones sibvajes, o de contraer
erderm edades procedentes de las mismas

b)  ejerce su actividad en condiciones de crfa que podrian sumentar el riesgo de focos de enfermedad es (biomasa elavads,
baja calidad del agua), habida cuenta de las especies presentes;

¢)  vende amimales amudticos vivos para explotacion o repoblacidn complementasias,
Una explatacién o Zona de orfa de moluscos de respo medio es una explotacidn o Zona de oifa de moluscos que:

& presentaunriesgo medic de propagar enfermedades a otras explotaciones o poblaciones salvajes, o de contraer enfer-
medades procedentes de las mismas;

b)  ejerce su actividad en condiciones de offa que no mmenan necesariamente el riesgo de fooos de enfermedades (bo-
masa media v calidad del agua). habids cuenta de las especies presentes:

o) wende animales acudticos vives principalmente para e consmo humano,
Una explotacién o zona de crfa de mohiscos de repo hejo e uma explotacidn o zona de cifa de moluscos que:

4 presentaun riesgo bajo de propagar enfermedades a otras explotacionss o poblaciones salvajes, o de comraer enfer-
medades procedentes de las mismas;

b} ejerce s actividad en condiciones de orfa que no avmentan € desgo de focos de enfermedades (hiomasa baja, buena
calidad del agua), habids cuema de las especies presemes;

¢} wvende amimales acudticos vives solo para el consumo humano,

Tipos de vigilancia sanitaria
La vigikencie pasve comprenderd una notificacién cbligatoria inmediata de la aparicidn o la sospecha de enfermedades
especiicas o de cualquier sumento de monalidad. Bn tales casos se exigind una investigacion conforme a la seccin 2 del
capitulo ¥,
La wigllanciz et comprenderd:

& imspecciones regulares efectuadas por el organismo competente o por otros servicios sanitarios cualificad oz en nom-
bre de los organismos compaentes;

b examen de b poblacién de animales de acuiculiura en la explotacidn o en b zona de orfa de mohescos para detectar
enferm edades clinicas:

o) reccgida de muestras para disgndgtico cuando se sospeche la existencia de una enfermedad enumerada o se obaerve
un smmento de montalidad durante la inspeccidn;

dj  notificacion obligatoria e inmediata de la apasicidn o la scepecha de enfermedades espedificas o de cualquier aumento
de mortalidad .

La vigllencle especffics comprenderd:

&) inspecciones regulares efectuadas por el organismo competente o por otros servicios sanitasios cualificad oz en nom-
bre de loa OrgANISMos Com paentes;

b)  muedras prescritas de anmmales de acuiculiura que deberdn tomarse v probarse para detectar uno o varios agentes
patdgenos mediante méodos espedificos;

¢} notificacion obligatoria e inmediata de la apasicidn o la scapecha de enfermedades especficas o de cualquier aumento
de mortalidad,
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1. VALORACION DEL RIESGO EN SANIDAD ANIMAL DE LAS INSTALACIONES
DE ACUICULTURA MARINA

La Decision 2008/896/CE, especifica las directrices para los Sistemas Vigilancia
Zoosanitaria basados en el riesgo que dispone la Directiva 2006/88/CE. En lo
referente a la frecuencia de las inspecciones, establece que se programaran en base
a criterios de riesgo. Para su determinacion, se tendran en cuenta los siguientes
criterios:

Fase |. Estimacion del riesgo de CONTRACCION de enfermedad

Riesgo por agua o Riesgo por movimientos Nivel
proximidad
Alto Alto Alto
Alto Bajo Medio
Bajo Alto Medio
Bajo Bajo Bajo

Fase II. Estimacién del riesgo de PROPAGACION de una enfermedad

Riesgo por agua o Riesgo por movimientos Nivel
proximidad
Alto Alto Alto
Alto Bajo Medio
Bajo Alto Medio
Bajo Bajo Bajo
Fase IIl. COMBINACION de riesgos de contraccién y propagacion
Alto Medio Alto Alto
Medio Bajo Medio Alto
Bajo Bajo Bajo Medio
Bajo Medio Alto

2. DESCRIPCION DEL SISTEMA DE VIGILANCIA ZOOSANITARIA
El sistema propuesto consta de los siguientes apartados:

Inspecciones sanitarias

Libro de Explotacion Acuicola
Comunicaciones sanitarias de las empresas
Responsable sanitario explotacion
Formacién sanitaria de los trabajadores
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A. Inspecciones sanitarias

La Decision 2008/896/CE, establece las directrices para los Sistemas Vigilancia
Zoosanitaria basados en el riesgo que dispone la Directiva 2006/88/CE. la Autoridad
Competente en Sanidad Animal de los animales acuaticos velara por que se aplique
un sistema de vigilancia basado en el riesgo en todas las explotaciones, que podra
realizarse por las agrupaciones de defensa sanitaria o otras entidades u organismos,
siempre que cuenten, al menos con un veterinario habilitado o autorizado que dirija
dichas tareas. . En este Ultimo caso, el programa y sistematica de las inspecciones
debe ser aprobado por la autoridad competente que realizara los controles oficiales.

La Decisién 2008/896/CE establece unas directrices orientativas sobre el contenido
que deben recoger las inspecciones para cumplir con los fines previstos en la
Directiva 2006/88/CE.:. Las inspecciones efectuadas como parte de los sistemas de
vigilancia zoosanitarias han de tener también por objeto asesorar a los agentes
econdémicos de la produccidén acuicola sobre cuestiones sanitarias de los animales
acuaticos (considerando 3 de la Decisién 2008/896)

- Control sobre Registros

Toda inspeccién que se realice en una explotacion procedera a analizar los datos
registrados en el Libro de Explotaciéon Acuicola y en especial, los de mortalidad, con
el fin de poder evaluar el historial sanitario.

- Seleccion de Unidades Epidemioldgicas

La inspeccion debera centrarse en una seleccidon que sea representativa de todas
las unidades epidemiolégicas presentes en la granja.

- Estudio de muertos y/o moribundos

Si es posible disponer de una seleccidn representativa de los animales de
acuicultura que estén moribundos o hayan muerto recientemente, debera
procederse a su examen clinico, tanto externo como interno, para comprobar si se
han producido cambios patolégicos importantes en esos animales. Dicho examen
habra de atender especialmente a la deteccién de cualquier caso de infeccién por
alguna de las enfermedades que se enumeran en el anexo IV del RD 1614/2008
(enfermedades listadas, de declaracion obligatoria).

- Muestreo y andlisis de laboratorio
Si los resultados de ese examen hicieren sospechar la presencia de una de esas

enfermedades, los animales de acuicultura de la explotacion o de la zona de cria de
moluscos deberan someterse a un analisis de laboratorio.
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El capitulo V del RD 1614/2008 regula las medidas que han de adoptarse en caso
de que se sospeche y/o se confirme la presencia de una enfermedad listada.

No sera necesario en todos los casos tomar muestras para un analisis de
laboratorio. Al determinar si es 0 no preciso un muestreo, debera tenerse en cuenta
toda la informacién pertinente, incluida la que se haya obtenido al controlar los
registros de la explotacion y al inspeccionar los animales de acuicultura.

La frecuencia de inspecciones sera la reflejada en el analisis de riesgos. Las
inspecciones realizadas sobre las instalaciones de acuicultura seran adecuadamente
reflejadas en el apartado correspondiente del Libro de Explotacion Acuicola.

B. Libro de explotacion acuicola.

El Real Decreto 1614/2008 establece que los titulares de las explotaciones de
acuicultura deberan llevar, de manera actualizada, un registro libro de explotacion.

En el caso de la Regién de Murcia, esta figura fue abordada de forma general en el
articulo 77 de la Ley 2/2007 de Pesca y Acuicultura de la Regién de Murcia es
desarrollada mediante la Orden de 28 de mayo de 2010, de la Consejeria de
Agricultura y Agua por la que se regula el libro de Explotacién Acuicola de la Region
de Murcia:

Tiene por objeto la regulacion del Libro de Explotacion Acuicola, en el que se
reflejaran los datos administrativos, técnicos, sanitarios y medioambientales de las
instalaciones acuicolas que desarrollen su actividad productiva en la Regiéon de
Murcia, estableciendo el formato oficial en su Anexo I.

Todo titular de explotacion de acuicultura, con independencia de la propiedad o no
del establecimiento donde se alojan los animales, est4 obligado a poseer y
cumplimentar adecuadamente el libro de Explotacion Acuicola.

El libro de Explotacién Acuicola sera unico por explotacién, con independencia de la
presencia de mas de una especie, asi como de la existencia de mas de una unidad
de produccién. La existencia de varias explotaciones con idéntico titular exigira la
tenencia de un nimero equivalente de libros de Explotaciéon Acuicola. La obligacion
de cumplimentar el libro de Explotacién Acuicola no exime a los titulares de las
explotaciones de otras obligaciones que, conforme a la legislacién vigente, ordenen
los organismos competentes en materia de sanidad y medio ambiente.

En el caso de Galicia ya el Decreto 423/1993, de 17 de diciembre que refunde la
normativa vigente en materia de marisqueo, extraccién de algas y cultivos marinos ,
establecié que los titulares de establecimientos estaran obligados a llevar un libro de
registro debidamente foliado y certificado por la entonces Direccion Xeral de
Marisqueo. Y actualmente se esta preparando la publicacibn de una Orden
legislativa de la Conselleria del Mar en la que se regula el libro de explotacién
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acuicola y los registros obligatorios que deben llevar las explotaciones de
acuicultura, en términos similares al desarrollado en la regiéon de Murcia.

C. Comunicaciones obligatorias de empresas a autoridades competentes en
Sanidad Animal.

Las comunicaciones de caracter sanitario que las empresas de acuicultura deben
realizar a la Autoridad Competente en Sanidad de la Acuicultura son las siguientes:

- Solicitud autorizacién de inmersiones.

- Comunicacion de movimiento

- Parte semestral de patologias

- Parte de comunicacién urgente de patologias.
- Parte de liberacién accidental.

- Parte de bajas en transporte.

Para homogenizacién de datos y su incorporacion a bases de datos, las autoridades
deben confeccionar modelos de todos estos documentos.

c.1. Solicitud de autorizacion de inmersiones

Las inmersiones de alevines (0 en su caso ejemplares adultos o procedentes del
medio silvestre) que se realicen en las explotaciones comerciales de acuicultura
requeriran autorizacion previa de la Autoridad competente en Sanidad Animal. Para
ello se solicitara autorizacion para inmersidén con una antelacion minima de 24 horas
a la misma, con el fin de poder programar desde el Servicio responsable los posibles
controles sanitarios y administrativos.

Los datos minimos de la solicitud seran: identificacion de la empresa y teléfono de
contacto, especie de los alevines, procedencia, nimero de ejemplares, peso medio,
fecha de llegada y hora prevista para la inmersién, asi como el lugar de la descarga.

La comunicacion para solicitar autorizacidén de inmersion sera realizada mediante
fax, y se adjuntara copia de la documentacién sanitaria si se dispone de ella antes
de la llegada de los animales. En caso contrario, la documentacién sanitaria sera
remitida al Servicio por fax en las 24 horas siguientes a la llegada de los animales.

c.2.Comunicaciéon de movimiento de animales vivos y documentacién que los
acompana:

La ley 8/2003 de sanidad animal, establece dos obligaciones fundamentales en
cuanto al movimiento de animales: la de comunicar a la administracién las entradas
y salidas de animales (art 7.1). Y la de emisidon por parte de un veterinario oficial de
un Certificado Sanitario de origen que los acompafne durante el transporte, con la
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Unica excepciéon para el caso del certificado de que el traslado tenga lugar entre
explotaciones del mismo municipio y sean del mismo titular (art. 50).

El RD 728/2007 que regula el registro general de movimientos de ganado, establece
que con el fin de permitir el seguimiento de los animales en sus desplazamientos,
estos deben de ir acompafnados de un documento de movimiento, especificando los
datos que debe contener, y estableciendo que ademas sera el instrumento utilizado
por los poseedores de animales para la comunicaciéon de los movimientos a la
autoridad competente.

Es por lo tanto un documento relacionado con la trazabilidad y registros de los
movimientos, que no certifica nada sobre el estado sanitario de los animales puesto
que lo puede emitir el propietario de los animales.

El RD 1614/2008 al establecer los requisitos zoosanitarios aplicables a la puesta en
el mercado y al transito de animales, en su articulo 8 (obligaciones de mantenimiento
de registros y trazabilidad) aplica para la acuicultura el documento de movimiento en
los términos del RD 728/2007. Y en el articulo 14 (certificacion sanitaria) dice que sin
prejuicio del art 8 (es decir ademas del documento de movimiento y de la
comunicaciéon del mismo a la autoridad), la puesta en el mercado de animales de la
acuicultura precisara certificacién sanitaria en todo caso.

c.3. Parte semestral de patologias

Establecimiento de un mecanismo a través del cual las empresas informen de las
patologias de cualquier naturaleza detectadas en sus instalaciones a la Autoridad
competente en Sanidad Animal. Se comunicara cualquier patologia diagnosticada en
sus instalaciones.

Esta informacion es necesaria para la Autoridad competente en Sanidad Animal a fin
de dar cumplimiento a las obligaciones derivadas de la comunicacién al Ministerio
sobre enfermedades en su territorio (enfermedades de declaracién obligatoria de
declaracion semestral), asi como otras estadisticas sanitarias.

c.4. Parte de comunicacién urgente de patologias

El parte de comunicacion urgente de patologias es el mecanismo a través del cual
las empresas pueden informar de la sospecha o presencia de enfermedades listadas
en el Real Decreto relativo a los requisitos zoosanitarios de los animales y de los
productos de acuicultura, asi como a la prevencién y el control de determinadas
enfermedades de los animales acuaticos, que traspone la Directiva 2006/88/CE. En
cualquier caso, la obligatoriedad de esta comunicacién, asi como los mecanismos
para su realizacién se recogen en el Real Decreto 617/2007, de 16 de mayo, por el
que se establece la lista de las enfermedades de los animales de declaracion
obligatoria y se regula su notificacion.
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Esta comunicacion debera también enviarse con caracter urgente en el caso de
mortalidades elevadas, que serian aquellas que ocasionen una mortalidad superior a
un nivel considerado como limite y que debe ser consensuado entre la
administracion y el sector. Mas adelante se trata este tema con mayor profundidad,
estableciéndose dos limites asumibles de mortalidad: mortalidad diaria y mortalidad
mensual.

En ocasiones, la inmensa mayoria, estas mortalidades podran deberse a causas no
infecciosas (p.e. muerte subita en lubina) o bien a patologias suficientemente
descritas y habituales en acuicultura marina (p.e. pasteurelosis, mixosporidiosis u
otros parasitos en rodaballos). En estos casos, es decir cuando se conozca
adecuadamente la etiologia de la mortalidad, se deberd acompanar un informe al
respecto, con lo que el expediente quedard cerrado por parte de la Autoridad
competente en Sanidad Animal.

En caso contrario, y siempre que se considere oportuno, como consecuencia de
estas comunicaciones, se podra girar visita de inspeccién y en su caso hacer las
encuestas epidemioldgicas y toma de muestras que se consideren necesarias.

c.5. Parte de liberacién accidental

La liberacion accidental de peces provocar diversos efectos, entre los que cabe
destacar: la interaccibn genética con las poblaciones silvestres, la posible
transmision de patégenos hacia el medio natural asi como implicaciones en la
economia de los pescadores por la presencia subita de peces. Ademas puede haber
consecuencias sobre la salud de los consumidores, ya que en el caso de que los
peces liberados estén en tratamiento medicamentoso, podrian no respetarse los
periodos de supresidn preceptivos en el supuesto de que se comercialicen.

Por todo ello es necesario que el titular de las instalaciones informe, en un plazo no
superior a las 24 horas, de las liberaciones accidentales acaecidas en sus
instalaciones.

Cuando exista la posibilidad técnica de la recuperacién total o parcial de los
ejemplares escapados, esta se podra realizar mediante una autorizacion expresa de
la autoridad competente en materia de pesca y acuicultura, siempre en los 5 dias
posteriores a la fecha de la liberacidén. Una vez realizada la recaptura, se comunicara
a la autoridad competente en nimero de ejemplares recuperados y su destino.

c.6. Parte de bajas en transporte
La presencia de un numero elevado de bajas durante el transporte de peces,
ademas de las implicaciones derivadas del bienestar animal, puede suponer una

distorsion importante sobre los controles productivos que la administracion ejerce
sobre las producciones de las instalaciones de acuicultura.
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Se deben comunicar las mortalidades superiores al 3% del total del vehiculo o bien
superior al 10% en uno de los compartimentos. La responsabilidad de la realizacion
de la comunicacion sera la empresa que receptora de los animales y el plazo para
su comunicacién serd de 48 horas como maximo desde la recepcion de los
animales.

D. Responsable Sanitario de la Explotacion

Las empresas designaran un responsable sanitario de las instalaciones e informaran
de posibles cambios. Sus funciones, de cara a la administracion sera velar por el
cumplimiento de todos los requisitos del presente sistema de vigilancia zoosanitaria
y sera el interlocutor valido para la administracién en cuestiones de caracter sanitario
de las instalaciones de la empresa.

Dicho responsable, asi como los posteriores cambios que se produzcan en la
designacién del mismo se comunicaran a la Autoridad competente en Sanidad
Animal.

E. Formacién sanitaria de los responsables técnicos de la empresa

La empresa debe velar por que el Responsable Sanitario de la Explotacién, asi
como el personal encargado de la supervision de la salud de los animales y los
encargados de la recoleccién de cadaveres conozcan las caracteristicas basicas y la
sintomatologia de las enfermedades de declaracidn obligatoria.

3. DEFINICION DE UMBRAL DE MORTALIDAD “NORMAL”

El articulo 10 del Real Decreto 1614/2008, establece que el Sistema de Vigilancia
Zoosanitaria debe ser capaz de detectar cualquier aumento de mortalidad en las
explotaciones, segun convenga para el tipo de produccion.

Los porcentajes de mortalidad habitual en las explotaciones de acuicultura dependen
de diversos factores:

- Especie animal

- Sistema de produccion: hatchery, preengorde y cebo.
- Epoca del afo en la que se realiza la siembra.

- Tamano y edad de los animales

La observancia de tantos factores en la definicién de niveles maximos de mortalidad
a partir del cual se comunique a la Autoridad Sanitaria plantea diversos problemas,
pero conllevaria establecer multitud de niveles en funcion de las variables que lo
harian engorroso y poco operativo.
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Se propone, para cada CCAA, unos niveles para cada especie cultivada en funcién
de la experiencia adquirida y previa consulta y realizacion de encuestas en el sector.

4. GESTION DEL SISTEMA DE VIGILANCIA ZOOSANITARIA POR ASOCIACION
DE DEFENSA SANITARIA (ADS) O ENTIDAD SIMILAR

El Sistema de Vigilancia Zoosanitaria puede encomendarse a las agrupaciones de
defensa sanitaria o0 a otras entidades u organismos siempre que cuenten, al menos,
con un veterinario habilitado o autorizado que dirija su realizacion. En este caso la
autoridad competente debe aprobar previamente el sistema de vigilancia.

De los distintos elementos que componen el Sistema de Vigilancia Zoosanitaria
propuesto, la transferencia de funciones a un ADS o similar quedaria tal y como se
refleja en la tabla siguiente. En funcién de la competencia, se debera informar de
forma urgente o bien periddica a la Autoridad Competente.

Componentes del SVZ Competencias Periodicidad
Informacion a
Autoridad ADS Autoridad
Competente Competente
Controles Sanitarios ADS Anual
Libro Explotacién Acuicola AC Control
ADS gestidn
Comunicaciones | Autorizacién AC
de la empresa Inmersiones
Comunicacion  de ADS Urgente
movimiento
Semestral ADS Semestral
Patologias
Urgentes Patologias ADS Urgente
Liberacién ADS Urgente
Accidental
Bajas Transporte ADS Urgente
Responsable Sanitario ADS Semestral
Plan Formacion Sanitaria ADS Anual
Emisidon de certificado sanitario AC/ADS Semestral
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5. SISTEMA DE VIGILANCIA ZOOSANITARIA EN MURCIA

Al no criarse en las granjas comerciales de la Regién de Murcia ninguna especie
sensible a las enfermedades listadas, el nivel de riesgo debe considerarse como
bajo, siendo la frecuencia de inspeccién recomendada de una cada 4 anos. Sin
embargo, atendiendo exclusivamente a los criterios de los niveles de riesgo,
podriamos clasificar a las instalaciones de nuestro litoral como de riesgo medio o
bajo, ya que la gran mayoria venden su produccién para consumo humano, las
densidades de cria son elevadas y existe alto riesgo de propagacién de
enfermedades especialmente en los poligonos acuicolas.

So6lo hay una granja, cuya finalidad es la suelta para pesca deportiva y cuya
titularidad pertenece a la Administracion Regional que presenta una especie, la
trucha arco iris, sensible a enfermedades listadas. En lo concerniente a esta granja
de truchas, si aplicamos los criterios de los cuadros anteriores el nivel de riesgo
también seria bajo por los siguientes motivos:

El riesgo de contraccidén de enfermedades es bajo, ya que se encuentra muy alejada
de cualquier otra instalacion de acuicultura y las compras de alevines de realizan de
forma puntual y siempre al mismo suministrador. El riesgo de propagacién, por las
mismas causas también es bajo, por lo que el riesgo total es bajo. Como la granja
seria de categoria lll, con un nivel de riesgo bajo precisa de al menos un control
sanitario anual en lo referente en exclusiva al Sistema de Vigilancia Zoosanitaria y
de al menos un control cada dos afnos en las inspecciones oficiales. Al existir una
sola granja se propone la frecuencia de al menos un control al afo.

En la tabla siguiente se refleja un resumen:

Clase de | Nivel de Riesgo Clase de | Frecuencia
instalacién Vigilancia controles SVZ
MARINA Bajo/Medio Activa 1 cada dos afos
(Sin especies
sensibles)
CONTINENTAL Bajo Activa 1 cada afo
(Con especies
sensibles)

Por todo ello, los planes de muestro se planificaran con criterios de vigilancia activa,
realizdndose al menos una inspeccion sanitaria cada dos anos. La granja de truchas
se establece una periodicidad anual en los controles. Este nivel de control se justifica
en el apartado referente al analisis de riesgos. Sin embargo, y dado el escaso
namero de instalaciones de acuicultura en al Litoral de la Regién de Murcia, se
considera asumible y factible la realizacion de un control anual por explotacion.
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Ademas de las inspecciones, el Sistema de Vigilancia Zoosanitaria se basa en
comunicaciones obligatorias de las empresas al Servicio de Pesca y Acuicultura de
determinados datos sanitarios, la correcta cumplimentacion del Libro de Explotacion
Acuicola asi como la realizacién por parte de dicho Servicio del Pesca y Acuicultura
o del organismo en el que delegue, de un Programa de Vigilancia Epidemiol6gica
para enfermedades importantes para la acuicultura de nuestra Region.

Por tanto, la Gestién de la Sanidad Animal en Acuicultura en la Regién de Murcia se
basa en los siguiente elementos:

- Sistema de Vigilancia Zoosanitaria.

- Registro de explotaciones acuicolas (REGA)

- Libro Explotacion Acuicola

- Plan anual de inspecciones oficiales (articulo 7 del Real Decreto
1614/2008)

- Programa de Vigilancia Epidemiolégica (PVE)

En Murcia, ademas de la legislacion general, hay dos normativas directamente
relacionadas con este tema:

Ley 2/2.007 de Pesca Maritima y Acuicultura de la Regién de Murcia.

Orden de 28 de mayo de 2010, de la Consejeria de Agricultura y Agua por la
que se regula el libro de Explotacion Acuicola de la Region de Murcia

Definiciéon de umbral de mortalidad en Murcia:

En base a las caracteristicas de la acuicultura marina en Nuestra Region se
proponen los siguientes niveles:

a. Dorada (Sparus aurata), lubina (Dicentrarchus labrax) y corvina
(Argyrosomus regius)

1. Engorde
Frecuencia % de mortalidad en jaula
Ejemplares <100 g Ejemplares >100 g
Mensual 6 4
Semanal 3 2

2. Reproductores

Mortalidades superiores al 10 % de los ejemplares de un tanque.
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3. Preengorde

2 primeras semanas preengorde 8 % semanal

Resto preengode 3% semanal

b. Atun (Thunnus thynnus)

Frecuencia % de mortalidad en jaula
Mensual 2
Semanal 1

6. SISTEMA DE VIGILANCIA ZOOSANITARIA EN GALICIA

El Sistema de Vigilancia Zoosanitaria en Galicia, con sus requisitos concretos en
cuanto a la frecuencia de sus inspecciones y demas particularidades, se ha de
combinar con las tareas de vigilancia especifica que la autoridad competente habra
de continuar realizando para mantener la situacion sanitaria declarada de acuerdo
con el articulo 50.1.c de la Directiva 88/2006/CE: de Categoria |, “compartimentos
libres de VHS y NHI”, de todas y cada una de las piscifactorias marinas de Galicia.
(Tras haber desaparecido el concepto de zona litoral tal y como se recoge en el
considerando 17 de la Decision de la Comision 2009/177/CE que establece
disposiciones de aplicacion de la Directiva 2006/88/CE).

Link con las explotaciones de Galicia declaradas compartimentos libres:

http://ec.europa.eu/food/animal/liveanimals/aquaculture/renovacion_ declaracio
n_compartimentos libres shv_shv _nhi_en piscifactorias _marinas.pdf

Dentro del Sistema de Vigilancia Zoosanitaria, para la determinaciéon de los niveles
de riesgo de las explotaciones de Galicia, aun siendo todas ellas compartimentos
libres de, hay que tener en cuenta que el nivel de riesgo individual de cada una de
ellas puede variar en funcion de sus multiples factores especificos: tipo de
produccién, especies presentes, enfermedades de que se trate, sistema de
bioseguridad, nivel de competencia del personal, historial sanitario, etc.

Tal y como recomienda la Decision 2008/896/CE, para evitar un sistema demasiado
complicado, que requeriria mucho tiempo y seria poco rentable, ademas de hacer
harto compleja la ponderacién de todos y cada uno de estos factores de riesgo, aqui
resultara mas oportuno centrarse Unicamente en dos factores de riesgo:

1. La propagacién de enfermedades a través del agua por causa de la

proximidad geogréfica de otras explotaciones.
2. Los movimientos de animales de acuicultura.
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Asi pues para determinar, de forma general, el nivel de riesgo de las explotaciones
aplicaremos el modelo propuesto a los distintos modelos de explotacion que hay en
Galicia:

e Plantas de engorde que ademas producen sus propios juveniles.

e Plantas de engorde que compra sus juveniles a un proveedor.

e Criaderos de juveniles.

El riesgo de contraccién y de propagacion de enfermedades por PROXIMIDAD, a
través del agua y por la proximidad geografica de las explotaciones, es ciertamente
bajo en las explotaciones de Galicia, dado el sistema de cultivo predominante en
depdsitos de agua en tierra firme, que posibilita que sus fuentes y sus salidas de
agua ofrezcan un considerable nivel de proteccion contra la introduccién vy
propagacion de agentes patdgenos.

Ademas, la baja densidad de explotaciones, unas 22 ampliamente distribuidas a lo
largo de los 1500 km de costa de Galicia, posibilita que estén separadas por una
distancia de seguridad en algunos casos muy amplia entre ellas. Aunque esta
distancia de seguridad oficialmente ha de ser establecida por la autoridad
competente.

Esto se refuerza aun mas en el caso de los criaderos que emplean sistemas de
recirculacion de agua y de desinfeccion/tratamiento de esta para impedir la
introduccién de agentes patégenos.

El riesgo de contraccién y de propagacién de enfermedades con los MOVIMIENTOS
de entrada y salida de peces vivos en las explotaciones de Galicia, teniendo en
cuenta si recibe o entrega animales vivos y en caso afirmativo, cual es el origen de
es0s animales vivos, en general también puede considerarse bajo.

Dada la calificacion sanitaria de las plantas gallegas, esto impide que reciban peces
procedentes de otras explotaciones con un nivel sanitario inferior, pues han de
proceder exclusivamente de un lugar de origen también libre de estas
enfermedades, que mayoritariamente es desde criaderos también situados en
Galicia y casi siempre del mismo, con lo que el niumero de proveedores es muy
limitado, reduciendo aun mas el nivel de riesgo.

Las plantas de cultivo que poseen criadero son autosuficientes en cuanto a sus
necesidades de reposicidén de juveniles y por tanto con riesgo bajo en este aspecto.

Los criaderos, aunque entregan peces con fines de reinstalacion y esporadicamente
renuevan los reproductores del medio salvaje, se constituyeron mayoritariamente
estando vigente la Directiva 91/67/CE, que establecia una cuarentena oficial de los
peces salvajes cuando se capturaban con finalidad de emplearlos como
reproductores y contintan haciendo controles patoldégicos cuando renuevan alguno
de ellos. Las pruebas cientificas y la experiencia demuestran que con estos
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controles la posibilidad de transmision de las enfermedades listadas a las que son
sensibles los rodaballos es muy limitada.

En resumen, la calificacion sanitaria de las piscifactorias marinas de Galicia, junto
con el analisis de sus factores especificos de riesgo, hace que el nivel de riesgo
pueda considerarse en términos generales como bajo. Siendo la frecuencia de
inspecciones recomendada para este nivel de una cada dos afos, tanto en lo
referente al Sistema de Vigilancia Zoosanitario como en lo referente a las
inspecciones oficiales.

Clase de | Nivel de Riesgo Clase de | Frecuencia
instalacién Vigilancia controles SVZ
Planta de | Bajo/Medio Activa 1 cada dos afnos
engorde sin

criadero

Planta de | Bajo Activa 1 cada dos afnos
engorde con

criadero

Criadero Bajo Activa 1 cada dos anos

El hecho de que a dia de hoy, todas las piscifactorias de Galicia activas estén
autorizadas de acuerdo con el articulo 4 de la Directiva 2006/88/CE y normativa
concordante que la traspone, Real Decreto 1614/2008.

Link del Ministerio con informacion de las explotaciones autorizadas:
http://www.mapa.es/ganaderia/pags/rega/emp acu.pdf

Esta autorizacion desde el punto de vista de la sanidad animal, nos permite afirmar
que la Gestion de la Sanidad Animal de las piscifactorias de la Comunidad
Auténoma de Galicia se basa en los siguientes elementos:

1. Cumplimiento correcto de las obligaciones de registro y trazabilidad con el
libro de explotacién acuicola.

2. Aplicacion de las guias de buenas practicas en materia de higiene a fin de
evitar la introduccién y propagacion de enfermedades.

3. Aplicacion efectiva de un sistema de vigilancia zoosanitaria basado en el
riesgo por parte de las empresas autorizadas y las que quieran ser
autorizadas, que podran realizar incluso en base a un analisis de riesgos que
tenga en cuenta mas factores de riesgo especificos de cada una de ellas que
los aqui contemplados.

4. Implementacion del Plan anual de inspecciones oficiales (articulo 7 del Real
Decreto 1614/2008), que estan definidos en el articulo 3 del Reglamento
882/2004, segun el cual la autoridad competente habra de hacer un analisis
de riesgos para determinar que porcentaje de empresas tendra que verificar
anualmente que cumplen con los requisitos normativos. Independientemente
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de las inspecciones con toma de muestras requeridas para el mantenimiento
del estatus sanitario y que viene especificadas en la Decisién 2001/183/CE
que establece los planes de muestreo y métodos diagndsticos para deteccion
y confirmacion de determinadas enfermedades de los peces.

5. Y el cumplimiento correcto de los requisitos documentales preceptivos para la
puesta en el mercado de animales y productos de la acuicultura que la
normativa sobre sanidad animal establece: comunicacion y certificacion
sanitaria. Que reducen considerablemente el riesgo de contraccion y
propagacion de enfermedades por los movimientos de entrada y salida de
peces vivos de las explotaciones.

En cuanto a la definicion de los umbrales de mortalidad en Galicia, dadas las
caracteristicas del cultivo de rodaballos, se podrian proponer unos niveles similares
a los propuestos por la Regién de Murcia. Pero definitivamente, tal y como establece
el Real Decreto 1614/2008 en el Anexo | de definiciones técnicas, lo que se
considerara un aumento de la mortalidad debera ser decidido en todo caso por el
responsable de la explotacion conjuntamente con la autoridad competente. Lo cual
es importante, porque cada vez que se supere ese umbral, se deben desarrollar
actuaciones.

7. SISTEMA DE VIGILANCIA ZOOSANITARIA EN CANARIAS

En Canarias no se comercializan especies de peces sensibles a las
enfermedades listadas, ya que la produccion se limita a las especies marinas
dorada, lubina, bocinegro, lenguado, siendo inexistente la acuicultura continental por
las particularidades intrinsecas del archipiélago canario, por lo que el nivel de riesgo
debe considerarse como bajo. Bajo estas condiciones, atendiendo a las
recomendaciones que establece la autoridad competente, la periodicidad de las
inspecciones deberia quedar establecida en una cada cuatro afnos. Sin embargo,
debido a la gran cantidad de explotaciones existentes en Canarias, su concentracion

en poligonos de explotaciones acuicolas y por ello densidades de cria elevadas, el
nivel de riesgo de propagacion de enfermedades es elevado, por lo que podriamos
considerar que las instalaciones existentes en el litoral del archipiélago canario
presentan un nivel de riesgo medio-bajo en lugar de bajo.

Por todo ello, los planes de muestro se planificaran con criterios de vigilancia activa,
realizandose al menos una inspeccién sanitaria cada dos afos, atendiendo al nivel
de riesgo justificado en el péarrafo anterior. Sin embargo, dado la gran importancia
econémica que presenta esta actividad en el archipiélago canario, unida a la
inexistencia de hatcheries en funcionamiento situadas en la Comunidad Auténoma lo
cual conlleva la obligatoriedad de realizar importaciones de alevines desde otras
comunidades auténomas, consideramos apropiado, factible y asumible la realizacion
de un control anual por explotacion.
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Ademas de las inspecciones, el Sistema de Vigilancia Zoosanitaria se basa en
comunicaciones obligatorias de las empresas al Servicio de Estructuras Pesqueras
de la Viceconsejeria de Pesca de determinados datos sanitarios, la realizacion por
parte de dicho Servicio de Estructuras Pesqueras de un Programa de Vigilancia
Epidemiolégica para enfermedades importantes para la acuicultura de la Comunidad
Auténoma de Canarias.

Por tanto, la Gestion de la Sanidad Animal en Acuicultura en la Comunidad
Auténoma de Canarias se basa:

- Registro de explotaciones (REGA)

- Plan anual de inspecciones oficiales (articulo 7 del Real Decreto
1614/2008)

- Programa de Vigilancia Epidemiolégica (PVE)

En Canarias, ademas de la legislacién general, hay dos normativas directamente
relacionadas con este tema:

Ley 7/2.003 de Pesca de Canarias de 10 de abril de 2003

DECRETO 182/2004, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el
Reglamento de la Ley de Pesca de Canarias.

Definicion de umbral de mortalidad en Canarias:

En base a las caracteristicas de la acuicultura marina en nuestras Comunidad
Auténoma se proponen los siguientes niveles:

a. Dorada (Sparus aurata), lubina (Dicentrarchus labrax), lenguado (Solea
senegalensis) y corvina (Argyrosomus regius)

1. Engorde

Frecuencia % de mortalidad en jaula
Ejemplares <100 g Ejemplares >100 g

Mensual 6 4
Semanal 3 2

2. Preengorde
2 primeras semanas preengorde 8 % semanal
Resto preengode 3% semanal
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8. NORMATIVA APLICABLE

- Decision 2008/896/CE, por la que se establecen directrices para los Sistemas
Vigilancia Zoosanitaria basados en el riesgo que dispone la Directiva 2006/88/CE.

- Ley 8/2003, de Sanidad Animal.
- Ley 2/2007 de Pesca Maritima y Acuicultura de la Region de Murcia.

- Orden de 28 de mayo de 2010, de la Consejeria de Agricultura y Agua por la que
se regula el libro de Explotacion Acuicola de la Regién de Murcia.

- Real Decreto 1614/2008, relativo a los requisitos zoosanitarios de los animales y de
los productos de la acuicultura, asi como a la prevencion y el control de
determinadas enfermedades de los animales acuéticos (Traspone Directiva
2006/88/CE).

- Reglamento (CE) 882/2004, DEL Parlamento Europeo y del Consejo, de 29 de abril
de 2004, sobre los controles oficiales efectuados para garantizar la verificacién del
cumplimiento de la legislacion en materia de piensos y alimentos y la normativa
sobre salud animal y bienestar de los animales.

-Decisién 2008/896/CE, por la que se establecen directrices para los Sistemas
Vigilancia Zoosanitaria basados en el riesgo que dispone la Directiva 2006/88/CE.

- Ley 8/2003, de Sanidad Animal.

- Real Decreto 1614/2008, relativo a los requisitos zoosanitarios de los animales y de
los productos de la acuicultura, asi como a la prevencion y el control de
determinadas enfermedades de los animales acuaticos (Traspone Directiva
2006/88/CE).

- Reglamento (CE) 882/2004, DEL Parlamento Europeo y del Consejo, de 29 de abiril
de 2004, sobre los controles oficiales efectuados para garantizar la verificacién del
cumplimiento de la legislacion en materia de piensos y alimentos y la normativa
sobre salud animal y bienestar de los animales.

- Ley 7/2.003 de Pesca de Canarias de 10 de abril de 2003

- DECRETO 182/2004, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento de
la Ley de Pesca de Canarias.
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2.4.4. MEJORA DE METODOS DIAGNOSTICOS EN PLANES DE VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA

Durante el curso de este proyecto, como uno de los principales objetivos, se
obtuvo un protocolo comun para los trabajos de muestreo y diagnostico de
nodavirus, VHSV e IPNV. Este protocolo se consensué entre todos los implicados en
el analisis de muestras de cada comunidad (Murcia, Galicia y Canarias) y se recoge
en el documento adjunto Protocolo JACUMAR 2009.

Por lo tanto, y a partir del documento consensuado, todas las Comunidades
Auténomas realizaban sus metodologias de acuerdo a este protocolo, si bien en
determinados casos se han realizado metodologias complementarias en funciéon de
distintas lineas de investigacion de cada grupo. Es importante que los aspectos
principales de este protocolo tales como las secuencias de los cebadores a utilizar
estuvieran consensuadas de tal forma que se pudieran comparar resultados entre
comunidades.

Debido a su alta sensibilidad se acordd que la reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR) seria el método de diagnostico en el cual se basaban estos
protocolos. Se eligieron aquellos cebadores con una mayor tasa de sensibilidad,
especificidad y capacidad para reconocer virus de distintas serotipos en base a la
experiencia previa de los laboratorios implicados.

Con el fin de aumentar la sensibilidad del método, al finalizar una primera
ronda de PCR se opt6 por efectuar una segunda ronda de PCR interna sobre la
primera, lo que se viene a llamar una “nested PCR”. Es cierto que la introduccion de
este paso aumenta de forma significativa la sensibilidad del diagnéstico, pero
también es cierto que este paso plantea bastantes problemas.

Cada positivo que se obtiene por PCR, se secuencia para confirmar el
resultado y a la vez, se inocula una muestra gemela en cultivo celular para verificar
la presencia de virus vivo. De esta forma pudimos comprobar que la mayoria de los
casos los positivos por PCR no se correspondian luego con positivos en cultivo
celular. A pesar de que la PCR tiene una sensibilidad muy alta también hay que
tener cuidado con los falsos positivos que se puedan obtener. Una PCR positiva con
cultivo negativo puede significar que el virus esta latente y no activo, o que se
encuentra en unas concentraciones tan bajas que no se puede aislar en cultivo. Sin
embargo para poder realizar estas conclusiones tenemos que estar completamente
seguros de nuestro resultado de PCR y por lo tanto es esencial tener un método de
comprobacién como es la secuenciacion. Cuando el fragmento amplificado que
vamos a amplificar es lo suficientemente grande como para poder comparar entre
aislados, podemos estar seguros de que el virus de campo amplificado es distinto a
nuestro control interno de PCR.
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Sin embargo en el caso de la nested PCR, los problemas aumentan. En
nuestra experiencia, el numero falsos positivos al introducir este paso aumenta
considerablemente, y debido ademas a que el fragmento interno amplificado es
mucho menor, su secuenciacidn no nos permite distinguir entre los aislados de
campo y nuestro virus de laboratorio. Por lo tanto, una de las conclusiones de
nuestro trabajo es que desaconsejamos la utilizacion de la nested PCR como
método de diagnostico para programas de vigilancia epidemioldgica.

Sin embargo, teniendo en cuenta que informacién nos esta suministrando, si
que consideramos positivo el uso de la PCR normal como método de diagndstico
primario para programas de vigilancia epidemioldgica, siempre que estas PCRs se
confirmen por secuenciacion y que se puedan distinguir los aislados de campo del
virus de referencia del laboratorio. Este método permite el andlisis de un gran
namero de muestras en un tiempo relativamente corto en comparacién con otros
métodos, y no va a producir nunca falsos negativos. Sin embargo, no siempre que
detecte virus va implicar que exista una infeccién activa en marcha, y por lo tanto
este es el siguiente paso necesario para poder declarar la presencia de un virus en
una zona. Es decir, a pesar que se utilice la PCR como un método de “screening” de
alto numero de muestras, no se debe declarar un aislamiento positivo sin un positivo
en cultivo celular.

Una de las consecuencias principales de la reunion de seguimiento del plan
fue la necesidad de mejorar y homogenizar el Protocolo Normalizado de Trabajo
para Muestreo y diagndstico de betanodavirus, VHSV e IPNV en peces salvajes y
cultivados Celebrada el 8 de mayo, en la Direccion General de Ganaderia en Madrid.
El objetivo era coordinar la metodologia de trabajo por parte de los laboratorios
designados por cada una de la CC.AA. participantes, con el fin de homogenizar los
métodos de diagndstico para las enfermedades objetivo del proyecto. Para este fin
se convoco a los técnicos de dichos laboratorios, asi como a los representantes del
proyecto es cada comunidad, a los representantes de Sanidad Animal de Ministerio
y a representantes del laboratorio de nacional de referencia para las enfermedades
de los peces (Algete).

El documento final consensuado es el siguiente:
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Protocolo Normalizado de Trabajo para Muestreo y diagnostico de
betanodavirus, VHSV e IPNV en peces salvajes y cultivados

1. Toma y transporte de muestras

a. Las muestras se obtendran, cuando sea posible, a partir de peces
vivos, y en todo caso se hara a partir de peces muertos o moribundos
[Nota: evitar los que estén en fase de “rigor mortis’].

b. Los 6érganos a muestrear en cada pez seran:

i. Para el diagndstico de beta-nodavirus: cerebro

ii. Para el diagndstico de VHSV e IPNV: rifion anterior y bazo
c. Toma de la muestra

i. Los Organos se extraeran asépticamente

ii. En el caso de alevines o peces de un tamarno superior a 5 cm,
se extraeran los oOrganos indicados arriba. En el caso de
alevines de un tamario entre 3 y 5 cm, se separan la cabeza y
las visceras (desechando en la medida de posible los intestinos)
del resto de la musculatura, y se procesan por separado. En el
caso de peces de un tamarnio inferior, los individuos se procesan
enteros.

iii. La mitad (al menos 0,3-0,5 gr) de cada 6rgano se introducira en
viales estériles de 1,5 -5 ml

1. Cuando el transporte de la muestra vaya a durar mas de
4 h, la porcion de 6rgano citada en el apartado anterior se
introducira en tubos con 1,0 ml de RNAlater (Ambion)
[Nota: De éste modo, el acido nucleico de las muestras
sera estable durante 1 dia a 37°C, o durante 1 semana a
T2 ambiente].

iv. La otra mitad del érgano se mantendra a 4°C el minimo tiempo
posible, procediendo cuanto antes a su almacenamiento a -80°C
(sin ningun aditivo), durante no mas de 2 afios. [Nota: En caso
de detectar una muestra positiva por PCR, se utilizaria su
homdloga congelada para proceder a la aplicacion de la técnica
de aislamiento en cultivo celular, para aislar el virus].

d. Transporte de las muestras al laboratorio de analisis:

i. El sistema de transporte debe asegurar, en cualquier caso, la
estabilidad de la muestra, y sera distinto en cada Comunidad
Auténoma, debido a la distancia entre el punto de toma de
muestra y el laboratorio de analisis.
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ii. Larga distancia entre zona de muestreo y laboratorio (> 4
horas): En este caso, las muestras en RNAlater se enviaran
refrigeradas al laboratorio, donde se procedera a la extraccion
de RNA, paso a cDNA y PCR para diagndstico.

iii. Proximidad entre zona muestreo y laboratorio: En estos casos,
la distancia entre el los puntos de muestreo y el laboratorio de
diagnostico asegura el transporte de la muestra, bajo
refrigeracion, en menos de 4 h, por lo que no es necesario el
uso de RNAIlater.

1. Los organos podran ser obtenidos in situ, en el propio
punto de muestreo, en cuyo caso, las muestras se
prepararan como se indica en los apartados 1.c lll y IV, y
se enviaran refrigeradas,

2. Los drganos podran ser extraidos en el laboratorio de
diagnostico, en cuyo caso, los peces muestreados en los
puntos de muestreo deberan ser enviados refrigerados.

2. Extraccion del RNA
a. Reagrupacion de muestras:

i. En el caso de los peces salvajes, cada pez se analizara
individualmente [en casos concretos, este apartado podra ser
modificado, en funcion del volumen de peces implicado,
pasando a la realizacion de pools, como se indica a
continuacion].

ii. En el caso de los peces cultivados, se llevara a cabo
reagrupacion, dentro de cada planta de cultivo y lote, en pools
de 5 individuos, siendo esta la unidad de analisis de diagndstico
[Nota: en este caso, la homogenizacion de los organos se
realizara de modo conjunto, para tener una unica extraccion de
RNA por pool].

b. Extraccion de RNA.- La extraccion de RNA a partir de los tejidos se
realiza mediante el sistema RNeasy® Mini Kit (Qiagen), de la siguiente
forma: Hasta un maximo de 200 mg de tejido se homogenizan en 360
ul de tampon RLT [Nota: si es necesario, se utilizaran sistemas
mecanicos, tipo OMNI o similares]. El resto del proceso se realiza
siguiendo las indicaciones del fabricante. Finalmente el RNA se eluye
en 75 ul de agua libre de nucleasas, y se conserva, en el caso de que
no se vaya a utilizar de inmediato, a — 80°C.

3. Sintesis de cDNA.-

Para obtener el cDNA, las muestras de RNA viral (0,25-5 ug totales) se
incuban tal como indica el protocolo de la SuperScript™ IIl RT (Invitrogen)
en presencia de random primers durante 5 min a 95°C, y a continuacion se
transfieren inmediatamente a 4°C. Seguidamente se anaden el resto de
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los componentes de la reaccion: 4 ul de “5X First Strand buffer”, 1 ul de
DTT 0,1 M, 1 ul de dNTP mix (10 mM cada unos de ellos), 50 U de
SuperScript™ |l RT, y agua libre de nucleasas hasta un volumen final de
20 ul. Esta solucion se incuba a 25°C durante 10 min seguidos de otra
incubacion de 50°C durante 50 min (sintesis del cDNA). Finalmente la
mezcla de reaccion se somete a 85°C durante 5 min para inactivar la
reversotranscriptasa. Opcionalmente se puede incubar la mezcla durante
20 min a 37°C en presencia de RNasa H para degradar los restos de RNA
presentes. El cDNA obtenido se conserva a -80°C en el caso de que no
vaya a ser utilizado de inmediato.

4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

a. Para la reaccion de PCR se podra utilizar el sistema HotMaster® Mix
(2,5X), de Eppendorf, la GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega) o la
Taq polimerasa de Invitrogen, segun los laboratorios y la disponibilidad
en cada momento, sin que esto afecte a las condiciones posteriores de
amplificacion para cada uno de los virus, las cuales se detallan en el
anexo I. Se seguiran en todo momento las condiciones del fabricante.

Todas las PCRs llevaran los siguientes pasos:

95°C durante 3-5 min

95°C durante 30 seg

T2 especifica de hibridacion durante 30 seg

68 °C-72°C durante 30 seg 35-40 ciclos de paso 2 a 4
68 °C-72°C durante 10 min

4°C hasta recoger

S A N~

Los protocolos de amplificacion acordados para los 3 virus son de
‘nested PCR” es decir, dos PCRs encadenadas, por lo que se realiza la
primera PCR utilizando 4 ul del cDNA en la muestra y en la segunda
PCR interna se utiliza 2,5 ul del producto de amplificacion de la primera
reaccion.

El resultado de ambas reacciones de PCR se carga en un gel de
agarosa 2% y las bandas especificas se visualizan en un
transiluminador de UV.
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5. Actuaciones ante resultados positivos para cualquiera de los virus,

a. El fragmento de PCR amplificado de la segunda PCR se secuenciara
con el fin de corroborar el resultado positivo y tener indicios del tipo
viral.

b. A partir de la réplica de la muestra correspondiente (bajo custodia,

congelada, en las Consejerias), se procedera al aislamiento del virus,
siguiendo para ello las normativas europeas y OIE.
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Producto T2 PC
virus cebador Secuencia (5°-3") Posicion Cepa/zona hibridacio
n R
VHSV VHSCM3A CAGGCGTTGTCCGTGCTTCT 352-371 VHSV F1 strain 358 ob 58°C para
VHSCM3B ACCCTGCGAGTTTCCTGATGG 689-709 gen N P
VHSV VHSCMB3Aint CTATGTACTCCAAGGGAAC 375-395 VHSV F1 strain 301 ob 58°C VH
nested VHSCMB3Bint CGGTGAAGTGCTGCAGTTC 656-676 gen N P SV
PCR para IPNV
Producto T2
virus cebador Secuencia (5-3") Posicion Cepa/zona hibridacio
n
Heppel U AGAGATCACTGACTTCACAAGTGAC 1403-1427 IPNV Jaspe 358 ob 58°C
Heppel L TGTGCACCACAGGAAAGATGACTC 1746-1761 Segm. A P
Heppel-intu AAAGGCATGGGGCTGGAGAG 220-239 IPNV Jaspe 58°C
(nested PCR) Segm.A 210 pb
IPNV heppel_intl CTCCGCTTGCCCAGGACTC 524-509 P
(nested PCR)
Heppel L TGTGCACCACAGGAAAGATGACTC) IPNV Jaspe 322 pb 58°C
(seminested Segm.A
PCR)
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PCR para nodavirus

Producto T?
virus cebador Secuencia (5-3") Posicion Cepa/zona amplificaci | hibridacio
on n
NODAF2 CGTGTCAGTCATGTGTCGCT 604-623 58°C
Betanodav NODARS3 CGAGTCAACACGGGTGAAGA 1011-1030 SAINE RN 427 pb
irus noda F2.2 GATTTCGTTCCATTCTCTTG 644-663 58°C
SJNNV/RNA2 180 pb
noda F3.2 | AGTGTCTCCAGCTTTCTTCT 806-824

Finalmente y como parte del trabajo desarrollado en este proyecto, el grupo de Galicia ha disefiado una nueva estrategia de
diagnéstico para nodavirus en la que se combinan los primers NODA F2 y NODA R3 en primera PCR con una PCR nested interna
utilizando primers degenerados, la cual asegura una mayor sensibilidad. Debido a falta de tiempo, los otros grupos participantes
(Murcia y Canarias) no han comprobado todavia la efectividad real de esta variante.

noda F2.2 CRTCYCTYGAGACACCTGA 644-663 58°C

noda F3.2_ | TGTARTCAATGGRCARCGG 806-824 SJINNV/RNA2 180 pb
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2.4.5. PREVALENCIA ENFERMEDADES VIRICAS EN ACUICULTURA Y
SILVESTRES

PREVALENCIA DE ENFERMEDADES VIRICAS EN ACUICULTURA Y PECES
SILVESTRES EN GALICIA

Resultados en Acuicultura

Muestreos

Durante el periodo 2007-2010 se muestrearon semestralmente 28 plantas de cultivo,
de diversas especies de peces, distribuidas por las costas oeste y norte de la
Comunidad Auténoma (Fig 1). Los muestreos fueron estacionales: el primero entre
los meses de abril y julio, coincidiendo con las temperaturas del agua mas altas, y el
segundo entre octubre y diciembre, para hacerlo coincidir con la temporada de

aguas frias.

Las especies y tamafnos muestreados dependieron de la planta y de los lotes
existentes en el momento del muestreo. La especie mayoritaria fue rodaballo,
Scophthalmus maximus (en todas las fases del cultivo; 25 plantas), seguida de
lenguado (Solea solea 'y S. senegalensis) (10 plantas) y, muy por detras, besugo
(Pagellus bogaraveo) (3 plantas), abadejo (Pollachius pollachius) (2 plantas), salmén
(Salmo salar) (1 planta) y lubina (Dicentrarchus labrax) (1 planta) (Tabla 1)

En cada planta se muestrearon 30 individuos representativos de todos los lotes,
excepto en el caso de los lotes de alevines de menor tamafno (en estos casos, se
muestrearon aproximadamente 30 individuos del lote), huevos y esperma (en que la

muestra correspondiente a estos lotes se calcul6é volumétricamente.

Procedimiento de analisis.- La metodologia empleada fue la de aislamiento en
cultivo celular, siguiendo el manual de diagnéstico de VHSV e IHNV de la UE,
disponible en la web del Laboratorio Europeo de Referencia de Aarhus
(http://www.crl-fish.eu/Diagnostic Manuals/VHS.aspx) o el manual de diagndstico de
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la Organizacion Internacional de Epizootias (OIE)

(http://www.oie.int/eng/normes/fmanual/A summry.htm).

Resultados

A lo largo del periodo indicado no se detectd ningun virus de declaracion obligatoria
segun directiva 2006/88/EC; si se detectd, por aislamiento, virus de la necrosis
pancreatica infecciosa en una empresa de rodaballo en el primer semestre de 2009,
y en dos plantas, de rodaballo y de lenguado, en el primer semestre de 2010.

Resultados en Peces Silvestres

Muestreos

En el periodo 2007-2009 se realizaron muestreos de peces merodeadores,
limitandonos a dos especies: mugel (Mugil labrorus) y boga (Boops boops); ademas,
se muestrearon numerosas especies (mas de 20) salvajes capturadas para consumo
humano. Los merodeadores se capturaron en la inmediaciones de jaulas flotantes en
Moana, Esteiro, Oleiros y Ortigueira, mientras que las especies salvajes de consumo
humano se muestrearon en lonjas (Vigo, Ribeira, A Coruna y Celeiro-Burela).

Los muestreos se realizaron en dos estaciones del afno (excepto en 2007, aunque
séblo se llevé a cabo en otofo-invierno), con el fin de incrementar la probabilidad de
detectar cepas adaptadas a mayores 0 menores temperaturas.

En cualquiera de ambos casos, los peces fueron trasladados en neveras en frio, en
un maximo de 3 h de transporte, al laboratorio de analisis donde fueron procesados

inmediatamente.
Las especies analizadas y el numero de individuos muestreados en cada caso son

los indicados en la Tabla 1. Como se observa, el nUmero total de individuos
analizados en los 3 afnos fue de cerda de 1200, con una cifra mayor en 2008,
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aunque debido al gran numero de individuos de mugel muestreados en ese afo. Las
especies mas representadas fueron lenguado (Solea spp.) y salmonete (Mullus
barbatus), seguidas por abadejo (Pollachius pollachius), besugo (Pagellus
bogaraveo), |lubina (Dicentrarchus labrax), rodaballo (S. maximus) y sargo (Diplodus

sargus).

Procedimiento de analisis

La metodologia empleada para el analisis virologico fue la descrita en el manual de
diagnéstico disenado expresamente para este proyecto. Se empleé RT-PCR/Nested
PCR y aislamiento en cultivo celular. Los virus objeto del estudio fueron el virus de la
necrosis pancreatica infecciosa (IPNV) y virus tipo-IPNV, el virus de la septicemia
hemorragica viral (VHSV), virus de le necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV) y el
virus de la necrosis nerviosa viral (VNNV) o betanodavirus.

Resultados

Virus detectados por RT-PCR/Nested.- Con el fin de asegurar la fiabilidad de la
interpretacion de los resultados, se aplicaron dos criterios de rechazo: especies con
un numero total de muestras inferior a 5 y especies con muestreos en un unico ano.
Por ello, de las 23 especies se eliminaron, por el primer criterio, aguja, y por el
segundo, boga, caballa, dorada, wrasse, mero y beryx, quedando finalmente con 16
especies con resultados interpretables.

En el diagrama de barras de la figura 2 se muestran los resultados de prevalencia de
los 3 virus objeto de estudio en los 3 afios de muestreos. En los afios 2007 y 2008
se observo, en general, una mayor prevalencia de virus VHSV en la mayor parte de
las especies analizadas. Sin embargo, la prevalencia de este virus parecié caer
drasticamente en el tercer afio de muestreo a favor del virus IPNV.

Un dato importante es que, a pesar de que inicialmente se presuponia que se podria
usar mugel como especie centinela, en realidad fueron besugo, lenguado y
rodaballo, es decir, las mismas especies prioritarias en cultivo, las que se fueron
portadoras de los 3 virus en todos los muestreos, por lo que seria idéneo su
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muestreo periddico para prever probables riesgos ambientales en cualquier

momento.

En la figura 3 se muestra la evolucion de la prevalencia de cada uno de los 3 virus a
lo largo de los 3 afnos del estudio. Como ya se indicé antes, la baja prevalencia de
IPNV en 2007 contrasta con los altos niveles de VHSV en ese mismo periodo,
cambiando la relacion de prevalencia entre ambos virus en el Ultimo afno. Sin
embargo, el resultado mas interesante se obtuvo con VNNV, puesto que se
demostrd un incremento gradual de su prevalencia a lo largo del periodo del estudio.

La interpretacién de estos resultados podria sacarse de la siguiente figura (Fig 4), en
la que se muestra la prevalencia de cada virus a lo largo de las diversas estaciones,
asociada a la temperatura media del agua en cada estacidén (segun datos de Meteo
Galicia). Como se observa, la caida de VHSV y aumento de la prevalencia de IPNV
podria estar asociada al incremento de la temperatura de las aguas en 2009; esto
podria, ademas, ser la causa del incremento paulatino de la prevalencia de VNNV.

Finalmente, también se aplic6 RT-PCR para deteccién de IHNV (virus de la necrosis
hematopoyética infecciosa) en estas especies salvajes. Sin embargo, con este virus
séblo se trabajé en 2008, por lo que no se puede aplicar una interpretacion cientifica
rigurosa de resultados. Simplemente podemos indicar que en ningun caso se
detect6 el virus en primera fase de RT-PCR, siempre tras reamplificacion por Nested
PCR, lo que indica claramente que los peces detectados como portadores (alrededor
del 50%) lo eran en muy baja carga viral. Por especies, raya, pargo, besugo,
salmonete, sargo, lenguado, rodaballo y mugel mostraron las mayores prevalencias,

desde 33% en raya, hasta 11% en mugel.

Virus detectados por aislamiento en cultivo celular.- Para este apartado se empleo el
protocolo oficial de la UE y una variante consistente en triplicar el tiempo de
incubacion de los tapices inoculados, tanto en primer como en segundo pase.
Ademas, siguiendo el protocolo oficial se emplearon las células BF-2 y EPC,
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mientras que en la modificacion del mismo se incluyd, ademas, la célula CHSE-214,
por su demostrada sensibilidad a una gran variedad de virus, no sélo los de

declaracion obligatoria.

Es necesario destacar que, aplicando el protocolo oficial empleado en todos los
analisis (con 7-10d de incubacidn) no se detectdé mas que virus IPNV; sin embargo,
cuando se aplicé (en la campana del 2007) la variante del protocolo (con 1 mes de
incubacion, e incluyendo CHSE-214) se aisldé, ademas de un mayor numero de
cepas de IPNV, alguna de VHSV en diversas especies (Tabla 2), incluyendo besugo,

lenguado y rodaballo.

PREVALENCIA DE ENFERMEDADES BACTERIANAS EN ACUICULTURA

Muestreos

Los muestreos corresponden a los indicados en el apartado anterior.

Procedimiento de analisis

La toma de muestras se tomé, de modo aséptico, a partir de rifidén, bazo e higado,
sembrando en diversos medios de cultivo para el aislamiento. Para la identificacion
se emplearon pruebas bioquimicas rutinarias y, cuando fue necesario, se empled el
sistema API y/o el MIDI Sherlock.

Resultados (Ordenados por semestre)

1%" semestre-2007: Presencia de Photobacterium damselae subespecie damselae
en jaulas flotantes, y de numerosos miembros del genero Vibrio: (V. fisheri, V.
costicola, V. marinus, V. mediterranei, V. nereis, V. pelagius biotipo | y IlI) y en

especial de Vibrio scophthalmi.

2° semestre-2007: Presencia de numerosos miembros del genero Vibrio: (V. fisheri,
V. costicola, V. pelagius biotipo | y 1) y en especial de Vibrio scophthalmi. Ademas
se ha detectado la presencia de Aeromonas, Pseudomonas, Pasteurella,

Photobacteriumy Tenacibaculum en diferentes plantas.
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1%"  semestre-2008: Presencia de numerosos miembros del genero Vibrio: ( V.
fisheri, , V. nereis, , V. pacinii,, V. splendidus biotipo |, V. pelagius biotipo | y Il) y en

especial de Vibrio scophthalmi.

2° semestre-2008: Presencia de numerosos miembros del genero Vibrio como V.

fisheri, V. pelagius biotipo | y Il y en especial de Vibrio scophthalmi.

1®" semestre- 2009: Presencia de numerosos miembros del genero Vibrio como V.
fisheri, V. harveyi, V. pelagius biotipo | y Il y en especial de Vibrio scophthalmi.

2° semestre-2009: Presencia de un importante patdégeno bacteriano como
Edwuardsiella tarda, de una especie del antiguo género Flexibacter como es
Tenacibaculum mesophilum y la dispersién de Vibrio scophthalmi de manera

preocupante.

1®" semestre 2010: Es destacable la presencia, en diversas plantas, de gran nimero
de especies bacterianas del genero Vibrio, como V. pelagius, V. splendidus, V.

fisheri y V. scophthalmi.
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Fig 1.- Distribucion de los puntos de muestreo oficial en Acuicultura Marina

1.- Acuidoro

2.- Alrogal

3.- Allesa

4.- Agquacria

5.- Cluster

6.- IGAFA

1.~ Insuifia 5L, Chapela

8 .- Insuifia 5L, Ch Jaulas

9 - Insuifia 5L, Grove

10.- Insuifia SL, Mougds

11 - Insuifia 5L, Xove

12.- Isidro de la Cal, Barqueiro
13 - Isidro de la Cal, Lorbe,
14 - Isidro de la Cal, Valdovifio
15.- Loitamar

16.- Marculfura, Esteiro

17 - Marcultura, Sismundi

18 .- North West Food

19 - Piscicola del Morrazo

20.- Projoscar

21.- Punta Moreiras

22 - Sea Solf, Nastos

23 - Stolt Sea Farm, Cabo Vilano
24 - Stolt Sea Farm, Couso
25.- Stolt Sea Farm, Lira

26.- Stolt Sea Farm, Merexo
27 - Stolt Sea Farm, Palmeira
28 - Stolt Sea Farm, Quilmas
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Tabla 1.- Especies silvestres objeto de estudio

G JACUMAR

2007 | 2008 | 2009
n2 Ind| n? Ind | n? Ind [Total Ind
Abadejo Pollachius pollachius 13 a6 37 86
Acedia Solea lascaris 11 38 o 49
Besugo Pagellus bogaraveo 12 51 20 83
Bogs Boops boops 12 0 o 132
Caballa Scomber scombrus 1 0 0 1
Corbina Argyrosomus regius 4 2 7 13
Coruxoc Scophthalmus rhombus 10 15 16 a1
Dorada Sparus aurata o 3 o 3
Wrasse Coris sp. o 2 o 2
Jurel Trachurus trachurus 5 0 7 132
Lenguado Solea solea 37 50 59 146
Lubina Dicentrarchus labrox 17 37 37 86
Mero Epinephelus marginatus 0 1 o 1
Migel Mugil labrosus 57 188 51 206
Beryx (Palometa roja)  |Bervx splendis 3 0 o 3
Pargo Pogrus pagrus o 5 10 15
Agujz Belone belone 1 0 o 1
Raya Roja sp 5 12 0 17
Rodaballo Scophthalmus moximus 4 25 75 54
Rubio Trigloporus lastoviza 0 Iy 14 14
Salmonete Mullus barbatus 31 a4 a5 150
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Fig. 2.- Prevalencia de IPNV, VHS VNNV en diversas especies silve
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Fig 3.- Evolucion de la prevalencia de 3 virus en peces silvestres de 2007 a 2009
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Fig 4.- Relacion entre prevalencia de 3 virus en peces silvestres y |a temperatura del agua
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Tabla 2 .- Resultados de aislamiento en cultivo celular
(datos en numero de individuos; entre paréntesis: porcentaje de prevalencia)

2007 2008 2009
IPRY | WHSV™ | IR/WH KRN Nold [nZlnd| IPNW WHEW MMV | nZind] IPKY | VHEY | NNV | Nold | nE Ind |Total Ind

Abadejo Pallachius pollachius 177} 13 |10 [21.8) 45 27 EG
Lcedia Eolea loscaris 3(27.3) 2[182)| 11 | 379 38 a 48
Besuga Pageilus bogaraves 3 (25,0} 12 |13 [25.5) 51 20 E3
Boga Eoops boops 1[8.3) |3 25.0) 4(333)| 12 o 0 12
Caballa Scomber scombrus 1 o i} 1
Corbina Argyrosomus regius 1(2500| 4 2 7 13
Coruxo Scophtheimus rhombus 1100|1100 2(200)| 10 | 6{40.0 15 16 a1
Dorada Sparus aurate [1] 3 0 3
Wirasze Coris sp. 0 2 1] 2
Jure urus trachuros 3 o 7 12
Lenguade Solea solon 1(3.7] 4(188)| 27 |11(183) 60 58 146
Lubana Dicantrarchus labrax 17 32 37 E6
Mero Epinephelus morgingtus 0 1 1] 1
Misgel Fugil lsbrosus 11,8 | 1{1LE] 57 |25[13.3) 1EE 3(59)1| 51 296
Beryx (Falometa roja) |Saryx splandis 1 103335 3 o 1] 3
Pargo Fagrus pagrus 0 5 10 15
Aguja Ealone balone 1 o Q 1
Rayz Aajo sp 12001 5 iz Q 17
Rodabalio Scophtholmus maximus 1{25,0) 1(250)| 4 |4160) 25 25 54
Rubio Trigloporus lastoviza 0 o 14 14
Salmeonets Mullus borbstus 2085 | 1i4.8 148 | 21 (140157 4 |12 45 150
Sargo Diplodus sargus 1(16,7)| 2 33.3) 6 |13[22.8) 57 |27 28 o1
Zollz Flauronacter platessa 1 10 ] 20/

TOTAY 12 57|10 (5.2)] 2(a0p | o |17(83)| 210 |88 (15.7)] 0(0] 00 | 631 [G(L7)| OG0 | O[O0 |5(59)] 355 1196

* Deteccion por aiskamiento en cultive celular no siguiendo normas europeas (1 mes + 1 mes de incubacion)
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PREVALENCIA DE ENFERMEDADES VIRICAS EN ACUICULTURA Y PECES
SILVESTRES EN CANARIAS

MUESTREOS REALIZADOS EN LA ISLA DE GRAN CANARIA EN 2007

Muestreos de acuicultura en Gran Canaria

Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Dorada | 30 - - - - - -
Lubina | 30 - - - - - -
Corvina | 30 - - - - - -
Muestreos de ejemplares silvestres en Gran Canaria
Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Besugo | 30 - - - - - -
Boga 20 - - - - - -
Pejerrey | 5 - - - - - -
Bicuda | 30 - - - - - -
Jurel 0 - - - - - -
Fula 15 - - - - - -
Medregal | 1 - - - - - -
Palometa | 15 - - - - - -
Chopa 15 - - - - - -
Salemas | 15 - - - - - -
Sargo 30 - - - - - -
Lebrancho | 10 - - - - - -
Cabrilla | 30 - - - - - -
Caballa | 30 - - - - - -
Sardinas | 30 - - - - - -
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MUESTREOS REALIZADOS EN LA ISLA DE TENERIFE EN 2007

Descripcion de ejemplares de acuicultura en zona norte de Tenerife

G JACUMAR

Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Dorada | 30 - - - - - -
Lubina | 30 - - - - - -
Descripcion de ejemplares de acuicultura en zona sur de Tenerife
Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Dorada | 30 - - - - -
Lubina | 30 - - - - -
Corvina | 30 - - - - - -
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Muestreos de ejemplares silvestres en zona norte de Tenerife

Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO

Besugo 10 - - - - - -
Boga 10 - - - - - -
Bicuda 5 - - - - - -
Fula 15 - - - - - -
Palometa | 10 - - - - - -
Chopa 7 - - - - - -
Salemas | 11 - - - - - -
Sargo 20 - - - - - -
Lebrancho | 15 - - - - - -
Cabrilla 15 - - - - - -
Caballa | 30 - - - - - -
Sardinas | 30 - - - - - -

Muestreos de ejemplares silvestres en zona sur de Tenerife

Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO

Besugo | 20 - - - - - -
Boga 30 - - - - - -
Bicuda 3 - - - - - -
Fula 15 - - - - - -
Palometa | 15 - - - - - -
Chopa 15 - - - - - -
Salemas | 15 - - - - - -
Sargo 20 - - - - - -
Lebrancho | 15 - - - - - -
Cabrilla 15 - - - - - -
Caballa | 30 - - - - - -
Sardinas | 30 - - - - - -
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MUESTREOS REALIZADOS EN LA ISLA DE LA PALMA EN 2007

Muestreos de ejemplares de acuicultura en La Palma

° JACUMAR

Especie VHS IPN NODAVIRUS

PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Dorada | 30 - - - - - -
Lubina | 30 - - - - - -

Muestreos de ejemplares de acuicultura obtenidos del medio natural en La Palma

Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Dorada |2 | - - - - - -
Lubina | 3| - - - - - -
Muestreos de ejemplares silvestres en La Palma
Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Besugo 12 - - - - - -
Boga 30 - - - - - -
Bicuda 7 - - - - - -
Fula 15 - - - - - -
Galanas | 15 - - - - - -
Pejeverde | 15 - - - - - -
Palometa | 3 - - - - - -
Tamboril | 10 - - - - - -
Chopa 14 - - - - - -
Salemas | 12 - - - - - -
Sargo 17 - - - - - -
Lebrancho | 11 - - - - - -
Cabirilla 7 - - - - - -
Caballa 4 - - - - - -
Sardinas | 17 - - - - - -
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MUESTREOS REALIZADOS EN LA ISLA DE GRAN CANARIA EN 2008

Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Dorada | 40 - - - - - - - -
Lubina 30 - - - - - - + -
Corvina 15 - - - - - - + -
Lenguados | 30 - - - - - - + +

Todos los resultados positivos a nodavirus se correspondian con ejemplares de
acuicultura obtenidos de una misma explotacion. A continuacién desglosamos los
resultados obtenidos en dicho muestreo.

Muestra

Nodavirus

NESTED

CULTIVO

Lubina 1

+

Lubina 2

+

Lubina 3

Lubina 4

Lubina 5

Lubina 6

Lubina 7

Lubina 8

e

Lubina 9

Lubina 10

Lubina 11

Lubina 12

e

Lubina 13

Lubina 14

Lubina 15

e

Lubina 16

Lubina 17

Lubina 18

e

Lubina 19

Lubina 20

Lubina 21

e

Lubina 22

Lubina 23

Lubina 24

+

Lubina 25

Lubina 26

Lubina 27

Lubina 28

Lubina 29

e

Lubina 30
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Muestra

Nodavirus

NESTED

CULTIVO

Corvina 1

+

Corvina 2

Corvina 3

Corvina 4

Corvina 5

e

Corvina 6

Corvina 7

Corvina 8

Corvina 9

Corvina 10

e

Corvina 11

Corvina 12

Corvina 13

Corvina 14

e

Corvina 15

Lenguado 1

Lenguado 2

Lenguado 3

Lenguado 4

Lenguado 5

Lenguado 6

Lenguado 7

Lenguado 8

Lenguado 9

Lenguado 10

Lenguado 11

Lenguado 12

Lenguado 13

Lenguado 14
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Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Besugo | 30 - - - - - - - -
Boga 20 - - - - - - - -
Pejerrey | 5 - - - - - - - -
Bicuda 30 - - - - - - - -
Fula 15 - - - - - - - -
Medregal | 1 - - - - - - - -
Palometa | 15 - - - - - - - -
Chopa 15 - - - - - - - -
Salemas | 15 - - - - - - - -
Sargo 30 - - - - - - - -
Lebrancho | 10 - - - - - - - -
Cabrilla | 30 - - - - - - - -
Caballa | 30 - - - - - - - -
Sardinas | 30 - - - - - - - -
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MUESTREOS REALIZADOS EN LA ISLA DE TENERIFE EN 2008

Descripcion de ejemplares de acuicultura en zona sur de Tenerife

Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Dorada | 30 - - - - - - - - -
Lubina | 30 - - - - - - - - -
Corvina | 30 | - - - - - - - - -
Muestreos de ejemplares silvestres en zona sur de Tenerife
Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Besugo | 20 - - - - - - - - -
Boga 30 - - - - - - - - -
Bicuda 3 - - - - - - - - -
Fula 15| - - - - - - - - -
Palometa | 15 - - - - - - - - -
Chopa 15| - - - - - - - - -
Salemas | 15 - - - - - - - - -
Sargo 20 - - - - - - - - -
Lebrancho | 15 - - - - - - - - -
Cabrilla | 15| - - - - - - - - -
Caballa | 30 - - - - - - - - -
Sardinas | 30 - - - - - - - - -
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MUESTREOS REALIZADOS EN LA ISLA DE LA PALMA EN 2008

Muestreos de ejemplares de acuicultura en La Palma

G JACUMAR

Especie VHS IPN NODAVIRUS

PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Dorada | 30 - - - - - -
Lubina | 30 - - - - - -
Corvina | 30 - - - - - -

Muestreos de ejemplares de acuicultura obtenidos del medio natural en La Palma

Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Dorada | 30 - - - - - -
Lubina | 30 - - - - - -
Corvina | 30 - - - - - -
Muestreos de ejemplares silvestres en La Palma
Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Besugo | 12 - - - - - -
Boga 30 - - - - - -
Bicuda 7 - - - - - -
Fula 15 - - - - - -
Galanas | 15 - - - - - -
Pejeverde | 15 - - - - - -
Palometa | 3 - - - - - -
Tamboril | 10 - - - - - -
Chopa 14 - - - - - -
Salemas | 12 - - - - - -
Sargo 17 - - - - - -
Lebrancho | 11 - - - - - -
Cabrilla 7 - - - - - -
Caballa 4 - - - - - -
Sardinas | 17 - - - - - -
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Muestreos de ejemplares de acuicultura en Lanzarote
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VHS IPN NODAVIRUS
Especie
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Dorada | 30 - - - - - - - -
Lubina | 30 - - - - - - - -
Corvina | 30 - - - - - - - -

Muestreos de ejemplares de acuicultura obtenidos del medio natural en Lanzarote

Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Dorada | 30 - - - - - -
Lubina | 30 - - - - - -
Corvina | 30 - - - - - -
Muestreos de ejemplares silvestres en Lanzarote
Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Besugo 12 - - - - - -
Boga 30 - - - - - -
Bicuda 7 - - - - - -
Fula 15 - - - - - -
Galanas | 15 - - - - - -
Pejeverde | 15 - - - - - -
Palometa | 3 - - - - - -
Tamboril | 10 - - - - - -
Chopa 14 - - - - - -
Salemas | 12 - - - - - -
Sargo 17 - - - - - -
Lebrancho | 11 - - - - - -
Cabrilla 7 - - - - - -
Caballa 4 - - - - - -
Sardinas | 17 - - - - - -
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MUESTREOS REALIZADOS EN LA ISLA DE GRAN CANARIA EN 2009

Muestreos de acuicultura en Gran Canaria

Especie VHS IPN NODAVIRUS

PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Dorada 50 - - - - - - - - -
Lubina 45 - - - - - - - - -

Lenguados | 15 - - - - - - - - B

Muestreos de ejemplares silvestres en Gran Canaria

Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO

Besugo | 30 - - - - - - - - _
Boga 45 - - - - - - - - B
Bicuda 3 - - - - - - - - B
Jurel 4 - - - - - - - - B
Fula 25 - - - - - - - - _
Sargos 23 - - - - - - B - _
Palometa | 30 - - - - - - - - _
Chopa 30 - - - - - - B - _
Salemas | 30 - - - - - - - - _
Sargo 23 - - - - - - B - _
Lebrancho | 28 - - - - - - - - _
Cabrilla 12 - - - - - - B - _
Caballa 11 - - - - - - - - _
Sardinas | 18 - - - - - - - - _
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MUESTREOS REALIZADOS EN LA ISLA DE TENERIFE EN 2009

Descripcion de ejemplares de acuicultura en zona sur de Tenerife

Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Dorada | 60 - - - - - -
Lubina | 60 - - - - - -
Muestreos de ejemplares silvestres en zona sur de Tenerife
Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Besugo | 23 - - - - - - - - -
Boga 46 - - - - - - - - -
Bicuda 4 - - - - - - - - -
Fula 45 - - - - - - - - -
Sargos 32 - - - - - - - - -
Palometa | 17 - - - - - - - - -
Chopa 21 - - - - - - - - -
Salemas | 28 - - - - - - - - -
Sargo 32 - - - - - - - - -
Lebrancho | 19 - - - - - - - - -
Cabrilla 20 - - - - - - - - -
Caballa 23 - - - - - - - - -
Sardinas | 34 - - - - - - - - -
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MUESTREOS REALIZADOS EN LA ISLA DE LA PALMA EN 2009

Muestreos de ejemplares de acuicultura en La Palma

Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Dorada | 15 - - - - - - - - -
Lubina | 15 - - - - - - - - -
Muestreos de ejemplares silvestres en La Palma
Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO
Besugo 2 - - - - - - - - -
Boga 60 - - - - - - - - -
Pejeverdes | 60 - - - - - - - - -
Galanas 3 - - - - - - - - -
Fula 30 - - - - - - - - -
Pejepeines | 26 - - - - - - - - -
Chopa 30 - - - - - - - - -
Tamboriles | 33 - - - - - - - - -
Bocinegros | 45 - - - - - - - - -
Brecas 40 - - - - - - - - -
Sargo 7 - - - - - - - - -
Lebrancho | 15 - - - - - - - - -
Cabrilla | 34 - - - - - - - - -
Caballa | 15 - - - - - - - - -
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Muestreos de ejemplares silvestres en Lanzarote

Especie VHS IPN NODAVIRUS
PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO | PCR | NESTED | CULTIVO

Boga 60 - - - - - - - - _
Brecas 60 - - - - - - - - _
Bocinegros | 55 - - - - - - - - -
Pejeverdes | 32 - - - - - - - B _
Fula 5 - - - - - - - - _
Galanas | 10 - - - - - - _ B ;
Herreras 4 - - - - - - - - _
Chopa 45 - - - - - - - - -
Tamboriles | 15 - - - - - - - - _
Lagartos | 21 - - - - - - - - _
Mojarras 6 - - - - - - - i _
Sargo 9 - - - - - - - - _
Lebrancho | 11 - - - - - - - - _
Cabirilla 20 - - - - - - - - _
Caballa 13 - - - - - - - _ ;

Comentarios acerca del VHS

La septicemia hemorragica viral es una enfermedad infecciosa de especies

continentales y marinas, causada por un rabdovirus, originalmente aislado en trucha

arcoiris en Europa. En Europa y EEUU el virus ha causado importantes brotes de

mortalidad y enormes pérdidas econémicas. Se caracteriza por una viremia que

generaliza el cuadro, y la aparicion de hemorragias de distinto grado en todos los

tejidos de los peces afectados.

Se analizaron un total de 4.554 peces, de los cuales tomamos muestras de bazo y

riidn, obteniéndose un resultado negativo en todos los ejemplares muestreados por

la técnica de la PCR. Tras aplicar una segunda PCR, el resultado continué

ofreciendo un resultado negativo.
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Como hemos comentado anteriormente, el VHS es considerado como un virus de
aguas frias, salvo casos excepcionales como los descritos en Turquia (OIE 2004).
Ademas, las descripciones en especies marinas son muy escasas, y unido a las
temperaturas del agua que se alcanzan en canarias durante todo el afo, el riesgo de
presentacion de esta enfermedad es extremadamente baja, corroborandose con los
resultados negativos obtenidos durante los 3 anos de duracién del presente proyecto

de investigacion.

Comentarios acerca del IPN

Es una enfermedad infecciosa muy contagiosa, producida por un Birnavirus, que
afecta principalmente a los salménidos, con una amplia difusiéon en todo el mundo, y
se caracteriza por una elevada mortalidad y la presentacion de signos clinicos muy
inespecificos. Se analizaron un total de 4.554 peces, de los cuales tomamos
muestras de bazo y rifidn, obteniéndose un resultado negativo en todos los
ejemplares muestreados por la técnica de la PCR. Tras aplicar una segunda PCR, el
resultado continu6 ofreciendo un resultado negativo.

El IPN es un virus que afecta principalmente a salmoénidos, aunque existen
descripciones en especies marinas como la dorada, rodaballo y lenguado. En
nuestro estudio, no hemos encontrado resultados positivos a pesar de que debido a
la naturaleza del virus, y que muchas de las especies muestreadas se han descrito
como posibles portadoras del virus.
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Comentarios acerca del nodavirus

Se trata de una enfermedad infecciosa, muy contagiosa, producida por un
Nodavirus, y que afecta de forma selectiva a algunas especies de peces de agua
marina con la aparicion de un cuadro, generalmente de curso mortal, caracterizado
por incoordinacién locomotriz y fuerte distension abdominal debido a una
hiperinsuflacion de la vejiga natatoria. La enfermedad se describié recientemente en
la acuicultura, en concreto en 1988 en la lubina y, desde entonces, se ha realizado
su estudio de forma exhaustiva, comprobandose que otras especies de peces son
igualmente receptivas, y muchas de ellas han sido muestreadas. Su elevada
patogenicidad y difusiéon por todo el litoral espanol, hacen que enfermedad sea la
enfermedad viral mas importante para la acuicultura canaria, todo ello agravado por
las altas temperaturas de agua de mar que existen en Canarias, que coinciden con

la temperatura éptima para el nodavirus.

Tras 3 afos de muestreos, donde hemos analizado un total de 4554 muestras,
Unicamente hemos encontrado muestras positivas en 40 de ellas. De estos 40
positivos, 15 se corresponden con lubinas, 15 con lenguados y los 10 restantes con
corvinas. Se da la circunstancia que todos estos positivos fueron obtenidos en la
misma explotacion durante el muestreo realizado en el segundo afio de muestreos.
Un afo més tarde, un muestreo realizado en la misma explotacién ofrecié un
resultado negativo en todas sus muestras. Debido a esto, no es posible establecer
datos de prevalencia fiables teniendo en cuenta que los casos positivos se limitan a

los obtenidos en una Unica explotacién durante una Unica siembra.
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PREVALENCIA DE ENFERMEDADES VIRICAS EN ACUICULTURA Y
PECES SILVESTRES EN MURCIA

El conocimiento sobre la realidad epidemiolégica en las instalaciones de acuicultura
es escaso por la administracion, especialmente en el ambito Mediterrdneo, donde
las especies cultivadas habitualmente no son sensibles a ninguna de las
enfermedades de declaracién obligatoria que han aparecido en las distintas
normativas de la materia. En el caso de las poblaciones de peces silvestres que de
forma directa o indirecta estan en contacto con las granjas es practicamente nulo.

Por todo ello, se plantea que, de forma coordinada a las medidas normativas y
legislativas, seria muy util el establecimiento de una Red de Vigilancia
Epidemiolégica. Esta red, junto con los datos sanitarios aportados por las empresas
y la informacidn procedente de instituciones de investigacion permitiran constituir la
base de un futuro Mapa Epizootiolégico en piscicultura marina, tal y como es
preceptivo en la Ley de Sanidad Animal (Ley 8/2003). En cualquier caso, este tipo de
redes epidemioldgicas y los controles que implican no coinciden en fines ni en
poblaciones objetivo con los Planes de Controles Oficiales en acuicultura, con los
Sistemas de Vigilancia Zoosanitaria y con los planes de muestreos para obtencidn,
mantenimiento o recuperacion de la calificacién de libre respecto a una determinada
enfermedad. En el caso que nos ocupa, lo que se pretende ademas de conocer la
situacion de las instalaciones acuicolas frente a una determinada enfermedad, es
conocer la situacibn de las poblaciones silvestres, asi como las posibles
interacciones.

Por tanto, se han establecido las bases de datos epidemiol6gicos para el disefio y la
implantacion por parte de las autoridades competentes de una Red de Vigilancia
Epidemiolégica, cuyo objetivo es la vigilancia activa frente a las enfermedades
viricas de interés en acuicultura marina. Se plantea como prioritario el estudio de las
interacciones entre las poblaciones silvestres y cultivadas, valorando el posible flujo
de patégenos entre ambas poblaciones.

En este trabajo, la investigacion epidemioldgica se basa en determinar, la existencia
de enfermedades viricas de importancia (por presencia o por ausencia) en
acuicultura marina mediterranea, valorando dos enfermedades sometidas a control
en la Unién Europea: la septicemia viral hemorragica (SHV) que es de declaracion
obligatoria (RD 1614/2008) y la necrosis pancreética infecciosa (NPI), que podia ser
sometida a programas (Lista Ill, del derogado RD 1882/94) al inicio del proyecto, si
bien con la legislacion actual no esta sometida a controles oficiales; y una como la
encefalopatia y retinopatia viral (VER) que esta en el listado de la OIE y tiene
incidencia real en la acuicultura mediterranea aunque no esta sometida a control por
la Union Europea. Esta ultima enfermedad es un riesgo potencial para nuestra
acuicultura debido a las condiciones en las que el virus se encuentra con mas
facilidad (aguas templadas), a la alta incidencia en paises colindantes especialmente
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del Mediterraneo, y a la presencia de especies susceptibles como la lubina, asi
como cierta sensibilidad en la dorada y presencia en numerosas especies silvestres.
A continuacion se van analizar los resultados obtenidos en los muestreos para cada
una de las enfermedades objetivo. Se expondran en primer lugar los datos
referentes a los muestreos realizados, en segundo lugar los resultados analiticos
obtenidos y en tercer lugar se comentaran vy discutiran los resultados.
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RESULTADOS 2007
Lote 1- 07
Muestras analizadas
Numero Especie Origen
15 boga pesca
10 corvina pesca
15 jurel pesca
15 alacha pesca
11 muijol pesca
N2 PEZ ESPECIE | ORIGEN ki EN OB AVIEILS
12PCR | 22 PCR | Aislamiento 12 PCR 22 PCR 12 PCR 22 PCR Aislamiento
29-01 jurel pesca negativo ND ND negativo ND negativo | positivo negativo
Lote 2- 07: Todo negativo
Muestras analizadas
Numero Especie Origen
17 jurel pesca
15 alacha pesca
12 corvina pesca
Lote 3- 07: Todo negativo
Muestras analizadas
Numero Especie Origen
4 sargo comun pesca
35 dorada pesca
1 sargo picudo pesca
2 raspallén pesca
15 boga pesca
22 dorada acuicultura
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Lote 4-07: Todo negativo

Muestras analizadas

Numero Especie Origen

60 dorada acuicultura

16 lubina pesca

6 lubina acuicultura

Lote 5-07:
Muestras analizadas
Numero Especie Origen
50 dorada acuicultura
NePEZ | ESPECIE | ORIGEN VHS IPN NODAVIRUS
12 PCR 22 PCR Aislamiento 12 PCR 22 PCR Aislamiento 12 PCR 22 PCR Aislamiento

38-05 dorada acuicultura | negativo | negativo ND negativo | negativo ND negativo | positivo negativo

Lote 6-07: Todo negativo

Muestras analizadas

Numero Especie Origen
24 dorada pesca
30 jurel pesca
16 boga pesca
31 lubina acuicultura
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Lote 7-07: Todo negativo

Muestras analizadas

Numero Especie Origen
27 sargo picudo pesca
15 mujol pesca

1 sargo comun pesca
1 mojarra pesca

Lote 8-07: Todo negativo

Muestras analizadas

Numero Especie Origen
29 magre pesca
20 lubina pesca

3 muijol pesca

Lote 9-07: Todo negativo

Muestras analizadas

Numero Especie Origen
20 lubina acuicultura
20 dorada acuicultura
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RESULTADOS 2008
Lote 1- 08: Todo negativo
Muestras analizadas
NUmero Especie Origen
30 lubinas acuicultura
30 jureles pesca
24 doradas  acuicultura
Lote 2- 08: Todo negativo
Muestras analizadas
Numero Especie Origen
50 bogas pesca
18 dorada pesca
14 dorada acuicultura
Lote 3- 08: Todo negativo
Muestras analizadas
NUmero Especie Origen
11 salpa pesca
3 lubina pesca
33 dorada pesca
9 corvina pesca
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Lote 4- 08: Todo negativo
Muestras analizadas

NUmero Especie Origen
9 lubina pesca
9 corvina pesca
15 jurel pesca
9 aligote pesca
32 dorada acuicultura
9 dorada pesca
3 caballito pesca

Lote 5- 08: Todo negativo
Muestras analizadas

NUmero Especie Origen
25 salpa pesca
11 corvina pesca
3 aligote pesca
30 lubina acuicultura
30 dorada acuicultura
56 alacha pesca
14 jurel pesca

Lote 6- 08: Todo negativo
Muestras analizadas

Ndmero Especie Origen
23 magre pesca
20 sargo pesca
13 dorada pesca
3 salmonete pesca
28 boga acuicultura
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Lote 7- 08: Todo negativo
Muestras analizadas

Numero Especie Origen

35 dorada acuicultura

5 magre pesca

21 dorada pesca

Lote 8- 08:
Muestras analizadas
Numero Especie Origen

44 lubina acuicultura

29 dorada acuicultura

16 dorada pesca

12 sargo pesca

5 magre pesca
NePEZ | ESPECIE | ORIGEN VHS IPN NODAVIRUS

12PCR | 22 PCR | Aislamiento 12PCR | 22 PCR | Aislamiento 12 PCR 22 PCR

02-08 Lubina Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
03-08 Lubina Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
16-08 Lubina Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
50-08 Dorada Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
60-08 Dorada Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
71-08 Sargo Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
72-08 Sargo Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
74-08 Sargo Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
75-08 Sargo Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
76-08 Sargo Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
78-08 Sargo Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
107-08 Lubina Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
108-08 Lubina Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
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Lote 9- 08:
Muestras analizadas
Numero Especie Origen
21 jurel pesca
20 alacha pesca
22 boga acuicultura
19 dorada acuicultura
1 muijol acuicultura
15 dorada pesca
NePEZ | ESPECIE | ORIGEN MHIS IPN NODAVIEDS
12PCR | 22 PCR | Aislamiento 12PCR | 22 PCR | Aislamiento 12 PCR 22 PCR
13-09 Jurel Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
17-09 Jurel Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
23-09 Alacha Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
33-09 Alacha Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
34-09 Alacha Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
64-09 Dorada Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
65-09 Dorada Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
68-09 Dorada Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo ND
Lote 10- 08: Todo negativo
Muestras analizadas
Numero Especie Origen
68 dorada acuicultura
14 alacha acuicultura
14 corvina pesca
1 sargo pesca
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Lote 11- 08: Todo negativo

Muestras analizadas

NUmero Especie Origen
20 corvina acuicultura
30 boga acuicultura

4 jurel acuicultura

Lote 12- 08: Todo negativo

Muestras analizadas

Numero Especie Origen
2 jurel acuicultura
18 boga acuicultura
20 atdn acuicultura

2 grisa pesca

2 mero pesca
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Lote 13- 08

Muestras analizadas

Numero Especie Origen
34 anguila pesca
NePEZ | ESPECIE | ORIGEN s IPN NODAVIEDS
12PCR | 22 PCR | Aislamiento 12 PCR 22 PCR 12 PCR 22 PCR
01-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
02-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
03-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
04-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
06-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
08-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
09-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
10-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
11-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
12-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
13-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
15-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
16-13 Anguila Pesca positivo ND negativo negativo positivo negativo ND
17-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
19-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
20-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
21-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
22-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
26-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
27-13 Anguila Pesca negativo ND negativo negativo positivo negativo ND
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Lote 1- 09:
Muestras analizadas
Numero Especie Origen
40 anguila pesca
40 chanquete pesca
NePEZ | ESPECIE | ORIGEN tpe Y ORI
12PCR | 22 PCR Aislamiento 12 PCR 22 PCR 12 PCR 22 PCR
01-01 Anguila Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
08-01 Anguila Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
21-01 Anguila Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
25-01 Anguila Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
26-01 Anguila Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
57-01 Chanquete Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
64-01 Chanquete Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
65-01 Chanquete Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
71-01 Chanquete Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
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Lote 2- 09:

Muestras analizadas

Numero Especie Origen
20 anguila pesca
1 salpa pesca
44 dorada acuicultura
NePEZ | ESPECIE | ORIGEN S IPN NODRVIERS
12PCR | 22 PCR Aislamiento 12 PCR 22 PCR 12 PCR 22 PCR
12-02 Anguila Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
14-02 Anguila Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
15-02 Anguila Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
18-02 Anguila Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
22-02 Dorada Acuicultura | negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
23-02 Dorada Acuicultura | negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
24-02 Dorada Acuicultura | negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
25-02 Dorada Acuicultura | negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
26-02 Dorada Acuicultura | negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
52-02 Dorada Acuicultura | negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
53-02 Dorada Acuicultura | negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
54-02 Dorada Acuicultura | negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
55-02 Dorada Acuicultura | negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
56-02 Dorada Acuicultura | negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
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Lote 3- 09:
Muestras analizadas
Numero Especie Origen
20 lubina acuicultura
20 dorada pesca
15 alacha pesca
15 jurel pesca
10 caballa pesca
20 salpa pesca
NePEZ | ESPECIE | ORIGEN IS IPN NODAVIENS
12PCR | 22 PCR Aislamiento 12 PCR 22 PCR 12 PCR 22 PCR
34-03 Dorada Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
45-03 Alacha Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
58-03 Jurel Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
59-03 Jurel Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
62-03 Jurel Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
69-03 Jurel Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
83-03 Salpa Pesca negativo | positivo negativo negativo ND negativo ND
Lote 4- 09:
Muestras analizadas
Numero Especie Origen
15 sargo picudo pesca
10 sargo pesca
20 dorada pesca
32 dorada acuicultura
25 muijol pesca
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NePEZ | ESPECIE | ORIGEN IS IPN NODRVIEES
12 PCR 22 PCR Aislamiento 12 PCR 22 PCR | Aislamiento 12 PCR 22 PCR | Aislamiento

01-04 Sargo picu Pesca negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND
03-04 S. picudo Pesca negativo ND ND negativo positivo negativo positivo positivo | negativo
05-04 S. picudo Pesca negativo ND ND negativo negativo negativo negativo positivo | negativo
07-04 Sargo Pesca negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND
11-04 S. picudo Pesca negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND
15-04 S. picudo pesca negativo ND ND negativo negativo ND positivo positivo negativo
25-04 Sargo pesca negativo ND ND negativo negativo ND positivo positivo | negativo
27-04 Dorada Pesca negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND
28-04 Dorada pesca negativo ND ND negativo negativo ND positivo positivo | negativo
36-04 Dorada Pesca negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND
37-04 Dorada Pesca negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND
38-04 Dorada Pesca negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND
40-04 Dorada Pesca negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND
46-04 Dorada Acuicultura negativo ND ND negativo negativo ND positivo positivo [ negativo
47-04 Dorada Acuicultura negativo ND ND negativo negativo ND positivo positivo [ negativo
48-04 Dorada Acuicultura negativo ND ND negativo negativo ND positivo positivo [ negativo
49-04 Dorada Acuicultura negativo ND ND negativo negativo ND positivo positivo | negativo
50-04 Dorada Acuicultura negativo ND ND negativo negativo ND positivo positivo | negativo
66-04 Dorada Acuicultura negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND
67-04 Dorada Acuicultura negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND
68-04 Dorada Acuicultura negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND
69-04 Dorada Acuicultura negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND
70-04 Dorada Acuicultura negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND
71-04 Dorada Acuicultura negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND
78-04 Mujol Pesca negativo ND ND negativo positivo negativo negativo negativo ND

80-4 Mujol Pesca negativo ND ND negativo negativo ND negativo positivo ND
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Lote 5- 09:
Numero Especie Origen
17 dorada acuicultura
18 boga pesca
22 corvina pesca
1 rascacio pesca
NePEZ | ESPECIE | ORIGEN VS IPN HODRVIEES
12 PCR 22 PCR Aislamiento 12 PCR 22 PCR Aislamiento 12 PCR 22 PCR Aislamiento
11-05 Boga Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo | negativo ND
14-05 Boga Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo | negativo ND
15-05 Boga pesca negativo ND ND negativo | negativo ND negativo | positivo ND
17-05 Boga Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo | negativo ND
23-05 Boga Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo | negativo ND
24-05 Boga Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo | negativo ND
36-05 Corvina Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo | negativo ND
40-05 Corvina Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo | negativo ND
45-05 Corvina Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo [ positivo ND
46-05 Corvina Pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo | negativo ND
55-5 Corvina Pesca negativo ND ND negativo | negativo negativo negativo | positivo ND
Lote 6- 09:
Muestras analizadas
Numero Especie Origen
23 lubina acuicultura
50 dorada acuicultura
14 boga acuicultura
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NePEZ | ESPECIE | ORIGEN VS IPN NOMRVIFDS
12PCR | 22 PCR | Aislamiento 12 PCR 22 PCR Aislamiento 12 PCR 22 PCR | Aislamiento
11-06 Lubina Acuicultura | negativo ND ND negativo | negativo ND negativo positivo ND
12-06 Lubina Acuicultura | negativo ND ND negativo | negativo ND negativo positivo ND
13-06 Lubina Acuicultura | negativo ND ND negativo | negativo ND negativo positivo ND
14-06 Lubina Acuicultura | negativo ND ND negativo | negativo ND negativo positivo ND
15-06 Lubina Acuicultura | negativo ND ND negativo | negativo ND negativo positivo ND
21-06 Lubina Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
22-06 Lubina Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
23-06 Lubina Acuicultura | negativo ND ND negativo [ positivo negativo negativo negativo ND
24-06 Dorada [ Acuicultura | negativo ND ND negativo [ positivo negativo negativo negativo ND
25-06 Dorada [ Acuicultura | negativo ND ND negativo [ positivo negativo negativo negativo ND
26-06 Dorada Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
27-06 Dorada [ Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
28-06 Dorada [ Acuicultura | negativo ND ND negativo [ positivo negativo negativo negativo ND
29-06 Dorada [ Acuicultura | negativo ND ND negativo [ positivo negativo negativo negativo ND
30-06 Dorada [ Acuicultura | negativo ND ND negativo [ positivo negativo negativo negativo ND
31-06 Dorada Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
32-06 Dorada [ Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
33-06 Dorada [ Acuicultura | negativo ND ND negativo [ positivo negativo negativo negativo ND
34-06 Dorada [ Acuicultura | negativo ND ND negativo [ positivo negativo negativo negativo ND
35-06 Dorada Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
51-06 Boga Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
52-06 Boga Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
53-06 Boga Acuicultura | negativo ND ND negativo [ positivo negativo negativo negativo ND
54-06 Boga Acuicultura | negativo ND ND negativo [ positivo negativo negativo negativo ND
55-06 Boga Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
71-06 Dorada Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
72-06 Dorada [ Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
73-06 Dorada [ Acuicultura | negativo ND ND negativo [ positivo negativo negativo negativo ND
74-06 Dorada [ Acuicultura | negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
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| 75-06 | Dorada [ Acuicultura | negativo | ND ND | negativo | positivo | negativo negativo negativo ND
Lote 7- 09:
Muestras analizadas
Numero Especie Origen
39 dorada pesca
11 muijol pesca
21 lubina acuicultura
17 lubina pesca
8 alacha acuicultura
15 jurel acuicultura
22 boga acuicultura
o
pEz | ESPECIE | ORIGEN VHS : : IPN : : NODAVIRUS : :
12PCR | 22 PCR | Aislamiento 12PCR | 22PCR Aislamiento 12 PCR 22 PCR Aislamiento
01-07 [ Dorada pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
03-07 | Dorada pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
04-07 | Dorada pesca negativo ND ND negativo [ positivo negativo negativo negativo ND
05-07 | Dorada pesca negativo ND ND negativo [ positivo negativo negativo negativo ND
06-07 [ Dorada pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
07-07 [ Dorada pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo negativo ND
08-07 | Dorada pesca negativo ND ND negativo | positivo negativo negativo positivo ND
10-07 | Dorada pesca negativo ND ND negativo [ positivo negativo negativo negativo ND
11 Dorada pesca negativo ND ND negativo | negativo ND positivo positivo negativo
13 Dorada pesca negativo ND ND negativo | negativo ND negativo positivo ND
73 Dorada pesca negativo ND ND negativo | negativo ND negativo positivo ND
75 Dorada pesca negativo ND ND negativo | negativo ND negativo positivo ND
78 Dorada pesca negativo ND ND negativo | negativo ND negativo positivo ND
86 Dorada pesca negativo ND ND negativo | negativo ND negativo positivo ND
93 Alacha acuicultura | negativo ND ND negativo | negativo ND negativo positivo ND
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94 Alacha acuicultura | negativo ND ND negativo | negativo ND negativo positivo ND
95 Alacha acuicultura | negativo ND ND negativo | negativo ND negativo positivo ND
96 Alacha acuicultura | negativo ND ND negativo | negativo ND negativo positivo ND
Lote 8- 09:
Muestras analizadas
Numero Especie Origen
35 jurel pesca
3 caballa pesca
41 alacha pesca
7 oblada pesca
34 corvina acuicultura
NePEZ | ESPECIE | ORIGEN VS 1PN S ODRVIRELS
12PCR | 22 PCR | Aislamiento 12 PCR 22 PCR 12 PCR 22 PCR [Aislamiento
05-08 Jurel pesca negativo ND ND negativo ND negativo positivo ND
06-08 Jurel pesca negativo ND ND negativo ND negativo positivo ND
08-08 Jurel pesca negativo ND ND negativo ND negativo positivo ND
12-08 Jurel pesca negativo ND ND negativo ND negativo positivo ND
23-08 Alacha pesca negativo ND ND negativo ND negativo positivo ND
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Lote 9- 09: Todo negativo

NUmero Especie Origen
16 alacha acuicultura
23 jurel acuicultura
14 boga acuicultura
16 corvina acuicultura
20 dorada acuicultura

Lote 10- 09: Todo negativo
Muestras analizadas

Numero Especie Origen
25 atan acuicultura

Lote 11- 09: Todo negativo

Muestras analizadas

Numero Especie Origen
9 dorada acuicultura
5 jurel acuicultura
6 boga acuicultura
7 piche pesca
12 grisa pesca
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Lote 01-10: Todo negativo

Muestras analizadas

NUmero Especie Origen
2 lubina pesca
13 Mdjol pesca
5 magre pesca
30 lubina acuicultura
30 dorada acuicultura

Lote 02-10: Todo negativo

Muestras analizadas

Numero Especie Origen
20 corvina acuicultura

9 lubina pesca

1 dorada pesca

15 alacha pesca

4 muijol pesca

5 magre pesca

6 chapa pesca
21 lubina acuicultura
1 dorada acuicultura

Lote 03-10: Todo negativo
Muestras analizadas

Numero Especie Origen
20 lubina acuicultura

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 133 de 280



¥ MINISTERIO —
DEAGRICULTURA, PESCA  S57Ch tanaitima -

' YALIMENTACION

2

Septicemia Virica Hemorragica

Introduccion

La Organizacion Internacional de Epizootias establece en su Manual de Diagnéstico
para Animales Acuéticos (OIE, 2006) que la septicemia hemorragica virica (SHV) es
una enfermedad de la trucha arco iris de piscifactoria, del rodaballo de piscifactoria,
falso halibut del Japon de piscifactoria, asi como de varias especies marinas
silvestres, causada por el virus de la septicemia hemorragica virica (VHSV), un virus
perteneciente al género Novirhabdovirus de la familia Rhabdoviridae.

En la trucha arco iris la fase aguda de la enfermedad se presenta durante las
primeras etapas de la infeccién (hasta 30 dias después de la infeccién), periodo en
el cual los peces enfermos presentan sintomas clinicos claros: un comienzo rapido
de la mortalidad (que puede alcanzar el 100% en los alevines), letargo,
oscurecimiento de la piel, exoftalmia, anemia (branquias palidas), hemorragias en la
base de las aletas, de las branquias, de los ojos y de la piel, natacién aberrante,
intermitente o en espiral, abdomen hinchado debido a un edema en la cavidad
peritoneal. Ademas, después de la fase aguda, la enfermedad puede cursar en una
forma subclinica crénica, durante la cual el pez afectado no muestra signos
externos. Debido al tropismo del virus por el cerebro, la SHV puede presentarse en
forma nerviosa causante de las alteraciones de la natacion.

Las lesiones tipicas son hemorragias en piel y érbita ocular, asi como exoftalmia uni
o bilateral. En la necropsia se observa hemorragias generalizadas, especialmente en
higado, grasa y musculo.

Si bien es una enfermedad de salmoénidos, se ha descrito en gran numero de
especies de las familias Clupeiformes, Gadiformes, Pleuronectiformes, Perciformes,
Scorpaeniformes y Anguilliformes. En agosto de 2004, la OIE publicé la primera cita
de casos de SHV en lubina en las costas mediterraneas, en concreto en Grecia. Sin
embargo, existen dudas razonables sobre la etiologia de dicho proceso.

Se ha aislado en multitud de especies marinas, considerandose por determinados
autores como endémico en especies marinos, aunque por ser altamente
dependiente de la temperatura, su distribucidén varia de forma considerable por este
factor. De hecho, temperaturas por encima de los 20°C comprometen la viabilidad
del virus, no produciendo enfermedad por encima de los 14°C..

Se distinguen 5 genotipos del virus de la VHS, que se corresponden con areas
geograficas (Snow et al., 2004):
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Genotipo | Distribucion

la Principalmente aislamientos de trucha arco iris en Europa
continental
Ib Principalmente aislamientos de hospedadores marinos en el

Mar Baltico, Skagerrak y Kattegat, relacionados con los de la

Il Aislamientos de hospedadores marinos en el Mar Baltico,
distintos a los de Ib, sin una relacion solida con los de la

1] Principalmente aislamientos procedentes de los alrededores de
las Islas Britanicas

v Aislamientos del Pacifico Noroeste (Norteamérica) y Japén

Resultados del presente estudio

Se han analizado un total de 2.707 peces, de los cuales se ha estudiado bazo y
rifidn debido a que es en estos 6rganos donde el virus replica principalmente y por lo
tanto de donde es mas facil aislarlo, no obteniéndose ningun positivo mediante PCR.
En ningun caso se encontré sintomatologia de esta enfermedad.

A los ejemplares procedentes de los 3 primeros lotes se les realizd una segunda
PCR (nested), obteniéndose con este método un total de 30 positivos. Estos
ejemplares no presentaban sintomas ni lesiones compatibles con esta enfermedad.

Especie Numero
Dorada 11
Chanquete 4
Salpa 1
Jurel 4
Alacha 1
Anguila 9

En vista de estos resultados se enviaron muestras al Laboratorio de Referencia de
Enfermedades de los Peces, que es el Laboratorio de Algete (Madrid) para que se
realizase la Técnica de Diagndstico Oficial al ser esta una Enfermedad de
Declaracion Obligatoria. No se pudo aislar virus VHS en ninguna de las muestras
remitidas. De forma paralela se intento6 realizar el aislamiento de estas muestras en
el CISA de Valdeolmos, no obteniéndose tampoco aislamiento de virus. En vista a
estos resultados se consideraron los ejemplares como negativos a dicho virus.

Por todo ello, podemos afirmar que el uso de la nested PCR no es adecuado en este
tipo de analisis epidemiolégicos. En nuestra experiencia, el numero falsos positivos
al introducir este paso aumenta considerablemente, y debido ademas a que el
fragmento interno amplificado de un tamafo muy pequerio, su secuenciacién no nos
permite distinguir entre los aislados de campo y nuestro virus control de laboratorio.
Por lo tanto, una de las conclusiones de nuestro trabajo es que desaconsejamos la
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utilizaciéon de la nested PCR como método de diagnostico para programas de
vigilancia epidemiolégica.

Especies de acuicultura, silvestres e interacciones

La septicemia virica hemorragica (VHS) es una enfermedad de gran importancia en
la acuicultura continental en Europa, aunque también se han producido episodios de
mortandad en acuicultura marina, como es el caso del rodaballo en el Norte de
nuestro continente (Ross et al.,, 1994). Cada vez con mayor frecuencia se describe
la presencia de este virus en poblaciones silvestres de gran cantidad de especies
marinas de aguas frias (Munro, 1996; Dixon et al., 1997; Mortensen, 1999; Smail,
2000; King et al. 2001; Dopazo, 2002). Las especies cultivadas en el litoral del
levante espafol (dorada, lubina, corvina y atin rojo) no son especies sensibles a
este virus segun la OIE, lo cual tiene su reflejo en la normativa correspondiente de la
Union Europea. Sin embargo, diversos estudios han demostrado la sensibilidad de
algunas de estas especies experimentalmente como ocurre en la lubina (Castric y
Kinkelin, 1984).

El virus de la septicemia hemorragica esta asociado a aguas frias, si bien se ha
descrito elevadas mortalidades en focos ocurridos en Turquia en el afio 2004 (OIE
2004), lo cual indica que en determinadas circunstancias el virus puede adquirir
virulencia en latitudes inferiores a las asumidas inicialmente, sobre todo si se
considera que el brote aparecié en el mes de junio. Sin embargo, respecto a ese
brote existen dudas razonables para su cuestionamiento por lo inusual del caso y
por carecer de base epidemioldgica.

Referente a la incidencia de este virus en especies de peces marinas silvestres, el
virus de la septicemia virica hemorragica ha sido identificado como responsable de
diversos episodios de mortalidad masiva de especies silvestres de peces (Clupea
pallasii, Merluccius productus, Anaplopoma fimbria o Hydrolagus colliei) en diversas
zonas del Pacifico, pero nunca en aguas de Europa (DIPNET, 2007).

Este virus ha producido diversos episodios de mortalidad en granjas de especies
marinas en Japdn pero también en Europa en granjas de rodaballo al menos en tres
ocasiones (en Alemania y Reino Unido) (DIPNET, 2007).

En cuanto a la existencia de transmision entre peces silvestres y cultivados, segun la
revisién anterior, no existe evidencia de transmisién desde las granjas de acuicultura
hacia los peces silvestres pero si al contrario. En el caso de Europa, diversos casos
estan documentados en rodaballo en Alemania, Escocia e Irlanda, asi como truchas
en Finlandia, Suecia, Irlanda y Escocia.

El estudio de los posibles portadores silvestres del virus tiene una importancia

epidemioldgica elevada, la cual ha sido analizada en el presente trabajo, con
resultados negativos. EI niamero de ejemplares analizados en casi todas las
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especies, pero sobre todo en las de acuicultura da a este trabajo un alto grado de
fiabilidad y representatividad.

En cualquier caso, estos datos coinciden con la Unica referencia previa en la que se
chequearon peces de caracteristicas similares (Penalver et al. 2007). Estos autores
utilizaron para el diagnéstico rifidbn y los oligonucleétidos descritos por la
Organizacion Mundial para la Salud Animal para la técnica de la PCR (OIE, 2006),
sin embargo en nuestro estudio hemos utilizado un doble chequeo: se han empleado
dos parejas de oligonucleétidos, con el fin de asegurar la deteccién de todos los
tipos de cepas. Ademas de los oligonucleétidos de la OIE, se han utilizado los
propuestos por el Instituto de Ictiopatologia de Galicia con los cuales han obtenido
resultados positivos en peces silvestres (Lopez Vazquez et al., 2006). Ademas se ha
chequeado tanto rifndn como bazo. Todo ello repercute en una mayor validez y
fiabilidad de los resultados obtenidos.

Especies portadoras

Las especies cultivadas en el litoral del levante espafiol (dorada, lubina, corvina y
atun rojo) no son especies sensibles a este virus segun la OIE. Sin embargo, el
Reglamento 1251/2008, por el que se aplica la Directiva 2006/88/CE en lo referente
a las condiciones y los requisitos de certificacion para la comercializacién y la
importacion en la Comunidad de animales de la acuicultura y productos derivados y
se establece una lista de enfermedades portadoras, establece unas lista de especies
que pueden actuar como portadoras a las enfermedades listadas como es el caso de
la septicemia hemorragica. En esa lista aparecen muchas de las especies
analizadas, por lo que es de gran importancia chequearlas y en nuestro caso el
determinar los resultados negativos obtenidos:

Especie Origen 2007 2008 2009 Total
Dorada (Sparus aurata) Acuicultura 152 251 192 595
Pesca 60 125 79 264
Lubina (Dicentrarchus labrax) Acuicultura 57 105 123 285
Pesca 36 12 38 86
Corvina (A. regius) Acuicultura 0 0 70 70
Sargo (Diplodus spp) Pesca 36 35 32 103
Mujol (Mujil spp) Acuicultura 0 1 0 1
Pesca 30 0 36 66
Atan (Thunnus thynnus) Acuicultura 0 20 55 75
Mero (E. marginatus) Pesca 0 2 0 2
Total 371 551 625 1.547

Los datos obtenidos demuestran que si bien estas especies pueden ser portadoras
en otros escenarios epidemiolégicos, en el ecosistema mediterrdneo el riesgo
asociado a estas especies frente a la septicemia virica hemorragica es minimo.
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Necrosis Pancreatica Infecciosa

Introduccion

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV) es un miembro de la familia
Birnaviridae y por lo tanto se trata de un virus no envuelto, segmentado y con RNA
de cadena doble. Aunque identificado en un primer momento en salménidos, este
virus también es capaz de afectar a varias especies marinas, aunque la mortalidad
en todo caso es inversamente proporcional a la edad de los peces, provocando altas
mortalidades en huevos y larvas mientras que las mortalidades en peces adultos son
practicamente inexistentes, aunque en estos si que es frecuente el establecimiento
de portadores asintomaticos (Rodriguez Saint-Jean et al., 2003). El virus de la
necrosis pancreatica infecciosa es un virus que afecta a explotaciones continentales
de acuicultura de salmonidos, pero también ha producido pérdidas en algunas
granjas de peces marinas como el rodaballo, y ademas se han descrito infecciones
subclinicas en multitud de especies marinas como anguilas, atherinidae, peludas,
jureles, cupleiformes y en corvina. En Esparna ha sido aislado el virus especies
marinas cultivadas como la dorada, el rodaballo y el lenguado (Barja, 2005). Por ello,
el virus tiene un amplio rango de hospedadores y de especies sensibles, de peces,
pero ademas pueden actuar como reservorios determinados moluscos (Mortensen,
1990) e inclusos rotiferos (Coms, 1991). Al igual que sucedia con al virus de la
Septicemia Hemorragica, son virus que se considera que no estan en nuestras
costas, pero que es necesario investigarlo y valorar el peligro potencial que pueden
representar para la acuicultura marina de nuestra Region.

Metodologia

Las muestras biol6gicas (una mezcla de rindn anterior y bazo por cada animal)
recogidas por parte del Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia de distintas
especies de peces silvestres y de acuicultura de la Regién de Murcia fueron
enviadas al CISA en RNAlater (Ambion) para su posterior procesamiento.

Una vez recibidas en el CISA, se procedié a extraer el RNA total utilizando el kit
RNeasy mini kit (Quiagen) y siguiendo las instrucciones del fabricante. El RNA total
de cada pez se pasdé a cDNA utilizando Superscript Il reverso transcriptasa
(Invitrogen) y “random primers” tal como indica el fabricante. Con el fin de identificar
la presencia de IPNV en los distintas muestras, se efectué una primera reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los primers:

F (5-AGAGATCACTGACTTCACAAGTGAC-3")
R (5- TGTGCACCACAGGAAAGATGACTC-3)
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previamente descritos (Heppell et al., 1992) que amplifican un fragmento de 358 pb.
La reaccién consistié en una desnaturalizacion de 5 min a 95°C seguida de 40 ciclos
de 95°C 30 s, 54°C 30 s y 72°C 30 s, finalizando con un paso final de elongacién de
72°C 7 min. Los productos obtenidos se corrieron en un gel de 1.5% de agarosa.

Posteriormente, estos productos de PCR fueron sometidos a una segunda reaccién
de PCR (nested PCR) utilizando los primers internos:

INTU (5- AAAGGCATGGGGCTGGAGAG-3')
INTL (5-CTCCGCTTGCCCAGGACTC)

que amplifican un fragmento de 304 pb (Cutrin et al., 2005). La reaccién consistié en
una desnaturalizacion de 5 min a 95°C seguida de 40 ciclos de 95°C 30 s, 54°C 30 s
y 72°C 30 s, finalizando con un paso final de elongacion de 72°C 7 min. Los
productos obtenidos se corrieron en un gel de 1.5% de agarosa.

Los productos de PCR positivos que se obtuvieron, se enviaron a secuenciar para
confirmar los resultados.

Resultados

Positivos en 22 PCR en 2008

Cddigo Especie Origen Zona Mes Peso Talla
02-08 Lubina Acuicultura Aguilas 09 274 29
03-08 Lubina Acuicultura Aguilas 09 386 31
16-08 Lubina Acuicultura Aguilas 09 221 25,5
50-08 Dorada Pesca Lo Pagan 09 332 28,3
60-08 Dorada Pesca Lo Pagan 09 332 27,2
71-08 Sargo Pesca Lo Pagén 09 147 18,5
72-08 Sargo Pesca Lo Pagén 09 112 17,6
74-08 Sargo Pesca Lo Pagén 09 117 17,5
75-08 Sargo Pesca Lo Pagén 09 124 18,8
76-08 Sargo Pesca Lo Pagén 09 104 17,7
78-08 Sargo Pesca Lo Pagén 09 112 18
107-08 Lubina Acuicultura San Pedro 09 363 31,5
108-08 Lubina Acuicultura San Pedro 09 335 30
13-09 Jurel Pesca Mazarrén 09 80 21,4
17-09 Jurel Pesca Mazarrén 09 66 19,4
23-09 Alacha Pesca Mazarrén 09 158 27,4
33-09 Alacha Pesca Mazarrén 09 127 25
34-09 Alacha Pesca Mazarrén 09 74 21
64-09 Dorada Acuicultura San Pedro 09 228 24
65-09 Dorada Acuicultura San Pedro 09 241 25,5
68-09 Dorada Acuicultura San Pedro 09 175 23
01-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 277 53
02-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 330 54,5
03-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 429 60
04-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 352 57
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06-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 514 71
08-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 114 42
09-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 427 62
10-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 434 64
11-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 95 40,5
12-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 103 42,5
13-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 235 52
15-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 320 57
16-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 364 58
17-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 381 62
19-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 220 53,5
20-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 227 53,5
21-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 116 44
22-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 243 53
26-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 172 48
27-13 Anguila Pesca Lo Pagan 09 269,5 56
Positivos en 22 PCR en 2009
Cddigo Especie Origen Zona Mes Peso Talla
1-4 S. picudo Pesca Lo Pagan 05 228 245
3-4 S. picudo Pesca Lo Pagén 05 209,4 23,5
7-4 Sargo Pesca Lo Pagan 05 128 19,5
8-4 Sargo Pesca Lo Pagén 05 140,9 19,8
27-4 Dorada Pesca Lo Pagén 05 2247 25,5
36-4 Dorada Pesca Lo Pagén 05 229,9 25,5
37-4 Dorada Pesca Lo Pagén 05 254,7 26,8
38-4 Dorada Pesca Lo Pagén 05 204,5 24,5
40-4 Dorada Pesca Lo Pagén 05 209,1 25
66-4 05 212,8 22,8
67-4 05 159,8 23
68-4 Dorada Acuicultura* Aguilas 05 246,1 24.8
69-4 05 192,3 22,8
70-4 05 153,8 20,8
78-4 Muijol Pesca Lo Pagén 05 199 28,2
11-5 Boga Pesca San Pedro 06 305 29,5
14-5 Boga Pesca San Pedro 06 305 31
17-5 Boga Pesca San Pedro 06 139,1 23
23-5 Boga Pesca San Pedro 06 135,8 22,6
24-5 Boga Pesca San Pedro 06 180,2 26
36-5 Corvina Pesca Lo Pagan 06 206 25,5
40-5 Corvina Pesca Lo Pagan 06 287,3 28,5
45-5 Corvina Pesca Lo Pagan 06 211,2 26
46-5 Corvina Pesca Lo Pagan 06 380,5 30,2
21-6 06 239,6 28,5
22-6 Lubina Acuicultura* San Pedro 06 151 23,5
23-6 06 110 23,1
24-6 06 254 25,5
25-6 Dorada Acuicultura* San Pedro 06 248.,8 25,5
26-6 06 213 24
27-6 06 150 22
28-6 06 237,4 24,5
29-6 Dorada Acuicultura* San Pedro 06 172,6 22,3
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30-6 06 181,5 23

31-6 06 239,4 25

32-6 06 184,6 23,2
33-6 Dorada Acuicultura* San Pedro 06 189,8 24

34-6 06 160 21,2
35-6 06 86,7 19

51-6 06 111,8 22

52-6 06 137,3 24,5
53-6 Boga Acuicultura* San Pedro 06 84,2 20,7
54-6 06 86,1 20,5
55-6 06 129,3 23,1
71-6 06 216 24

72-6 06 207,3 25,5
73-6 Dorada Acuicultura* San Pedro 06 307,7 25,5
74-6 06 174,6 23

75-6 06 215,3 23,5
1-7 Dorada Pesca Lo Pagan 07 403,4 29,8
3-7 Dorada Pesca Lo Pagan 07 345,6 29,2
4-7 Dorada Pesca Lo Pagan 07 305 27,5
5-7 Dorada Pesca Lo Pagan 07 365 28,5
6-7 Dorada Pesca Lo Pagan 07 437 30,5
7-7 Dorada Pesca Lo Pagan 07 4224 29,2
8-7 Dorada Pesca Lo Pagan 07 379,2 28,8
10-7 Dorada Pesca Lo Pagan 07 388,2 29,5

* Pool de muestras en acuicultura

A pesar que desaconsejamos el uso de la nested PCR como método para la
vigilancia epidemiolédgica, en el caso concreto de IPNV, el fragmento amplificado
poseia un tamano suficiente que nos permitia discernir entre nuestra cepa de
referencia control y posibles aislados nuevos que pudieran aparecer. ElI IPNV
identificado en nuestros estudios muestra una gran homologia a nivel de secuencia
con el aislado con numero de referencia en el GenBank EF493156 en el caso de las
anguilas y con el virus CrolPNV/06 en el caso de las muestras de sargo, alacha,
dorada, lubina y jurel.

Los resultados difieren de los obtenidos en la misma zona en la Unica experiencia
previa en la que no se encontraron animales positivos (Penalver et al., 2007a). Estos
autores utilizaron para el diagnéstico rindn y los primers descritos por Larssen et al.
(2004), si embargo en nuestro estudio hemos utilizado un doble chequeo: se han
empleado dos parejas de oligonucleétidos, con el fin de asegurar la detecciéon de
todos los tipos de cepas. Los oligonucledétidos descritos por Heppell et al., (1992) y
los propuestos por el Instituto de Ictiopatologia de Galicia con los cuales han
obtenido resultados positivos en peces silvestres (Cutrin et al., 2008). Ademas, al
igual que para el estudio de la septicemia, se ha chequeado tanto rindn como bazo.

En las muestras en las que se detectaron positivos por PCR, se intentd aislar el virus

en cultivo celular siendo en todos los casos negativos. De esta forma, aunque si que
hemos comprobado por secuenciacién que estos positivos eran reales, no podemos
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nunca hablar de infeccion y simplemente podemos confirmar la presencia de
material genético de IPNV en los peces. Debido a que este virus produce de forma
muy fecuante posrtadores asintomaticos en los que el virus permanece latente en
forma de material genético exclusivamente, estos resultados parecen estar en
consonancia con esto. En cualquier caso, es de gran importancia conocer la
prevalencia de estos portadores asintomaticos ya que en determinadas condiciones
no conocidas el virus podria activarse para generar particulas infecciosas
constituyendo un riesgo para animales cercanos no infectados previamente.

En la siguiente tabla se estable positivos totales por especies y los respectivos
porcentajes, tanto por afio como en el global del estudio:

2007 2008 2009 Global
Numero Numero % Ndmero % Numero %
Positivos | Positivos Positivos Positivos
0 41 3.86 34 3.13 75 2.77
Acuicultura 0 8 1.29 7 1.24 15 1.07
Dorada 0 3 1.19 5 2.60 8 1.34
Lubina 0 5 4.76 1 0.81 6 2.10
Boga 0 0 0 1 1.78 1 0.005
Merodeadores 0 11 2.56 10 4.27 21 2.34
Boga 0 0 0 5 13.5 5 2.15
Jurel 0 2 2.32 0 0 2 1.00
Alacha 0 3 3.33 0 0 3 1.70
Sargo 0 6 17.14 4 12.50 10 9.70
Mujol 0 0 0 1 2.77 1 1.49
Silvestres Acuicultura 0 2 1.60 13 16.45 15 5.68
Dorada 0 2 1.60 13 16.45 15 5.68
0 20 -- 4 -- 24 --
Anguila 0 20 58.82 0 0 20 18.34
Corvina (S. umbra) 0 0 0 4 18.18 4 3.73

Discusidn resultados necrosis pancreatica en peces acuicultura

La enfermedad tiene una amplia distribucion geografica, se encuentra en las
mayores piscifactorias de salménidos de Norteamérica, Sudamérica, Europa y Asia.
Oceania esta libre de la enfermedad. En Europa produce pérdidas en granjas de
salménidos en Noruega y Escocia (DIPNET, 2007)

Se ha demostrado que el virus de la NPI (IPNV), o los virus que muestran una
relacion serolégica con el IPNV causan enfermedades en algunas especies de
peces marinos de piscifactoria, tales como el pedregal del Japon (Seriola
quinqueradiata), el rodaballo (Scophthalmus maximus), la lenguadina (Limanda
limanda), el fletan del Atlantico (Hippoglossus hippoglossus), el bacalao del Atlantico
(Gadus morhua) (OIE, 20083).
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Sin embargo, las especies cultivadas en nuestro litoral no se consideran sensibles a
esta enfermedad. De hecho, los ejemplares muestreados no presentaban en ningun
caso sintomatologia compatible con esta enfermedad. Sin embargo este virus ha
sido aislado en diversas especies de cultivo. En Espafia ha sido aislado el virus
especies marinas cultivadas como la dorada, el rodaballo y el lenguado (Barja,
2005), lo cual esta en consonancia con nuestros resultados, en los que hemos
encontrado animales positivos en segunda PCR en dorada, lubina asi como en boga
procedente del interior de las jaulas de cultivo.

Los porcentajes de positividad son relativamente bajos, en concreto 1,07, siendo
bastante probable que la infeccion proceda del exterior de las jaulas dada la gran
capacidad del virus de difundirse en el medio.

Discusion resultados necrosis pancreatica en peces silvestres

En salménidos silvestres de Europa se ha hallado este virus en bajas prevalencias
en Noruega y Escocia, sin embargo en niveles extremadamente altos en Galicia
(Bandin y Dopazo, 2006).

Se han detectado infecciones subclinicas encubiertas en una amplia gama de
especies de esturarios y de agua dulce, tales como la locha (Misgurnus
anguillicaudatus), el lucio (Esox lucius) y otras numerosas especies de las familias
de las Anguillidae, Atherinidae, Bothidae, Carangidae, Cotostomidae, Cichlidae,
Clupeidae, Cobitidae, Coregonidae, Cyprinidae, Esocidae, Moronidae,
Paralichthydae, Percidae, Poecilidae, Sciaenidae, Soleidae y Thymallidae (OIE,
2003).

Por tanto, los datos obtenidos en el presente trabajo estan en concordancia con los
datos de la OIE, en referencia a la presencia de una infeccidén subclinica en las
especies de peces silvestres.

En nuestro trabajo hemos encontrado positivos en todas las especies consideradas
como merodeadores de alta frecuencia en nuestra zona: boga, alacha y jurel y
también en otras menos frecuentes pero constantes como mdujol y sargo que
podemos considerar como las mas frecuentes detras de las anteriores. Por tanto,
estos datos (2,47 % de positivos) apuntan a la elevada posibilidad de transmision
desde los peces silvestres hacia el interior de las jaulas de acuicultura.
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Discusion resultados necrosis pancreatica interacciones silvestres con
acuicultura

El virus ha sido detectado en todos los grupos muestreados: en peces de
acuicultura, en peces merodeadores y en peces epidemioldogicamente no
relacionados con la acuicultura como son las anguilas y las corvinas (Sciena umbra).

En lo referente a los peces merodeadores, ha sido detectada la presencia del virus
en las tres especies mas frecuentemente observadas en las cercanias de las jaulas
de acuicultura: boga, jurel, y alacha.

También se han encontrado en las siguientes especies merodeadoras menos
frecuentes: mujol, sargo comun, sargo picudo, dorada y lubina.

Este virus se transmite tanto de forma horizontal como vertical, e incluso se ha
citado su transmision a través de de aves piscivoras, invertebrados e incluso
cetaceos (DIPNET, 2007). Por ello, resulta evidente la posibilidad de transmisién de
esta infeccion entre peces silvestres y los de acuicultura, especialmente en ese
sentido. Afortunadamente, las especies de peces silvestres y cultivadas en nuestro
litoral no son sensibles a este virus, actuando como portadores pero sin provocar
patologia.

Nodavirus

Introduccion

Enfermedad infecciosa causada por virus de la familia Nodaviridae. En los dos
ultimos anos, es la enfermedad mas grave que afecta a la lubina cultivada en jaulas
en la peninsula. Es un proceso estacional, con temperaturas de riesgo por encima
de 202 C. A partir de ahi, a mayor temperatura, mayor gravedad. Este virus afecta al
sistema nervioso central, causando lesiones en esos tejidos que van a provocar la
sintomatologia nerviosa que observamos en los peces. Tipicamente, aparecen
alteraciones en la natacion: en circulo, girando sobre el propio eje longitudinal,
momentos cortos con natacién muy rapida o incluso manteniendo la posicién vertical
con la cabeza hacia abajo. Muchas veces lo Unico que vamos a poder observar son
heridas en la cabeza, causadas por los golpes que se dan los peces en la red.
Internamente, en algunos casos, puede observarse hiperinflacién de la vejiga
natatoria y congestién del cerebro (Zarza y Padrés, 2007).

La morbilidad se considera del 100% en las jaulas afectadas, siendo la mortalidad
variable en funcion de la talla: de 5% en peces adultos y hasta un 20% en juveniles.
Los peces que sobreviven a los brotes pueden quedar como portadores
asintomaticos del virus.
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La encefalopatia retinopatia viral (VER) o necrosis nerviosa viral afecta a gran

numero de

especies de peces, siendo las mas importantes la lubina, el mero,

dorada, besugo, dentén, fletan, rodaballo, seriola, bacalao, bonito y salmén (Pérez y
Rodriguez, 2006). En los laboratorios de ictiopatologia del area mediterranea ha sido
descrito principalmente en lubina, pero también en numerosas especies como
corvina silvestre, mujol y mero (Barja, 2005). También se han descrito casos en el
Mediterraneo en sargo picudo y en lenguado (Bovo, 2004). En una revision reciente
sobre nodavirus, Korsnes (2007), establece la siguiente clasificacién:

Tipos
BFNNV Barfin flounder nervous necrosis virus
Tipo de peces de aguas frias: Norte de Europa, Costas Atlanticas de Norteamérica y
Japon
Barfin flounder (Verasper moseri) es una especie de pez plano, que se distribuye por
el norte de Japédn.
SJUNNV Striped jack nervous necrosis virus
Frecuente en Asia. Detectado en zona Atlantica de Peninsula Ibérica.
Striped jack (Pseudocaranx dentex) o jurel dentén, distribuido por todo el
Mediterraneo, asi como por los océanos Atlantico, Pacifico e indico.
TPNNV Tiger puffer nervous necrosis virus
Aislado en condiciones experimentales
Tiger puffer (Fugu rubripes), pez globo japonés, de gran interés culinario en Japon.
TNV Turbot nodavirus
Recientemente aislado en rodaballo
RGNNV | Red grouper
Ampliamente distribuido por Australia, Asia, Sur de Europa y Sur de Norteamérica.
El tipo mas frecuentemente encontrado en cultivos acuicolas del Mediterraneo de
lubina, asi como en gran numero de especies silvestres.

Bovo (2007), define las siguientes especies sensibles:

PECES INFECTADOS QUE MUESTRAN SINTOMAS Y MORTALIDAD
Epinephelus akaara Lateolabrax japonicus

E. taurina Parasilusus asotus

E. coioides Poecilia reticulata

E. malabaricus Sebastes oblungus

E. moara Anguilla anguilla

E. lanceolatus Latris lineada

E. awoara Tandanus tandanus

E. fuscoguttatus Oxyleotrix lineolatus

E. septemfasciatus Pseudopleuroctes americanus
Cromileptes altivelis Atractoscion nobilis
Pseudocaranx dentex Gadus morhua

Seriola dumerili Melanogrammus aeglefinus
Trachinotus blochii Dicentrarchus labrax
Trachinotus falcatus Umbrina cirrosa

Sciaenops ocellatus Diplodus puntazzo
Oplegnathus fasciatus Sciaena umbra
Rachycentron canadum Epinephelus marginatus
Liza auratus Epinephelus aeneus
Lutjanus erythroterus Epinephelus alexandrinus
Verasper moseri Hippoglosus hippoglosus
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Paralichthys olivacerus Solea solea
Takifugu rubripes Acipenser gueldestaedi
Lates calcarifer Scolphthalmus maximus

PECES QUE SE INFECTAN

Pagellus acarne Mullus barbatus
Gobius jozo Mullus surmuletus
Argyrosomus regius Scorpaena sp
Sparus aurata Liza ramada
Trisopterus minutus

PECES INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE
Oreochromis mossambicus | Anarchis minor

Por tanto, el rango de especies sensibles es muy elevado, lo cual unido a su gran
elevada patogenicidad y su gran difusion en el Mediterraneo hace que esta sea una
de las enfermedades viricas potencialmente mas peligrosas para las instalaciones
en mar abierto. A ello contribuye el gran rango de hospedadores del virus, entre los
que se describen la dorada, el mujol, el salmonete, la corvina e incluso bivalvos
como el mejillon (Bovo, 2004). Recientemente ha sido realizada una revisién de la
incidencia de esta enfermedad en el Mediterraneo, asi como del riesgo de
transmision entre peces de ambos lados de las redes de las instalaciones de
acuicultura (Bovo, 2007). Sus principales conclusiones son:

- Que afecta a mas de 30 especies de peces, principalmente marinas.

- La enfermedad apareci6 en el Mediterrdneo en 1995, afectando a alevines y
juveniles.

- Latransmisién puede ser horizontal y vertical, viéndose favorecida por la gran
persistencia del virus en el medio marino. Esto unido al gran nimero de
especies sensibles explica su tendencia a establecerse como endémico.

- La especie mas sensible es la lubina, con brotes agudos en verano (22-25°C).

- No hay datos publicados sobre interaccidon entre peces de granja y silvestres,
si bien la probabilidad parece muy elevada.

- Peces silvestres con sintomatologia se han descrito en Grecia e ltalia. En
Falso Abadejo (E. alexandrinus) cerca de granja infectada, pero también
Meros (E. marginatus) y Cherna de ley o Mero Bronceado (E. aeneus) en
zona muy alejadas de cualquier granja.

- El genotipo en los ejemplares silvestres, cuando se caracteriza pertenece al
grupo RGNNYV, que es el habitual en las granjas de lubina infectadas.

A diferencia de las otras dos enfermedades, en las cuales lo previsible era no
encontrar la presencia del virus, esta enfermedad tiene, a priori, cierta posibilidad de
ser hallada, si bien en experiencias previas no ha sido detectada (Penalver et al.,
2007a). En la realizacién de dicha experiencia se realizd el diagnéstico con los
oligonucleétidos descritos por la Organizacion Mundial para la Salud Animal (OIE,
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2006), si embargo en nuestro estudio hemos utilizado un doble chequeo: se han
empleado dos parejas de oligonucleétidos, con el fin de asegurar la deteccién de
todos los tipos de cepas. Ademas de los oligonucleétidos de la OIE, se han utilizado
los propuestos por el Instituto de Ictiopatologia de Galicia con los cuales han
obtenido resultados positivos en peces silvestres (Cutrin et al. 2008). En ambas
experiencias el tejido analizado ha sido cerebro debido a que es el érgano donde el
virus replica prioritariamente.

Cddigo Especie Origen Zona Mes | 12PCR | 22PCR Peso Talla
29-01 jurel pesca San Pedro 6 - + 155,4 26
38-05 dorada acuicultura Aguilas 9 - + 470,4 30

Positivos 2009
Cddigo Especie Origen Zona Mes | 12PCR | 2?PCR Peso Talla

03-04 S. picudo Pesca Lo Pagén 05 + + 209,4 23,5

05-04 S. picudo Pesca Lo Pagén 05 - + 1471 20,8

15-04 S. picudo Pesca Lo Pagén 05 + + 190 23

25-04 Sargo Pesca Lo Pagén 05 + + 145 20

28-04 Dorada Pesca Lo Pagén 05 + + 240,8 24,5

46-04 Aguilas 05 258 243

47-04 Aguilas 05 + + 360 27

48-04 Aguilas 05 260 25,2

49-04 Dorada Acuicultura Aguilas 05 292,4 26,5

50-04 Aguilas 05 224.8 24

80-4 Muijol Pesca Lo Pagén 05 - + 201 29

15-05 Boga Pesca San Pedro 06 - + 129,5 23

45-05 Corvina (S. umbra) Pesca Lo Pagén 06 - + 211,2 26

55-05 Corvina (S. umbra) Pesca Lo Pagén 06 - + 254.,5 27,5

11-06 San Pedro 06 290 30

12-06 San Pedro 06 307,4 31,5

13-06 San Pedro 06 288 29,5

14-06 Lubina Acuicultura San Pedro 06 - + 283,6 30,5

15-06 San Pedro 06 209 27,5

08-07 Dorada Pesca Lo Pagén 07 - + 379,2 28,8

11-07 Dorada Pesca Lo Pagén 07 + + 470 30,5

13-07 Dorada Pesca Lo Pagén 07 - + 445 31

73-07 Dorada Pesca Lo Pagén 07 - + 425 30

75-07 Dorada Pesca Lo Pagén 07 - + 390 30

78-07 Dorada Pesca Lo Pagén 07 - + 376 29

86-07 Dorada Pesca Lo Pagén 07 - + 412,6 29

93-07 San Pedro 09 90,3 21

94-07 San Pedro 09 94,2 23

95-07 Alacha Acuicultura San Pedro 09 - + 66,3 20

96-07 San Pedro 09 72,4 20,5

05-08 Jurel Pesca Aguilas 09 - + 80,2 21
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06-08 Jurel Pesca Aguilas 09 - + 67,8 20
08-08 Jurel Pesca Aguilas 09 - + 60,2 20
12-08 Jurel Pesca Aguilas 09 - + 82,9 21,3
23-08 Alacha Pesca Aguilas 09 - + 139,2 24,8

* Pool en muestras de acuicultura

En la siguiente tabla se reflejan los positivos y los respectivos porcentajes para cada
uno de los afos del proyecto asi como de forma global:

2007 2008 2009 Global
NUmero % Numero NUmero % NUmero %
Positivos Positivos | Positivos Positivos

Todos 2 0,35 0 24 2,21 26 0,96
Acuicultura 1 0,47 0 3 0,53 4 0,28
Dorada 1 0,65 0 1 0,52 2 0,33
Lubina 0 0 0 1 0,81 1 0,35
Alacha 0 0 0 1 414 1 1,06
Merodeadores 1 0,42 0 11 4,70 12 1,33
Boga 0 0 0 1 2,63 1 0,43
Jurel 1 1,61 0 4 7,84 5 2,51
Alacha 0 0 0 1 1,78 1 0,56
Sargo 0 0 0 4 12,5 4 4,12
Muijol 0 0 0 1 2,77 1 1,49
Silvestres Acuicultura 0 0 0 8 6,83 8 2,28
Dorada 0 0 0 8 10,12 8 3,03

Otros 0 0 0 2 -- 2 --
Corvina (S. umbra) 0 0 0 2 9,09 2 1,86

Es importante mencionar que en ningun caso podemos hablar de brotes de
enfermedad ya que los animales positivos a VER no presentaban ningun sintoma de
esta patologia, por lo que deben ser considerados como portadores asintomaticos.
Asimismo el virus se intent6 aislar de estas muestras positivas por parte del
laboratorio del CISA asi como por el Laboratorio Central de Veterinaria de Algete,
siendo en todos los casos negativo. La secuenciacion sin embargo, si que pudo
confirmar que estos positivos eran reales, por lo que asumimos la presencia de
portadores asintomaticos. Estos resultados son acordes con los comunicados por
distintas empresas de acuicultura y laboratorios que comentan el hallazgo de
animales positivos a la enfermedad, pero que no han detectado ningun brote abierto
de enfermedad.

Respecto al tipo de virus hallado, tras la secuenciacion podemos afirmar que es del
tipo RGNNV, siendo este el tipo normalmente hallado en los brotes de esta patologia
en granjas de lubina en el Mediterraneo.

Los datos obtenidos confirman la preocupacién del sector por esta enfermedad, que

también ha sido diagnosticada por otros laboratorios, si bien, al menos en granjas de
la Region de Murcia, no ha ocasionado ningun brote de enfermedad. Con los datos
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que manejamos, es muy probable la aparicién los afos préximos de mortalidades
debidas directamente a este virus, por lo que es importante instaurar medidas de
prevencién tanto activa como pasiva para evitar la aparicién de estos focos.

Discusidn resultados nodavirus en peces acuicultura

El total de animales procedentes de granjas de acuicultura en todo el proyecto fue
de 4 ejemplares, si bien un ejemplar no era de origen comercial, sino una alacha que
se habia introducido en el interior. De los ejemplares comerciales, dos fueron dorada
y la restante una lubina.

La dorada se considera que se infecta de forma natural pero no desarrolla la
enfermedad (Castric et al., 2001), pudiendo actual como hospedador asintomatico, lo
cual tiene gran importancia en la acuicultura mediterranea, en la que gran parte de
las instalaciones tienen un cultivo mixto de dorada y lubina. En el presente estudio
se han hallado dos doradas infectadas, las cuales procedian de una misma granja
de acuicultura de Aguilas, si bien en dos anos diferentes.

La lubina es la especie de acuicultura mas sensible y la que ha producido
mortalidades importantes en numeras granjas, tanto a nivel mundial como en el
Mediterraneo. En los dltimos anos, es la enfermedad mas grave que afecta a la
lubina cultivada en jaulas en la peninsula (Zarza y Padrés, 2007). En nuestro trabajo
s6lo hemos hallado una lubina positiva procedente de un pool de cinco ejemplares
procedentes de una instalacion de acuicultura de San Pedro del Pinatar. No ha sido
reportado por ninguna empresa de acuicultura la aparicién de mortalidades por este
proceso, pero parece claro que el virus esta presente en el ecosistema, como asi lo
confirmar resultados de laboratorio de distintas empresas.

Esta situacién, de peligro latente y potencial, justifica el grado de preocupacion del
sector empresarial por esta enfermedad.

La ultima modificacién de la legislacion nacional en materia de declaracion
obligatoria de enfermedades animales suprimié la obligacion de comunicacion
semestral de los brotes de esta enfermedad (O. ARM/851/2009, modifica anexos RD
617/2007).

Respecto a la alacha positiva, es una especie que no aparece en los listados como
especie sensible ni portadora (Bovo, 2007).
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Discusidn resultados nodavirus en peces silvestres

El porcentaje global de positivos en los ejemplares merodeadores se situé en un
1,33. Los mas frecuentemente infectados fueron jurel y sargo con 4 ejemplares cada
uno y después con solo un positivo boga, alacha y muijol.

Respecto a los ejemplares de especies cultivables pero procedentes del
medio silvestre, se obtuvo un porcentaje global de positivos elevado en la dorada
(superior al 3%), pero ninguno en el caso de lubina, si bien se muestrearon muchos
menos ejemplares.

No hay ninguna cita en la bibliografia consultada en la que se describa la presencia
de nodavirus en jurel, aunque si es especies similares como es jurel dentdn
(Pseucaranx dentex). Este hallazgo tiene una gran importancia epidemiolégica ya
que el jurel comun es una de las principales especies que son atraidas por las jaulas
de acuicultura en mar abierto (Dempster et al., 2001), siendo la mas frecuentemente
hallada en el interior de las jaulas tras la boga y la alacha. Por tanto, podria ser un
vector a considerar en la posible transmisién de la enfermedad desde el medio
silvestre hacia las granjas. De los dos oligonucleétidos utilizados para la busqueda
de nodavirus, el positivo en jurel ha sido detectado con el propuesto por la
Universidad de Santiago de Compostela (Cutrin et al., 2008). Respecto al tipo de
virus hallado, tras la secuenciacion se ha verificado que es del tipo SINNV, es decir,
el tipo del jurel dentén (Striped jacket nervous necrosis virus). Este tipo ha sido
detectado en granjas de Esparfia y Portugal de dorada, lubina y lenguado senegalés
(Cutrin, 2007), existiendo preocupacion por su posible expansion hacia el
Mediterraneo.

Los sargos picudos (Diplodus puntazzo) si estan descritos como especies sensible a
esta enfermedad. En nuestro trabajo hemos hallado 4 sargos positivos, de los que
tres eran sargos picudos. Como se ha comentado, no se hallaron sintomas ni
lesiones compatibles con esta enfermedad.

Respecto al resto de especies merodeadoras con ejemplares positivos, no estan
descritos como portadores o sensibles ni boga ni alacha, auque diversas especies
de muijol.

En las doradas silvestres se encontr6 un porcentaje de positividad elevado,
especialmente en el afno 2009, con 8 peces positivos (10,12). Como se ha
comentado, se considera como una especie portadora pero no sensible, por lo que
puede tener un papel fundamental en la epidemiologia de esta enfermedad en el
area mediterranea.
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Discusion resultados nodavirus: interacciones silvestres con acuicultura

No existen datos publicados concernientes a la interaccidén entre peces silvestres y
cultivados respecto a esta infeccién (DIPNET, 2007), si bien las diferentes
evidencias apuntan fuertemente a esta posibilidad. En cualquier caso, el virus ha
sido detectado en multitud de especies silvestres en el Mediterraneo pero los brotes
han sido de momento escasos, por lo que la transmisién de los animales silvestres a
los cultivados no debe ser facil.

Los niveles de positividad encontrados tanto en peces de acuicultura como en peces
silvestres merodeadores, y dadas las caracteristicas de difusién y resistencia del
virus en el medio, es altamente probable el contagio entre ambos lados de las redes
de las instalaciones de acuicultura. En la actualidad se hacen controles rutinarios de
esta enfermedad en las granjas de produccién de origen, garantizando estas la
ausencia del virus en los ejemplares que comercializan. Por ello, se debe suponer
una transmision desde el medio natural hacia el interior de las granjas de
acuicultura.
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2.4.6. MAPA ESPECIES SENSIBLES Y PORTADORES

En el presente apartado se va a describir la situaciéon actual de las enfermedades de
declaracion obligatoria en acuicultura, para posteriormente hacer un mapa en cada
comunidad participante de las especies sensibles tanto en acuicultura como en
peces silvestres. En el caso de las enfermedades listadas en la Directiva
2006/88/CE, la legislacién, a través del Reglamento CE 1251/2008 establece
listados de especies potencialmente sensibles.

La ultima modificacion legislativa en materia de enfermedades de declaracién
obligatoria en los peces emana de la Decision 2008/650/CE. Adapta la normativa
comunitaria en materia de declaracibn de enfermedades animales a las
enfermedades recogidas en la Directiva 2006/88/CE.

Establece como enfermedades de declaracién obligatoria en los animales acuaticos
las enfermedades recogidas en dicha directiva, tanto las exéticas como las no
exoticas

Es Espafna, la normativa vigente hasta ese momento en esta materia es R.D.
617/2007, por el que se establece la lista de enfermedades de los animales de
declaracion obligatoria y se regula su notificacion. Este real decreto ha sido
modificado por la Orden ARM/831/2009. Con esta modificacion se incluyen las
enfermedades listadas que aparecen en la Directiva 2006/88/CE (traspuesta al
ordenamiento juridico nacional a través del Real Decreto 1614/2008) y se eliminan
una serie de enfermedades de notificacion semestral en adaptacion a los nuevos
listados de enfermedades notificables de la Organizacion Internacional de Epizootias
(OIE). Las enfermedades que se eliminan en la lista de notificables son las
siguientes:

Virosis del bagre de canal
Encefalopatia y retinopatia viral
Necrosis pancreatica infecciosa
Renibacteriosis

Septicemia entérica del bagre
Piscirickettsiosis

Dos de estas enfermedades, la encefalopatia y retinopatia viral asi como la necrosis
pancreética infecciosa son dos de las enfermedades objetivo de Proyecto Piloto de
Vigilancia Epidemiol6gica del presente proyecto de investigacion. Desde un punto de
vista administrativo estas enfermedades pierden importancia. Sin embargo, con los
resultados obtenidos en nuestros trabajos y por la preocupacion creciente del sector,
la encefalopatia y retinopatia viral es la enfermedad en acuicultura marina
potencialmente mas peligrosa para el sector en la actualidad.

De esta forma, quedan para los peces como enfermedades de declaracion
obligatoria y urgente las siguientes:
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Anemia infecciosa del salmén
Herpesvirosis de la carpa koi
Necrosis hematopoyética infecciosa
Necrosis hematopoyética epizodtica
Septicemia hemorragica viral
Sindrome ulcerante epizo6tico

< ! JACUMAR

Como enfermedades de declaracién no urgente, quedan las siguientes:

Iridovirosis de la dorada japonesa
Viremia primaveral de la carpa
Girodactilosis

A continuacidén se describen las especies sensibles y portadores para cada una de

las enfermedades:

a. Enfermedades exdticas

Necrosis hematopoyética epizoética

Especies Sensibles (RD 1614/2008)

Especies potencialmente portadoras
(Reglamento 1251/2008)

Trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) y perca (Perca fluviatilis)

Carpa cabezona (Aristichthys nobilis),
carpa dorada o roja (Carassius
auratus), carpin (Carassius
carassius), carpa

(Cyprinus carpio), carpa plateada
(Hypophthalmichthys molitrix), cachos
(Leuciscus spp), bermejuela (Rutilus

rutilus), gardi (Scardinius
erythrophthalmus) y tenca (Tinca
tinca)

Sindrome ulcerante epizoodtico

Especies Sensibles (RD 1614/2008)

Especies potencialmente portadoras
(Reglamento 1251/2008)

Géneros Catla, Channa, Labeo,
Mastacembelus, Mugil, Puntius y
Trichogaster

Carpa cabezona (Aristichthys nobilis),
carpa dorada o roja (Carassius
auratus), carpin (Carassius
carassius), carpa

(Cyprinus carpio), carpa plateada
(Hypophthalmichthys molitrix), cachos
(Leuciscus spp), bermejuela (Rutilus

rutilus), gardi (Scardinius
erythrophthalmus) y tenca (Tinca
tinca)
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b. Enfermedades no exbticas

Septicemia hemorragica viral

Especies Sensibles (RD 1614/2008)

Especies potencialmente portadoras
(Reglamento 1251/2008)

Arenque (Clupea spp.), coregonos
(Coregonus sp.), lucio (Esox lucius),
eglefino (Gadus aeglefinus), bacalao
del Pacifico (Gadus macrocephalus),
bacalao del Atlantico (Gadus morhua),
salmones del Pacifico (Oncorhynchus
spp.), trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss), mollareta (Onos mustelus),
trucha comun (Salmo trutta), rodaballo

(Scophthalmus maximus), espadin
(Sprattus sprattus) y timalo
(Thymallus thymallus)

Esturién beluga (Huso huso), esturién del
Danubio (Acipenser gueldenstaedtii), esterlete
(Acipenser ruthenus),

esturidn estrellado (Acipenser stellatus),
esturién (Acipenser sturio), esturidn siberiano
(Acipenser Baerii)

Carpa cabezona (Aristichthys nobilis), carpa
dorada o roja (Carassius auratus), carpin
(Carassius carassius), carpa

(Cyprinus carpio), carpa plateada
(Hypophthalmichthys molitrix), cachos
(Leuciscus spp), bermejuela (Rutilus

rutilus), gardi (Scardinius erythrophthalmus) y
tenca (Tinca tinca)

Tinto (Clarias gariepinus), lucio (Esox lucius),
bagres (Ictalurus spp.), pez gato negro
(Ameiurus melas), coto

punteado (/ctalurus punctatus), panga
(Pangasius pangasius), lucioperca (Sander
lucioperca), siluro (Silurus glanis)

Lubina o robalo (Dicentrarchus labrax), lubina
blanca, lubina americana (Morone chrysops x
M. saxatilis),

mugil (Mugil cephalus), corvindn ocelado
(Sciaenops ocellatus), corvina (Argyrosomus
regius), verrugato (Umbrina cirrosa), atunes
(Thunnus spp.), atun rojo o de aleta azul
(Thunnus thynnus), mero (Epinephelus
marginatus),

lenguado senegalés o lenguado rubio (Solea
senegalensis), lenguado europeo (Solea solea),
breca (Pagellus erythrinus), dentdn o dentén
europeo (Dentex dentex), dorada (Sparus
aurata), sargo (Diplodus sargus), besugo
(Pagellus bogaraveo), dorada gigante (Pagrus
major), sargo picudo (Diplodus puntazzo),
mojarra (Diplodus vulgaris), pargo (Pagrus
pagrus)

Tilapia (Oreochromis)
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Necrosis hematopoyética infecciosa

Especies Sensibles (RD 1614/2008)

Especies potencialmente portadoras
(Reglamento 1251/2008)

Salmén keta (Oncorhynchus keta),
salmén coho (Oncorhynchus kisutch),
salmén masou (Oncorhynchus
masou), trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss), salmoén rojo
(Oncorhynchus nerka), salmén amago
(Oncorhynchus  rhodurus), salmon
chinook (Oncorhynchus tshawytscha)
y salmon del Atlantico (Salmo salar)

Esturion beluga (Huso huso), esturién
del Danubio (Acipenser
gueldenstaedtii), esterlete (Acipenser
ruthenus),

esturion estrellado (Acipenser
stellatus), esturion (Acipenser sturio),
esturién siberiano (Acipenser Baerii)
Carpa cabezona (Aristichthys nobilis),
carpa dorada o roja (Carassius
auratus), carpin (Carassius
carassius), carpa

(Cyprinus carpio), carpa plateada
(Hypophthalmichthys molitrix), cachos
(Leuciscus spp), bermejuela (Rutilus
rutilus), gardi (Scardinius
erythrophthalmus) y tenca (Tinca
tinca)

Tinto (Clarias gariepinus), bagres
(Ictalurus spp.), pez gato negro
(Ameiurus melas), coto punteado
(Ictalurus

punctatus), panga (Pangasius
pangasius), lucioperca (Sander
lucioperca), siluro (Silurus glanis)
Fletan o halibut o halibut atlantico
(Hippoglossus hippoglossus), platija
(Platichthys flesus), bacalao (Gadus
morhua), eglefino (Melanogrammus
aeglefinus)

Herpesvirosis de la carpa koi

Especies Sensibles (RD 1614/2008)

Especies potencialmente portadoras
(Reglamento 1251/2008)

Carpa comun y carpa koi (Cyprinus
carpio)

Ninguna

Anemia infecciosa del salmon

Especies Sensibles (RD 1614/2008)

Especies potencialmente portadoras
(Reglamento 1251/2008)

Trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss), salmén del Atlantico (Salmo
salar) y trucha comun (Salmo trutta)

Ninguna
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c. Enfermedades de declaracién no urgente (semestral)

Iridovirosis de la dorada japonesa

Especies Sensibles (OIE, 2006)

Dorada japonesa (Pagrus major), pargo de cabeza negra (Acanthopagrus
schlegeli), sargo de aleta amarilla (Acanthopagrus latus), sargo purpura
(Evynnis japonica), medregal del Japdn (Seriola quinqueradiata), pez limén
(Seriola dumerili), medregal australiano (Seriola lalandi), hibrido de medregal
australiano y medregal del Japén (S. lalandi x S. quinqueradiata), jurel dentén
(Pseudocaranx dentex), atun rojo (Thunnus thynnus), carite oriental
(Scomberomorus niphonius), estornino (Scomber japonicus), jurel japonés
(Trachurus japonicus), perca loro japonesa (Oplegnathus fasciatus), perca loro
manchada (Oplegnathus punctatus), cobia (Rachycentron canadum), pampano
lunero ( Trachinotus blochii), ronco japonés (Parapristipoma trilineatum), ronco
manchado (Plectorhynchus cinctus), emperador chino (Lethrinus
haematopterus), emperador relampago (Lethrinus nebulosus), chopa punteada
(Girella punctata), gallineta negra (Sebastes schlegeli), corvina amarilla
(Pseudosciaena crocea), mero de pintas rojas (Epinephelus akaara), mero
carcelario (Epinephelus septemfasciatus), mero malabarico (Epinephelus
malabaricus), mero diente largo (Epinephelus bruneus), mero de pintas
naranjas (Epinephelus coioides), mero amarillo (Epinephelus awoara), mero
lutria (Epinephelus tauvina), mero manchado (Epinephelus fuscoguttatus),
mero lanceolado (Epinephelus lanceolatus), serranido japonés (Lateolabrax
japonicas), Lateolabrax sp., perca gigante (Lates calcarifer), lubina estriada
hibrida (Morone saxatilis x M. chrysops), perca americana (Micropterus
salmoides), falso halibut del Japon (Paralichthys olivaceus), fletdn manchado
(Verasper variegatus), pez globo tigre ( Takifugu rubripes).

Viremia primaveral de la carpa

Especies Sensibles (OIE, 2006)

Carpa comun (Cyprinus carpio carpio) carpa koi (Cyprinus carpio koi), el
carpin (Carassius carassius), el siluro (Silurus glanis), la carpa plateada
(Hypophthalmichthys molitrix), la carpa cabezona (Aristichthys nobilis), carpa
china (Ctenopharyngodon idella), el pez rojo (Carassius auratus), el orfe
(Leuciscus idus), la tenca (Tinca

tinca), el rutilo (Rutilus rutilus) y el pez cebra (Danio rerio).

Girodactilosis

Especies Sensibles (OIE, 2006)

Salmén (Salmo salar), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), salvelino
(Salvelinus alpinus), trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis), timalo (Thymallus
thymallus), trucha lacustre (Salvelinus namaycush) y trucha comun (Salmo
trutta)
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declaracion obligatoria en peces

Necrosis hematopoyética epizoética

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Oncorhynchus
myKiss

X

X

Perca fluviatilis

Especies
portadoras

Aristichthys nobilis

Carassius auratus

Carassius carassius

Cyprinus carpio

Hypophthalmichthys
molitrix

Leuciscus spp

Rutilus rutilus

Scardinius
erythrophthalmus

Tinca tinca

Sindrome ulcerante epizoético

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Catla

Channa

Labeo

Mastacembelus

Mugil

Puntius

Trichogaster

Especies
portadoras

Aristichthys nobilis

Carassius auratus

Carassius carassius

Cyprinus carpio

Hypophthalmichthys
molitrix

Leuciscus spp

Rutilus rutilus
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Scardinius
erythrophthalmus

Tinca tinca

Septicemia hemorragica

viral

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Clupea spp

Coregonus sp

Esox lucius

Gadus aeglefinus

Gadus
macrocephalus

Gadus morhua

Oncorhynchus spp

Oncorhynchus
myKiss

Onos mustelus

Salmo trutta

Scophthalmus
maximus

Sprattus sprattus

Thymallus
thymallus

Especies
portadoras

Huso huso

Acipenser
gueldenstaedtii

Acipenser ruthenus

Acipenser stellatus

Acipenser baerii

Aristichthys nobilis

Carassius auratus

Carassius carassius

Cyprinus carpio

Hypophthalmichthys
molitrix

Leuciscus spp

Rutilus rutilus

Scardinius
erythrophthalmus

Tinca tinca

Clarias gariepinus

Esox lucius
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Ictalurus spp

Ameiurus melas

Ictalurus punctatus

Pangasius
pangasius

Sander lucioperca

Silurus glanis

Dicentrarchus
labrax

Morone chrysops x
M. saxatilis

Mugil cephalus

X

Sciaenops ocellatus

Argyrosomus regius

Umbrina cirrosa

Thunnus spp

Thunnus thynnus

Epinephelus
marginatus

Solea senegalensis

Solea solea

Pagellus erythrinus

Dentex dentex

Sparus aurata

Diplodus sargus

Pagellus bogaraveo

Pagrus major

Diplodus puntazzo

Diplodus vulgaris

Pagrus pagrus

X[ XXX XX XXX X[ XXX X|[>X

Oreochromis

Necrosis hematopoyética infecciosa

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Oncorhynchus keta

Oncorhynchus
kisutch

Oncorhynchus
masou

Oncorhynchus
myKiss

Oncorhynchus
nerka

Oncorhynchus
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rhodurus

Oncorhynchus
tshawytscha

Salmo salar

Especies
portadoras

Huso huso

Acipenser
gueldenstaedltii

Acipenser ruthenus

Acipenser stellatus

Acipenser sturio

Acipenser baerii

Aristichthys nobilis

Carassius auratus

Carassius carassius

Cyprinus carpio

Hypophthalmichthys
molitrix

Leuciscus spp

Rutilus
rutilus

Scardinius
erythrophthalmus

Tinca tinca

Clarias gariepinus

Ictalurus spp

Ameiurus melas

Ictalurus punctatus

Pangasius
pangasius

Sander lucioperca

Silurus glanis

Hippoglossus
hippoglossus

Platichthys flesus

Gadus morhua

Melanogrammus
aeglefinus

Herpesvirosis de la carpa koi

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Cyprinus carpio

X
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Herpesvirosis de la carpa koi

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Oncorhynchus
myKiss

X

Salmo salar

Salmo trutta

Iridovirosis de la dorada japonesa

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Pagrus major

Acanthopagrus
schlegeli

Acanthopagrus
latus

Evynnis japonica

Seriola
quinqueradiata

Seriola dumerili

Seriola lalandi

Pseudocaranx
dentex

Thunnus thynnus

Scomberomorus
niphonius

Scomber
japonicus

Trachurus
japonicus

Oplegnathus
fasciatus

Oplegnathus
punctatus

Rachycentron
canadum

Trachinotus
blochii

Parapristipoma
trilineatum

Plectorhynchus
cinctus

Lethrinus
haematopterus

Lethrinus
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nebulosus

Girella punctata

Sebastes
schlegeli

Pseudosciaena
crocea

Epinephelus
akaara

Epinephelus
septemfasciatus

Epinephelus
malabaricus

Epinephelus
bruneus

Epinephelus
coioides

Epinephelus
awoara

Epinephelus
tauvina

Epinephelus
fuscoguttatus

Epinephelus
lanceolatus

Lateolabrax
japonicas

Lates calcarifer

Morone saxatilis x
M. chrysops

Micropterus
salmoides

Paralichthys
olivaceus

Verasper
variegatus

Takifugu rubripes

Viremia primaveral de la carpa

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Cyprinus carpio

Carassius carassius

Silurus glanis

Hypophthalmichthys
molitrix
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Aristichthys nobilis -- -- - -
Ctenopharyngodon -- - - -
idella
Carassius auratus -- -- - X
Leuciscus idus -- -- - -
Tinca tinca -- - - X
Rutilus rutilus -- -- - -
Danio rerio -- - - -

Girodactilosis

Especies Acuicultura | Silvestres | Acuicultura | Silvestres
sensibles marina marinos continental | continental
Salmo salar - -- - -

Oncorhynchus -- - X X

myKiss
Salvelinus alpinus -- -- - -
Salvelinus -- - - -
fontinalis
Thymallus -- - - -
thymallus
Salvelinus -- - - -
namaycush
Salmo trutta -- - - -

B. Mapa de especies sensibles y portadoras en Canarias a las enfermedades
de declaracion obligatoria en peces.

Necrosis hematopoyética epizoética

Especies Acuicultura | Silvestres | Acuicultura | Silvestres
sensibles marina marinos continental | continental
Oncorhynchus -- - - -

mykiss
Perca fluviatilis -- - - -
Especies -- -- - -
portadoras
Aristichthys nobilis -- -- - -
Carassius auratus -- -- - -
Carassius carassius -- -- - -
Cyprinus carpio -- - - -
Hypophthalmichthys -- -- - -
molitrix
Leuciscus spp -- -- - -
Rutilus rutilus -- -- - -
Scardinius -- - - -
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erythrophthalmus

Tinca tinca

Sindrome ulcerante epizooético

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Catla

Channa

Labeo

Mastacembelus

Mugil

Puntius

Trichogaster

Especies
portadoras

Aristichthys nobilis

Carassius auratus

Carassius carassius

Cyprinus carpio

Hypophthalmichthys
molitrix

Leuciscus spp

Rutilus rutilus

Scardinius
erythrophthalmus

Tinca tinca

Septicemia hemorragica viral

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Clupea spp

Coregonus sp

Esox lucius

Gadus aeglefinus

Gadus
macrocephalus

Gadus morhua

Oncorhynchus spp

Oncorhynchus
mykiss

Onos mustelus

Salmo trutta

Scophthalmus
maximus

GESTION SANITARIA

17-03-2011

Pagina 166 de 280




i kﬁﬁ MINISTERIO
" DEAGRICULTURA, PESCA  Serescamanmma
g‘ 2 Y ALIMENTACION

Sprattus sprattus

Thymallus
thymallus

Especies
portadoras

Huso huso

Acipenser
gueldenstaedtii

Acipenser ruthenus

Acipenser stellatus

Acipenser baerii

Aristichthys nobilis

Carassius auratus

Carassius carassius

Cyprinus carpio

Hypophthalmichthys
molitrix

Leuciscus spp

Rutilus rutilus

Scardinius
erythrophthalmus

Tinca tinca

Clarias gariepinus

Esox lucius

Ictalurus spp

Ameiurus melas

Ictalurus punctatus

Pangasius
pangasius

Sander lucioperca

Silurus glanis

Dicentrarchus
labrax

Morone chrysops x
M. saxatilis

Mugil cephalus

Sciaenops ocellatus

Argyrosomus regius

Umbrina cirrosa

Thunnus spp

Thunnus thynnus

Epinephelus
marginatus

Solea senegalensis

Solea solea
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Pagellus erythrinus

Dentex dentex

Sparus aurata

Diplodus sargus

Pagellus bogaraveo

Pagrus major

Diplodus puntazzo

Diplodus vulgaris

Pagrus pagrus

Oreochromis

Necrosis hematopo

ética infecciosa

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Oncorhynchus keta

Oncorhynchus
kisutch

Oncorhynchus
masou

Oncorhynchus
myKiss

Oncorhynchus
nerka

Oncorhynchus
rhodurus

Oncorhynchus
tshawytscha

Salmo salar

Especies
portadoras

Huso huso

Acipenser
gueldenstaedtii

Acipenser ruthenus

Acipenser stellatus

Acipenser sturio

Acipenser baerii

Aristichthys nobilis

Carassius auratus

Carassius carassius

Cyprinus carpio

Hypophthalmichthys
molitrix

Leuciscus spp

Rutilus

GESTION SANITARIA

17-03-2011

Pagina 168 de 280




= ﬁﬁ;ﬁ MINISTERIO
G " DEAGRICULTURA, PESCA
pl 2 YALIMENTACION

nnnnnn iA GENE
DE PESCA MARITIMA

rutilus

Scardinius
erythrophthalmus

Tinca tinca

Clarias gariepinus

Ictalurus spp

Ameiurus melas

Ictalurus punctatus

Pangasius
pangasius

Sander lucioperca

Silurus glanis

Hippoglossus
hippoglossus

Platichthys flesus

Gadus morhua

Melanogrammus
aeglefinus

Herpesvirosis de la carpa koi

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Cyprinus carpio

Anemia infecciosa del salmon

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Oncorhynchus
myKiss

Salmo salar

Salmo trutta

Iridovirosis de la dorada japonesa

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Pagrus major

Acanthopagrus
schlegeli

Acanthopagrus
latus

Evynnis japonica

Seriola
quinqueradiata

Seriola dumerili

Seriola lalandi
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Pseudocaranx
dentex

Thunnus thynnus

Scomberomorus
niphonius

Scomber
japonicus

Trachurus
japonicus

Oplegnathus
fasciatus

Oplegnathus
punctatus

Rachycentron
canadum

Trachinotus
blochii

Parapristipoma
trilineatum

Plectorhynchus
cinctus

Lethrinus
haematopterus

Lethrinus
nebulosus

Girella punctata

Sebastes
schlegeli

Pseudosciaena
crocea

Epinephelus
akaara

Epinephelus
septemfasciatus

Epinephelus
malabaricus

Epinephelus
bruneus

Epinephelus
coioides

Epinephelus
awoara

Epinephelus
tauvina

Epinephelus
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fuscoguttatus

Epinephelus
lanceolatus

Lateolabrax
japonicas

Lates calcarifer

Morone saxatilis x
M. chrysops

Micropterus
salmoides

Paralichthys
olivaceus

Verasper
variegatus

Takifugu rubripes

Viremia primaveral de la carpa

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Cyprinus carpio

Carassius carassius

Silurus glanis

Hypophthalmichthys
molitrix

Aristichthys nobilis

Ctenopharyngodon
idella

Carassius auratus

Leuciscus idus

Tinca tinca

Rutilus rutilus

Danio rerio

Girodactilosis

Especies
sensibles

Acuicultura

marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Salmo salar

Oncorhynchus
myKiss

Salvelinus alpinus

Salvelinus
fontinalis

Thymallus
thymallus

Salvelinus
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namaycush

Salmo trutta

C. Mapa de especies sensibles y portadoras en Galicia a las enfermedades de

declaracion obligatoria en peces.

Necrosis hematopoyética epizoética

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Oncorhynchus
myKiss

X

Perca fluviatilis

Especies
portadoras

Aristichthys nobilis

Carassius auratus

Carassius carassius

Cyprinus carpio

Hypophthalmichthys
molitrix

Leuciscus spp

Rutilus rutilus

Scardinius
erythrophthalmus

Tinca tinca

Sindrome ulcerante epizoético

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Catla

Channa

Labeo

Mastacembelus

Mugil

Puntius

Trichogaster

Especies
portadoras

Aristichthys nobilis

Carassius auratus

Carassius carassius
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Cyprinus carpio -- - - -

Hypophthalmichthys -- -- - -
molitrix

Leuciscus spp -- - -

Rutilus rutilus - - -

Scardinius - -- -
erythrophthalmus

X XXX

Tinca tinca - - -

Septicemia hemorragica viral

Especies Acuicultura | Silvestres | Acuicultura | Silvestres
sensibles marina marinos continental | continental

Clupea spp -- - - -

Coregonus sp -- - - -

Esox lucius -- - - X

Gadus aeglefinus -- X - -

Gadus -- - - -
macrocephalus

Gadus morhua - X -- —

Oncorhynchus spp -- -- - X

Oncorhynchus -- - - X
mykiss

Onos mustelus --

Salmo trutta --

Scophthalmus --
maximus

Sprattus sprattus --

Thymallus -- -- - -
thymallus

Especies -- - -- -
portadoras

Huso huso - - -- —

Acipenser -- - - -
gueldenstaedtii

Acipenser ruthenus -- -- - -

Acipenser stellatus -- - - -

Acipenser baerii -- - - -

Aristichthys nobilis -- -- - -

Carassius auratus - - -

Carassius carassius - - -

Cyprinus carpio -- - -

Hypophthalmichthys -- - -
molitrix

Leuciscus spp -- - -

Rutilus rutilus -- -- -
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Scardinius
erythrophthalmus

Tinca tinca

Clarias gariepinus

Esox lucius

Ictalurus spp

Ameiurus melas

Ictalurus punctatus

Pangasius
pangasius

Sander lucioperca

Silurus glanis

Dicentrarchus
labrax

Morone chrysops x
M. saxatilis

Mugil cephalus

Sciaenops ocellatus

Argyrosomus regius

Umbrina cirrosa

Thunnus spp

Thunnus thynnus

Epinephelus
marginatus

Solea senegalensis

Solea solea

Pagellus erythrinus

Dentex dentex

Sparus aurata

Diplodus sargus

Pagellus bogaraveo

XXX XXX X XXX X X[ >X| X

Pagrus major

Diplodus puntazzo

Diplodus vulgaris

Pagrus pagrus

X[ >X|X

Oreochromis

Necrosis hematopoyética infecciosa

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Oncorhynchus keta

Oncorhynchus
kisutch

Oncorhynchus
masou
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Oncorhynchus -- - - -
mykiss

Oncorhynchus -- -- - -
nerka

Oncorhynchus -- -- - -
rhodurus

Oncorhynchus -- -- - -
tshawytscha

Salmo salar — X -- -

Especies -- - -- -
portadoras

Huso huso - - -- —

Acipenser -- - - -
gueldenstaedtii

Acipenser ruthenus -- - - -

Acipenser stellatus -- -- - -

Acipenser sturio -- X * - -

Acipenser baerii -- - - -

Aristichthys nobilis -- -- - -

Carassius auratus - -- -

Carassius carassius - - -

Cyprinus carpio -- - -

Hypophthalmichthys -- - -

Leuciscus spp -- - -

Rutilus - - -
rutilus

Scardinius - -- -
erythrophthalmus

X
X
X
X
molitrix
X
X
X
X

Tinca tinca - - -

Clarias gariepinus -- -- - -

Ictalurus spp -- -- - -

Ameiurus melas -- -- -- X

Ictalurus punctatus -- - - -

Pangasius -- -- - -
pangasius

Sander lucioperca -- -- -- X

Silurus glanis -- - - X

Hippoglossus --
hippoglossus

Platichthys flesus --

Gadus morhua -

Melanogrammus --
aeglefinus

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 175 de 280



e % MINISTERIO
&  DEAGRICULTURA, PESCA
| Y ALIMENTACION

W \a 1

SECRETAR iA GENE
DE PESCA MARITIMA

< ! JACUMAR

Herpesvirosis de la carpa koi

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Cyprinus carpio

X

Anemia infecciosa del salmoén

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Oncorhynchus
myKiss

X

Salmo salar

X

Salmo trutta

Iridovirosis de la dorada japonesa

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Pagrus major

Acanthopagrus
schlegeli

Acanthopagrus
latus

Evynnis japonica

Seriola
quinqueradiata

Seriola dumerili

Seriola lalandi

Pseudocaranx
dentex

Thunnus thynnus

Scomberomorus
niphonius

Scomber
japonicus

Trachurus
japonicus

Oplegnathus
fasciatus

Oplegnathus
punctatus

Rachycentron
canadum

Trachinotus
blochii

Parapristipoma
trilineatum
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Plectorhynchus -- -- - -
cinctus

Lethrinus -- - - -
haematopterus

Lethrinus - - - —
nebulosus

Girella punctata -- -- - -

Sebastes - - -- —
schlegeli

Pseudosciaena - - -- —
crocea

Epinephelus -- -- - -
akaara

Epinephelus -- -- - -
septemfasciatus

Epinephelus -- -- - -
malabaricus

Epinephelus -- -- - -
bruneus

Epinephelus -- -- - -
coioides

Epinephelus -- -- - -
awoara

Epinephelus -- -- - -
fauvina

Epinephelus -- -- - -
fuscoguttatus

Epinephelus -- -- - -
lanceolatus

Lateolabrax -- -- - -
japonicas

Lates calcarifer -- - -- —

Morone saxatilis x - - -- -
M. chrysops

Micropterus -- -- -- X
salmoides

Paralichthys -- -- - -
olivaceus

Verasper -- - - -
variegatus

Takifugu rubripes -- -- - -
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Viremia primaveral de la carpa

Especies
sensibles

Acuicultura
marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Cyprinus carpio

Carassius carassius

Silurus glanis

Hypophthalmichthys
molitrix

XXX X[ X

Aristichthys nobilis

Ctenopharyngodon
idella

Carassius auratus

Leuciscus idus

Tinca tinca

Rutilus rutilus

XX X|X| X

Danio rerio

Girodactilosis

Especies
sensibles

Acuicultura

marina

Silvestres
marinos

Acuicultura
continental

Silvestres
continental

Salmo salar

Oncorhynchus
myKiss

X

Salvelinus alpinus

Salvelinus
fontinalis

Thymallus
thymallus

Salvelinus
namaycush

Salmo trutta

* Se capturd un esturion en Gijon el 24/11/2010, por primera vez desde 1976.

Fuente: Biblogos de la Unidad Técnica de Pesca de Bajura, del Departamento
Territorial da Corufia de la Conselleria do Mar. Xunta de Galicia

Bibliografia

- Atlas de Distribucién de los Peces Epicontinentales de la Regién de Murcia. 2005.
Direccién General de Medio Natural de la Consejeria de Industria y Medio Ambiente
de la Regién de Murcia.

- OIE. Cddigo Sanitario y Manual de los Animales Acuaticos, 2006 (www.oie.int).

GESTION SANITARIA

17-03-2011

Pagina 178 de 280




T MINSTERO e e
S DEAGRICULTURA.PESCA IS
&2

- Calvin JC, 1995.El ecosistema marino mediterraneo: guia de su flora y fauna. Ed.
Eurocolor, Murcia.

- Especies de interés pesquero en el Litoral de Andalucia. 2001. Consejeria de
Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia.

- Decision 2008/650/CE, de 30 de julio de 2008, que modifica la Directiva
82/894/CEE del Consejo relativa a la notificacion de las enfermedades de los
animales en la Comunidad para incluir determinadas enfermedades en la lista de
enfermedades de declaracion obligatoria y suprimir de dicha lista la encefalomielitis
enterovirica porcina.

- Directiva 2006/88/CE, traspuesta al ordenamiento juridico espafol mediante el
Real Decreto 1614/2008, relativo a los requisitos zoosanitarios de los animales y de
los productos de la acuicultura, asi como a la prevencion y el control de
determinadas enfermedades de los animales acuaticos.

- Orden ARM/831/2009, de 27 de marzo, por que se modifican los anexos | y Il del
Real Decreto 617/2007, de 16 de mayo, por el que se establece la lista de las
enfermedades de los animales de declaraciéon obligatoria y se regula su notificacion.

- Real Decreto 617/2007, de 16 de mayo, por el que se establece la lista de las
enfermedades de los animales de declaracidn obligatoria y se regula su notificacion.

- Reglamento 1251/2008 de la Comisién de 12 de diciembre de 2008, por el que se
aplica la Directiva 2006/88 del Consejo en lo referente a las condiciones y los
requisitos de certificacion para la comercializacion y la importacion en la Comunidad
de animales de la acuicultura y productos derivados y se establece una lista de
especies portadoras.
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2.4.7. CARNADA ATUNES

La actividad de engorde de atun rojo (Thunnus thynnus) se ha desarrollado los
ultimos anos en las costas de las comunidades autonomas de Murcia, Catalufa y
Andalucia. En Murcia estan registradas 9 de las 12 granjas de engorde de atun
autorizadas en el litoral Espanol. La alimentacion se realiza exclusivamente
mediante carnada compuesta por ejemplares completos de peces de pequefios
pelagicos y moluscos cefalépodos como el calamar.

El proceso de engorde y engrasamiento comienza habitualmente a finales de junio y
julio y se mantiene, en funcién de factores basicamente econdémicos de regulacién
de mercado, no mas allda del mes de marzo o abril. Durante este periodo la
alimentacion se realiza exclusivamente mediante carnada compuesta por ejemplares
completos de peces de pequenos pelagicos y moluscos cefalépodos como el
calamar. La cantidades de carnada necesaria para alimentar a estos animales es
muy considerable, ya que se estima entre el 2 y el 10 % del peso corporal de los
atunes la racién diaria de alimento requerido, en funcion de diversos factores
(Lovatelli, 2003).

Existe controversia sobre la posibilidad de que la liberaciéon al medio de peces en su
uso como alimento de los atunes enjaulados pueda presentar un potencial riesgo
zoosanitario, especialmente cuando su origen se sitla en zonas muy lejanas y en
ecosistemas distintos, pudiendo ser el vehiculo de enfermedades para las cuales las
poblaciones de peces silvestres de nuestro litoral podrian no estar preparadas
inmunolégicamente. Esta inquietud ha sido puesta de manifiesto por organizaciones
conservacionistas a nivel europeo (WWF, 2005).

La D. G. de Ganaderia y Pesca, dentro programa Piloto de Vigilancia
Epidemiolégica, establece la realizacion de una serie de controles regulares sobre la
carnada utilizada en las granjas de atunes del Litoral de Murcia. El objetivo es
valorar de forma practica la posibilidad de transmisién de enfermedades viricas a la
fauna silvestre local y al resto de granjas de acuicultura situadas en la zona. Las
siguientes fotos ilustran las fases de alimentacién de los atunes:
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Material y Métodos

Las campanas de engorde de atun rojo 2006/2007 y 2007/2008 se han realizado en
la Region de Murcia en 4 instalaciones distribuidas en dos zonas de produccion: dos
instalaciones situadas en el Poligono Acuicola de San Pedro del Pinatar y dos
granjas localizadas en el Poligono Acuicola de EI Gorguel (Cartagena). La
campanas 2008/2009 y 2009/2010 se ha criado atin  en una sola granja de
Cartagena.

El tamafo de muestra fue de 30 ejemplares en cada control y para cada instalacion,
asumiendo una prevalencia del 10% con un intervalo de confianza del 95%
(Ossiander y Wedermeyer, 1973).

Los ejemplares recolectados fueron transportados en condiciones de refrigeracién
hasta el Centro de Recursos Marinos de San Pedro del Pinatar, donde personal del
Servicio de Pesca y Acuicultura procedi6 a realizar la extraccién de rifién cefalico y
bazo. Las muestras, fueron enviadas en condiciones de frio y con las debidas
medidas de bioseguridad al laboratorio virol6gico del Centro de Investigacion de
Sanidad Animal del INIA (Valdeolmos-Madrid).

En el laboratorio las muestras se homogenizaron de forma estéril en medio de

cultivo suplementado con antibiéticos y fungizona. Distintas diluciones de estos
homogenizados se inocularon en células EPC de carpa. Tras 7-8 dias de incubacién
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a 14 °C se visualizaron para detectar posibles efectos virales. En caso de
encontrarse replicacion viral, se procederia a identificar el virus.

Extraccion de rifndn craneal y bazo en caballa (carnada) para virologia.

Resultados

Todas las muestras que se tomaron correspondieron a peces congelados, es decir,
en ninguno de los muestreos se detect6 el uso de carnada fresca procedente de los
caladeros locales o cercanos. En la tabla | se refleja la distribucién de los
ejemplares obtenidos en las tomas de muestras realizadas de forma aleatoria. En la
tabla Il se refleja el origen de los ejemplares muestreados. Esta informacién se tomo
de la informacion comercial que acompanaba a cada una de las partidas
muestreadas.

Los resultados obtenidos en el laboratorio del CISA sobre las 410 muestras tras la
realizacion de los homogenizados e inoculacion en cultivo celular fue la ausencia de
cualquier efecto citopéatico que indicase la presencia de algun virus potencialmente
patégeno, por lo que no fue necesario realizar ningun tipo de aislamiento con fines
de identificacion virolégica.

Tabla I. Peces muestreados cada arno

Especie N? peces N° peces N peces | N®peces | Total
2006/2007 | 2007/2008 | 2008/2009 | 2009/2010
Estornino
(Scomber 106 95 -- -- 201
japonicus)
Caballa
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(Scomber 30 60 60 -- 150
scombrus)

Sardina
(Cuplea 14 -- -- -- 14
pilchartus)

Alacha
(Sardinella 30 15 - 60 105
aurita)

Total especie 180 170 60 60 470

Tabla Il. Origen de ejemplares muestreados

Ano Especie | Total | Total Origen
peces | lote
2006/2007 | Estornino | 106 30 FAO zona 27. Atlantico NE
30 FAQO zona 27. Atlantico NE
30 FAO zona 27. Atlantico NE
16 FAO zona 27. Atlantico NE
Caballa 30 30 FAO zona 27. Atlantico NE
Sardina 14 14 FAO zona 27. Atlantico NE
Alacha 30 30 FAO zona 37. Mediterraneo
2007/2008 | Estornino 95 30 FAO zona 27. Atlantico NE
30 FAO zona 37. Mediterraneo
15 FAO zona 37. Mediterraneo
20 FAQO zona 27. Atlantico NE
Caballa 60 30 FAO zona 27. Atlantico NE
30 FAO zona 27. Atlantico NE
Alacha 15 15 FAO zona 37. Mediterraneo
2008/2009 Caballa 60 30 FAO zona 27. Atlantico NE
30 FAO zona 27. Atlantico NE
2009/2010 Alacha 60 30 FAQO zona 37. Mediterraneo
Alacha 30 FAO zona 37. Mediterraneo
Discusion

Las especies utilizadas e identificadas en los muestreos fueron: caballa (Scomber
scombrus), estornino (Scomber japonicus), sardina (Sardina pilchardus) y alacha
(Sardinella aurita), junto a calamares que no fueron muestreados al no ser objetivo
del presente estudio. Esta dieta esta en consonancia con la descrita por diversos
autores en granjas de engorde de atun del arco mediterraneo (Lovatelli, 2003).

El origen de estos peces suele estar localizado en caladeros distintos al
Mediterrdneo como se observa en la tabla Il. Si bien, al haber disminuido
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considerablemente el nimero de instalaciones y por tanto el nimero de ejemplares
qgue engordar, ha decrecido considerablemente la demanda de carnada por parte del
sector, no siendo necesario la importacién masiva de peces de zonas tan alejadas a
nuestras costas como ocurria en anos anteriores.

Es importante valorar el posible papel de esta carnada como vehiculo para la
introduccién de enfermedades exoéticas en las instalaciones de acuicultura y en la
fauna icticola local, ya que diversos estudios y autores consideran esta posibilidad
en otras zonas del planeta (Ward et al., 2001).

Los resultados que hemos obtenido indican ausencia de cualquier virus patégeno
viable y por tanto la imposibilidad de transmision, al menos en los lotes de los que
proceden los ejemplares analizados. Respecto de la causa de la ausencia de virus
viables no podemos distinguir si se debe a la inexistencia en origen de infecciones
viricas en los peces o por el contrario, si los procesos de congelacion industrial a los
gue se someten este tipo de producto eliminan los virus presentes en los peces.

Todos los peces de carnada chequeados en este trabajo estaban congelados, pero
en determinas circunstancias de mercado las empresas pueden utilizar para la
alimentacion de los atunes pescado fresco. En proximos estudios va a ser muy
importante chequear también algunos lotes de peces frescos para ver si en esas
condiciones de conservacion se observa algun virus viable. Sin embargo, estas
partidas de peces “en fresco” proceden del mismo caladero donde se sitan las
granjas de acuicultura, con lo cual no hay ningun riesgo de introducir virus exéticos
en la fauna icticola local.

Como conclusion, el riesgo de transmisién de enfermedades viricas a través de la
carnada que se utiliza en la alimentacion del atun rojo (Thunnus thynnus) en las
granjas del litoral del sureste espanol resulté nulo en las partidas chequeadas, ya
que no se obtuvo ningun virus viable que pudiese desarrollar enfermedades. Sobre
la causa de la ausencia de virus viables, no podemos distinguir si se debe a una
ausencia en origen de infecciones viricas en los peces o por el contrario, si los
procesos de congelacion industrial a los que se someten este tipo de producto
eliminan los virus presentes en los peces.

La realizacién de controles rutinarios sobre el alimento de los atunes minimiza el
riesgo real de introduccién de enfermedades exéticas y debe ser considerado e
integrado dentro de la programacion de los controles que constituyan un Plan de
Vigilancia Epidemiolégica en aquellas zonas en las que se cultiva atun rojo.
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2.4.8. ENFERMEDADES PARASITARIAS

La patologia de origen parasitaria tiene un gran interés en piscicultura marina, tanto
por el grado de incidencia como por las consecuencias econdmicas sobre las
empresas. Algunas de las enfermedades que mas preocupan al sector, tanto por su
incidencia actual como futura, tienen este origen en este tipo de enfermedades.

Dentro de los objetivos planteados en el proyecto, se propuso que parte de los
ejemplares estudiados para el diagnostico virol6gico serian sometidos ademas a un
estudio parasitolégico, con el fin de recabar la maxima informaciéon y con vistas a
plantear futuros trabajos de interaccién granjas-fauna silvestre desde el punto de
vista del riesgo derivado de este tipo de agentes, de tanto incidencia en la
acuicultura marina.

Los estudios parasitoldégicos han sido realizados principalmente por el grupo de
investigacién de Murcia con el apoyo del Departamento de Sanidad Animal de la
Facultad de Veterinaria de Murcia. Los resultados de los demas grupos de
investigacién se expondran al final del apartado.

2.4.8.1. Estudios parasitos en Murcia

Los parasitos estudiados han sido los siguientes:

Anisakis
Ceratothoa
Enteromixus
Anguilicola
Cardicola

A continuacion se describen brevemente los estudios realizados, asi como los
resultados obtenidos para cada uno de los parasitos:
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Anisakis

Los resultados obtenidos en este apartado consideramos que son de gran
importancia para el sector, el cual reclama a la administracién sanitaria que rebaje
los requisitos en referencia a anisakis a los ejemplares de peces procedentes de la
acuicultura, pues argumentan la ausencia de este parasito en este tipo de peces. Sin
embargo son minimos los trabajos de investigacién que han abordado este tema,
especialmente en las especies cultivadas en mediterraneo.

Como resultado del trabajo realizado se ha publicado el siguiente articulo:

Absence of Anisakis Larvae in Farmed European Sea Bass (Dicentrarchus labrax L.)
and Gilthead Sea Bream (Sparus aurata L.) in Southeast Spain.
Journal of Food Protection. Vol 73 N2 7. 2010. Pages 1334- 1334

El Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y Marino, a demanda del sector, ha
iniciado tramites para intentar eliminar ciertos requisitos sanitarios sobre anisakis en
las especies de acuicultura mediterranea, en linea a los movimientos que se realizan
en paises del Norte de Europa en referencia a los salménidos. Entre los argumentos
cientificos utilizados, se ha presentado el articulo anteriormente mencionado, el cual
fue remitido en agosto de 2010 al presidente del Grupo de Expertos de Higiene de
los Alimentos para su posterior remisibn a la EFSA (European Food Safety
Authority).

A continuacién se describen los datos mas relevantes del estudio realizado, si bien
no se corresponde con el articulo anterior, el cual se puede consultar en el apartado
de difusion de la presente memoria:

La presencia de larvas de anisakis en el pescado de consumo humano supone un
riesgo para la salud publica. Con el fin de disminuir la incidencia de esta zoonosis,
las autoridades sanitarias a nivel europeo promulgaron diversa normativa la cual ha
tenido su reflejo a nivel nacional en el Real Decreto 1420/2006. La aplicacién de esta
normativa ha provocado reacciones contrarias en diversos sectores y ha suscitado
una polémica sobre la ausencia o no de este parasito en los ejemplares procedentes
de la acuicultura. No hay estudios sobre la presencia de anisakis en ejemplares
procedentes de acuicultura marina mediterranea, justificandose por el sector su
ausencia en estudios realizados basicamente en el Norte de Europa (Lunestad,
2003). Resulta de gran interés verificar la ausencia de larvas de este parasito en los
productos de la acuicultura, lo cual puede aportar un valor anadido a estas
producciones.
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Estudio sobre peces engordados en instalaciones acuicolas en mar abierto de la
Regién de Murcia entre los anos 2.006 y 2.009. Los ejemplares eran de talla
comercial o proxima a ella. La distribucién temporal y por especies se detalla en la

tabla 1.
Tabla 1. Distribucion temporal y por especies de peces analizados
ARo Dorada Lubina Total Ano
2006 66 34 100
2007 152 57 209
2008 251 105 356
2009 143 43 186
Total Especie 612 239
Total Estudio 851

Distribucién de los ejemplares por tamanos:

700+

600+

500+

400+

300+

200+

100+

Alevines

Precomercial

Comercial

Distribucién temporal de los muestreos:

Afio Especie
2006 Dorada
Lubina
2007 Dorada
Lubina
2008 Dorada
Lubina
2009 Dorada
Lubina
Total

GESTION SANITARIA
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Todos los ejemplares fueron necropsiados por personal del Servicio de Pesca y
Acuicultura en las instalaciones del Centro de Recursos Marinos de San Pedro del
Pinatar anotandose las caracteristicas morfométricas habituales. Posteriormente
fueron sometidos a un examen visual completo, tanto de la cavidad abdominal como
de los érganos del aparato digestivo, para detectar la presencia de larvas libres de
anisakis y posteriormente fueron sometidos a una digestion artificial de musculo para
detectar la presencia de larvas en dicho tejido siguiendo la sistematica descrita por
Osanz (2001):

El cuerpo del pez era desprovisto de cabeza, cola y columna vertebral con el fin de
introducir la musculatura del pez en una solucion de digestidén. Solucién de digestion
compuesta por: 25 ml de acido clorhidrico al 37%, 10 g de pepsina 1:3000 y agua
destilada hasta completar el litro.

En vaso de precipitados se afnadia la muestra y la solucién de digestién en una
proporcion 1:2. Se incuba en estufa durante 24 horas a 372C. Finalizada la digestion,
el contenido era agitado y examinado sobre placa de Petri bajo lupa. Como control
de la técnica de digestion artificial, se realizaron pruebas con larvas de anisakis
obtenidas en peces procedentes de pesca extractiva para corroborar la resistencia
de los nematodos a la solucién acida utilizada.

Larva de anisakis tras la digestion artificial utilizada como control positivo

Resultados y Discusion
No se encontré ninguna larva de anisakis en los ejemplares examinados, ni

mediante la inspeccion visual ni en la prueba de la digestion de tejido muscular.
Nuestros resultados coinciden con los de Lunestad (2003) en salmones, quien
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muestred 1180 peces, realizando también inspeccion visual y digestién artificial de
musculo. Excepcionalmente, Marty (2008) encontré una larva de anisakis en
intestino de salmén cultivado en Canada.

Existen muchos estudios sobre prevalencia de larvas de anisakis en peces
procedentes de pesca extractiva. En estos estudios se analizan multitud de
especies, estableciéndose en algunos trabajos recopilatorios las especies mas
frecuentemente infestadas (Ferre, 2001), no apareciendo la dorada ni la lubina entre
ellos.

La ausencia de anisakis en pescados de acuicultura de nuestro litoral puede deberse
a diversos factores: El mas importante parece ser la alimentacién. Lo cierto es que la
alimentacion artificial mediante pienso limita enormemente que los peces criados en
jaulas en mar abierto entren en contacto con la fuente de infestacidon que serian
pequefios crustdceos o incluso peces de menor tamafio como ocurre en los peces
silvestres. La alimentacion artificial de este tipo de peces impediria el acceso a las
larvas del parasito ya que los procesos tecnolédgicos industriales impiden la viabilidad
de las posibles larvas presentes en la materia prima con la que se fabrica el pienso.
La alimentacion ad limitum implica un saciamiento de los animales a lo cual
contribuye la gran adaptacion de ambas especies a la alimentacion artificial

Las especies cultivadas tradicionalmente en nuestras costas son la dorada y la
lubina, las cuales no se citan como especies normalmente infectadas (Ferre, 2001).
Aunque se trata de una parasitosis cosmopolita, tal y como cita el anterior autor, la
temperatura del agua parece ser de gran importancia, siendo mas frecuente en
aguas frias y polares, lo cual implica que las aguas del Mediterraneo, bastante
calidas, sean menos favorables para el ciclo de vida de estos nematodos. Los datos
de distintos estudios, como el de Fernandez-Buendia (2005), corroboran que el
grado de infestacién en los peces del Atlantico es mucho mayor que el de los peces
procedentes del Mediterraneo. La prevalencia mas baja en el Mediterraneo también
puede estar influida por un menor nimero de hospedadores definitivos.
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Ceratothoa

La cria intensiva de peces conlleva sistemas de cultivo con elevadas
concentraciones de ejemplares, lo cual facilita la aparicion y difusion de
enfermedades. La presencia de crustaceos parasitos en los peces silvestres es un
hallazgo relativamente frecuente. Dentro de este tipo de parasitos, Ceratothoa
oestroides (Riso, 1826) es un is6podo que se desarrolla en el interior de la cavidad
bucal, lo cual provoca trastornos mecanicos e irritativos en el hospedador, pero
ademas puede producir anemia, inmunosupresion y en determinados casos la
muerte del pez. Este parasito supone un potencial riesgo para la acuicultura
mediterranea, pudiendo producir graves perjuicios econémicos en las instalaciones
afectadas. Esta patologia no ha sido descrita en instalaciones de acuicultura de
nuestro litoral, pero si lo ha sido con consecuencias graves en cultivos de dorada y
lubina en Grecia, Turquia y en el Mar Adriatico.

Especies Ceratothoa del Atlantico Noreste y Mediterraneo (Horton, 2000): C.
steindachneri, C. capri, C. collares, C. italica, C. oestroides, C. oxyrrhynchaena, C.
parallela.

Adultos en cavidad bucal, donde aparecen normalmente macho y hembra.La
hembra gravida tiene 400-450 larvas y estd permanentemente en fase reproductiva.
Poca informacién sobre influencia factores sobre fecundidad, si bien la temperatura
elevada favorece fecundidad. Julio parece ser mes Optimo de reproduccion.
Ceratothoa sp son hermafroditas proteranticos.

C. oestroides en cavidad bucal de boga Hembra (izquierda) y macho (derecha)
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C. oestroides tiene una amplia variedad de hospedadores, entre los que destaca la
boga (B. boops), diversas especies de Centracanthidae y otros Sparidae, en menor
medida sardina (C. pilchardus), jurel (Trachurus sp.), salmonete (Mullus sp.) y
brétola (Phycis sp.) (Kirkim et al. 2008). Dorada (S. aurata) y lubina (D. labrax) no
parecen ser hospedadores naturales. Las instalaciones de acuicultura marinas
ejercen un efecto de atraccion de abundantes peces silvestres. Esta atraccion se
debe al efecto combinado de la presencia de alimento artificial, atraccién quimica
procedente de los peces estabulados y al efecto que ejercen las jaulas como FADs
(Fish Attraction Devices). Estudios sobre granjas del sureste peninsular (Dempster et
al., 2002) sitian como las especies mas frecuentes: boga, alacha (S. aurita), jurel,
mujol (Mugilidae), palometa (T. ovatus) y oblada (O. melanura). Resulta por ello de
gran interés comprobar el nivel de prevalencia de este parasito en estas especies
merodeadoras.

Material y Métodos

Se procedié a la recoleccion de ejemplares de boga, alacha y jurel tanto del exterior
de las jaulas de acuicultura como del interior de las mismas, ya que es muy
frecuente que las especies merodeadoras, en distintas fases de la cria, pero
especialmente en las operaciones de cambio de red, queden atrapados en el
interior. También se chequearon ejemplares de dorada y lubina procedentes de las
mismas instalaciones, situadas en el Poligono Acuicola de San Pedro de Pinatar en
la zona norte del litoral de Murcia. Los peces fueron sometidos a un meticuloso
examen de la cavidad bucal para la busqueda de las formas adultas del parasito. El
muestreo se realiz6 entre mayo y agosto de 2007 y el nimero de ejemplares por
especie se refleja en la tabla 1.

Tabla 1. NUomero de ejemplares chequeados por especie y origen

Exterior Jaulas Interior Jaulas Total

Boga 71 142 213
Jurel 33 5 38
Alacha 29 17 46
Dorada -- 152 152
Lubina -- 57 57
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Resultados y Discusion

De las tres especies silvestres analizadas, sélo se encontr6 el parasito (parejas de
macho y hembra) en boga. En el caso de las bogas obtenidas en el exterior de las
jaulas, la prevalencia fue de un 9,8% (7 de 71) frente a una prevalencia del 3,5% en
los ejemplares procedentes del interior de las jaulas (5 de 142). Matasin y Vucinic
(2008) encuentran en el Adriatico una prevalencia en boga no asociada a jaulas del
12,8 %, lo cual esta en concordancia con nuestros resultados. En la bibliografia
consultada se considera a esta especie como la que presenta una prevalencia
netamente superior que el resto de especies. Para el total de los ejemplares de esta
especie, la prevalencia fue de un 5,6 %. Los ejemplares de jurel y alacha no estaban
infestados, hecho si descrito por otros autores tanto en jurel como en sardina (Kirkim
et al. 2008).

Los ejemplares de acuicultura, tanto dorada como lubina, no presentaban en ningun
caso el paréasito. Hasta la fecha no ha sido descrita esta patologia en nuestras
costas, pero si han acaecido episodios graves en piscifactorias marinas de Grecia
(Sarusic, 1999), Turquia (Horton y Akamura, 2001) y en el Adriatico (Mladineo,
2003). Las instalaciones de acuicultura de nuestro litoral estan normalmente
situadas lejos de paredes y fondos rocosos, sobre una columna de agua elevada y
con gran renovacion de agua, todo lo cual dificulta la infestacién de los ejemplares
de acuicultura, que pasan toda su fase de engorde en esas condiciones. Ademas los
adultos de C. oestroides no pueden migrar de un hospedador a otro. En cualquier
caso, es necesario realizar un seguimiento sobre la epidemiologia de este parasito.
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Anguillicola

La infeccion por el nematodo Anguillicola crassus es considerada uno de los factores
que han contribuido al descenso de las poblaciones naturales de anguilas europeas.
Varios estudios han demostrado que A. crassus esta bastante extendido en Espana
(Korta y Diaz, 2008). No obstante, existen todavia algunos rios espafoles que no
han sido colonizados por este nematodo y otros ecosistemas, tales como el Mar
Menor, en los que se desconoce su prevalencia. Los ecosistemas marinos fueron
inicialmente considerados una barrera natural para la diseminacion de A. crassus
(Van Banning y Haenen, 1990), pero estudios posteriores demostraron la existencia
de anguilas infectadas por este nematodo en mar abierto y en aguas costeras
salobres (Koie 1991, H6glund et al. 1992).

Inmaduro o anguila verde (arriba) y adulto o anguila plateada (abajo)
Material y Métodos

Las formas parasitarias adultas halladas en el lumen de la vejiga natatoria se
conservaron en etanol al 70% hasta su identificacion. Las vejigas natatorias se
digirieron (45 min, 38 °C), en una solucién de pepsina al 1,5% (actividad proteolitica
1:10.000) y acido clorhidrico al 1,5% en agua destilada. ElI material digerido se lavé
mediante centrifugacién (5009, 5 min) y se contaron las distintas fases parasitarias
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en una camara de Favatti. Los resultados obtenidos se analizaron mediante el test
estadistico de Mann-Whitney.

Resultados y Discusion

Nematodo Anguillicola crassus junto a la vejiga natatoria de anguila de donde se
extrajo

Muestreo de distintos tejidos de anguila para la realizacién de estudios
parasitolégicos e inmunoldgicos

Este es el primer estudio que demuestra que A. crassus puede completar su ciclo
bioldgico en ecosistemas con salinidades por encima de 35 g/l. Kirk et al. (2002)
demostraron que un 15-21% de los ejemplares de A. crassus adultos utilizados en
una infeccion experimental con anguilas marinas no fueron capaces de soportar el
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estrés osmotico. No obstante, de acuerdo con Kirk (2003), las Unicas limitaciones
para la diseminacién de A. crassus son temperaturas menores a 4 °C y la falta de un
hospedador intermediario adecuado. En aguas continentales se han descrito varios
hospedadores intermediarios. Eurytymora affinis, el copépodo considerado
hospedador intermediario de A. crassus en aguas marinas, no ha sido descrito entre
el zooplancton del Mar Menor (Gilabert, 2001). Por tanto, la elevada salinidad de las
aguas del Mar Menor, ademas de la falta de un hospedador intermediario adecuado,
podrian explicar la baja prevalencia de A. crassus en las anguilas procedentes de
esta laguna salada.
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Tabla 1. Anguillicola crassus. Prevalencia, intensidad de parasitacion y abundancia
en anguilas europeas procedentes del Mar Menor

Mar Menor (N =109)
Prevalencia total (%) 3,67
Prevalencia de hembras 41,66
(%)
Adultos Prevalencia de machos (%) 16,66
Sexo sin determinar (%) 41,66
Intensidad 3 (1-9)
Abundancia (DS) 0,11 (5,3)
Prevalencia (%) 4,59
Larvas L2% Intensidad 8.666 (1- 42.960)
Abundancia (DS) 397,52 (22.232,92)
Prevalencia (%) 0,92
Larvas L3 Intensidad 1(1)
Abundancia (DS) 0,01 (0)
Prevalencia (%) 0
Larvas L4 Intensidad 0
Abundancia (DS) 0
Prevalencia (%) 4,59
L3+L4+Adultos® Intensidad 2,6 (1-9)
Abundancia (DS) 0,12 (5,3)
Carga total Prevalencia (%) 7,34
parasitaria Intensidad 5.417,87 (1-42.969)
Abundancia (DS) 397,64 (19.007)

2 Huevos conteniendo larva L2 o larva L2 eclosionada, ® para facilitar la comparacion
con la bibliografia se ha calculado la carga total parasitaria sin incluir los estadios de
larva L2. DS = Desviacion estandar.
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Enteromyxum leei

El objetivo del proyecto era realizar un estudio epidemioldgico de la prevalencia de
Enteromyxum leei (Myxosporea: Bivalvulida), en la region de Murcia. Este parasito
produce una enteritis severa responsable de importantes mortalidades en la
acuicultura marina. Aunque no se conoce el ciclo completo de este mixosporidio, ni
se ha demostrado la participacibn de un hospedador intermediario, se ha
comprobado que se puede transmitir directamente entre los peces. Este hecho, junto
el amplio de rango de hospedadores, es sumamente importante desde el punto de
vista epidemiolégico, ya que contribuye a la rapida dispersion de esta enfermedad
para la que no existe tratamiento

Material y métodos: Tal y como estaba programado, el estudio se ha realizado a

tres niveles: peces de acuicultura, peces silvestres de especies de interés en
acuicultura y peces de especies que no se cultivan pero potencialmente
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transmisores del parasito. En total se han muestreado 493 peces (Tabla 1). Debido
al tiempo transcurrido entre la muerte de los animales y la fijacion de los tejidos,
doce muestras presentaban un alto grado de autolisis que impedia un diagnostico
adecuado de la infeccidn. Estas muestras no han sido contabilizadas en los calculos
de la prevalencia. A continuacion se detalla las muestras tomadas de cada especie
estudiada:

- Peces de acuicultura: se han muestreado en total 293 peces de
acuicultura, 163 doradas y 135 lubinas.

- Ejemplares de especies cultivada procedentes del medio natural: 24
doradas y 29 lubinas.

- Ejemplares de especies no cultivadas: Enteromyxum leei ha sido
hallado en gran nimero de especies silvestres, por lo que resulta de
gran interés estudiar la posible transmision entre especies silvestres y
cultivadas. Para ello se han muestreado 122 peces no cultivados pero
que estaban dentro de las jaulas de acuicultura; bogas (90), jureles
(12) y alachas (20).

- También se ha realizado un control sanitario sobre los alevines que
iban a ser introducidos en granjas de nuestra Region. Para ello se
han muestreado, 20 alevines de dorada.

Tras la necropsia de los animales y el examen en fresco, se obtendra fragmentos del
intestino posterior que se fijaran en formol al 10%, se incluiran en resina acrilica
Technovit 7100 (Kulzer, Heraeus, Alemania) mediante métodos estandar, se cortaran
mediante microtomo a 1,5 um de grosor y se tefiiran mediante la técnica Giemsa.

Resultados y Discusion: en la tabla 2 aparece reflejada la prevalencia de E. leei
detectada en las diferentes especies asi como la prevalencia de otros parasitos
detectados. La prevalencia de E. leei fue del 0.8% del total de peces procesados y
del 2.2% de las doradas cultivadas. La intensidad de la infeccién fue muy alta en el
caso de las muestras n® 184 y 149 y muy baja en el caso de las muestras n® 85y 86.
Se ha observado la presencia del coccidio Eimeria sparis en el 12.5% de las doradas
silvestres, asi como la del mixosporidio Sphaerospora dicentrachi en el 17.2 % de
las lubinas silvestres y en el 1.48 % de las lubinas cultivadas. En el 1.84% de las
doradas cultivadas se ha observado la presencia de grandes granulomas,
fundamentalmente en la serosa del intestino y en la grasa adyancente aunque
también en infiltrando las distintas capas del intestino. Podria tratarse de la
respuesta del hospedador a infecciones bacterianas. No obstante con las muestras
tomadas para este estudio no podemos confirmar este dato.

Inicialmente detectado en Chipre, Enteromyxum leei, se ha asociado posteriormente
con morbilidades y mortalidades en Grecia, Francia, Turquia, Italia y Espafna, no solo
en doradas sino también en otros esparidos. El parasito muestra una afinidad muy
estricta por el intestino del pez, donde tiene lugar su desarrollo hasta la formacion
de las esporas. En este proceso produce importantes lesiones, consistentes en una
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enteritis severa con acumulacién de liquido en el tracto digestivo y desprendimiento
del epitelio. Los peces dejan de comer casi totalmente y no aprovechan el alimento
que ingieren, lo que lleva a la extrema delgadez que se observa y que conduce
finalmente a la muerte del pez.

En infecciones leves o moderadas, el parasito se localiza intercelularmente,
sin producir dafo celular aparente, causando Unicamente la compresion
mecanica de los enterocitos adyacentes. En infecciones avanzadas, las
lesiones son mucho mas evidentes, y la estructura de la mucosa intestinal
parece claramente alterada, por lo que se llega a producir descamacién del epitelio
y hemorragias, con la consiguiente liberacién de parasitos en el lumen intestinal.
La enfermedad progresa con mayor rapidez en el sargo, que demas muestra
prevalencias e intensidades de infeccibn mayores, y lesiones histopatolégicas
mas marcadas, que la dorada.

Sin embargo, en la dorada es donde se producen en la actualidad el mayor numero
de casos al estar extendido su cultivo. Se trata tal vez de la patologia por parasitos
mas importante en las especies cultivadas en el litoral Murciano. La peligrosidad de
este parasito radica basicamente en que se ha demostrado que tiene un ciclo directo
de transmision, lo que hace que pueda transmitirse de pez a pez muy facilmente. No
existen tratamientos efectivos contra este parasito.

Tabla 1: Numero de animales muestreados de cada especie de pez. Entre
paréntesis aparece reflejado el nimero de muestras que no presentaron autolisis.

ESPECIE N2

Cultivada 183 (179)
Dorada Sparus aurata

Silvestre 24 (16)

Cultivada 135 (135)
Lubina Dicentrarchus labrax

Silvestre 29 (29)
Alacha Silvestre Sardinella aurita 20 (20)
Jurel Silvestre Trachurus spp. 12 (12)
Boga Silvestre Boops boops 90 (90)

TOTAL 493 (481)
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Tabla 2. Prevalencia en tanto por ciento de los parasitos detectados el intestino de
los peces muestreados mediante técnicas histolégicas. Entre paréntesis aparecen
reflejados el nUmero de animales positivos. - = negativos.

Enteromyxum leei 22(4)

Eimeria sparis 12.5(2)

Eimeria sparis en intestino de dorada
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Sphaerospora dicentrachi en intestino de lubina
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Cardicola

Los patégenos que afectan a los atunes son relativamente desconocidos. Sl bien la
experiencia acumulada los ultimos 15 afos en el engorde de esta especia apunta a
la no presencia de enfermedades graves en el ciclo de manejo de esta especie, es
necesario la valoracién de patégenos potenciales.

El objetivo en el desarrollo de esta especie es conseguir cerrar el ciclo de su cultivo,
lo cual implicara una intensifiacién en su manejo y probablemente un incremento en
la manifestacion de patégenos cuyos efectos en condiciones normales no
comprometen la salud de los ejemplares. En el presente trabajo se analiza uno de
los principales parasitos descritos. El muestreo empezd a realizarse a finales de
2006, pero los analisis y pruebas diagndsticas se han realizado bajo el auspicio del
presente trabajo, igual que een los afos posteriores del estudio.

Prevalencia de Cardicola forsteri (Digenea: Sanguinicolidae) en atun rojo
Thunnus thynnus (Scombridae), en jaulas de engorde en el Mediterraneo.

RESUMEN

La prevalencia del trematodo Cardicola forsteri en el atdn rojo del Atlantico se ha
investigado. El analisis parasitolégico incluyé el examen visual del corazén para la
presencia de incidencia de adultos y analisis macroscépico e histopatolégico de las
branquias para evaluar la presencia de lesiones causadas por los huevos de C.
forsteri. No se hallaron parasitos adultos en el corazén. Algunas de las branquias
expuestas presentaban pequefios focos amarillos. Huevos enquistados del parasito
se encontraron en secciones de tejido branquial en el 28,7% de las muestras de
atun. Una respuesta inflamatoria leve se observé alrededor de la mayoria de estos
huevos, mientras que en algunos casos los huevos estaban encapsulados por una
reaccion granulomatosa. A pesar de la ausencia de lesiones graves en los atunes
infectados, C. forsteri puede combinarse con otros agentes para causar grandes
problemas y en el futuro, cuando el ciclo de cria de atun este cerrado, el impacto
potencial de este parasito  sanguinicola debe ser considerado.

Palabras clave: El atun rojo, Cardicola, duela, Sanguinicolidae.
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INTRODUCCION

El atin de aleta azul (atan rojo, Thunnus thynnus, L. 1758) es un pez explotado por
la pesca comercial durante siglos en todo el area mediterranea. Debido a la
creciente demanda de este pez unico en el mercado de sashimi, sushi, una
acuicultura basada en la captura de ejemplares del medio natural se ha desarrollado
en el Mar Mediterraneo en la ultima década. Esta actividad consiste en la captura de
individuos adultos, durante los meses de mayo de junio, que ingresan con fines de
reproduccién en el Mediterraneo. Después de la captura, los peces se introducen en
jaulas flotantes donde permanece por un periodo de aproximadamente seis meses
alimentados con pescado de alto contenido de grasa. Después de este periodo, los
atunes son sacrificados en las jaulas flotantes, inmediatamente cargado en un
buque-factoria y enviados a los mercados japoneses.

Entre los problemas patol6gicos reportados en el atun criado, el parasito sanguineo
Cardicola forsteri (Digenea: Sanguinilicodae), se han sefialado como un riesgo grave
para la salud de atin (Nowak et al. 2006). Inicialmente se identificé en la poblacion
australiana de atun del sur de cria (Cribb et al. 2000), este hallazgo se informé mas
tarde en atun rojo (Mladineo y Tudor 2005, Mladineo 2006 y Nowak et al. 2006).
Sanguinicolas son parasitos de peces marinos y de agua dulce (Smith 1997). La
mayoria de las especies se encuentran en el corazén, bulbo arterioso y la aorta
ventral (Kirk y Lewis 1996). Una vez establecido, el parasito adulto pone huevos que
viajan a las branquias donde se alojan. Aqui los huevos eclosionan y salen de la
agalla como miracidios de vida libre. Estos miracidios infectar un huésped intermedio
en el que penetran y donde se realiza la reproduccion asexual. Bivalvos y poliquetos
se han reportado como hospedadors intermediarios para algunas especies de
sanguinicolas marinos. Cercarias salen de los hospedadores intermediarios y buscar
activamente el huésped definitivo, un pez, para lo que penetran en la piel del
huésped y trematodos juveniles intenten alcanzar el sistema circulatorio en los que
se someten a una migracién a un sitio definitivo donde maduran (Smith, 1997).

C. forsteri no ha estado directamente relacionada con episodios de mortalidad de
atun cultivado, aunque si en combinacién con otros cambios drasticos como la
floracion de algas toxicas (Munday y Hallegraeff, 1998) o cuando los ejemplares
pequenos estaban muy infectados. Sin embargo, la infeccion esta presente en el
atun salvaje en bajo nivel, y se agrava durante el ciclo de cria en confinamiento
(Colquitt et al., 2001). A medida que el impacto de sanguinicolas en jaulas de atun
criado no debe dejarse de lado, el objetivo del presente trabajo fue estudiar la
prevalencia de forsteri C en atun rojo criado en el oeste del Mediterraneo, en las
costas murcianas.
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MATERIAL Y METODOS

Entre noviembre de 2006 y diciembre de 2008, seis granjas de atun rojo ubicado en
la Regién de Murcia se muestrearon un total de 108 BFT (Tabla 1). Los animales
muestreados fueron sacrificados bajo el agua y luego izados por la cola a la cubierta
del barco. Agallas y corazén fueron recuperados a bordo inmediatamente después
del sacrificio. Para histologia, un total de cuatro piezas de 1 cm de largo de branquia
se obtuvieron de cada atun e inmediatamente fijados en formalina neutra tamponada
al 10%. El resto de branquia y el corazén se recogieron de forma individual en
bolsas de plastico, que se transportan al laboratorio y almacenadas a -20 ¢ C hasta
su procesamiento. Una vez descongelados, los corazones se disecaron y
enjuagarse con agua para eliminar cualquier parasito adulto. El contenido se vertio
en placas de Petri y fueron examinados para detectar la presencia de parasitos
adultos usando un microscopio estereoscépico (SMZ 800).

Branquias individuales también fueron examinados bajo el microscopio
estereoscépico. Debido a la naturaleza 6sea de las branquias de atun, es necesario
descalcificar las muestras en una mezcla de 5% de EDTA y 3% de acido clorhidrico
de 24 horas, seguido de 60 minutos de lavado en agua dulce. Las muestras fueron
luego incorporados en bloques de parafina, cortadas y tefidas con hematoxilina y
eosina (H & E), segun los procedimientos estandar. Las secciones se examinan bajo
un microscopio (Nikon) y las lesiones fueron fotografiadas usando foto-archivo
adjunto.

RESULTADOS

Todos los corazones eran macroscopicamente normales y no se observaron
parasitos adultos de los corazones. El examen histopatol6gico informé la presencia
de huevos en consonancia con los descritos para sanguinicolas (Smith, 1997) en las
branquias del 28,7% del atun muestreado (Fig. 1). El nimero de huevos observados
en las secciones de los filamentos individuales vari6 entre 1 y 165. Los huevos
encontrados en las branquias aparecen en diferentes grados de desarrollo miracidia.
Los huevos mas pequerios, de apariencia esférica varié de diametro 14 a 26 micras.
Huevos mas grandes y alargados, que al parecer habian iniciado el desarrollo
miracidia, subieron a 36,6 micras de largo. Una respuesta inflamatoria leve se
observé en torno a algunos de los huevos, mientras que de vez en cuando, los
huevos individuales fueron encapsulados por una reaccién granulomatosa (Fig. 1),
que consistia en células epitelioides y linfocitos rodeados por fibroblastos y fibrocitos
en las lesiones mas antiguas. Algunos de los huevos se observaron en las arterias
aferentes filamentosos, pero la mayoria de ellos habian atravesado los capilares de
las laminillas branquiales, por lo observado en las laminillas (Fig. 1), o en el lado
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eferente. En 14,8% del atiun muestreado, no se encontraron huevos de parasito en
las branquias, pero una patologia localizada idiopatica de enmalle se detectd, que
incluia la congestion, la fusién de laminillas secundarias, hipertrofia del epitelio
estratificado interlamelar e infiltrados focales de los macréfagos y los linfocitos.

DISCUSION

La prevalencia detectada en el presente estudio (28,7%) fue similar a la prevalencia
reportada por Deveney et al. (2005) en el atin rojo del sur, quienes observaron un
31% de infeccién. Mladineo (2006) detect6 la presencia de huevos de C. forsteri,
pero no parasito adulto, en el 63,34% del atun rojo en muestras recolectadas en el
Mar Adriatico. Las diferencias entre estos estudios podria deberse al hecho de que
algunas de las muestras de atin en este Ultimo estudio fueron las muestras de
ejemplares encontrados muertos en una granja de atun Adriatico asociados a
patdgenos que pueden tener predisposicion a la infeccion por C. forsteri.

A pesar de que el atun muestra en el presente estudio muestra un elevado numero
de huevos y granulomas, sin un aislamiento del parasito adulto, este hallazgo sigue
siendo s6lo una hipoétesis de infeccién por Cardicola spp. Sin embargo, la patologia
descrita, de etiologia aun discutible, muestra un gran efecto sobre los animales y, sin
duda, induce cierta presidén sobre el consumo de oxigeno. Otros autores también
han fracasado en encontrar la forma adulta de atun rojo en C. forsteri incluso a
pesar de los huevos se registraron en las branquias (Mladineo y Tudor, 2004;
Mladineo, 2006). Aiken et al. (2006) observaron que cuando la temperatura del agua
disminuye, la intensidad y prevalencia de la infeccion por C. forsteri de atun rojo del
sur se redujo después de un pico inicial. Descensos similares en intensidad y / o
después de un pico de prevalencia se ha observado en otras especies de peces
cultivados infectados por sanguinicolas. Ogawa y Fukudome (1994) investigaron en
Seriola dumerili la mortalidad en masa en Japo6n, causada por cardicola spp. La
infeccion tiene un ciclo anual, se inicia la invasién por cercarias en septiembre, los
huevos se acumulan en las branquias y el corazén de noviembre, y la mortalidad,
que se producen en los meses de invierno, de diciembre a marzo, disminuye con la
temperatura del agua cada vez mayor. Excepto seis peces muestreados de octubre,
todos los BFT utilizados en el presente estudio se tomaron muestras en los meses
de invierno. El bajo numero de trematodos adultos infectados por el atun, debido a
las bajas temperaturas, y su ubicacidén hipotética en la aorta ventral o en los vasos
cefélica o dorsal, no muestreadas en este estudio, podria explicar la falta de adultos
C. forsteri observado.

Aunque la correlacion entre la intensidad de la infeccion y el crecimiento medido
como indice de condicibn no ha sido reportada (Aiken et al. 2006), un efecto
negativo debe ser considerado como lesiones que ocurren comunmente en las
branquias y se supone que son causadas por la presentacion y la eclosion de los
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huevos de C. forsteri (Colquitt, 1999). Sin embargo, esta patologia no consideramos
que pueda ser significativo en los niveles de infeccion visto durante la temporada de
muestreo reportados, ya que las lesiones no obstruian demasiadas branquias. Los
atunes parecen ser capaces de compensar la presencia de lesiones debido a la gran
superficie de las vias respiratorias (Colquitt, 1999).

A pesar de no existir patologia en el atln, esto no significa que la infecciéon no se
podria combinar con otros factores para causar una enfermedad grave o muerte
(Colquitt et al., 2001). En general se cree que esta enfermedad predispone a las
infecciones secundarias. En primer lugar la infeccion puede comprometer los
mecanismos inmunolégicos. Kumon et al. 2002), por ejemplo, encontr6 que la
sangre infestado de Seriola quinqueradiata, cuando fueron infestados por la bacteria
patdgena Lactococcus garvieae, tuvieron una mortalidad significativamente mayor
que en los peces no infestadas con el gusano de sangre. Como la infeccion por C.
forsteri puede combinar con otros agentes para causar esos efectos mas
investigaciones sobre la epidemiologia de este parasito son necesarios.

En el futuro, el ciclo de cria de atunes probablemente se extendera a varios afnos
para producir la transformacion del atin rojo "basada en la captura" del Atlantico
(Thunnus thynnus) de la industria en el Mediterraneo en una verdadera acuicultura y
autosostenido. Esto se indispensable para proteger a la poblacion fragil de atun rojo
y para asegurar su recuperacién. Con un ciclo de reproduccién de varios anos,
desde la etapa larval a través del desove, el efecto patolégico de C. forsteri, en un
periodo tan largo de cria, no debe ser descuidado.
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Tabla 1. Distribucién del nimero de ejemplares de atunes muestreados en cada
granja y periodo de tiempo

Numero de BFT Peso medio de los Fecha de muestreo
muestreados lotes (Kg)

Granja 1 20 31 Noviembre 2006
15 202

Granja 2 Diciembre 2006
15 25.5

Granja 3 6 ND* Octubre 2007
6 200

Granja 4 Noviembre 2007
11 40

Granja 5 15 40 Enero 2008

Granja 6 20 40 Diciembre 2008

*ND: No determinado

Figura 1. Huevos de Cardicola forsteri en branquias de Thunnus thynnus (H&E). A.
Diferentes grados de desarrollo de miracidias. B. Vasos aferentes en laminas
secundarias con huevos. C. Una tipica respuesta inflamatoria alrededor de huevo
(punta de flecha), y un atipico granuloma focal (flecha) formado ardedor de huevo.
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2.4.8.2. Estudios parasitos en Galicia

INFORME FINAL DEL GRUPO DE ICTIOPATOLOGIA DE LA FACULTAD DE
VETERINARIA DE LUGO — UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE COMPOSTELA

De conformidad a lo estipulado en el Convenio de Colaboracién 2009/PG330,
2010/AX96, se recibieron un total de 200 muestras procedentes de diversos puntos
del litoral gallego:

- Peces de pesca extractiva de bajura de las lonjas de Celeiro y Burela.

- Peces de pesca extractiva de bajura de la lonja de Vigo.

- Merodeadores del entorno de jaulas de cultivo de la Ria de Ortigueira.

- Merodeadores del entorno de jaulas de cultivo de la Ria de Muros.

Las muestras fueron recogidas por miembros del CPAM bajo asesoramiento del
personal del Grupo de Ictiopatologia de la FVL (GIFVL). Se registr6 el peso y la talla
de cada uno de los individuos muestreados y a continuacién se procedidé a la
realizacion de la necropsia completa, ordenada y sistematica. Los diferentes tejidos
a analizar se fijaron durante un minimo de 48 h en formol tamponado y a
continuacién se procedié al procesado histoldgico de rutina de las mismas.

Se realizaron cortes al micrétomo de 1-3 um de espesor, que posteriormente fueron
tefidos con hematoxilina & eosina (H&E), Giemsa y azul de toluidina, para su
observacion al microscopio 6ptico.

En cada uno de los individuos muestreados se procedié a realizar el examen
histoldégico de los tejidos remitidos, asi como un diagnéstico de las principales
patologias detectadas en cada caso. En algunos casos, los datos procedentes del
estudio histopatoldgico permitieron alcanzar un diagndstico etioldgico preciso de la
patologia existente. Sin embargo, en otras ocasiones fue preciso realizar técnicas
histoquimicas complementarias (PAS, Ziehl-Neelsen, Gram, Tricromico de Masson
y/o Gallego,...) para la identificacién del agente causal.

Los datos obtenidos de cada uno de los especimenes examinados se registraron en
una base de datos creada exclusivamente para tal fin y que se adjunta en el Anexo |.
Esta base de datos facilita enormemente el manejo y busqueda de informacién y
posibilitara en un futuro préximo la confeccion de mapas epidemiol6gicos con las
principales patologias presentes en nuestro litoral.

Las muestras de tejido restantes después de haber realizado el examen histoldgico
se almacenaron convenientemente en formol, de modo que puedan ser utilizadas
para la realizacién posterior de técnicas mas complejas, como inmunohistoquimica y
andlisis de biologia molecular, asi como para el cruzamiento de datos
complementarios con otros grupos de ictiopatologia.
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El estudio histopatologico de los peces remitidos ha permitido hacer una valoracion
del estado sanitario general que presentan las especies de captura mas frecuente en
nuestras costas, identificando las patologias mas comunes, aquellas que afectan a
determinadas especies o0 aquellas que entrafan riesgo zoonédtico. También se han
analizado otros factores determinantes para evaluar las condiciones sanitarias del
pescado, como son la cantidad y tamano de los centros de melanomacréfagos y
otros factores influyentes en la comercializaciéon del pescado, como son la presencia
de quistes y neoplasias.

RESUMEN DE LOS PRINCIPALES HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

A continuacion se describen de forma breve los principales hallazgos
histopatoldgicos, asi como las enfermedades diagnosticadas con mayor frecuencia.

Parasitos

Ichthyobodiasis:

Producida por el protozoo parasito Ichthyobodo necator e I. necatrix. Provoca la
enfermedad conocida comunmente como costiasis. Afecta a las branquias y a la piel,

causando un exceso de mucus, hiperplasia epitelial y edema. (Foto: varias formas
de Ichthyobodo spp. en branquia).

Crytocariasis:

Causada por Crytocarion irritans, es el homélogo de la “enfermedad del punto
blanco” en peces de agua marina. Los peces afectados muestran manchas blancas,
exceso de mucus, letargia, disnea. Puede provocar aumentos importantes de la
mortalidad, combinada con infecciones secundarias (Foto: Crytocarion en branquia)
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Ciliados peritricos:

Se detectaron varias formas parasitarias compatibles con Trichodina sp. vy
Trichodinella sp. Se trata de parasitos comunes de amplia distribucion geografica.
Son comensales y Unicamente son causantes de patologias en infestaciones
masivas, cursando con hiperplasia de laminillas branquiales, fusion lamelar y disnea.
(Foto: tres formas de ciliado peritrico localizadas entre las laminillas secundarias
branquiales).
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Mixosporidiosis:

Hemos detectado diferentes especies de parasitos mixosporidios (formas
morfolégicamente compatibles con Myxidium sp., Mixobolus sp., Sphaerospora
sp.,...) en diferentes érganos y tejidos de los peces examinados, como branquias,
higado, bazo y lamina propia-submucosa intestinal. Los mixosporidios constituyen
un grupo de parasitos metazoos que poseen una elevada importancia en la
acuicultura, debido a la alta morbilidad y mortalidad que provocan muchas de las
especies que conforman este género. (Foto: lamina propia submucosa de intestino,
conteniendo un discreto infiltrado inflamatorio compuesto principalmente por
linfocitos y células granulares eosinofilicas, causado por la presencia de pequefios
quistes que contenian formas parasitarias compatibles con Sphaerospora sp.).

Sin embargo, hasta la fecha, no se han detectado formas parasitarias compatibles
con el mixosporido Enteromyxum scophthalmi, causante de la enteromixosis del
rodaballo en granjas de cultivo, tanto en rodaballos salvajes como en posibles peces
portadores. En algunos casos esto puede ser debido al estado de autolisis en el que
se encontraba el tracto digestivo, o que impedia una correcta evaluacion histolégica
del mismo y la identificacion de posibles estadios parasitarios. (Foto: bazo de un
mugilido en el que se localizan varios granulomas con escasa reaccion fibrosa
circundante, uno de ellos conteniendo estadios parasitarios compatibles con
Myxobolus sp.).
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Microsporidios:

Los microsporidios conforman un grupo de parasitos protozoos intracelulares. Su
crecimiento intracelular da lugar a la hiperplasia de la célula huésped y, en el caso
de algunas especies, la formacién de una masa de diversos tamanos, denominada
xenoma. (Foto: xenoma de Spraguea en tejido nervioso)

Las lesiones ocasionadas por estos parasitos son dependientes de la localizacién en
el hospedador, y suelen provocan emaciacion, letargia, lesiones musculares, pérdida
del valor comercial del pescado... (Foto: piel y paquetes musculares, donde se
localizan varios xenomas de un microsporidio).
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Las especies mas comunes son Glugea sp., Loma sp., Tetramicra sp., Spraguea
sp.,...

Mesomycetozoea:

Es un grupo inusual de protistas que se situan entre los hongos y los animales. En
los tejidos del pez hospedador se suelen localizar esporas latentes que germinan
rapidamente una vez que el pez muere. Su patogenicidad depende de su
localizacion, ya que pueden ubicarse en practicamente cualquier tejido del
hospedador. En los peces muestreados se encontré6 con suma frecuencia diferentes
estadios de Ichthyophonus hofferi en diversas localizaciones. Provocan hiperplasia
lamelar en branquias y granulomas de diversa entidad en diferentes localizaciones
tisulares. (Foto: varios estadios esporozoarios de un mesomycetozoo compatible con
Ichthyophonus sp. en higado).
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Trematodos:

En los peces examinados hemos encontrado trematodos tanto monogenéicos como
digenéicos. Los primeros son basicamente ectoparasitos, mientras que los segundos
pueden invadir diversos tejidos en el interior del pez. En branquias se localizaron
diversas formas de monogeneos de morfologia compatible con Diplectanum sp. y
Furnestinia sp. (Foto: parasito monogeneo, dispuesto entre las laminillas primarias
de un pez. Debido a que no es apreciable el aparato de fijacion, resulta imposible
clasificarlo en monopisthocotileo o poliopisthocotileo).

Dentro de los trematodos digenéicos, hemos detectado infecciones por diferentes
fases de desarrollo de esta clase de parasitos. De tal forma, se describe la presencia
de huevos y oncomiracidios de Sanguinicolidae en capilares branquiales y de
numerosas metacercarias que causasn reacciones granulomatosas en diversos
tejidos del hospedador, debido a sus migraciones. (Foto: varios granulomas de
localizacion multifocal distribuidos a lo largo del parénquima hepatico).
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Cestodos:

Los cestodos o gusanos segmentados constituyen un grupo heterogéneo de
parasitos metazoos, en el cual los peces pueden actuar como hospedador
intermediario o definitivo. Generalmente, este tipo de parasitos es visible a simple
vista y se diagnostican de forma macroscopica, ya que el procesado histolégico de
los tejidos puede ocasionar la pérdida de los parasitos. Sin embargo, en
determinados animales pudimos detectar la presencia de cestodos localizados en la
luz del tracto digestivo. (Foto: dos cestodos en la luz de intestino delgado).

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 217 de 280



MINISTERIO "
DEAGRICULTURA, PESCA  Sreeh s
Y ALIMENTACION

Nematodos:

Los nematodos son gusanos cilindricos no segmentados, que poseen Sexos
separados y un ciclo de vida heteroxeno, con dos o0 mas hospedadores. En alguna
de las especies examinadas en el presente proyecto, fue frecuente la presencia de
nematodos adultos en la luz del tracto digestivo, asi como de larvas enquistadas en
la serosa o en el parénquima de diferentes érganos. (Foto: larva de nematodo
enquistada en el tejido intertubular renal, provocando una moderada reaccion
inflamatoria granulomatosa).

Dentro de los nematodos con importancia sanitaria para el hombre destacan los
pertenecientes al género Anisakidae, por ser causantes de zoonosis. En los peces
muestreados se encontraron abundantes larvas de anisakidos en serosas, higado y
musculo. (Foto: higado contendiendo varias larvas de anisakidos en la serosa asi
como en el interior del parénquima).
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Bacterias:

Tanto en el tracto digestivo como en otros 6Organos internos fue posible la
localizacion de colonias bacterianas de diversa naturaleza. Normalmente se
acompanaban de una reaccién inflamatoria subaguda o cronica de diferente
magnitud. (Foto: colonia bacteriana localizada en bazo y rodeada por una reaccién

fibrosa crénica).

VN S e et L'J?&Llﬁ
En los peces muestreados, destacaban las lesiones producidas por infecciones por
Photobacterium damselae sb. piscicida (Pasteurelosis), Aeromonas sp. y con

Mycobacterium sp. (Micobacteriosis). (Foto: granuloma conteniendo numerosos
bacilos acido-alcohol resistentes. Tincién Ziehl-Neelsen).
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MMCs:

Los centros de melanomacrofagos (MMCs), son estructuras presentes en
practicamente todas las especies de peces, compuestas por la agregacion de
células inmunitarias cargadas de pigmentos con capacidad fagocitica. Se cree que
desempefian un papel esencial en el desarrollo de la respuesta inmunitaria y en la
defensa contra enfermedades. Asimismo se han detectado variaciones en cuanto a
su tamano y/o numero en presencia de diferentes contaminantes acuaticos, de modo
que estas variaciones pueden ser utilizadas como bioindicador de calidad ambiental.
(Foto: bazo de un pez de estudio conteniendo un gran numero de MMCs cargados
de pigmento).
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Neoplasias:

Aunque poco frecuentes, debido principalmente a la corta esperanza de vida de la
mayoria de especies piscicolas, a lo largo de este estudio se detect6 algun tipo de
neoplasia. (Foto: condroma localizado en la laminilla primaria branquial).
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2.4.8.3. Estudios parasitos en Canarias

Enteromyxum leii

Lo hemos encontrado en jaulas de dorada en la isla de Tenerife

Plerocerciodes (Pterobothrium senegalensis)

En la especie pejepeine (Xyrichtys novacula) en las islas de Lanzarote y la Palma,
con una altisima prevalencia en la Isla de la Palma (100%).

Furnestinia echeneis

En ejemplares de sardinas (salvajes) y doradas de cultivo
Diplectanun

En sardinas (salvajes)

Mixosporidium

Kudoa thrysites en besugos

Piojo de mar (Cymothoa banesi)

Sargos, bicudas, chopas, bogas y lubinas de cultivo

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 223 de 280



.
M ¥ MINISTERIO —

@ DEAGRICULTURA, PESCA  SEREERfARiTA -
)2 YAUMENTACION

2.4.9. MEDIDAS EN CASO DE POSITIVO EN PECES SILVESTRES

En la reunién de coordinacién de 19 de junio de 2008 celebrada en Madrid,
técnicos del Sanidad Animal del Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y Marino
indicaron la necesidad de establecer protocolos de actuacién en el caso de aparicion
de enfermedades listadas en la fauna icticola local.

La normativa aplicable (Real Decreto 1614/2008 relativo a los requisitos
zoosanitarios de los animales y de los productos de la acuicultura, asi como a la
prevencién y el control de determinadas enfermedades de los animales acuaticos)
establece de forma pormenorizada las actuaciones a realizar por las autoridades
competentes en sanidad animal en el caso de estas enfermedades en ejemplares de
las granjas de acuicultura, pero no especifica las actuaciones en peces silvestres.

PROTOCOLO DE ACTUACION ANTE LA APARICION DE POSITIVOS A
ENFERMEDADES DE DECLARACION OBLIGATORIA EN PECES SILVESTRES

El Real Decreto 1614/2008, de 3 de octubre, relativo a los requisitos
zoosanitarios de los animales y de los productos de la acuicultura, asi como a la
prevencion y el control de determinadas enfermedades de los animales acuaticos,
supone la normativa de referencia respecto a las medidas a adoptar en caso de
aparicion de determinadas enfermedades potencialmente peligrosas para las
especies acuicolas.

Se especifican las medidas obligatorias a sequir en caso de sospecha y
confirmacion de cualquiera de las enfermedades listadas (exdticas y no exdticas en
zonas libres) en las instalaciones de acuicultura. Estas medidas se completan por
parte del Ministerio mediante el disefio de un Plan de Contingencia, el cual puede
ser consultado en su pagina web. En el Plan se especifican los procedimientos
técnicos, instrucciones y medidas de control para estas enfermedades, asi como
cadena de mando, coordinacion entre autoridades y demas consideraciones tedricas
y practicas.

En el articulo 38 del Real Decreto 1614/2008 se especifican las actuaciones
a sequir para el control de las enfermedades en animales acuaticos silvestres:

1. En caso de que los animales acuaticos silvestres esten infectados o se

sospeche que estan infectados con enfermedades exoticas enumeradas en el anexo
IV, la autoridad competente hara un seguimiento de la situacion y adoptara medidas
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para reducir y, en la medida de lo posible, evitar la propagacion ulterior de la
enfermedad.

2. Si los animales acuaticos silvestres estan infectados, o se sospecha que lo
estan, con una enfermedad no exdtica enumerada en el anexo IV en un territorio,
una zona o un compartimento que haya sido declarado libre de esa enfermedad, la
autoridad competente también hara un seguimiento de la situacion y adoptara
medidas para reducir y, en la medida de lo posible, evitar la propagacion ulterior de
la enfermedad.

3. Las autoridades competentes informaran al Ministerio de Medio Ambiente y
Medio Rural y Marino de las medidas que hayan adoptado conforme a lo dispuesto
en los apartados 1 y 2, para que por éste informe a la Comision y a los demas
Estados miembros.

El Reglamento comunitario 1251/2008, referente a las condiciones y los
requisitos de certificacion para la comercializacion y la importacion en la Comunidad
de animales de la acuicultura y productos derivados y se establece una lista de
especies portadoras. Este reglamento incorpora al ordenamiento una lista de
especies portadoras para cada una de las enfermedades listadas, lo cual implica que
la Comision entiende y distingue entre infeccion y enfermedad. Esto implica que la
presencia de determinados patégenos en peces silvestres no tiene que entenderse
como la aparicion de un foco de enfermedad.

Es necesario, por tanto, definir y establecer cuales son las posibles medidas a
adoptar por parte de las autoridades competentes a la hora de gestionar la aparicion
de alguna de las enfermedades listadas en peces silvestres.

El origen de los positivos en peces silvestres, en principio, puede tener tres
origenes:

- Mortalidades naturales
- Positivos en Programas de Vigilancia Epidemioldgica
- Estudios de Centros de Investigacion

En cualquier caso, la aparicion de positivos de las enfermedades listadas en
peces silvestres, debe de ser puesto inmediatamente en conocimiento de la
Autoridad Sanitaria competente de la Comunidad Auténoma para la adopcion de las
medidas oportunas y para la comunicacion oportuna al Ministerio.

Las actuaciones serian las siguientes en el caso de aparicion en peces
silvestres de mortalidades o sinfomatologia compatible con enfermedades listadas:
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En caso de sospecha

es una zona con instalaciones de acuicultura, se adoptaran las siguientes

Aviso a responsables sanitarios de las instalaciones y, en su caso, a la
Asociacion de Defensa Sanitaria correspondiente.

Incremento de medidas pasivas de prevencion de riesgos biolégicos en las
instalaciones.

Realizar inspecciones por personal experimentado en enfermedades de
acuicultura en todas las instalaciones cercanas. Realizar una encuesta
epidemioldgica, en concreto la reflejada en el Plan de Contingencia del
Ministerio, y se comprobara de forma especifica los siguientes aspectos:

Cria de nuevas especies

Variaciones importantes en sistemas de cultivo y/o alimentacion
Gestion de residuos y en especial de cadaveres

Liberaciones accidentales de peces

Histdrico de patologias y tratamientos

Evolucion de mortandades

En caso de confirmacion

B.1 Zona sin instalaciones de acuicultura

1.

Realizar un Estudio Epidemiolégico. Comprendera como minimo los

siguientes datos:

Variaciones medio ambientales: temperatura, salinidad, focos de

contaminacion.

Variaciones de especies en medio silvestres, tanto de origen natural como
antropogeénico.

Posibles cambios de agua en transporte

Realizar un estudio riguroso sobre la biologia de la especie afectada, con
especial referencia a sus caracteristicas migratorias.

Realizar un analisis filogenético del patégeno encontrado, a fin de poder
compararlo con otras secuencias y variantes descritas.
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2. Realizar inspecciones por personal experimentado en enfermedades de
peces en los puntos de primera venta de pescado silvestre. La duracion de
este control variara en funcion de periodos de incubacion de la enfermedad.
Pe: un control al finalizar periodo de incubacion desde la fecha del positivo y
un segundo control en 15 dias.

3 Toma de muestras en caso de sospecha segun criterios Plan
Contingencia.

4. Seguimiento del Foco: Diserio y ejecucion de un programa de Vigilancia
Epidemioldgica. Este programa de vigilancia investigara la especie que ha
resultado positiva asi como otras especies presentes en la zona que sean
sensibles (definidas en el Real Decreto 1614/2008) o portadoras (definidas
en el Reglamento 1251/2008).

5. Comunicacion al Seprona y a los Agentes Medioambientales.

6. Comunicacion a los Centros de Investigacion con actividad en la zona:
dependientes de las CCAA, IEQO, Universidades, etc.

7. Prohibir la captura de ejemplares silvestres para su introduccion en
acuarios tanto comerciales como privados.

8. Prohibir la captura de ejemplares silvestres para su uso como
reproductores. En su caso se podra autorizar realizando una cuarentena
rigurosa.

9. Prohibir en la zona afectada los cambios y renovacion de agua para
las empresas de transporte.

B.2. Si es una zona con instalaciones de acuicultura

Ademas de las anteriores, se adoptaran las siguientes medidas:

10.Aviso a responsables sanitarios de las instalaciones y, en su caso, a la
Asociacion de Defensa Sanitaria correspondiente.

11. Incremento de medidas pasivas de prevencion de riesgos biolégicos en las
instalaciones.

12. Realizar inspeccion por personal experimentado en enfermedades de

acuicultura en las instalaciones cercanas. Cumplimentar encuesta
epidemioldgica del Plan de Contingencia. De forma especifica comprobar:
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Cria de nuevas especies

Variaciones importantes en sistemas de cultivo y/o alimentacion
Gestion de residuos y en especial de cadaveres

Liberaciones accidentales de peces

Historico de patologias y tratamientos

Evolucién de mortandades

13.En el caso de cria de especies sensibles (Real Decreto1614/2008) o
portadoras (Reglamento 1251/2008) se procedera a realizar una toma de
muestras. Esta toma de muestras se realizara independientemente de la
especie en caso de sospecha. El tamafio de muestra debe garantizar un
95% de intervalo de confianza para una prevalencia esperada del 10 %.
Para ello, se tomara un numero minimo de 30 ejemplares para cada
especie.

14.Si las especies merodeadoras de las instalaciones de acuicultura son
especies sensibles (Real Decreto1614/2008) o portadoras (Reglamento
1251/2008) se procedera a realizar una toma de muestras. Esta toma de
muestras se realizara independientemente de la especie en caso de
sospecha. El tamafo de muestra debe garantizar un 95% de intervalo de
confianza para una prevalencia esperada del 10 %. Para ello, se tomara
un numero minimo de 30 ejemplares para cada especie.
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2.4.10. FORMACION PERSONAL TECNICO DE CAMPO Y LABORATORIO

A. FORMACION GALICIA

El RD 1614/2008 establece en su Anexo VIl (Criterios y requisitos de los planes de
contingencia), punto 9: “El personal debera participar con regularidad en formacion
sobre signos clinicos, investigacion epidemiolégica y control de enfermedades
epizodticas en ejercicios en tiempo real, asi como en formacion sobre capacidad de
comunicacion para llevar a cabo camparias de sensibilizacion sobre enfermedades
en curso destinadas a las autoridades, los responsables de las explotaciones y los
veterinarios”

A su vez el reglamento 882/2004, sobre los controles oficiales, en su articulo 6,
establece que el personal encargado de realizar los controles: “ recibe la formacion
adecuada a su ambito de actuacion que le capacite para cumplir su funcion de
manera competente y efectuar los controles oficiales de manera coherente.”

Dentro del primer convenio firmado con el Instituto de Acuicultura para realizar las
analiticas del ano 2007 del Plan JACUMAR, se estableci6 que ademas los
responsables de dicho Instituto deberian disefiar un curso de formacion especifico
para el personal de la Conselleria del Mar. Se propuso por su parte la realizaciéon de
dos cursos de formacién, uno de patologia y otro de diagndstico en acuicultura, que
fueron sufragados respectivamente por sendos convenios del Instituto Tecnol6xico
do Mar (INTECMAR) en los afios 2008 y 2009, al no ser suficiente el presupuesto
del Plan JACUMAR para su financiacién.

A estos cursos, ademas de los componentes del grupo de trabajo del Plan Jacumar,
asisti6 personal de otros departamentos del INTECMAR vy fueron invitados
inspectores de Sanidad Animal de la Conselleria de Medio Rural.

- Curso Basico de Patologia en Acuicultura:
Méodulo |- Patologia en Acuicultura. 17-18 noviembre 2008
Médulo 1l- Prevencién y control.  1-2 diciembre 2008

- Curso Basico de Diagnostico en Acuicultura:

|.-Piscicultura.
Unidade de Ictiopatoloxia. Instituto de Acuicultura. USC (Universidad de Santiago
de Compostela) 30 noviembre-3 diciembre 2009

También para el desarrollo del Plan JACUMAR y mejorar la formacién del personal
que participd en él, algunos de sus componentes asistieron a los siguientes cursos y
conferencias a lo largo de estos anos:
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- Curso de Acuicultura: Sanidad, Tratamiento del agua y Tecnologia de la
produccién. 26 marzo-28 mayo 2008
Colegio Oficial de Veterinarios de Lugo

- Curso Instrumental: Epidemiologia Aplicada a las Ciencias de la Vida. Julio 2008.
Universidad de Leon.

- Internacional Aquaculture Biosecurity Conference. Trondheim, Norway.
August 17-18 2009.
http://www.iabconference.org

- Course for Authorities in Member States on Aquatic Animal Health Controls and
Trade arising from the Directive 2006/88. CEFAS, Weymouth 1-4 septiembre 2009
http://www.efishbusiness.co.uk

B. FORMACION CANARIAS

Uno de los objetivos del presente proyecto que ahora acaba es que a su finalizacion,
cada Comunidad Auténoma participante tuviese su propio centro de diagndstico de
enfermedades infectocontagiosas acuicolas, capaz de funcionar de manera
auténoma en coordinacion con el Centro de Investigacién en Sanidad Animal (CISA-
INIA).

Debido a las particularidades intrinsecas de este proyecto, se requeria de la
puesta a punto, mejora y optimizaciéon de las técnicas de diagnéstico, intentando
conseguir técnicas sensibles y especificas de respuesta rapida. Para ello, la
formacién de personal técnico de campo y de laboratorio era fundamental para el
correcto desarrollo del proyecto, asentando las bases futuras de la implantacién
del Sistema de Vigilancia Epidemiolégica en cada Comunidad Auténoma. Con el
desarrollo del proyecto hemos podido cumplir dicho objetivo, ya que durante el
transcurso del proyecto hemos formado en dichas técnicas diagnosticas a dos
investigadoras predoctorales que estan a punto de dar lectura a sus Tesis
Doctorales. Dichas investigadoras se han incorporado al grupo de investigacién
que ha desarrollado este proyecto en Canarias como técnicos contratados, y
participan activamente en el plan de vigilancia epidemiolégica que tiene
establecida la Comunidad Auténoma de Canarias desde hace mas de 5 afos.

Una vez finalizado este proyecto, la Unidad Enfermedades Infecciosas e
Ictiopatologia del Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad
Alimentaria de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, presenta un
laboratorio de diagnéstico de enfermedades infecciosas totalmente equipado y
con el material humano necesario para el desarrollo de futuros planes de
vigilancia epidemiolégica que estime la autoridad competente.
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C. FORMACION MURCIA

En el afio 2006, la Unién Europea establecié un nuevo marco normativo en
materia de sanidad en acuicultura mediante la Directiva 88/2006, cuya trasposicién
debia realizarse por los estados miembros como fecha maxima en agosto de 2008,
fecha en la que entraba en vigor. En Espana ha dado lugar al Real Decreto
1614/2008 relativo a los requisitos zoosanitarios de los animales y los productos de
la acuicultura, asi como a la prevencién y el control de determinadas enfermedades
de los animales acuéticos. Esta este momento, la acuicultura se ve afectada por
gran numero de las normas generales que deben ser observadas al igual que en el
resto de actividades de produccién animal. Entre las mas importantes de estas
normas tenemos:

- Ley de Sanidad Animal

- Legislacion Alimentacién Animal

- Legislacion Medicamentos y Piensos Medicamentosos
- Normativa sobre residuos

- Notificacion de Enfermedades Declaracion Obligatoria
- Normativa Bienestar Animal

- Normativa subproductos

De forma especifica, en referencia a la acuicultura, la normativa a aplicar era
la siguiente:

- RD 1488/1994, que establece medidas minimas de lucha determinadas
enfermedades de los peces.

- RD 1882/1994, que establece las condiciones de sanidad animal aplicables a la
puesta en el mercado de animales y productos de la pesca.

- RD 1043/1997, que establece las normas minimas para el control de determinadas
enfermedades de los moluscos.

Estos reales decretos son muy basicos en cuanto a planteamientos sanitarios
generales y muy especificos respecto a las enfermedades de declaracion obligatoria
en los peces, es decir para la septicemia hemorragica, la necrosis hematopoyética y
la anemia infecciosa del salmén, asi como a los aspectos relativos a la declaracién
de zonas como libres de estas enfermedades.

Las especies cultivadas en el Mediterrdneo Espanol no son sensibles (segun
los listados de la OIE) a ninguna de estas enfermedades, lo cual ha llevado a que la
incidencia real sobre los controles y las inspecciones de estas normativas ha sido
minimo en nuestra regién. En general los controles en sanidad animal en las
instalaciones de acuicultura por parte de la administracion han sido escasos en todo
el pais, a excepcion de aquellas zonas declaradas como libres de enfermedades,
donde de forma periédica se realizaban controles y muestreos en peces. Entre las
causas podemos destacar:
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- Ausencia de normativa especifica para las especies/ enfermedades en acuicultura
marina en el Mediterraneo.

- Ausencia de incidencia en zoonosis asociadas a especies de acuicultura.

- Ausencia de epidemias graves en acuicultura marina. De hecho, las principales
enfermedades que producen dafnos econdmicos en las instalaciones de acuicultura
no son enfermedades listadas, por lo que la administraciébn no tenia que ejercer
medidas ni planes de control.

- Falta de tradicion y/o conocimientos de los Servicios de Inspeccién de Sanidad

- Responsables técnicos de instalaciones poco familiarizados con legislacidon
sanitaria.

- Empresas con niveles elevados de autocontrol.

El Real Decreto 1614/2008 obliga a la realizacién de controles sanitarios en todas
las instalaciones de acuicultura, siendo la frecuencia de los controles priorizado en
base a estudios de categorizacion del riesgo. Estos controles precisan, en
determinados casos la toma de muestras, por lo que el desarrollo de este Plan
nacional ha permitido a Comunidades Auténomas como Murcia estableces
protocolos de actuacion, de muestreos, de toma de muestras, remisién de muestras
a laboratorio, etc. Estas actuaciones, exigidas por la nueva normativa, no se
contemplaban en la anterior, en la que los controles se circunscribian a las
instalaciones con especies sensibles.

Por lo tanto, este proyecto ha conseguido el objetivo inicialmente planteado de
preparar, entrenar y dejar operativo un sistema de actuacién sanitaria eficaz de una
zona sin tradicién en este tipo de actuaciones como es la Regién de Murcia.

Ademas se han realizado una serie de acciones formativas a personas directamente
implicadas en la sanidad de los organismos acuaticos donde se ha explicado la
metodologia de trabajo de este proyecto:

Curso Avances en Acuicultura

Comunicacion: Controles oficiales en instalaciones acuicolas: sanidad animal, salud
publica y medio ambiente.

Entidad Organizadora: Centro de Profesores y Recursos Mar Menor. Direccion
General de Promocién Educativa e Innovacion.

Lugar: San Pedro del Pinatar

Fecha: 11 de marzo 2009

Los destinatarios de este curso fueron los profesores de que imparten los Ciclos
Formativos, Produccién Acuicola (Grado Superior) y Operaciones de Cultivo
Acuicola (Grado Medio) del IES Manuel Tarraga Escribano de San Pedro del
Pinatar.

Curso controles oficiales en pesca, acuicultura y productos de la pesca
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Comunicacion: Proyecto Piloto Plan de Vigilancia Epidemiol6gica

Entidad Organizadora: Escuela de Administracion Publica

Lugar: Murcia

Fecha: 30 de abril 2009 y 21 de abril de 2010

Los destinatario de este curso eran los funcionarios y resto de personal encargados
de realizar los controles sanitarios en las instalaciones de acuicultura de la Region
de Murcia.
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2.5. CONCLUSIONES

Para completar este apartado, se acompafara una presentacion en Power
Point (maximo 10-15 diapositivas) que incluira solo los aspectos mas
generales de los objetivos generales y las acciones desarrolladas y dedicara
especial atencion a los resultados y su utilidad para el sector acuicola.

Se acomparna como Anexo la presentacion
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2.6. VALORACION

La Sanidad Animal es un pilar basico de la produccién animal. La realizacidén de este
novedoso Plan Nacional produjo desde el principio grandes expectativas por su
contenido y oportunidad. A finales de 2006, la excelente evaluacién que hizo la
Agencia Nacional de Evaluacion y Prospectiva (ANEP) del Plan Jacumar de Gestion
Sanitaria presentado por las CCAA de Murcia y Cataluia, impulsd su aprobacion
dentro de la linea estratégica que para JACUMAR era la sanidad animal en
acuicultura. Destacaba la ANEP, que se trata de un momento muy oportuno, pues se
acaba de publicar la nueva directiva relativa a los requisitos zoosanitarios de los
animales y de los productos de la acuicultura, y a la prevencién y control de
determinadas enfermedades de los animales acudticos. Y también comienza el
proceso de su transposicion al ordenamiento nacional, motivo por el que se
incorpord al Plan la Subdireccion General de Sanidad Animal del Ministerio, aunque
ya se contaba con la presencia en el mismo del Laboratorio Nacional de Referencia
de Algete para patologias de peces.

El proyecto se dividido en dos grandes subproyectos, paralelos en cuanto al objetivo
final de mejorar la sanidad de la acuicultura pero con dos épticas distintas. En el
caso del subproyecto liderado por Murcia, la base principal del proyecto consistia en
la realizacion de un ambicioso plan de muestreo que sirviese de base para la
elaboracién de un Plan de Vigilancia Epidemiolégica, y de forma paralela establecer
distintos protocolos y medidas de actuacién de interés para las empresas de
acuicultura y para los gestores administrativos de la Sanidad Animal. Este
subproyecto estaba perfectamente equilibrado con la presencia de las Comunidades
Auténomas de Andalucia, Canarias, Galicia y Murcia. Esto representaba, si
consideramos los datos de produccion del afo 2009, que bajo los controles
derivados de este plan nacional, se englobaban del total de la produccién nacional el
56% de la dorada, el 84% de la lubina, el 97% del rodaballo, el 72% de la corvina y
el 70% del atun rojo, siendo estas las principales especies cultivadas en nuestro
pais.

El primer afio del proyecto se produjo un desagradable suceso que fue la salida, no
justificada, de la Comunidad Auténoma de Andalucia del subproyecto. La pérdida de
la participacién de Andalucia en este subproyecto supuso un descenso en numero
de muestreos y en la representatividad geografica de estos muestreos. Habria sido
de gran interés que parte del dinero que en su dia se presupuestd para Andalucia
revirtiese en el resto de Comunidades participantes en el subproyecto, de tal forma
que, en la medida de lo posible, pudiese mejorarse el valor estadistico de los
resultados obtenidos incrementando los muestreos en las tres Comunidades
Auténomas que permanecen en el subproyecto. La no participacién de Andalucia ha
restado significacion a los resultados obtenidos desde un punto de vista
especialmente geografico, pero no de las especies muestreadas, pues sin la
participacion de esta comunidad los datos de produccién de las comunidades
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participantes bajan a un 41% en la dorada y a un 62% en la lubina pero se
mantienen invariables en las otras tres especies: rodaballo, corvina y atun.

Los problemas de disponibilidad econémica han provocado retrasos en el esquema
de trabajo, especialmente en el primer ano del proyecto. En el afio 2009 también
hubo retraso en los muestreos por estos motivos y por motivos logisticos,
retrasandose en parte al afo 2010, el cual estaba reservado inicialmente para el
procesado de los datos de los tres afos anteriores. El otro subproyecto que forma
parte de este Plan Nacional pidi6 una prérroga sin financiacion a la cual se ha
adherido nuestro subproyecto con la finalidad de poder realizar unos informes mas
completos y poder procesar la informacién obtenida durante los tres anos de
muestreos.

Los afnos 2008 y 2009 han sido especialmente intensos por el volumen de
muestreos realizados y el posterior procesado y analisis de los mismos. En estos
anos los grupos participantes han tenido que incrementar su esfuerzo para la
consecucion de los objetivos, ya que se han duplicado los muestreos respecto al
2007. A pesar del enorme trabajo de campo que supone la recoleccién de las
muestras asi como el trabajo de su procesamiento y analisis en los laboratorios,
todos los grupos participantes han alcanzado satisfactoriamente el nivel de muestreo
al que se habian comprometido.

A lo largo del proyecto se han realizado reuniones para valorar los resultados de las
campanas realizadas, no sélo los datos analiticos, sino especialmente los datos
sobre organizacioén, logistica y desarrollo de los mismos. No se debe perder el
horizonte de este subproyecto, en el cual son de vital importancia los muestreos
para establecer valores epidemiolégicos y los protocolos de diagnéstico para
adecuar las técnicas laboratoriales, pero que hay un tercer pilar consistente en el
disefio de planes de vigilancia para enfermedades no sometidas a control oficial y
que debe ser desarrollado tomando como base la experiencia adquirida por los
técnicos de las distintas Comunidades Auténomas en el desarrollo de estos
muestreos.

Por la tematica del proyecto, desde su inicio qued6 establecido que desde la
Subdireccion General de Sanidad Animal del Ministerio se debia realizar un
seguimiento y una colaboraciéon con los grupos participantes. En base a esta
premisa, personal de esta subdireccion general ha estado siempre presente en las
reuniones de coordinacién y los datos parciales y globales les han sido
puntualmente comunicados.

A pesar de las dificultades a las que nos hemos tenido que enfrentar los grupos de
trabajo que estamos realizando este subproyecto, especialmente derivadas del
hecho de que ninguno de los tres grupos habiamos desarrollado previamente ningun
proyecto JACUMAR, se han cumplido satisfactoriamente los objetivo, supliendo con
esfuerzo e ilusién los retos a los que nos hemos comprometido.
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Los objetivos del proyecto eran suficientemente amplios y ambiciosos, los cuales
han sido desarrollados y completados:

- Establecer un modelo teérico/practico para el establecimiento de una red de
vigilancia sanitaria en acuicultura marina. El modelo creado para las enfermedades
viricas debera ser extrapolable, en la medida de posible, al resto de patologias
infectocontagiosas.

- La puesta a punto, mejora y optimizaciéon de técnicas de diagnéstico sensibles y
especificas de respuesta rapida.

- Mejorar el conocimiento sobre los niveles de prevalencia de las principales
enfermedades viricas de importancia en acuicultura marina. Creacién de bases de
datos y mapas epidemioldgicos.

- Aportar datos sobre niveles de prevalencia de estas enfermedades viricas en las
poblaciones silvestres, tanto de las especies cultivadas como de otras que puedan
actuar como monitoras.

- Valorar y establecer los procedimientos practicos para el diagnéstico de
enfermedades viricas en acuicultura de forma rutinaria y su aplicaciéon en situaciones
de alerta sanitaria.

- Confeccionar un mapa epidemiolégico para las enfermedades viricas en
acuicultura marina.

- Mejorar la formacién de personal técnico de campo y de laboratorio.

Junto con el cumplimiento de los objetivos parciales iniciales del proyecto, se han
planteado nuevos objetivos parciales de gran importancia sanitaria, en parte
derivados de la entrada en vigor de la nueva normativa sanitaria europea y en otros
casos por recomendacion de la administracién sanitaria:

- La Memoria Cientifico-Técnica del Proyecto planteaba la posibilidad de realizar
controles parasitologicos siguiendo la idea de valorar la interaccién entre peces
silvestres y cultivados y obtener la maxima informacion posible de los ejemplares
utilizados en los muestreos de las enfermedades viricas y con vistas a plantear
futuros trabajos de interaccion granjas-fauna silvestre desde el punto de vista del
riesgo derivado de este tipo de agentes, de tanto incidencia en la acuicultura marina.

- La publicacion del Reglamento (CE) 1251/2008 referente a las condiciones y los
requisitos de certificacion para la comercializacién y la importacion en la Comunidad
de animales de la acuicultura y productos derivados y se establece una lista de
especies portadoras. Los resultados de este proyecto puede aportar nuevos datos
cientificos y practicos sobre especies portadoras. Por todo ello, dentro de los
objetivos del subproyecto, se ha incorporado un nuevo objetivo, consistente en
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valorar el papel de las distintas especies analizadas por los grupos participantes
como especies portadoras para Septicemia Hemorragica Virica en el marco de la
nueva normativa sanitaria comunitaria.

- A propuesta de técnicos de la Direccion General de Sanidad Animal del Ministerio
de Medio Ambiente, Medio Rural y marino se incorpora como otro nuevo objetivo
parcial el diseho de un protocolo de actuaciones ante la aparicion de una
enfermedad listada en ejemplares de peces silvestres.

- El Real Decreto 1614/2008, relativo a los requisitos zoosanitarios de los animales y
de los productos de la acuicultura, asi como a la prevenciéon y el control de
determinadas enfermedades de los animales acudticos (Traspone Directiva
2006/88/CE) establece como uno de los requisitos para la autorizacién de las
instalaciones de acuicultura el establecimiento de un Sistema de Vigilancia
Zoosanitaria. Este sistema debe se capaz de detectar la aparicién de alguna de las
enfermedades listadas, asi como mortalidades por encima de una tasa normal que
debe establecerse entre la administracion y las empresas. Se propone definir un
modelo de Sistema de Vigilancia Zoosanitaria en piscicultura marina asi como
establecer valores de referencia en cuanto a niveles de mortalidad en las distintas
especies.

Se ha realizado un gran esfuerzo de difusion de resultados, especialmente en el afio
2009, lo cual queda reflejado en el correspondiente informe.

Consideramos que con este Plan Jacumar de Gestion Sanitaria se ha aumentado la
sensibilizacién, concienciacién y preparacion, de los organismos y autoridades
competentes respecto a la prevencion, el control y la erradicacion de las
enfermedades de los animales acuaticos. Esto se ha conseguido con el esfuerzo y
trabajo de gran numero de grupos multidisciplinares pertenecientes a la
administracion y a organismos e instituciones de investigacidon. Asi mismo, la
participacion directa de las empresas y la colaboracién de sus responsables
sanitarios ha permitido optimizar su desarrollo y revalorizar los resultados.

Desde la coordinacion del subproyecto queremos agradecer el enorme esfuerzo

realizado por los grupos participantes, lo cual unido a su gran valia técnica y humana
ha permitido cumplir con las metas y objetivos de este proyecto
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2.7. DIFUSION

A. DIFUSION MURCIA

1. CONGRESOS
Comunicaciones a congresos 2008

1. Titulo: Ausencia de larvas de anisakis en pescado de acuicultura de la Region de
Murcia

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia

Tipo de documento: Participacion en Il Congreso Internacional de Seguridad
Alimentaria con poster y con trabajo escrito en memorias del congreso

Tipo de soporte: Papel y soporte electrénico

Medio de difusion: Exposicién publica péster y entrega de CD con memorias del
congreso.

Lugar y fecha: Murcia, 28-29 febrero y 1 de marzo de 2008

2. Titulo: Experiencia en desarrollo de plan piloto de vigilancia epidemiolégica frente
a enfermedades viricas en acuicultura marina.

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia

Tipo de documento: Presentacion de péster en IV Jornadas de Acuicultura de Litoral
Surartlantico.

Tipo de soporte: Poster

Medio de difusidn: Exposicidn publica pdster y entrega de memorias de las jornadas
Lugar y fecha: Cartaya, Huelva. 16-17 de abril de 2008

Comunicaciones a Congresos 2009

1. Titulo: Deteccion del virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV) en
distintas especies marinas de la Region de Murcia

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia

Tipo de documento: Participacién en X Congreso Nacional de Virologia mediante
poster.

Tipo de soporte: Papel y soporte electrénico

Medio de difusién: Exposicidén publica péster

Lugar y fecha: Salamanca, 21-24 de junio de 2009

2. Titulo: Assessment of risk transmission virus diseases across of food used to feed
bluefin tuna (Thunnus thynnus)
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Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia

Tipo de documento: Participacion en 14 EAFP International Conference mediante
poster.

Tipo de soporte: Papel y soporte electronico

Medio de difusion: Exposicién publica péster

3. Titulo: Preliminary results of a pilot programme for epidemiologic vigilance of virus
diseases in Murcia

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia

Tipo de documento: Participacién en 14 EAFP International Conference.
Tipo de soporte: Papel y soporte electronico

Medio de difusion: Exposicién publica péster

Lugar y fecha: Praga (Republica Checa), 14-19 de septiembre de 2009

4. Titulo: Management of risk transmission virus diseases across of food used to
feed bluefin tuna (Thunnus thynnus) in Murcia (S-E Spain)

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia

Tipo de documento: Participacion en Aquaculture Biosecurity Conference
Tipo de soporte: Papel y soporte electronico

Medio de difusion: Libro Actas Congreso

Lugar y fecha: Trondheim (Noruega), 17-18 de agosto de 2009

5. Titulo: Depelopment of a pilot programme for epidemiologic vigilance of virus
diseases in Murcia (S-E Spain)

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia

Tipo de documento: Participacion en Aquaculture Biosecurity Conference
Tipo de soporte: Papel y soporte electronico

Medio de difusion: Libro Actas Congreso

Lugar y fecha: Trondheim (Noruega), 17-18 de agosto de 2009

6. Titulo: Valoracion de la presencia del isdpodo Ceratothoa oestroides en peces
silvestres merodeadores en instalaciones de acuicultura del Levante.

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia

Tipo de documento: Participacidén en Xl Congreso Nacional de Acuicultura
Tipo de soporte: Papel y soporte electrénico

Medio de difusiéon: Comunicacién Oral

Lugar y fecha: Madrid, 24-26 de noviembre de 2009

7. Titulo: Programa de vigilancia sobre anisakis en pescado de acuicultura de la
Regidn de Murcia
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Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia

Tipo de documento: Participacién en Xl Congreso Nacional de Acuicultura
Tipo de soporte: Papel y soporte electronico

Medio de difusién: Comunicacion Oral

Lugar y fecha: Madrid, 24-26 de noviembre de 2009

8. Titulo: Proyecto de -caracterizacion de condiciones de sanidad animal en
acuicultura marina: disefio de red piloto de vigilancia epidemioldgica

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia

Tipo de documento: Participacién en Xl Congreso Nacional de Acuicultura
Tipo de soporte: Papel y soporte electronico

Medio de difusién: Comunicacion mediante Poster

Lugar y fecha: Madrid, 24-26 de noviembre de 2009

2. DIFUSION MEDIANTE JORNADAS
Jornadas 2008

1. Titulo: Organizacion de la Sanidad de la Acuicultura Marina en la Regién de
Murcia

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia

Tipo de documento: Presentacidén de la ponencia: Organizacién de la Sanidad de la
Acuicultura Marina en la Regién de Murcia, en la que se expone los objetivos y
desarrollo del proyecto al sector a nivel nacional.

Tipo de soporte: exposicion oral

Medio de difusion: Exposicién oral en Reunién de trabajo APROMAR: Estrategias
para la Sanidad de la Piscicultura Marina en Espana. 3 de abril de 2008.

Lugar y fecha: Madrid, 3 de abril de 2008

Nombre y datos de contacto: Emilio Marla Dolores Pedrero

2. Titulo: Difusién de la Organizacién de la Sanidad de la Acuicultura Marina en la
Regién de Murcia, en la que se expone los objetivos y desarrollo del proyecto al
sector a nivel nacional.

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia

Tipo de documento: Mesa Redonda

Tipo de soporte: Comunicacion oral

Medio de difusion: Seminario sobre Agrupaciones de Defensa Sanitaria en
Piscicultura Marina, organizadas por APROMAR
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Lugar y fecha: 20 y 21 de noviembre de 2008 en la Facultad de Veterinaria de
Barcelona.
Nombre y datos de contacto: José Penalver Garcia

Jornadas 2009
1. Evento: Curso Avances en Acuicultura

Comunicacion: Controles oficiales en instalaciones acuicolas: sanidad animal, salud
publica y medio ambiente.

Entidad Organizadora: Centro de Profesores y Recursos Mar Menor. Direccion
General de Promocion Educativa e Innovacion.

Lugar: San Pedro del Pinatar

Fecha: 11 de marzo

2. Curso controles oficiales en pesca, acuicultura y productos de la pesca
Comunicacion: Proyecto Piloto Plan de Vigilancia Epidemiol6gica
Entidad Organizadora: Escuela de Administracion Publica

Lugar: Murcia
Fecha: 30 de abril

Jornadas 2010

1. Curso controles oficiales en pesca, acuicultura y productos de la pesca

Curso dirigido a personal de la administracién con competencias en inspeccién y/o
gestién de la acuicultura y la pesca.

Comunicacion: Proyecto Piloto Plan de Vigilancia Epidemiologica
Entidad Organizadora: Escuela de Administracion Publica

Lugar: Murcia

Fecha: 21 de abril de 2010

2. Jornada de Transferencia de Tecnologia en Acuicultura Marina

Jornada técnica en la que se difunde a las empresas de acuicultura de la Region de
Murcia asi como a otras entidades publicas y privadas interesadas las principales
lineas de investigacion en acuicultura desarrolladas por el IMIDA y por instituciones
asociadas.

Comunicacion: Plan Nacional de Vigilancia Epidemiologica (PN JACUMAR)
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Entidad organizadora: IMIDA (Instituto Murciano de Investigacién y Desarrollo
Agrario y Alimentario.

Lugar: San Pedro del Pinatar

Fecha: 23 de noviembre de 2010

3. PUBLICACIONES

1. Titulo: DISENO DE MAPAS EPIDEMIOLOGICOS EXPERIMENTALES EN
ACUICULTURA EN EL MARCO DE LOS PLANES NACIONALES DE CULTIVOS
MARINOS

Autores: E. Maria-Dolores; J.Penalver; A. Mateos

Ref. Xrevista: Boletin del Colegio de Veterinarios de Murcia Libro
Clave: A Volumen: Marzo P4ginas, inicial: 6final: 7 Fecha: 2007
Lugar de publicaciéon: MURCIA

2. Titulo: PROYECTO DE CARACTERIZACION DE CONDICIONES DE
SANIDAD ANIMAL EN ACUICULTURA MARINA: DISENO DE RED PILOTO DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

Autores: E. Maria Dolores, F. Real; L. Roman; L. Sorroza; E. Areoso; A. Mufoz; C.
Pereira; C. Tafalla; J. Penalver

Revista : X Libro: Actas del Xl Congreso Nacional de Acuicultura
Volumen:  Paginas: inicial: 304 final: 305 Fecha: 2009

Editorial: Sociedad Esparnola de Acuicultura

Lugar de publicacion: Madrid

3. Titulo: PROGRAMA DE VIGILANCIAN SOBRE ANISAKIS EN PESCADO DE
ACUICULTURA DE LA REGION DE MURCIA

Autores: J. Penalver ;E. Maria Dolores, L. Bermudez, O. Gémez, E. Viuda, J.l.
Lépez, M.L. Pla.

Revista : X Libro: Actas del Xl Congreso Nacional de Acuicultura
Volumen:  Paginas: inicial: 638 final: 639 Fecha: 2009

Editorial: Sociedad Espanola de Acuicultura

Lugar de publicacion: Madrid

4. Titulo: VALORACION DE LA PRESENCIA DEL ISOPODO CERATOTHOA
OESTROIDES EN PECES SILVESTRES MERODEADORES EN INSTALACIONES
DE ACUICULTURA DEL LEVANTE
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Autores: E. Maria Dolores, L. Bermudez, O. Gémez, E. Viuda, J.l. Lépez, M.L. Pla,
P. Muroz; J. Penalver

Revista : X Libro: Actas del Xl Congreso Nacional de Acuicultura
Volumen:  Paginas: inicial: 256 final: 257 Fecha: 2009

Editorial: Sociedad Esparnola de Acuicultura

Lugar de publicacion: Madrid

5. Participacion en el libro denominado: ElI Mar Menor. Estado actual del
conocimiento cientifico. Dentro del capitulo sobre Gestion de Recursos Pesqueros
del Mar Menor, se difunde la parte del plan que incluye muestreos en el Mar Menor.
Las paginas del capitulo son de la 517 a la 540. Se ha publicado en Murcia en el afo
2009 por el Instituto Euromediterraneo del Agua. Autores: E. Maria Dolores, L.
Bermudez, I. Bas, O. Gémez, E. Viuda, J.l. Lépez, M.L. Pla; J. Penalver

6. Titulo: Absence of Anisakid Larvae in Farmed European Sea Bass (Dicentrarchus
labrax L.) and Gilthead Sea Bream (Sparus auratus L.) in Southeast Spain.

Autores: J. Penalver, E. Maria Dolores, P. Mufoz.

X Revista: Journal of Food Protection [ ] Libro
Volumen: 73 Paginas: inicial: 1332 final: 1334 Fecha: 2010
Editorial: International Association for Food Protection

Lugar de publicacién: EEUU

4. NOTAS DE PRENSA

1. Titulo: Agricultura demuestra con un estudio la ausencia de larvas de Anisakis en
el pescado de la acuicultura regional

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia
Tipo de documento: Nota de prensa
Tipo de soporte: Periddico
Medio de difusion, lugar y fecha:
“Actualidad Informativa” el 14-08-2008 (www.carm.es)
- Periddico La Verdad, el 15-08-2008
- Mispeces.com, el 18-08-2008 (www.mispeces.com)

2. Titulo: Agricultura confirma la ausencia de virus en la carnada usada en la
alimentacion del atun rojo

Equipo: Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia
Tipo de documento: Nota de prensa
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Tipo de soporte: Periddico

Medio de difusion, lugar y fecha:
- “Actualidad Informativa” el 24-08-2008 (www.carm.es)
- Periddico La Verdad, el 25-08-2008
- Mispeces.com, el 28-08-2008 (www.mispeces.com)

5. DIFUSION AL SECTOR IMPLICADO

Se ha comunicado a cada empresa los resultados analiticos de los ejemplares
procedentes de sus explotaciones, asi como un resumen genérico de los resultados
obtenidos en todos los ejemplares de acuicultura de su Comunidad Auténoma, asi
como los resultados de los peces procedentes de pesca extractiva.

A continuacién se reflejan las presentaciones y péster en congresos
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Ausencia de larvas de anisakis en pescado

de acuicultura de Ia Region de Murcia

2 - MATERIAL Y METODOS

Sobre los peces estabulados en-instalaciones acuicolas
los municipios de Aguilas y San Pedre del Pinatar, y
afies 2.006 y 2.007, =e ha=eleccionade una muestra.ai-az
309 ejemplares, con la distribucién que se describer
toblas1 a 5. Los ejemplares fueron necropsiadg,
del Servicic de Pesca y Acuicultura en laz -insta ucw"‘
Centro de Recurzoz  Mari de San Pr.drj del Pind
Posteriormente fueron sometidos a un exa mplet
loz 309 ejemplares muestreados, y loz 209 dcl"‘ fo) 2,007
fueron sometidos a una digestion artificial de miisculo. Loz
procedimientos de control fueron lo:
Examen visual: Se practica una incisién
‘en sentido cmdo-:raneul, desde el orifiejo excretor hazta el
operculo. Las visceras y el peritonec ‘eran exumlnad 3
continuacion el fubo digestive se :cccmmbq,loggifudm‘
se exploraba su contenido, y posteriormenye T e
visceras fraz extraerlas y depositarlas dg forma lndlfi ualizada
E br: plocu de Petri bajo lupa iluminada.

igestidn _artificial: E|l cuerpo del per era despro
ubezu cola y columna vertebral con el fi
must:ulnhlrn del pez en una solucién de digs
digestion utilizada estaba compuesta po
clorhidrico al 37%, 10 g de pepsina 1:3!
hasta completar el litro. En vaso de precipitades se afadia
muestra y la solucion de digestion en una proporcion 1:2.
incuba en estufa durante 24 horas a 379€. Finalizada
digestion, el contenide era agitade y examinadebaje lupa.

y

0 coiddll abdominal

AERADECIMIENTOS: Empresas de Acuicultura de |
R e —

GESTION SANITARIA

de Murcia
nales, de Cultives Marings

Tabla 1. Datos del muestreo de dorada en 2006
Late Origen Niimera | Pesos (g) Media (Minimo-Méximo)
1 San Pedro Pinatar 15 459,9 (258- 644)
2 | San Pedro Pinatar | 30 53,5 (13- 164)
! L 1 426.2 (250- 578.5)

o
,.-@

Ius .
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Experiencia en desarrollo de plan piloto de vigilancia epidemiolégica -
frente a enfermedades viricas en acuicultura marina. JACUNIAR

Region de Murcia
J. Penialver', E. Maria-Dolores !, C. Tafalla?, E. Viuda !, O. Blanco !, R. Diaz !, O. Gémez %, L. Bermidez'.

Jornadas
1. Servicio de Pesca v Acuiculfura, D.G. de Ganaderia y Pesca, Consejeria de Agricultura v Agua de la Regién de Marcia. de Acuicultura de
Centro de Recursos Marinos. Puerto de San Pedro, 7, apto 65, 20740. San Pedro del Pinatar (Murcia). Litoral Surati@ntico
Tfno. v fax: 068 184518, e mail: jose penalver@carm es.
1. Cenfro de Investizacion en Sanidad Animal INIA). Cra. Alzete a El Cazar, lan 8.1, 28130. (Madrid).

1 - INTRODUCCION

Bl Servicio de Pesca y Acuicultura de la Regifn de Murcia ha iniciado en el afio 2007 un programa pilato de vigilancia epidemickégica en acuicultura marina, con el fin de estudiar la presencia de determinados
patégenos en las instalacines de acuicultura y en ha fauna silvestre, asf como valorar €l riesgo derivado de la transmisién de enfermedades a ambos kados de las redes. Este programa se enmarca demiro de
un proyecto coordinods de JACUMAR, sobre Sonidad Animal en Acuicultura Marina, en el cual porticipan las comunidodes auténomas de Andalucfa, Canarias, Catalufia, Galicia y Murcia. Dentro del proyecto
se enmarca un cto desarrollade por Canarias, Galicia y Murcia donde se estoblece la puesta a punto de una red piloto de vigilancia epidemiclégica. En la presente ponencia se describe el frabajo
desarrollada en la Regidn de Murcia.

FPara la realizacin de los muestreds se consideraron cuatro poblaciones* 1. Peces de awuicuitora ; 2. Peces silvestres de las mlsrms especies gue se cultivan; 3. Peces silvestres de especies que frecuentan
las instalaciones de acuicultura; 4. Peces silvestres de especies que ro se culfivan pero que pueden usarse como monitoras de la presencia del virus en el ecasistema. Los virus investigndos fueron+ Nodavirus,
Septicemia Virica Hemorrégica y Mecrosis Pancredtica Infecciosa.

Tubina (Dicamrarchis labrar) Acuicul
- esca
! 2 o Corvina silvesme na umbral esca
Secnsaeis (73] i Saesii b esca
esca
esca
esca
asca
esca

| AOAGATL,
=

edvinn SHV. (127 b
Jon o0 [

JTEERT ) Hlodt

Tdespb

PRI

La &5 una enfermedod de gran importancia en la acuicuftura continental
en Europa. Cada vez con mayar frecuencia s2 describe la presencia de este virus en

silvestres (Dopazo, 2002). Lnsup:(rsnlmmd\nwmddkmzm[m lubina,
mmymmp)mmm sensibles a este virus segin la OIE. sin embargo, diversos
estudios han demostrado la sensiilidod de algunas de estas especies @v wifre coma ocurre en la
lubing. Estd asociado a aguas frios, si bien se ha descrito elevadas mortalidades en focos ecurridos
en Turquia en el afo 2004.

La afecta a explotaciones de salmdnidos, pero también ha producide
pérdidos en algunas gronjos de peces marinas como el rodoballo, y odemds se han desorito
infecciones subclinicas em muititud de especies marinos. En Espofia ha sido aislodo el virus en

cniti&nconhl’limrd‘minwvinmInmsedm:mpn‘:ud:cmu(sﬁcmm
(Pefaiver o7 af. 2007).

afectu a gran ndmero de especies de peces, siendo los mds
importantes la lubina. £ mero. sargo y mijol. El rango de especies sensibles es elevado. lo cua
4 - CONCLUSIONES Mnmwmmwhwwamm,mﬂma.md

Mediterrines hace que esta sea una de los enfermedades virices potencialmente mds peligrosas. Se
.I::'| dduﬂms uuda':‘\‘lus Y m«;‘::m L kg 2t

ser como
Emmﬁ&wnmmm&lmmdewhunwdmﬂ@cﬂﬂﬂmw ms. Lﬂdlruhszcmm:szu:mckfmmwnlp:mmmh
dificul mﬁurh como hospedador asintomitico. lo cual tiens gron impertancia en la
. en la que gran parte de los instalaciones tienen un cultive mixcto de dorada
para la bisqueda de nodavirus, el positive en dorada ha sido
fipn RSNNV, siendo este el tips normalmente
== ernéineo.
nhbswsmumscmﬁmlﬂpmmﬁn:hlmprhmdeﬁmpmm

ABRADECTMIENTOS- A las empresas de acuicutura de Murcia y lonjas de Lo Pagén y Aguilas

lenguacin senegalés: (Curtrin, 2007), existiendo prencupacitn par su expansién hacia el
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Deteccion del virus de la necrosis pancr'eahca infecciosa (IPNV) en dlsfm'l'as -
especies marinas de la region de Murcia

INTRODUCCION:

El virus de la necrosis pancredtica infecciosa (IPNV) e< un miembro de la
familia Birnaviridae y por lo tanto se trata de un virus no emvuelto,
segmentado y con RNA de codena doble. Aungue identificado en un primer
momento en salménidos, este virus también es capaz de afectar a varias
especies marinas. ounque la mortalidad en todo caso es inversamente
proporcional a la edad de los peces. siendo las morta
ocasionales en peces adultos (Rodriguez Saint-Jean et al., 2003). Dentro
de un estudio de prevalencia realizado en 2008 en la regidn de Murcia y
promovido por el Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia en el marco
del proyecto JACUMAR sobre “creacidn de mapas epidemioldgicos en
acvicultura marina”, se analizé por medie de reverso transcripcidn y
reaccion en cadena de la polimerasa (RT- PCR) la presencia de IPNV a
r de muestras de bazo y rifion anterior obtenidas de un total de 143
uos correspondientes a 9 especies marinas diferentes.

MATERTALES Y METODOS:

Las muestras bioldgicas (una mezcla de rifion anterior y bazo por cada
animal) recogidas por parte del Servicio de Pesca y Acuicultura de Murcia
de distintas especies de peces salvajes de la regidn de Murcia fueron
enviadas al CISA en RMAlater (Ambion) para su posterior procesamiento.

Una vez recibidas en el CISA. se procedid a extraer el RNA total
utilizando el kit RNeasy mini kit (Quiogen) y siguiendo las instrucciones del
fabricante.

El RNA total de coda pez se posd a cDMA utilizando Superscript IIT
reverso transcriptasa (Invitrogen) y "random primers” tal come indica el
fabricante.

Con el fin de identificar la presencia de IPNV en los distintas muestras, se
efectud una primera reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando
los primers F (5'-AGAGATCACTGACTTCACAAGTEAC3") y R (5'-
TETECACCACAGEAAAGATGACTC-3') previamente descritos (Heppell et
al., 1992) que amplifican un fragmento de 358 pb. La reaccidn consistic en
una desnaturalizacién de 5 min a 95°C seguida de 40 ciclos de 95°C 30 s.
B4°C 30 s y 72°C 30 s. finalizando con un paso final de elongacidn de 72°C
7 min. Los productos obtenidos se corrieron en un gel de 1.5% de agarosa.

Posteriormente. estos productos de PCR fueron sometidos a una segunda
reaccion de PCR (nested PCR) utilizando los primers internos INTU (B -
AAAGGCATEGEGCTGEAGAG-3") v INTL (57 - CTCCGCTTGCCCAGSACTC)
que ampllﬁcun un fragmento de 304 pb (Cutrin et al., 2005). La reaccidn
consistic en una desnaturalizacién de 5 min a 95%C sr.guldu de 40 ciclos de
95°C 30 s, 54°C 30 ¢ y 72°C 30 s. finalizando con un paso final de
elongacidn de 72°C 7 min. Los productos obtenides se corrieron en un gel
de 1.5% de agarosa.

Los productos de PCR positivos que se obtuvieron, se enviaron a secuenciar
para confirmar los resultades.

de Murtia

RESULTADOS:

Durante el periodo comprendide entre el 10 de Septiembre de 2008 y el
22 de Diciembre de 2008. se muestrearon en aguas de lo regidn de
Murcia un total de 143 peces salvajes pertenecientes a las siguientes
especies:

Anguila  (Anguilla angurilla) 34 individuos
Dorada  (Sparus aurata) 31 individuos
Jurel ( Trachurus frachurus) 21 individuos
Alocha  (Sardlinella aurita) 20 individuos
Corvina  (Sciaena umbra) 14 individues
Sargo  (Diplodus sp.) 14 ind|

Magre  (Lithognathus mormyrus) B individuos
Grisa 2 individuos
Mero (Epinephelus marginatus) 2 individuos

Tras la primera PCR ninguna de estas muestras fue positivas para IPNV.

Al realizar la segunda PCR (nested) se obtuvieron algunos productes de
amplificacién del tamafio esperado. Una vez enviades a secuenciar, se
confirmd la presencia de IPNV en 39 de estas muestras:

26 positivos en anguila
6 positivos en sargos

3 positivos en alacha
2 positivos en dorada
2 positivos en jurel

El IPNV |dentwﬁcuda muestra una gran homologia a nivel de secuencia con
el aislado con nimero de referencia en el GenBank EF493156 en el caso
de las anguilas y con el virus CroIPNV/06 en el caso de las muestras de
sargo, alacha, dorada y jurel.

CONCLUSIONES:

=IPNV, aunque sin manifestar signos de enfermedad, se encuenira
presente en peces salvajes marinosz de la regidn de Murcia

-Les IPNV identificados muestran una gran csimilitud a nivel de
secuencia con los virus CroIPNV/06 y EF493156.

-La incorporacion de una nested PCR, es capaz de detectar la
presencia de IPNV en muestras que =erian identificadaz como
negativas por PCR simple.

Referencias:

Heppell T, Berthiaume L Tarrab E, Lacamts I, Arella, M. Evidence of estwesn infactious pancraatic necrosis
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Agradecimientos:
%l’ragsa TACUMAR promovido por el Servicio de Pesca y Acvicuttura de Murcia. Lucia

Curtrin TM, Lépez-Weizquez €, Ofvaira J6, Costro 5, Dopazo C P, Bandin T Tslation in call culturs and derection |
Seophthalnus Bonzilez Torres estd contratada para este trobajo gracias a TRAGSEGA.

on by PCR-based
technalogy of IPIV-like viruz from leucseytes of carvser furbot, 5 i ). T Fizh bis. 2006; 2812} 713-22.

T e e e R T R T R T S
methads. Adv Virus Res 2003;

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 248 de 280



MINISTERIO "
DEAGRICULTURA, PESCA  Sreeh s
Y ALIMENTACION

TONA ERENC
m.;us.p.mnm -2, 008

;‘5‘7 14 EAFP | i

e ) Diseases of Fish and Shellfish
5K TRANSMISSION VIRUS DISEASES

JSED TO FEED BLUEFm TUNA (Thunnus thynnus)

Mine of the 12 tuna fattening farms authorized in the Spanish coast are
registered in the region of Murcia. Power is supplied exclusively by bair
consisting in complete copies of small pelagic fish and cephalopeds like squid.
The amount of bait needed to feed these animals is very considerable,
estimated between 2 ond 10%. ond hos multiple origins.  The Genzral
Direction of Livestock ond Fisheries within an Epidemiologicol Surveillonce
Pilot Program in Aquatic Animal Inland Murcia Region which started in 2006,
provides the performance of a series of reguiar checks on the bait used on
tuna forms in Murcia’s coast. The objective is to evaluate in o proctical way
a possible transmission through the introduced bait of viral diseases to The
local wildlife and other aguaculture forms located in the area. Our
communication reflects the results of the first three years of This manitoring.
program.

Throughout the campaigns for bluefin tuna farming in 2006/2007 and
2007/2008, analysis were performed in ‘the 4 plants. present in the Murcia
region at that fime, distributed in two production zanes* two in the Polygon
Aguoculture San Pedro del Pinatar and two farms in the Aqguaculture Poligono
El Gorgue! (Cartagena). Throughout the 2008/2009 campaign, -however. a
single farm tuna Cartagena was active and therefore analysed

The sample size was 30 individuals in each control for each plant.assuming a
prevalence of 10% with o confidence. -interval of 95% ([Ossianderond
Wedermeyer, 1973).The specimens collected were iransported: under
refrigerated conditions tothe Marine Resources: Center of Son Pedro
Pinatar, where staff from the Fish and Aquoculture service proceéeded o
the head kidney extraction. Somples . were - shipped ot 4°C_with the
appropriate biosecunity measures tothe virology labaratory of the Research
Center of Animal Health, INLA,

In the loboratory, samples were homegenized in & Sterile culture  medium
supplemented with antibiotics and. fungizone  Different dilutions - of these
homogenates were inoculared in carp EPC cells. Afrer 7-8_ days af
incubation at 14 ® C the cells were visualized to detect viral . effects.
«case viral replication was detected, the virus would be further identi led.

All the somples Taken were from previously frozen fish, therefore none of
the samples were defected using fresh meat from - local- fishing  grounds
nearby. Table, I reflects the -distribution of copies obtained in- samples
taken at rondom.Table IT reflects the origin of the specimens sompled.
This  information was foken - from - the  commercial- information that
accompanied each of the items sampled.

The homegenization and inoculation of the 410 bait samples in cell culture
performed at the CISA laboratory revealed the absence of amy- cyropathic
effect that may indicate the presence of potemtially pathOgenic vinuses:
Therefore, na further virological identification was needed.

Toble 1. Fish sowpled eoch year

Specie NE fizh N N fish
20067200 2007/2006 . - 2006/2008
10 -

GESTION SANITARIA

. sardine {Sarding pilchardus) and round sardineila {
sampled as they were not targeted in this study. Thsd'nznscmm\twﬂ_\
in tuna fattening farms in the Mediterronean area (Lovarelli, 2003). The
different fishing grounds of The Mediterranean as seen in Table II.

“ /“equaculture facilities and-inthe-local fish fauna. as various

ather areas of the planet (Ward et al., 2001-).
The results we have obtained indicate the absence thllyvldﬂ:

cells and hence the impassibiity of transmission of wiruses Far which-this cell Jine pmuss
batch from which the: specimens: anafyzed: This cell fine & is -permissive for notifiabl

e ergoes s vinuses
All_checked bait fish in_This_study were - frozen,- bur ander certain markeT i

fresh-bait to feed the tuna. Thus, in-futore stidies, it will nzwnrnpu—um dd:kvﬁn‘
fresh fish to see whether those consérvation conditichs permit-vigble,

fresh buit is used, this is obfained from the same ﬁsl\mgg'n\nd qsﬁnlnfﬂzndh(

vmhwuﬂspmmmrhsbm w’ecmml:xchd:!'MIm:msul:to ulaﬂ:vrus:s
due to-absence of primary.viral infections in the feed fish but on the comm-y-m the. fa
industrial fruze Hhat.this Type of product undergoes inactivates Virtses which nur I::

In any case, coutine analysis such as. 1his on e Tuna feed minimize" the repl Fisk of
10 The zane
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communication, we describe our preliminary results, correspinding To the first Two years af
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- MATERIALS AMD METHODS

The 1622 fi ied i e ogical survey (2007-2008) are described in Toble

I. 585 come from aquarulture ond the remaining fish came from the wild. Biological

samp uhtuml:i by the Fisheries and Aquaculture Service in Murcia from the differem
h oed 10 CISA in RNAloter (Ambior) at 4°C to be further

obsence of VHSV. IPNV or nodovirus through PCR. For i

ing buth head kidney and spleen was provided for the detection

provided to study the prevalence o

Once at CISA, total ANA was extracted from all < uming the RMeasy mini kit
rwmm following the momufecturer’s insTructions PR et i o
g Superscript IIL reverse transcriptuze (Dnvitrogen) ond randem primers
Mu:mr.d by the monufacturer. In order to detect the presence of the different viruses
in their corresponding somples, o PCR was performed for each virus using spe
primers. Reactions cheays sted in o denaturation step of 5 min at 95°C followed
40 cycles of : 54°C 30 s and 72°C 30 3, ond ending with a final elongation
The amp products were visualized in an 1.5% agarese gel
amide staining

ed in 2008, 1 4 of +h R e s uzed in a
ns and specific primers
products of the

= were further sequenced o confirm the resulfs.

ibed elsewhere and are shown in Table IT
: Lopez-Vazquez et al, 2006 Ohweira et al,

rigin
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3= RESULTS

TableTV. TPNY soitive

rus has been
mostly associated with cold woters. Moreover, nome of the
e cultivated and wild species
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MANAGEMENT OF RISK TRANSMISSION OF VIRUS DISEASES VIA FOOD
USED TO FEED BLUEFIN TUNA (Thunnus thynnus) IN MURCIA (SE SPAIN)

J Pefialver®, EM Dolores, C Tafalla. E Montero. E Romero, E Viuda and O Gomez
Servicio de Pesca v Acuicultura, D.G. de Ganaderia v Pesca
Consejeria de Agricultura v Agua de la Region de Murcia
Centro de Recursos Marinos
Puerto de San Pedro, 7, apto 65. 30740. San Pedro del Pinatar (Murcia, Espafia)
jose.penalver2(@carm. es

The fattening of bluefin tuna 1s a very important economic activity for Spanish aguaculture, and
mainly for the Mediterranean area. The feeding 1s exclusively based on full specimens of little
pelagic and cephalopods species, which come from fishing grounds different to Mediterranean. In
order to prevent future infections, The Fishenies and Aquaculture Service of Murcia Govern have
started in 2006, an experimental program to assess the risks derived from the introduction of exotic
viruses 1 local wild fishes and in aquaculture farms because of this feeding process.

The 410 specimens investigated were negative, therefore no pathogen viruses were found. The
meaning of these epidemiologic data and the basis for future monitoring campaigns are discussed.

International Aquaculture Biosecurity Conference: Practical
Approaches for the Prevention, Control and Eradication of Disease
Angust 17-18, 2009
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DEVELOFPMENT OF A PILOT PROGRANMNNMIE FOR EFIDEMIOLOGIC
VIGILANCE OF VIRUS DISEASES IN MURCIA (SE SPAIN)

J Pefialver®, EM Dolores, C Tafalla. E Gonzalez, E Romero and L Bermudez
Servicio de Pesca v Acuicultura, D.G. de Ganaderia y Pesca
Consejeria de Agnicultura v Agua de la Region de Murcia
Centro de Recursos Marinos
Puerto de San Pedro, 7, apto 65. 30740. San Pedro del Pinatar (Murcia, Espafia)
jose.penalver2@carm.es

The Fisheries and Aquaculture Service of Murcia Govern have started 1 2007 an experimental
program of epidemiology vigilance 1n agquaculture in order to measure the risks coming from some
virus diseases from aquaculture farms and from wild fish. Besides, it 1s necessary to know the risk
of virus transmission between both sides of the nets. We have studied fish grown in farms. fish
from the same species but coming from the wild, species that can be usually found around
aquaculture farms and monitored these species for virus diseases.

From the 1622 fish studied (2007-2008), 585 came from aquaculture and the remaming fish came
from the wild. The viruses investigated were: Viral Encephalopathy and Retinopathy (VER). Viral
Hemorrhagic Septicaesmia (VHS) and Infectious Pancreatic Necrosis (IPN). We have found
positive samples for nodavirus and Infectious Pancreatic Necrosis but we have not found any
positive sample for Viral Hemorrhagic Septicaesmia. The discussion covers the epidemiclogical
meaning of the data. Finally, new monitoring campaigns are recommended based on this
information and experience.

International Aquaculture Biosecurity Conference: Practical
Approaches for the Prevention, Control and Eradication of Disease
August 17-18, 2009

41

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 252 de 280



MINISTERIO _—
DEAGRICULTURA, PESCA  S57Ch tanaitima -
Y ALIMENTACION

Valoracion de la presencia del isopodo Ceratotiroa oestroides en peces
silvestres merodeadores en instalaciones de acuicultura del Levante.

E. MariaDolores’, L. Bermudez', O. gémezl. E. Viuda', I.I. Lopez'. M.L. Pla'.
P. Mufioz” y J. Pefialver'.

! Servicio de Pesca v Acucultura, D.G. de Ganaderia v Pesca, Consejeria de Agricultura v Agua de la
Region de Murcia. Centro de Recursos Marinos. Puerto de San Pedro. apto 63, 30740. San Pedro del
Pinatar (Murcia). Tfno v fax: 968 184318, e-mail: jose penalver? @carm.es
2 Dpto. Samdad Animal Universidad de Murcia, 30100, Murcia.

Abstract

C. oestroides 1sopod 15 a relatively common species in wild fish. adults in developing oral cavity and causing alterations to the host.
The intensive rearing conditions facilitate the development of pathologies. The preseace of maranding wildlife is an added danger.
On our coast have not been cases in the aguaculture species, but in other areas of the Mediterranean. In this paper we make a check
on the presence of the parasite i adult specimens of marauding species and species of aquaculture fish infested obtained only in

bogue, from outside and inside of the cages.

Programa de vigilancia sobre anisakis en pescado de acuicultura de la
Region de Murcia

J. Peialver, E. Maria Dolores, L. Bermidez, O. Gémez, E. Viuda, I.I. Lépez, M.L. Pla.

Servicio de Pesca v Acuicultura. D .G. de Ganaderia v Pesca. Consejeria de Agricultura v Agua de la
Region de Murcia. Centro de Recursos Marmos. Puerto de San Pedro. apto 65, 30740, San Pedro del
Pinatar (Murcia). Tfio v fax: 968 184518, e-mail: jose penalver?@carm es

Abstract

The entry inte legal efects of RD 1420/2006 has created controversy over the presence of Anisalis larvae in fish aquacnlture,
especially marine industry's arguments based on studies conducted in Northern Europe. It i3 of great interest for the sector to
demenstrate it absence in fish farms from the Mediterranean sea. In this work, checked the analyzed farmed fish within the
JACUMAR. proyect. Epidemiclogical Swrveillance has been conducted to assess the presence of the parasite. both by wvisual
examination as making artificial digestion technigues on mmscle tissue. In total 851 fish were analyzed between 2006 and 2009 from

farms in the coastal of Murcia, none positive.
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Proyecto de caracterizacion de condiciones de _
sanidad animal en acuicultura marina: diseno de red
piloto de vigilancia epidemioldgica

E. MariaDalores*, F. ReaF, L. Romin’, L. Sorroza’, E. Areose’, A. Muiioz’, C. Pereira’, C. Tafalla* y J. Pedialver*
1 Servicio de Pesca y Acuicultura, D.G. de Ganaderia y Pezca, Consejeria de Agricultura y Agua de Murcia. Cartagena. Tfno: 968 326635, ;
festitcni i e-mail: emilio.mariadolores i carm.es : U IRA
2 Consejeria de Agricultura, G Pesca y Al Cobierne de Canariaz, Servicio de Estructuras Pesqueraz, Gan i scaleutiid
3 Cotslleria o Miar e 1a Xuntn ds Calicia, Dires, Xeral de Recarsos Marisas.

-
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:

Xunta de Gabicia

JUSTIFICACION

de la sanidad animal debe tener conocimiento cientifico

: Br imiento de una red de vigilancia scniraria en ocuicuftura marina. La puesta a punto, mejora
y Myw:sﬁmm ﬂwdmmhsnmhd!ﬂnjmnd!Inspﬂn(lpalls!ll‘fﬂn!dndr_r.n‘ﬂm;d:
i d-haud:dnmrmqﬂu-wgms Aw'mrnhrussmm“(twtwh(ndzﬁlmmfmmimhvﬁxnsmhsmlmm
silvestres, mmdnlmmultmdnsmmdgmrnsqupuﬂu un mapa viricas en acuicultura maring.
nacidn de personal técnico de campo y de loboratario. ummmﬂm!blmammhmmd:mmmSlsmd:ﬁgim(mmermrmmlns
cual revaloriza los resultados del proyecta.

a JACUMAR de Sonidad Animal, se desarrolla entre los affos 2007 y 2009 participande les comunidades auténomas de Canarios, Galicia y

MATERTAL ¥ METOBOS

Los-muestreos del plan-de vigilancia experimental se- realizardn o fres niveles: a) Confroles rutinarios sobre qnlph’ﬁd:cspu:ﬂ L procedentes de granjas de acuicuitura, sobre
ejemplares de las especies cultivodas procedentes del medio natural y sobre ejemplares de especies no cultivadas pero que puedan actuar como reservorios a las enfermedodes de las.
especies cultivodes o bien ser wsadas como especies centinela. b) Seguimientos especfficos scbre- las imporfaciones, los noeves especies en acuicultura: sd:rzitspn:ﬁ_-_mhs_(
alimento de atunes. c) Focos-de enfermedod. Cuando exista un foco de umdndmmxmwyummnmfmdgmdmumwnp_

Se han seleccionoda las enfermedades: encefalopatia y refnopatia viral (VER), de incidencia y gran potencialidad , - septicemia viral hemorragica (SHY) cuya incidencia se considera nula|

pero ‘que resuita de gran interés la investigacién de posibles portadores. especialmente en peces silvestres. y la necrusis pancreditica infecciosa (TPN) cuya presencia y/o prevalenci
'desconocidas en-acuiculture moring: mediterrfinea. - Los muestreos de los controles rutinarios se detallon en o tobla 1+

sobre el papel’ de los especies: partadores frente d las enfermedades listadas £n (el manco de 1d nieva normativa que’ regil y establece hequisitos sanitarios mqlmm 1251/2008);
estoblecinients de un protacols de muEstres  ciagnos i dessminac: Brotocola rarmaizaco de trabajo fera muestren ¥ clagnéstico de betanodavrus, VSV, TPV en peces silestres 1
-ultivados™; valoracion del uso. de Técnicas de diagndstico moleculor en Manes de Vigilancia Epidemioligica; formackin de fanto de. mmpo culm de. ubw lmrr.nn de snmﬂad
animallen gcuiculturd ¥ |l participacidn en constlras de las administraciones para el disefio o revisidn de rextos legales. L A o e e 1§ o o e 1 o s
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DISENO DE MAPAS EPIDEMIOLOGICOS EXPERIMENTALES EN
ACUICULTURA EN EL MARCO DE LOS PLANES NACIONALES DE CULTIVOS
MARINOS

Maria Dolores Pedrero, E; Pefalver Garcia, J; Mateo Aparicio Sanchez-Orejon,
Antonio.

Servicio de Pesca y Acuicultura. Direccion General de Ganaderia y Pesca.
Consegjeria de Agricultura y Agua. Region de Murcia.

La Acuicultura se ha convertido en una importante fuente de producciéon de
proteinas destinada al consumo humano, que representa hasta el 40% de la
produccién mundial de peces, moluscos y algas. En este marco, y como en
cualquier produccion ganadera, el acuicultor se enfrenta a una serie de retos de
mercado y de competencia, entre los cuales se encuentran:

o Todo el area de la patologia de peces y moluscos, y particular a las
enfermedades de declaracion obligatoria dentro de la Union Europea.
reguladas con la nueva Directiva_ 2006/88/CE relativa a los requisitos
zoosanitarios de los animales y de los productos de la acuicultura, y a
la prevencion y el control de determinadas enfermedades de los
animales acuaticos.

o Las enfermedades infecciosas y parasitarias ligadas a la produccion
acuicola, y con mayor trascendencia econdmica en la cuenta de
explotacion.

Las Administraciones Publicas, como responsables de la sanidad animal, tiene la
obligacion de tener el mayor conocimiento cientifico sobre la realidad
epidemioldgica de las poblaciones de peces, tanto cultivadas como silvestres,
maxime cuando el estado sanitario de unos puede repercutir en el estado de los
otros.

Desde esta perspectiva, varias Comunidades Autéonomas, Canarias, Andalucia,
Cataluna y Galicia, coordinadas desde la Consejeria de Agricultura y Agua de la
Regién de Murcia y la Subdireccién General de Sanidad Animal del M.A.P.A., han
presentado un proyecto que ha sido aprobado y financiado por la Junta Nacional
de Cultivos Marinos (Secretaria General de Pesca Maritima), con una duracién de
tres anos (2.007-2.009), que pretende establecer una red de vigilancia
epidemioldgica experimental para las principales enfermedades infecciosas de los
peces y moluscos en la acuicultura marina mediterranea y atlantica, al tiempo que
establecer los programas de aplicacion a desarrollar en el nuevo marco legal, con
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el objetivo de ser un instrumento cientifico eficaz para la gestion y policia sanitaria
por parte de la Administracién, y ademas sirva de base para la planificacion de
futuras redes de vigilancia.

Para ello se han seleccionado las enfermedades, desde el punto de vista de ser
E.D.O, o bien desde su incidencia en la produccidén, como son la septicemia viral
hemorragica (SHV), la encefalopatia y retinopatia viral (VER) o la linfocitosis.
También se incluyen enfermedades viricas cuya presencia y/o prevalencia son
desconocidas en acuicultura marina mediterranea, como es el caso de la necrosis
pancreatica infecciosa (PNI) y la necrosis eritrocitica viral (VEN).

Se plantea un disefio de muestreo que abarca a las especies de acuicultura y a
esas mismas especies obtenidas del medio natural, asi como a una serie de
especies silvestres que frecuentan las inmediaciones de las instalaciones de
acuicultura o bien son especies que pueden utilizarse como centinelas para las
enfermedades objetivo. La carnada usada en la alimentacion en las granjas de
engorde de atunes también serd muestreada cuando proceda de caladeros
distintos ante la posibilidad de ser una via de introducciéon de agentes patégenos
exoticos. Asi mismo se realizaran controles especificos en caso de ciertas
importaciones, deteccion de partidas de peces en acuicultura de origen
desconocido o0 ante la presencia de brotes de mortalidad masiva, tanto en
acuicultura como en peces silvestres.

El desarrollo de las técnicas diagnésticas rapidas y eficaces es también una
herramienta basica en los planes de vigilancia epidemiolégica y en la gestion de
crisis y alertas sanitarias. Es por ello que en el presente proyecto se pretende
poner a punto en las distintas Comunidades Auténomas la infraestructura
necesaria para establecer de forma permanente redes de vigilancia
epidemioldgica experimentales, mediante la dotacion de equipos adecuados y la
preparacion del personal técnico. Con este fin participaran, el Centro de
Investigacion en Sanidad Animal, dependiente del INIA, el Laboratorio de Sanidad
del Algete (MAPA), y el Laboratorio de Vigo.
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Valoracion de la presencia del isopodo Ceratothoa oestroides en peces
silvestres merodeadores en instalaciones de acuicultura del Levante.

E. MariaDolores’. L. Bermidez', O. Qdmezl.E. Viuda', I.L Lopez'. M.L. Pla’,
P. Muiioz” y J. Pefialver’.

!Servicio de Pesca v Acutcultura, D.G. de Ganaderia v Pesca, Consejeria de Agricultura v Agua de la
Region de Murcia. Centro de Recursos Marinos. Puerto de San Pedro, apto 63, 30740. San Pedro del
Pinatar (Murcia). Ttno v fax: 968 184518, e-mail: jose penalver? @carm es
. Dpto. Samdad Animal Universidad de Mureia, 30100, Murcia.

Abstract

C. oestroides isoped is a relatively common species in wild fish. adults in developing oral cavity and causing alterations to the host.
The intensive rearing conditions facilitate the development of pathologies. The presence of marauding wildlife is an added danger.
On our coast have not been cases in the aguaculture species, but in other areas of the Mediterranean. In this paper we make a check
on the presence of the parasite in adult specimens of marauding species and species of aquaculture fish infested obtained only in
bogue, from outside and inside of the cages.

Justificacién

La cria intensiva de peces conlleva sistemas de cultivo con elevadas concentraciones de ejemplares. lo
cual facilita la aparicion v difusion de enfermedades. La presencia de crustaceos parasitos en los peces
silvestres es un hallazgo relativamente frecuente. Dentro de este tipo de parasitos, Ceratothoa oestroides
(Riso. 1826) es un 1sopodo que se desarrolla en el mterior de la cavidad bucal. lo cual provoca trastornos
mecanicos e uritativos en el hospedador. pero ademas puede producir anemia, inmunosupresion y en
determinados casos la muerte del pez. Este parasito supone un potencial nesgo para la acuicultura
mediterranea, pudiendo producir graves perjuicios econdmicos en las instalaciones afectadas. Esta
patologia no ha sido descrita en instalaciones de acuicultura de nuestro litoral, pero si lo ha sido con
consecuencias graves en cultivos de dorada y lubina en Grecia, Turquia y en el Mar Adnatico.

C. oestroides tiene una amplia variedad de hospedadores, entre los que destaca la boga (B. boops),
diversas especies de Centracanthidae v otros Sparidae. en menor medida sardina (C. pilchardus). jurel
(Trachurus sp.), salmonete (Mullus sp.) y brotola (Phyveis sp.) (Kirkim et al. 2008). Dorada (S. aurata) v
lubina (D. labrax) no parecen ser hospedadores naturales. Las instalaciones de acuicultura marinas
ejercen un efecto de atraccion de abundantes peces silvestres. Esta atraccion se debe al efecto combinado
de la presencia de alimento artificial. atraccion quimica procedente de los peces estabulados v al efecto
que ejercen las jaulas como FADs (Fishi Atrraction Devices). Estudios sobre granjas del sureste peninsular
(Dempster er al., 2002) sitvan como las especies mas frecuentes: boga, alacha (S. awrita). jurel. mujol
(Mugilidae), palometa (I. ovatus) v oblada (O. melanura). Resulta por ello de gran interés comprobar el
nivel de prevalencia de este parasito en estas especies merodeadoras.

Material y Métodos

Se procedid a la recoleccién de ejemplares de boga, alacha v jurel tanto del exterior de las jaulas de
acuscultura como del mterior de las mismas, va que es muy frecuente que las especies merodeadoras, en
distintas fases de la cria, pero especialmente en las operaciones de cambio de red, queden atrapados en el
interior. También se chequearon ejemplares de dorada y lubina procedentes de las mismas instalaciones,
situadas en el Poligono Acuicola de San Pedro de Pinatar en la zona norte del litoral de Murcia. Los peces
fueron sometidos a un meticuloso examen de la cavidad bucal para la busqueda de las formas adultas del
parasito. El muestreo se realizo entre mavo v agosto de 2007 y el numero de ejemplares por especie se
refleja en la tabla 1.

DO HIVIN OANLTEANIIA 1/7-Vo-cv i1 1 rayiia co/ Uc cov
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Tabla 1. Nimero de ejemplares chequeados por especie v origen

Exterior Jaulas Interior Jaulas Taotal
Baga 71 142 213
Jurel 33 5 38
Alacha 29 17 46
Dorada -- 152 152
Lubina - 57 57

Resultados v Discusion

De las tres especies silvestres analizadas, solo se encontrd el parasito (parejas de macho v hembra) en
boga. En el caso de las bogas obtenidas en el exterior de las jaulas. la prevalencia fue de un 9.8% (7 de
71) frente a una prevalencia del 3.5% en los ejemplares procedentes del interior de las jaulas (3 de 142).
Matasin ¥ Vucinic (2008) encuentran en el Adnatico una prevalencia en boga no asociada a jaulas del
12.8 %, lo cual esta en concordancia con nuestros resultados. En la bibliografia consultada se considera a
esta especie como la que presenta una prevalencia netamente superior que el resto de especies. Para el
total de los ejemplares de esta especie, la prevalencia fue de un 5.6 %. Los ejemplares de jurel v alacha no
estaban infestados, hecho si descrito por otros autores tanto en jurel como en sardina (Kirkim et al. 2008).

Los ejemplares de acuicultura, tanto dorada como lubina, no presentaban en ningin caso el parasito.
Hasta la fecha no ha sido descrita esta patologia en nuestras costas, pero si han acaecido episodios graves
en piscifactorias marnas de Grecia (Sarusic, 1999), Turquia (Horton v Akamura, 2001) v en el Adnatico
(Mladineo, 2003). Las instalaciones de acuicultura de nuestro litoral estan normalmente situadas lejos de
paredes v fondos rocosos, sobre una columna de agua elevada v con gran renovacion de agua, todo lo cual
dificulta la infestacidon de los ejemplares de acuicultura. que pasan toda su fase de engorde en esas
condiciones. Ademas los adultos de C. oesroides no pueden migrar de un hospedador a otro. En
cualquier caso. es necesario realizar un seguimiento sobre la epidemmologia de este parasito.
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Programa de vigilancia sobre anisakis en pescado de acuicultura de la
Region de Murcia
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Abstract

The entry into legal efects of RD 1420/2006 has created controversy over the presence of Anisalis larvae in fish agquaculture,
especially marine industry's arguments based on studies conducted in Northern Europe. It i3 of great interest for the sector to
demenstrate its absence in fish farms from the Mediterranean sea. In this work. checked the analyzed farmed fish within the
TACUMAR proyect. Epidemiclogical Surveillance has been conducted to assess the presence of the parasite. both by visual
examination as making artificial digestion techniques on muscle tissue. In total 851 fish were analyzed between 2006 and 2009 from
farms in the coastal of Murcia, none positive.

Justificacién

La presencia de larvas de anisakis en el pescado de consumo humano supone un riesgo para la salud
publica. Con el fin de disminuir la incidencia de esta zoonosis, las autoridades sanitarias a nivel europeo
promulgaron diversa normativa la cual ha tenido su reflejo a nivel nacional en el Real Decreto 1420/2006.
La aplicacién de esta normativa ha provocado reacciones contrarias en diversos sectores v ha suscitado
una polémica sobre la ausencia o no de este parasito en los ejemplares procedentes de la acuiculiura. No
hay estudios sobre la presencia de anisakis en ejemplares procedentes de acuicultura marina
mediterranea, justificandose por el sector su ausencia en estudios realizados basicamente en el Norte de
Europa (Lunestad, 2003). Resulta de gran imnterés venficar la ausencia de larvas de este parasito en los
productos de la acuicultura, lo cual puede aportar un valor afiadido a estas producciones.

Material vy Métodas
Estudio sobre peces engordados en instalaciones acuicolas en mar abierto de la Region de Murcia entre
los afios 2.006 v 2.009. Los ejemplares eran de talla comercial o proxima a ella. La distribucidn temporal

v por especies se detalla en la tabla 1.

Tabla 1. Distribucion temporal v por especies de peces analizados

Aidio Dorada Lubina Total Ailo
2006 66 34 100
2007 152 57 209
2008 251 103 356
2009 143 43 186
Total Especie 612 239
Total Estudio 851

Todos los ejemplares fueron necropsiados por personal del Servicio de Pesca v Acuicultura en las
mnstalaciones del Centro de Recursos Marinos de San Pedro del Pmatar anotandose las caracteristicas
morfométricas habituales. Posteriormente fueron sometidos a un examen visual completo. tanto de la
cavidad abdominal como de los érganos del aparato digestivo. para detectar la presencia de larvas libres
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de anisalis v posteriormente fueron sometidos a una digestion artificial de musculo para detectar la
presencia de larvas en dicho tejido sigmiendo la sistematica descrita por Osanz (2001).

Resultados v Discusion

No se encontrd ninguna larva de anisakis en los ejemplares examinados, ni mediante la inspeccion visual
ni en la prueba de la digestion de tejido muscular. Nuestros resultados coinciden con los de Lunestad
(2003) en salmones, gquien muestreé 1180 peces. realizando también inspeccidn visual v digestion
artificial de mmsculo. Excepcionalmente, Marty (2008) encontrd una larva de anisakis en intestino de
salmon cultivado en Canada.

Existen muchos estudios sobre prevalencia de larvas de anisakis en peces procedentes de pesca extractiva.
En estos estudios se analizan multitud de especies, estableciéndose en algunos trabajos recopilatorios las
especies mas frecuentemente infestadas (Ferre, 2001}, no apareciendo la dorada ni la lubina entre ellos.

La ausencia de anisakis en pescados de acuicultura de nuestro litoral puede deberse a diversos factores: EL
mas importante parece ser la alimentacion. Lo cierto es que la alimentacion artificial mediante pienso
limita enormemente que los peces criados en jaulas en mar abierto entren en contacto con la fuente de
infestacion que serian pequefios crustaceos o incluso peces de menor tamafio como ocurre en los peces
silvestres. Las especies cultivadas tradicionalmente en nuestras costas son la dorada v la lubina, las cuales
no se citan como especies normalmente infectadas (Ferre, 2001). Aunque se trata de una parasitosis
cosmopolita, tal v como cita el anterior autor, la temperatura del agua parece ser de gran importancia.
siendo mas frecuente en aguas frias v polares, lo cual implica que las aguas del Mediterraneo, bastante
calidas, sean menos favorables para el ciclo de vida de estos nematodos. Los datos de distintos estudios,
como el de Fernandez-Buendia (2003), corroboran que el grado de mfestacion en los peces del Atlantico
es mucho mavor que el de los peces procedentes del Mediterraneo. La prevalencia mas baja en el
Mediterraneo también puede estar influida por un menor nimero de hospedadores definitivos.
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Abstract

The objective of this project JACUMAR is the development of strategies to design a network for epidemiological surveillance for
diseases of interest in marine aquaculture by the competent authorities, control samples from the farms and samples from the wild
(cultivated species and other sites). With this objective we have designed a large sampling program against various diseases. as well
as varions working groups that develop technical and policy aspects. We present the main results.

Justificacidn

La samidad animal tiene una importancia cada vez mavor en la gestion de las empresas de acucultura. La
admimstracion responsable de la samdad animal debe tener conocimiento cientifico sobre la realidad
epidemiologica de las poblaciones de peces, tanto cultivadas como silvestres. va que el estado sanitario de
unos puede repercutir en el estado de los otros. Se pretende establecer un modelo para la creacion de vna
red de vigilancia epidemiologica en acuicultura marina mediterransa.

Los objetivos especificos del provecto son: Establecer un modelo tedrico/practico para el establecimiento
de vna red de vigilancia sanitaria en acuicultura marma. La puesta a punto, mejora v optimizacion de
técnicas de diagnostico sensibles v especificas de respuesta rapida. Mejorar el conocimiento sobre los
mveles de prevalencia de las principales enfermedades viricas de mmportancia en acuicultura marina.
Creacion de bases de datos v mapas epidemuologicos. Aportar datos sobre miveles de prevalencia de estas
enfermedades viricas en las poblaciones silvestres, tanto de las especies cultivadas como de otras que
pusdan actuar como monitoras. Confeccionar un mapa epidenuoldgico para las enfermedades viricas en
acmicultura marina. Mejorar la formacion de personal técmico de campo v de laboratorio.

El proyecto esta enmarcado en la linea prioritaria JACUMAR. de Samdad Animal. se desarrolla entre los
afios 2007 v 2009 participando las comunidades autonomas de Canarias. Galicia v Murcia. siendo esta
ultima la encargada de la coordinacion.

La entrada en vigor del RD 16142008 establece la necesidad de realizar un Sistema de Vigilancia
Zoosanitaria en las explotaciones de acumcultura. lo cual revaloriza los resultados del proyecto.

Material v Métados

Los muestreos del plan de vigilancia experimental se realizaran a tres miveles: a) Controles rutinarios
sobre ejemplares de especies cultivadas procedentes de granjas de acuicultura, sobre ejemplares de las
especies cultivadas procedentes del medio natural v sobre ejemplares de especies no cultivadas pero que
pusdan actuar como reservorios a las enfermedades de las especies cultivadas o bien ser usadas como
especies centinela. b) Seguimientos especificos sobre: las importaciones, las nuevas especies en
acumicultura v sobre los peces usados come alimento de atunes. ¢) Focos de enfermedad. Cuando exista un
foco de enfermedad en acuicultura v cuando exista un foco de mortalidad o cualquier tipo de anomalias
en peces silvestres.

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 261 de 280



PN} .

%ﬁ MINISTERIO
@ DEAGRICULTURA, PESCA  SeREertaime”
2 Y ALIMENTACION

Se han seleccionado las enfermedades: encefalopatia v retinopatia viral (VER). de incidencia v gran
potencialidad . septicenua viral hemorragica (SHV) cuva mncidencia se considera nula pero que resulta de
gran wnterés la investigacion de posibles portadores, especialmente en peces silvestres. v la necrosis
pancreatica infecciosa (IPN) cuva presencia v/o prevalencia son desconocidas en acuicultura marina
mediterranea. Los muestreos de los controles rutinarios se detallan en la tabla 1:

Tablal. Muestreos de los controles rutinarios por Comunidades Autdnomas

Aijio Origen Peces Canarias Galicia Murcia Tatal
2007 Acuicultura 300 930 1439
Silvestres 896 201 1449

Total afio 1131 2888

2008 Acuicultura 1920 2361
Silvestres 2694

Total afio 3235

2009* Acuicultura 2740
Silvestres 2992

Total afio 3732

Total Comunidad 13875

* Muestreo previsto

Resultados

La realizacion de muestreos, analiticas, reuniones v grupos de trabajo han producide los siguientes
resultados, se bien se debe considerar que se esta aun en el tercer afio de provectos v diversas tareas no
estan finalizadas.

Mejora de la competitividad del sector: segmmiento samitario de las instalaciones de acuicultura;
obtencion de datos cientificos sobre las enfermedades v su epidenuologia. Establecimiento v en especial
valoracion de técnicas rapidas de diagnostico.

Mejora en la actividad investigadora: Coordinacion de equipos mterdisciplinares en Samidad Animal de
las distintas Comunidades Autonomas v de la Administracion General del Estado. campo este prioritario
es la aplicacion de la nueva normativa de Sanidad (RD 1614/2008) v la normativa europea relacionada.

Integracion de resultados en actuaciones de la administracion en materza de  sanidad animal:
Transferencia de informacion a las distintas administraciones v autoridades samtarnias sobre epidemiologia
de las poblaciones de peces silvestres v de las posibles interaccionss entre estos: realizacion de la
experiencia de desarrollo de una Red Piloto de Vigilancia Epidemioldogica  para deternunadas
enfermedades de peces; conocimiento del estatus sanitario frente a determinadas patologias de las
mstalaciones de acuicultura marina v en  poblaciones de peces silvestres. interaccion entre peces
cultivados v silvestres: elaboracion de un mapa epidemuologico de enfermedades viricas de acuicultura
marmna, realizacidon de estudios parasitologicos especificos; wvalorar la posible transmision de
enfermedades viricas a través de la carnada usada en la alimentacion de los atunes: elaboracion de una
guia v protocolo de actuaciones en el caso de aparicidon de enfermedad listada en ejemplares de peces
silvestres, cubriéndose asi un aspecto samtario de gran imterés que la legislacion no abarca
suficientements; valoracion sobre el papel de las especies portadoras frente a las enfermedades listadas en
el marco de la nueva normativa que regula v establece requisitos samitarios (Reglamento 1251/2008),
establecimiento de un protocole de muestreo v diagnostico denonunade: “Protocolo normalizado de
trabajo para muestreo v diagnostico de betanodavirus, VHSV e IPNV en peces silvestres v cultivados™
valoracion del uso de técnicas de diagnostico molecular en Planes de Vigilancia Epidemmologica:
formacion de personal, tanto de campo como de laboratorio, en matena de sanidad animal en acuicultura
v la participacion en consultas de las adnunistraciones para el disefio o revision de textos legales.
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ABSTRACT

In the present study, a wial of 871 farmed fish, 612 gilthead sea bream (Sparus aurata L) and 259 Furopean sea bass
(Dicentrarchice labrax L.), were examined for the presence of anisakid larvae. Two diagnostic methods were applied, visual
mspection and artficial digestion based on the degradation of fish soft tissue in an acidified pepsin enzyme solution. None of the
samples examined in this study contained any anisakid parasite. The results suggest that consumption of these farmed fish species
carries a minimal risk of exposure to these nematodes in this region.

Anisakidosis is a human infection with the third larval
stage (L3) of nematodes belonging to the family Anisakidae
or Raphidascaridae. The species most frequently encoun-
tered are Anisakis simplex and Pseudoterranova decipiens,
while Anisakis phvseteris and Contracaecum spp. have been
reported in a few cases (3). The accidental ingestion of these
parasites, generally after the consumption of raw or
inadequately cooked parasitized fish, can cause severe
abdominal pain, digestive disorders, and/or allergies in
humans (3, 6). The majority of reported anisakidosis cases
are from Japan, where consumption of raw fish is common
and 2,000 cases are diagnosed annually. However, global-
ization has made anisakidosis a more and more frequent
disease worldwide, due to consumer-related factors such as
increased international travel and changes in eating habits.

Anisakid parasites have a complex life cycle. Adult
parasites lay eggs in the intestines of piscivorous mammals,
and the eggs develop and hatch as free-swimming L2 larvae,
which are ingested by crustaceans and develop into L3
larvae (&). After infected crustaceans are ingested by a fish,
the L3 larvae penetrate the intestinal wall of the fish and
remain encysted or attached to the visceral cavity until the
fish is consumed by the piscivorous mammal. Anisakid
parasites undertake a postmortem migration from the body
cavity to the flesh of some teleost fish. Any fish or
cephalopod species can be parasitized by L3 anisakis larvae.
Codfish, hake, sardines, anchovies, salmon, tuna, and squid
are among the most frequently parasitized species (7).
Nevertheless, few studies have focused on the prevalence of
anisakid parasites in some common Mediterranean fish

* Author for comrespondence. Tel: + 34 968 184518: Fax: + 34 968
184518; E-mail: jose.penalver2@carm.es.
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species. A recent study has pointed out a high prevalence,
up to 89.36%, of Anisakidae larvae in wild European sea
bass (4 ). This teleost species is, with gilthead sea bream, one
of the two most important fish species commercialized in
Spain. Although farmed fish are supposed to be free of
anisakid parasites, a case of anisakid larvae in a farmed
Atlantic salmon (Salmon salar) has been recently reported
(14). For this reason, the aim of this work was to study the
presence of anisakid parasites in farmed gilthead sea bream
and European sea bass in order to ensure that products of
this aguaculture sector are free of parasites.

MATERIALS AND METHODS

Atotal of 871 fish, 612 gilthead sea bream and 259 European
sea bass, from 10 farms (designated farm 1 to farm 10) located in
Murcia Region (Western Mediterranean  Sea) were sampled.
During the period of this study, June 2006 through September
20009, 38 samplings were conducted (Table 1), and the sample size
varied from 6 to 44 fish per farm wisit (median, 229). In the
laboratory, the fish were sampled immediately after collection.
They were measured, and three fish weight categores were
defimed: fry-juvenile (=50 g, n = 50, precommercial size market
(51 o 200 g. n = 143), and market size (=200 g, n = 676).

Diagnostic procedures on each sampled fish include visual
examination and anificial digestion. For visual exammaton the
fish were dissected by making an incision along the ventral ling
from the anus to the oral aperture, and the whole body cavity, the
abdominal organs, and gastrointestinal content were carefully
examined on a petri dish with illumination to detect the Anisakidae
larvae. For artificial digestion, a procedure previously described
was conducted (15). Brefly, muscle tssue was dissected and
digested in 1 liter of freshly prepared 1% (wifvol) pepsin (1:3,000
activity) and 1% (wifvol) hydrochlone acid in distlled water.
Individual digestion was carried out at 37°C during 24 h. Digested
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TABLE 1. Distribution of the number of Sparus aurata and
Dicentrarchus labrax specimens sampled in each farm and period
of time

ABSENCE OF ANISAKID IN FARMED MARINE FISH

Yr Fish species Location No. of sampled fish
2006 Sparus aurata Farm 1 15
Famm 2 30
Farm 3 21
Dicentrarchus Farm 3 10
labrax Fanmm 4 24
2007 8. aurata Famm 1 22
Fann 2 30
Farm 3 30
Fanmm 4 20
Fann 6 30
Farm 8 20
D. labrax Farm 5 6
Farm 7 31
Farm 8 20
2008 8. aurata Farm 1 33
Famm 2 30
Farm 3 32
Fanm 4 58
Farm 5 10
Farmm 6 24
Farm 7 35
Farm 8 29
D. labrax Farm 3 20
Farmm 4 10
Farmm 6 25
Farm 7 30
Farm 8 20
2009 8. aurata Farm 1 25
Farm 3 44
Fanm 4 32
Farm 7 10
Farmm 9 T
Farmm 10 25
D. labrax Farm 1 20
Farm 3 23
Farmm 6 20
Total 87

tssue was observed on a petn dish under a stereomicroscope.
Anisakid larvae obtamed from wild mackerel (Scomber scombrus)
were used as control for parasite resistance to the enzymatic
solution.

RESULTS AND DISCUSSION

None of the 259 European sea bass or of the 612
gilthead sea bream had evidence of anisakid parasites. The
high sensitivity of one of the diagnostic methods used,
artificial digestion (/0), negates the hypothesis of mis-
diagnosis.

The development of food allergies is an increasingly
common concermn among consumers worldwide. In fact, A.
simplex extracts are now included in the standard sets for
allergens for the investigations of food allergies, anaphy-
laxis, and even drug allergies {/4). For this reason, the fish
processing industry and the consumer want a safe and
appetizing fish product that is free from nematodes. Some
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authors have demonstrated the absence of anisakid parasites
in farmed Atlantic salmon (Salme salar) (1, 5, 9, 12) due to
the feeding methods used in fish farms and to the anisakid
life cycle. The cycle is broken in farmed fish because the
processing of formulated feeds renders the L3 larvae
nonviable. Nevertheless, current fish farming practices
involve open-net cages that eventually allow exposure of
fish to the crustacean intermediate host. In fact, a case of
anisakid larvae in a farmed Atlantic salmon has been
recently reported (/3), indicating that on rare occasions
these farmed salmonids might ingest anisakids and become
infected.

As far as authors are aware, no data are available
regarding the prevalence of anisakids in wild or farmed
gilthead sea bream, and a recent study has been focused on
the prevalence of these nematodes in wild European sea
bass (4). This could be due to the fact that these fish are not
usually consumed raw and consequently are not considered
as potential risk. In fact, most Spanish cases of anisakidosis
have been ascribed to the consumption of raw anchovies,
usually as anchovies in vinegar {//), a highly popular dish
in Spain and other Mediterranean countries. For this reason,
European Union and Spanish regulations require food
establishments to freeze fish destined for raw consumption.
Nevertheless, hypersensitivity reactions to parasite antigen
can occur after ingestion of fresh, but also previously
frozen, or cooked fish products (2). Anisakis-associated
hypersensitivity cases have been particularly noted in
northern Spain, with the allergic cases predominantly
related to the consumption of cooked hake (Merluccius
merluccius) (3). So, epidemiological studies regarding the
prevalence of anisakids in the two most important species
commercialized in Europe are of considerable interest.

The results of the present work point out the absence of
anisakid parasites in European sea bass and gilthead sea
bream farmed in Mediterranean coast of Spain. In the recent
study of wild European sea bass, which reported prevalence
ranging between 65 and 89.36% in relation with body
weight, the fish were caught from the northeastern Atlantic
Ocean (4). Various authors have suggested that parasitiza-
tion by anisakids can vary among fish of the same species
but different origins. In fact, a higher prevalence of anisakid
larvae in fish from the Atlantic Ocean than in those from the
Mediterranean Sea (16, /8) has been reported. Nevertheless,
anisakids have been detected in many wild fish near the
western Mediterranean coast (/7-[9), and probably these
nematoda are also present in wild European sea bass and
gilthead sea bream from the Mediterranean sea.

In conclusion, although farmed European sea bass or
gilthead sea bream might eventually ingest anisakids and
become infected, our work indicates that consumption of
these farmed fishes results in minimal risk of exposure to
anisakid parasites in this region.
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B. DIFUSION GALICIA

Debido a la confidencialidad acordada en la reunion previa a la aprobacion del Plan
Jacumar de Gestion Sanitaria, celebrada en la Subdireccién General de Sanidad
Animal, sobre la publicacion de resultados analiticos que atafien a la calificacion
sanitaria de las explotaciones acuicola. Durante el desarrollo del mismo, sélo se
realizaron actividades de difusidbn generales sobre el Plan Jacumar de Gestidn
Sanitaria que se estaba llevando a cabo, como las siguientes notas de prensa.

http://www.galiciadigital.com/nota.5185.php
http://www.lavozdegalicia.es/sociedad/2007/12/10/0003_6390221.htm

http://www.panoramaacuicola.com/noticias/2007/12/10/galicia_estudia_las_enfermed
ades_de_los_peces_para_mejorar_la_calidad_.html

También se presentaron comunicaciones en diversos foros cientificos, siempre con
autorizacion y mencion expresa de quien financié los trabajos, asi como
comunicacién previa a la autoridad competente, para su conocimiento.

VIl Reunién de Microbiologia del Medio Acuatico
Bilbao, 26-27 septiembre de 2008
Anexo | : Microbiologia del medio acuatico Bilbao 2008.pdf

8th International Symposium of Viruses of Lower Vertebrates
Santiago de Compostela, abril de 2009

*= Anexo Il: Cutrin et al.pdf

= Anexo lll: Bandin et al.pdf

XXII Reunién de la Sociedad Espariola de Anatomia Patoldgica Veterinaria
Valencia, junio de 2010

= Anexo IV: Peces-Valencia 2010.pdf

= Anexo V: R Bermudez Valencia 2010.pdf
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Vil reunién Microbiologia del Medio Acudtico « Bilbao 2008

Presencia de birnavirus acuaticos en peces procedentes de las rias de Galicia

J.M. Cutrin’, I. Bandin', A. Silva. E. Areoso”. J.L.Barja1 y C.P. Dopazol
"mstituto de Acuicultura, Universidad de Santiago de Compostela
“Conselleria de Pesca e Asuntos Maritimos, Delegacion de Corufla, Xunta de Galicia

En el marco de un convenio enfre nuestro laboratorio y Conselleria de Pesca e Asuntos
Maritimos de la Xunta de Galicia, y como complemento de un proyecto Jacumar paralelo, en
noviembre de 2007 se realizo un muestro de las poblaciones de peces existentes en las rias
gallegas para evaluar la presencia en las mismas de birnavirus acuaticos. Se analizé un fotal de
213 peces de diferentes especies: mugel (57); lenguado (27); salmonete (21); lubina (17); boga
(15): abadejo (13). besugo (12): acedia (11); coruxo (10); sargo (6): raya (5): jurel (5): corvina
(4): rodaballo (4); palometa (3); pez aguja (1); caballa (1) v solla (1). La mayoria de estos peces
procedian de pesca de bajura, principalmente de las lonjas de Vigo, Ribeira y Corufia pero
también se capturaron y se analizaron dos especies “merodeadoras” de plantas de acuicultura
como son el mugel y la boga.

Los individuos se trasladaron en hielo a las instalaciones del Instituto de Acuicultura de la
Universidad de Santiago de Compostela para proceder a su analisis virologico. Se procesaron por
separado muestras de bazo y rifion y se inocularon en las lineas celulares CHSE-214, BF-2 y
EPC. Los cultivos se observaron semanalmente durante al menos un mes, con el objeto de
detectar el desarrollo de algin efecto citopatico (ECP) producido por la multiplicacion viral y se
realizaron como minimo dos subcultivos. Los aislados virales asi obtenidos se identificaron
mediante RT-PCR utilizando cebadores para los virus objeto de analisis.

Se detectd la presencia de aquabirnavirus en 29 peces (13.6% del total de peces analizados).
Entre los peces infectados destacan especies que se cultivan actualmente como rodaballo (50%),
abadejo (30%), lubina (29%), acedia (18%), besugo (16%) y lenguado (14%). En especies no
cultivadas en la actualidad su presencia es variable. Parece no estar presente en salmonete, sargo,
solla, raya, pez aguja, corbina y caballa pero si en palometa (33%) v jurel (20%) aunque el
nimero de peces muestreados es muy bajo (3 y 5 respectivamente) v en coruxo (10%), en este
caso con un mayor nimero de capturas.

Por area geografica no podemos determinar zonas con peces mas infectados que otras. Se detecto
la presencia de birnavirus acuaticos en las lonjas de Coruila (17%), Vigo (16%) y Ribeira (11%).

Por otra parte su presencia en peces merodeadores no es de gran importancia, no estando
presente en bogas aunque si en mugeles (10%).

68 Patologia de especies acuicolas
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PHYLOGENETI ANALYSIS OF INFECTIOUS PANCREATIC
NECROSIS VIRUS (IPNV) ISOLATED FROM WILD FISH IN THE
GALICIAN COASTAL WATERS (NW SPAIN)

TM. Cutrin’. M. Lago’. I Bandin®. E. Areoso” and C.P. Dopazo’

"Unidad de Ictiopatologia-Seccion patologia viral. Departamento de Microbiologia y
Parasitologia. Instituto de Acuicultura, Universidad de Santiago de Compostela, Spain
“Conselleria do Mar, Xunta de Galicia, Spain

In the last three years a virological survey among wild fish has been conducted in the
Galician coastal waters. From 2007 to 2008 a total of 866 asymptomatic fish belonging to 22
different species were analyzed. Infections pancreatic necrosis virus (IPNV) was isolated
from 102 individuals using incubation periods longer than those established by the EU
regulation (Decision 2001/183/EC). Infected fish corresponded to 10 different species:
pollack (Pollachius pollachius). turbot (Scophthalmus maximus). brill (S. rombus), striped
goalfish (Mullus barbatus), white seabream (Diplodus sargus), red seabream (Pagellus
bogaraveo), Senegalese sole (Solea semnegalensis), little sole (S. lascaris), beryx (Beryx
splendens) and grey mullet (Chelon labrosius)

Twenty three IPNV isolates. including at least one isolate from each of the 10 positive
species, were subjected to a partial sequencing of both genomic segments. IPNV reference
strains belonging to WB, AB, Sp, He, Te, C1, C2 and C3 serotypes were also sequenced for
comparative purposes. Phylogenetic analysis based on segment A showed that most of the
isolates (20) clustered with WB reference strain (genogroup I). whereas the remaining were
included in genogroup II (Ab type). However, the tree performed using segment B sequences
indicated that only 15 isolates were included within genogrup I and 8 were included within
genogroup IL.

These findings demonstrate the existence of five IPNV reassortant strains exhibiting a
WB-type segment A and an Ab-type segment B and highlight the importance of sequencing
both genomic segments to better characterize and type new isolates.
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OCCURRENCE OF INFECTIOUS PANCREATIC NECROSIS VIRUS
(IPNV), VIRAL SEPTICAEMIA HAEMORRHAGIC VIRUS (VHSY)
AND BETADONAVIRUSES IN WILD FISH FROM THE GALICIAN

COASTAL WATERS (N.W. SPAIN): A THREE YEARS STUDY

I. Bandin'. E. Areoso’, .M. Cutrin’, I.G. Olveira', C. Lopez-Vazquez', M. Lago’, * S. Souto’ & C.P.
1

Dopazo
"Unidad de Ictiopatologia-Patologia Viral. Dpto. Microbiologia v Parasitologia. Instiruro de
Acuicultura. Universidad de Santiago de Compostela, Spain.

“Conselleria do Mar, Xunta de Galicia, Spain

From November 2007 to November 2009 a total of 1200 fish, belonging to 21 different
species, were collected from the coastal Galician waters for virological examination. Two
sampling times were scheduled: a first one during the spring months (April-June) and another
during autumn (October-November). Internal organs (spleen., kidney and brain) were
aseptically extracted from each individual fish and processed for cell culture isolation and
RT-PCR/nested PCR analysis. Brain samples were used for betanodavirus detection, and a
mixture of spleen and kidney was tested for the presence of viral septicaemia haemorrhagic
virus (VHSV) and infectious pancreatic necrosis virus (IPNV).

No viruses were isolated following the procedure established by the EU regulation
(Decision 2001/183/EC). However, the three viruses were detected along the study with
different prevalences among the years. Whereas the detection of VHSV was 30-40% in the
two first vears of the study, it decreased to 8% in 2009, On the contrary the level of detection
of betanodavirus and IPNV increased from 13 to 21% and 13 to 39%. respectively. The
variation in the viral prevalences could be related to the differences observed in the seawater
temperature, especially in October (13°C average temperature in 2007 and 16°C 1n 2009).

Regarding the prevalence of the different viruses in the fish species analyzed, IPNV and
VHSV showed a clear preference for some host species along the three years. The highest
percentages of IPNV positive fish were observed in pollack (Pollachius pollachius), turbot
(Scophthalmus maximus) and red seabream (Pagellus bogaraveo). VHSV carriers were
detected mainly within striped goalfish (Muilus barbarus). white seabream (Diplodus sargus),
brill (Seophthalmiis rombus) and red seabream. Finally. although the detection data of
betanodaviruses showed the broadest range of fish host species and strongly varied among the
years, red seabream showed always a moderate to high level of positives for this virus.
Therefore, these results indicate that red seabream should be considered as a target species for
viral monitoring purposes in our coastal waters

We want to thank INTECMAR (Instituto tecnoldxico para Control do Medio Marifio-Xunta
de Galicia) y JACUMAR. (Junta Asesora de Cultivos Marinos-Ministerio de MARM) the co-
funding of this research project.

GESTION SANITARIA 17-03-2011 Pagina 269 de 280



9 ¥ MINISTERIO S
| DEAGRICULTURA,PESCA  57ScRAine
Y ALIMENTACION

» A3

DETERMINACION DEL ESTADO SANITARIO DE LOS PECES
PROCEDENTES DE PESCA EXTRACTIVA EN LAS COSTAS GALLEGAS

!Bermiidez R, ’Losada AP, %Failde LD, *Coscelli GA, 2Sancho AR, 2Vazquez S, 3Areoso E, *Puget IM,

2Quiroga MI

lDepartamento de Anatomia y Produccién Animal. 2Departamento de Ciencias Clinicas Veterinarias.
Facultad de Veterinaria. Universidad de Santiago de Compostela. 3Xunta de Galicia, Conselleria do Mar.

En la actualidad, el buen estado sanitario de los peces procedentes de acuicultura se garantiza mediante
un estricto control de diversos factores, desde los pardmetros fisico-quimicos del agua hasta los estudios
anatomopatoldgicos, bacterioldgicos y viroldgicos. Sin embargo, estamos lejos de aplicar este tipo de
control a los peces provenientes de la pesca convencional, por lo que constituyen una fuente continua de
portadores de enfermedades que pueden afectar a los cultivos continentales, asi como suponer un
riesgo de zoonosis. El objetivo de este trebajo es caracterizar y estandarizar las condiciones de salud
animal en nuestras costas, con el propdsito de establecer estrategias de vigilanda epidemioldgica
adecuadas.

Para llevar a cabo este estudio, se han tomado muestras de tracto digestivo, branquias, corazén,

bazo y encéfalo de diferentes especies icticolas, en las principales lonjas de Galicia.

GESTION SANITARIA 17-03-2011

Fig. 17. Bazo, migil. Centro de afagos [asterisco] warias larvas parasi
de metzioos, lo que sugiere |3 participzcién activa de estaz en Iz recpuests del
4sits. HAE, 400K,

Fig. 18. Higado, Iubina. Infeccian mixta par metacercarias [untss de flecha) y quiste contenienda

g dics de desarralic de un mi idie i ible can p. Azul
e toluiding, 40K. Inserto: plasmotios y esporas cel mixnzaaride, mostrando metscromasia en las
cipsulas polares. Azul de tohuidina, 1000K.
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DETERMINACION DEL ESTADO SANITARIO DE LOS PECES
PROCEDENTES DE PESCA EXTRACTIVA EN LAS COSTAS GALLEGAS

!Bermiudez R, “Losada AP, *Failde LD, *Coscelli GA, *Sancho AR, 1\-’ézquez S,
*Areoso E, 3Pugret JML :Quil'oga MI

"Departamento de Anatomia y Produccién Animal. *Departamento de Ciencias Clinicas
Veterinarias. Facultad de Veterinaria. Universidad de Santiago de Compostela.
*Xunta de Galicia. Conselleria do Mar.
roberto bermudez@usc.es

El aumento de la demanda de pescado. ha propiciado que en los ultimos afios se haya
producido un enorme desarrollo de la acuicultura en nuestro pais en detrimento de la
pesca extractiva. Esta intensificacion en el cultivo de diferentes especies icticolas ha
provocado la aparicion de nuevas patologias no descritas hasta la fecha, asi como de
brotes epidémicos de diversas enfermedades conocidas. En la actualidad, se garantiza el
buen estado sanitario de los peces procedentes de acuicultura mediante un estricto
control de diversos factores, desde los parametros fisico-quimicos del agna hasta los
estudios anatomopatolégicos, bacterioldgicos v viroldgicos. Sin embargo, estamos lejos
de aplicar este tipo de control a los peces provenientes de la pesca convencional. por lo
que constituyen una fuente continua de portadores de enfermedades que pueden afectar
a los cultivos continentales, asi como suponer un riesgo de zoonosis. El objetivo de este
trabajo es caracterizar y estandarizar las condiciones de salud animal en nuestras costas,
con el propésito de establecer estrategias de vigilancia epidemiologica adecuadas. Para
llevar a cabo este estudio. se han tomado muestras de tracto digestivo. branquias,
corazoén, rifién. bazo y encéfalo de diferentes especies icticolas. en las principales lonjas
de Galicia. Las muestras se fijaron en formol ¥ se procesaron mediante las técnicas de
rutina, tifiéndose mediante H&E v Azul de Tolwidina. Los resultados del estudio
histopatoldgico demostraron la presencia de diversas patologias en los peces analizados,
principalmente de tipo parasitario v bacteriano en segundo término. Este trabajo ha
permitido comprobar el estado sanitario de los peces procedentes de pesca extractiva. a
la vez que sienta las bases para la confeccidn de mapas epidemioldgicos y estrategias
profilacticas en acuicultura marina.

Convenio de la Xunta de Galicia, Conselleria do Mar 2009/PG330
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C. DIFUSION CANARIAS

Durante el desarrollo del presente proyecto hemos difundido parcialmente nuestros
resultados en el Congreso Internacional de Patélogos de Peces celebrado en
septiembre de 2009 en la ciudad de Praga. En dicho Congreso se presentaron dos
comunicaciones que se detallan a continuacioén:

1. AUTORES: L. Roman, F. Real, F. Acosta, J. Bravo, J.Vega, L. Sorroza, V. Grasso
and D. Padilla

TITULO: EPIDEMIOLOGICAL STUDY OF VIRAL DISEASES IN WILD FISH
POPULATIONS OF CANARY ISLANDS

TIPO DE PARTICIPACION: Comunicacion.

CONGRESO: 14" International Conference of the EAFP “Diseases of fish and
shellfish ]

PUBLICACION: Libro de Resumenes. _

LUGAR DE CELEBRACION: Praga ANO: Septiembre de 2009.

2. AUTORES: C. Rodgers, E. Aguirre, MC Alonso, P Alvarez-Pellitero, K. Andree, D.
Padilla, J. Penalver, C. Tafalla and D. Furones

TITULO: DEFINITION OF A LIST OF FISH DISEASES TO AID HEALTH
MANAGEMENT IN SPAIN

TIPO DE PARTICIPACION: Comunicacion.

CONGRESO: 14" International Conference of the EAFP “Diseases of fish and
shellfish )

PUBLICACION: Libro de Resumenes.

LUGAR DE CELEBRACION: Praga ANO: Septiembre de 2009.
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(';j} EPIDEMIOLOGICAL STUDY OF VIRAL DISEASES IN
v WILD FISH POPULATIONS OF CANARY ISLANDS

Iusa L. Roman*, F. Real, F. Acosta, J. Bravo, J Vega, L. Sorroza, V. Grasso and D Padilla
S e Universidad de Las Palmas de Gran Canaria
Instituto Universitario de Sanidad Animal, Arucas, Spain.

UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS
DE GRAK CANARIA

INTRODUCTION RESULTS

Animal health iz increasing the importance in the
management of aguaculiural hatcheries. Public organisms
responsibles for animal health have the obligation to
possess the highest level of scientific knowledge regarding
the epidemiological reality of populations of fish in their
natural habitat. The level of understanding regarding
epidemical reality in aguaculture facilities in the Canary
Islands is extremely limited, and data of wild populations
which are in confact with that in culfivation is practically
non-existent. The aim of this work was to study the more
important viral diseases in Canary Island wild fish species
in order to design an epidemiological map.

M&M

Figure 2.- This image represent the more frequent species sampled.1 Comber (Serranus cabrilia), 2a
Canary Damselifish (Abudsfduf luridus), 2b Damselfish {Chromis limbata), 3 Red porgy (Pagrus pagrus),
4 Bogue (Boops bops), 5 Pearly razorfish (Xyrichfys novacula), 6 Black sea bream
{Spondylicsoma cantharus), 7 Omate wrasse (Thalassoma pave), 8 Planehead filefish (Stephanclepis
hispidus)

During two years, several samples were obtained around
the Canarian Archipelago (Fig. 1). 30 specimen per wild
fish species which live around aquaculture cages were
sampled as well as fish species which can be considered
as sentinel for the viral diseases object of this study. We
analyzed two different viral diseases: viral hasmorthagic
septicasmia (VHS) and infectious pancreatic nescrosis
(IPN).

Figure 1.- Sampling areas in the Canarian Archipielago

melasol hrLANTIES

P

e

After necropsy, sample of nervous system, kidney and
spleen were taken and stored at -80°C until analysis. RNA
was extracted from stored samples and diagnosis of viral
‘genes was made by RT-PCR.

Figure 3.- All the samples tested were negative Figure 4.- All the samples tested were negative for
for IPNV. Lane 1: 100-pb DNA ladder, lane 2: WHSY. Lane 1: 100-pb DMA ladder, line 2: Positive
Positive contrel, Lane 3: Megative control, Lane contrel, Line 3: Negative confrol, Lane 4-8: Carany,
A-8: Carany lsland species sampled Island species sampled
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IRTA DEFINITION OF A LIST OF FISH DISEASES
e TO AID HEALTH MANAGEMENT IN SPAIN

[FOOD |& | AGRICULTURE |
C. Rodgers', E. Aguirre2, M-C. Alonso?, P. Alvarez-Pellitero?, K. Andree!, J. Barja®,

J. Borrego?, |. de Blas®, C.P. Dopazo$, P. Fernandez?, N. Frias?, D. Padilla®, F. Padros®14,
J. Pefalvert?, E. Planas!, A. Sitja-Bobadilla*, C. Tafalla'2, C. Zarza1? and D. Furones™.14
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Introducuon

European legislation concerning animal health requirements for aguaculture animals (Directive
2006/88/EC and Spanish Real Decreto 1614/2008) indicates that for diseases not subject to
Community measures, but which are of local importance, the aguaculture industry and the
competent authorities of the Member States should take more responsibility. Where an exotic or
emerging disease not listed in Part Il, Annex IV of Directive 2006/88/EC constitules a significant risk
for the animal health situation of aguaculture or wild aguatic animals in a Member State, measures
may be taken to prevent the introduction of or to control that disease. As a result, an expert working
group was formed to consider additional disease pathogens not specified by the current legislation.
The members of the working group were initially consulted as individuals and they were
subsequently convened for a group study with the objective of using a risk ranking technique to
compile a list of fish disease hazards (pathogens) of relevance to Spanish aguaculture.

Materials and Methods
1. Individual level i

a)Global lIst of diseases

Prior information related to a global list of diseases was provided to individual experts. The datawas | Tooe oo

related to pathogenic agent, susceptible host species, geographical distribution by country, Loosesss e .-
mtiliable status (EU, OIE), exotic status (EU) and the OIE criteria for a notifiable di Fillered and agreed listexample
(e ces and prop This was an adaptation of an exercise previously carried out T AT T
w the PANDA project. e st s s
b)Experts summary/considerations e e R

The experts used the information to consider whether, in their opinion, each disease posed a risk to —

Spain. A second iteration was then performed to allow individuals to reconsider their choices. The —

responses of all the experts were then evaluawed and those pathogens not idered were e L

removed (prefiltered) from the list. SRl e

2. Group level exercise e e
a)Flitered and agreed list =
The same experts were convened and the prefiliered were then considered subjectively at [ Ty—r————r—————
the group level using four criteria: the existence of susceptible species in Spain, the exi of W

€0l of the ptible species from a known positive zone, the existence of |-
tavourable conditions for propagation {e.g temperature, salinity, intermediate hosts), and p ial Iz
impact (e.g. high mortalities and losses). See le above right.

b)Risk estimation
Risk estimation was undertaken by using an Excel for the purpose o i et s o b g
from the PANDA project. Briefly, 13 questions divided into five categcries were considered coveting
the or ab of each h in Spain, introductl blish t and
p!upagaticn, consequences, and the possibility for risk mitigation. Each question was weighted and
uncertainty was also built into the exercise. See example template opposite.

c)Analysls and production of ranked pathogens

The results were analysed graphically and by simple ranking in oon]unction with the perceived
uncertainty. Ranking prwlded the most valid output, 5inoe the d both subjectiv
opirlien and more obj Spr based risk i Already listed notifiable diseases
were included as a ive baseli control.

Results |
It was possible to divide the resultant list into three groups:

Group | (high national risk)
Aphanomyces invadans (EUS)", spring viraemia of carp virus (SVCV), kol herpes virus (KHV)' and infectious Ranking by risk Risk Uncert

t ADNANGMYT 65 IVACANS 8.5 205
haematopoletic necrosis virus (IHNV ) Spring virasmia of carp [SVC) a az

Group |l (regional risk) Ko nerpes Vs ) 736 a7

Enteromyxum spp. (leel and scaphﬂ':aimn, Aquabirnaviridae (incl. IPNV), viral p andr pathy virus wractious 725 10

(VERV), Strep iniae, Phil chiand Aer sal icida (in tl'e marine envircnme nt). Entmmyatm scophthalm 66 215
Entsomym My fesi

Group lll (low risk) Aquebmavidss 18

Sparicotyle chrysophrii Microcoty lidae, Flave ! Photc ium piscicida, Togaviridae, Sphaerospora  secious panes stic nacrosis [PM)

tesﬂcurms, Edwardsiella tarm Birnavirus (no-EVE), Lactococcus garviae, viral haemorrhagic septicaemia virus (VHSV)F,  vralencepnacpalry nd mtncpainy (VER)

necrosis virus (EHNV)", Renibacterium salmoninarum (BKD) and SUBROCHCCUS e

GPWMWUS salaris. fn.astwun ErnE

“The thess path ifiatle and exoic to Europe according to Directive 2006 56/EC

The diseases ausad by these pathagens are notfiable and NoT-axoHs © EWGps accarding & Dira cve 2006/83/EC Span

[

[ e 1 ottt e

TR

LT —
xSy reade

& om

Risk estimation using an Excel emplate (example A, invadans)

nav;;iy‘;jm‘sopnm and Microcotylicas
cterium um
Discussion et s

There has been significant development of the European aguaculture industry in recent decades, particularly for aguatic ;L‘g?:;:;;gﬁ;?m

marine species, and the latest changes in the legislation reflect the need for a more pragrnalic approach 10 diSease  avrosens tras

consideration. The application of ®chniques related to risk and y inherent at all levels  gmsvrus no-ove)

as a result of the increasing importance of international obligations that specify the adoption of improved standards ~Lactococous ganises

{e.g. WTO, OIE). Under the new legislation, this exercise can be used to help define sampling plans for disease ::lxzumaﬂ;ﬂmxﬂ S
menitering in Spain using epidemiological and risk-based criteria by realistically idering the di: incidence at ! . N

the nd regional level. } . the weighting initially applied to the risk estimation queries can affect the final  ooc " aFaic razoss S
ranking. Nevertheless, once the data has been ccrlsidered the weighting can be varied in any subsequent exercise, saas i
although the initial data must be accurate and the collective opinion of the experts needs careful interpretation.
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D. COORDINACION
DIFUSION A LOS GESTORES DE SANIDAD ANIMAL

Siguiendo con los protocolos comprometidos, los grupos de investigacién de cada
Comunidad Autonoma han informado puntualmente de los resultados obtenidos en
materia de enfermedades a sus correspondientes autoridades en materia de
Sanidad Animal.

Los resultados, de forma global, son comunicados por la Coordinacion a los
responsables en Sanidad Animal del Ministerio de Medio Ambiento, Medio Rural y
Marino.

Foro JACUMAR.
Celebrado en Madrid, los dias 20 y 21 de octubre de 2009. Su finalidad era difundir

al sector los resultados mas importantes de una serie de planes nacionales
previamente seleccionados por el propio sector.
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2.8. INCIDENCIAS DE DESARROLLO

ANO 2007

Este subproyecto tiene como objetivos los de la “Elaboracion de estrategias de
actuacion para el disefio de una Red de Vigilancia Epidemiol6égica para las
enfermedades de interés en acuicultura marina por parte de las autoridades
competentes, donde se controlan ejemplares procedentes de las granjas y
ejemplares procedentes del medio silvestre. En el caso de las enfermedades que no
estan sujetas a programas oficiales de control o vigilancia, la creaciéon de redes de
vigilancia epidemiolégica”. Estos objetivos, de inequivoco interés para el desarrollo y
sobre todo para la gestion de la acuicultura marina, requieren que los estudios
epidemiolégicos que se realicen sean lo mas representativos posibles.
Efectivamente, el disefo de redes de vigilancia epidemioldgica puede realizarse
igualmente con mayor o menor numero de regiones participantes, pero el disminuir
el numero de zonas para los muestreos epidemiolégicos puede reducir
significativamente el valor global de los datos obtenidos en el conjunto del proyecto.

Este subproyecto se inicidé con la participacion de cuatro comunidades auténomas:
Andalucia, Canarias, Galicia y Murcia, ejerciendo esta Ultima las labores de
coordinacion. Para los fines del proyecto, la distribucion zonal de las comunidades
autbnoma era muy interesante, ya que se chequeaba la costa atlantica del norte de
la Peninsula (Galicia), la costa atlantica sur (Canarias), el Mediterraneo (Murcia y
Andalucia) y la zona atlantica del sur de la Peninsula (Andalucia).

A mediados del ejercicio 2007, la coordinacién recibié la triste noticia del deseo de
Andalucia de abandonar nuestro subproyecto para unirse al que lidera Catalufa.
Consideramos muy positivo la Incorporacion de Andalucia al subproyecto de
Cataluna, ya que lo enriquece, y deberia haberse incorporado desde el principio. Sin
embargo, y por las razones anteriormente argumentadas, supone un importante
golpe al desarrollo global del subproyecto, tanto cualitativa como cuantitativamente.
El abandono de Andalucia, sin causas técnicas argumentadas, supone un
precedente en el desarrollo de los Planes Nacionales que la propia Secretaria de
Pesca ha considerado preocupante y ha provocado cambios en los protocolos de
aprobacion de Planes en el futuro, como es la necesidad de la firma de conformidad
de la Direccién General competente de cada Comunidad Auténoma que se adquiera
a un Plan.

En cualquier caso, comentar que desde esta coordinacién se ha intentado convencer
a los representantes de Andalucia para que no abandonaran el subproyecto, ya que
se podrian haber buscado soluciones de consenso que compatibilizasen los
problemas expuestos por Andalucia con los compromisos previamente adquiridos.
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Incidencias en Canarias: El retraso en el inicio del Proyecto nos ha llevado a que
aproximadamente en el mes de Marzo hayamos finalizado los objetivos previstos
para el 2007. También cabe sefalar, que hemos tenido que reducir el nimero de
peces a analizar y utilizar pools de muestras, ya que debido a la metodologia
aprobada en una de las ultimas reuniones celebradas en Madrid, en la que se
decidié utilizar 2 juegos de primers por enfermedad, unida al elevado coste de los
Kits de extraccion de ARN y PCR aprobados, dicho proyecto se hacia del todo
inviable econdmicamente, atendiendo al ambicioso muestreo presentado en su
momento.

En general desde Galicia creemos que es importante ajustarse a los objetivos
previstos en el Plan y asi lo hemos hecho hasta ahora en el desarrollo de los
trabajos.

A mediados de mayo de 2007, coincidiendo con el inicio de los trabajos nos vimos
en la necesidad de realizar cambios en la relacion de personal encargado en Galicia
de la ejecucion de los dos subproyectos, por cambios en la plantilla de la Conselleria
de Pesca y para incorporar al Plan mas personal de la Conselleria de Medio Rural
por los motivos ya mencionados. También tuvimos que proceder a un reajuste de
conceptos presupuestarios dentro del presupuesto destinado a Galicia. Estas dos
modificaciones fueron previamente comunicadas a la Secretaria de JACUMAR a
través del coordinador del subproyecto de Murcia, haciendo constar que ninguna de
ellas suponia incremento en el presupuesto total en su dia aprobado, ni modificacion
o0 cambio en los objetivos del Plan.

Murcia ha conseguido cumplir con todos los objetivos referentes a numero y fecha
de los muestreos previstos en la programacion del 2007, a excepcién de un menor
namero de muestras en la carnada de atun (debido a que en la prevision se
consideraron dos semestres, pero en realidad el muestreo so6lo era en el segundo),
asi como variaciones minimas en el porcentaje relativo de las especies muestreadas
por problemas en la obtencién de ejemplares, pero que no ha afectado al niumero
total de ejemplares ni a al valor estadistico ni epidemiol6gico del muestreo global.

Una de las enfermedades previstas en el proyecto, si bien en menor grado de
importancia que las tres enfermedades objetivo, no ha podido ser investigada por
incompatibilidad entre la sistematica de obtencién de ejemplares y la técnica
requerida para su estudio, si bien se va a intentar realizar sobre un nimero reducido
de ejemplares.

El proyecto planteaba la realizacién de estudios parasitologicos de forma paralela a
los estudios de virus. Este apartado ha sido ampliamente desarrollado, realizando
controles sobre el parasito E. leei en peces tanto de acuicultura como de pesca
extractiva, con el fin de valorar la posible interaccion. Asi mismo, se han realizado
chequeos frente a anisakis en todos los ejemplares procedentes de acuicultura.
Todos estos analisis no han supuesto en ningln caso un incremento en el
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presupuesto total en su dia aprobado, ni modificacién o cambio en los objetivos del
Plan.

ANO 2008

La entrada en vigor de la Directiva 2006/88/CE y su trasposicion al ordenamiento
juridico nacional a través del Real Decreto 1614/2008, de 3 de octubre, relativo a los
requisitos zoosanitarios de los animales y de los productos de la acuicultura, asi
como a la prevencion y el control de determinadas enfermedades de los animales
acuaticos incrementa la importancia de este proyecto y revaloriza los resultados
obtenidos por los distintos grupos participantes.

En el Real Decreto se establece la realizacion de programas de vigilancia
zoosanitaria sobre las instalaciones de acuicultura para lo cual puede ser de gran
utilidad los modelos de planificacién y desarrollo de los muestreos que se realizan en
este proyecto.

El articulo 17 de la Directiva 2006/88/CE establece que cuando los datos cientificos
o la experiencia practica demuestren que especies distintas a las reflejadas como
sensibles y sefaladas en su anexo, puedan se causantes de la transmisién de una
enfermedad actuando como portadoras, se tendran en cuenta a la hora de realizar
traslados de animales. A tal efecto ha sido publicado recientemente el Reglamento
(CE) 1251/2008 referente a las condiciones y los requisitos de certificacion para la
comercializacion vy la importacion en la Comunidad de animales de la acuicultura y
productos derivados y se establece una lista de especies portadoras. Los resultados
de este proyecto puede aportar nuevos datos cientificos y practicos sobre especies
portadoras.

Por todo ello, dentro de los objetivos del subproyecto, se va a incorporar un nuevo
objetivo parcial, consistente en valorar el papel de las distintas especies analizadas
por los grupos participantes como especies portadoras para Septicemia
Hemorragica Virica en el marco de la nueva normativa sanitaria comunitaria.

Asi mismo, a propuesta de técnicos de la Direccién General de Sanidad Animal del
Ministerio, se va a plantear como otro nuevo objetivo parcial el disefio de un
protocolo de actuaciones ante la aparicion de una enfermedad listada en ejemplares
de peces silvestres.

En el afno 2008, Canarias no ha comunicado ningun ajuste o reordenacion
destacable, a excepcién de los ajustes operativos derivados de la temporalizacion de
los pagos hacia el personal que realiza el trabajo de campo. Se han cumplido
perfectamente las previsiones referentes a los muestreos y los analisis.

En Galicia se han cumplido satisfactoriamente los objetivos marcados para este afo.
A mediados de 2008, nos vimos en la necesidad de realizar cambios en la relacion
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de personal encargado en Galicia de la ejecucién de los dos subproyectos, por
cambios en la plantilla de la Conselleria de Pesca y para incorporar al Plan mas
personal de la Conselleria de Medio Rural por los motivos ya mencionados. Esta
modificacién fue comunicada a la Secretaria de JACUMAR a través del coordinador
del subproyecto de Murcia, haciendo constar que no suponia incremento en el
presupuesto total en su dia aprobado, ni modificacién o cambio en los objetivos del
Plan.

Murcia ha conseguido cumplir con todos los objetivos referentes a nimero y fecha
de los muestreos previstos en la programacion del 2008, a excepcién de un menor
nuamero de muestras en la carnada de atun, asi como variaciones minimas en el
porcentaje relativo de las especies muestreadas por problemas en la obtencién de
ejemplares, pero que no ha afectado al numero total de ejemplares ni a al valor
estadistico ni epidemiolégico del muestreo global.

El proyecto planteaba la realizacién de estudios parasitologicos de forma paralela a
los estudios de virus. Este apartado ha sido ampliamente desarrollado, siendo en la
practica un objetivo mas del subproyecto en nuestra Comunidad Auténoma,
realizando controles sobre parasitos intestinales en peces tanto de acuicultura como
de pesca extractiva, con el fin de valorar la posible interaccion. Asi mismo, se han
realizado chequeos frente a anisakis en todos los ejemplares procedentes de
acuicultura. Todos estos analisis no han supuesto en ningun caso un incremento en
el presupuesto total en su dia aprobado, ni modificacién o cambio en los objetivos
globales del subproyecto.

Se han realizado cambios en el personal que realiza el proyecto. Esta modificacién
fue comunicada a la Secretaria de JACUMAR, haciendo constar que no suponia
incremento en el presupuesto total en su dia aprobado, ni modificacién o cambio en
los objetivos del subproyecto.

ANO 2009

El otro subproyecto que forma parte de este Plan Nacional pidié una prérroga sin
financiacion para el afno 2010 a la cual se ha adherido nuestro subproyecto con la
finalidad de poder realizar unos informes mas completos y poder procesar la
informacion obtenida durante los tres afos de muestreos. Esta prérroga es
especialmente importante si consideramos que he han realizado muestreos hasta el
ultimo mes de este pasado ano.
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3. ANEXOS CON LOS INFORMES DE LOS GRUPOS DE TRABAJO

Se adjuntan en respectivos anexos los informes realizados por los tres grupos
participantes:

Murcia

Galicia
Canarias
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Regi6n de Murcia Servicio de Pesca y Acuicultura Teléfono: 968 32 66 35
Consejen’a de Agricu|tura yAgua C/ CampOS, 4 - 22 Planta Fax: 968 32 66 44

Edificio “Foro” serviciopesca@carm.es
Direccion General de Ganaderia y Pesca 30201 - Cartagena (Murcia)

PROYECTO JACUMAR: GESTION SANITARIA EN ACUICULTURA Y
CARACTERIZACION Y ESTANDARIZACION DE CONDICIONES DE
SANIDAD ANIMAL EN ACUICULTURA MARINA: CREACION DE MAPAS
EPIDEMIOLOGICOS Y ELABORACION DE ESTRATEGIAS PARA EL
DISENO DE UNA RED DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

Linea prioritaria de los PNCM de SANIDAD ANIMAL (2007-2009).
Prorrogado hasta 2010

SUBPROYECTO: CARACTERIZACION Y ESTANDARIZACION DE
CONDICIONES DE SANIDAD ANIMAL EN ACUICULTURA MARINA:
CREACION DE MAPAS EPIDEMIOLOGICOS Y ELABORACION DE
ESTRATEGIAS PARA EL DISENO DE UNA RED DE VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA.

RESUMEN DE ACTIVIDADES

Servicio de Pesca y Acuicultura
Direccién General de Ganaderia y Pesca
Consejeria de Agricultura y Agua de la Comunidad Auténoma de Murcia.
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ANO 2007

El objetivo de estos trabajos es conocer el estado sanitario de las poblaciones
silvestres de los animales acuaticos y su posible interaccion con las especies cultivadas,
asi como salvaguardar la seguridad alimentaria. Es necesario adaptar la gestion y
control de la acuicultura a las nuevas normas europeas de sanidad animal (Directiva
2006/88/CE) y de higiene alimentaria (Reglamentos 178/2002, 852/2004, 853/2004,
854/2004 y 882/2004). Se plantea como prioritario el estudio de las interacciones entre
las poblaciones silvestres y cultivadas, valorando el posible flujo de patdégenos entre
ambas poblaciones asi como cualquier otro efecto reciproco.

Para su implantacion, se plantea el primer afio la investigacion rutinaria de
enfermedades viricas de importancia (por presencia o por ausencia) en acuicultura
marina mediterrdnea. Dos enfermedades estdn dentro de la normativa de la Unidn
Europea: la septicemia viral hemorragica (SHV) que es de declaracion obligatoria
(Anexo II) y la necrosis pancredtica infecciosa (NPI), que puede ser sometida a
programas nacionales o regionales (Anexo III); en tercer lugar la encefalopatia y
retinopatia viral (VER) por estar recogida en el listado de la OIE y tener una incidencia
real en la acuicultura marina mediterranea. En la medida de lo posible, se realizaran
controles sobre la linfocitosis (LIN). La necrosis eritrocitica viral (VEN), no es
sometida a control este primer afio, por problemas derivados de su metodologia
diagnéstica y la necesidad de obtencion de sangre de los ejemplares en estudio.

Los ejemplares estudiados seran sometidos, en la medida de lo posible, a un
estudio parasitologico reglado, con el fin de recabar la méxima informacion sobre su
estado sanitario y con vistas a plantear futuros trabajos de interaccion granjas-fauna
silvestre desde el punto de vista del riesgo derivado de este tipo de agentes, de tanto
incidencia en la acuicultura marina.

Cuando en los controles sistemdticos se detecten problemas patoldgicos distintos
a los mencionados, podran realizarse analisis complementarios de forma conjunta con la
Facultad de Veterinaria de la Universidad de Murcia, para un 6ptimo aprovechamiento
de toda la informacion sanitaria que pueda derivarse del presente operativo.

Los ejemplares objeto de estudio seran sometidos de forma rutinaria a un
analisis morfopatolégico y necropsia en las instalaciones del Centro de Recursos
Marinos (IMIDA). Se procedera a toma de muestras de rifién, bazo y encéfalo que se
remitiran  al laboratorio del CISA (Centro de Investigacion en Sanidad Animal),
perteneciente al INIA para la realizacion del diagnostico de las enfermedades viricas
siguientes: SHV (septicemia viral hemorragica), NPI (necrosis pancreatica infecciosa) y
VER (encefalopatia y retinopatia viral). La intensidad de muestreo para estas
enfermedades dependera de la importancia, incidencia y caracteristicas de la infeccion.
Asi, en el caso de la SHV, la prioridad serd el muestreo de la carnaza de los atunes y el
control de algunas especies centinela. De forma puntual se realizardn controles para la
linfocitosis (LIN).
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PROGRAMACION 2007

Para este afio se proponen una fase de preparacion y otra de desarrollo de las
pruebas diagnosticas en el 2° semestre. Para afios siguientes se programaran pruebas
diagnosticas durante todo el afio.

1. Programacion Fase de adecuacion y preparacion

Durante los meses de enero hasta mayo se realizaran todas aquellas operaciones
de preparacion y adaptacion de material, infraestructura y personal necesarias para
poder realizar con éxito la posterior fase de toma de muestras y procesado de las
mismas.

- Adecuacion de instalaciones donde realizar las pruebas diagndsticas.

- Obtencioén del material e infraestructura necesarios.

- Recopilacion y basqueda bibliografica.

- Preparacion del personal técnico.

- Solicitar la colaboracion de las empresas de acuicultura y de las cofradias para la
obtenciéon de ejemplares. Establecer un acuerdo para la compensacion
econdmica por la retirada de ejemplares cuando sea necesario.

- Elaborar un protocolo y una ficha de necropsia.

- Elaborar un sistema de registro de muestras.

- Convenio con CISA/INIA para realizacion andlisis viroldgico.

- Puesta a punto de las técnicas diagnosticas para VER, NPI y SHV.

- Convenios con Facultad de Veterinaria para analisis parasicologicos.

2. Programacion Fase de desarrollo.

Los ejemplares objeto de estudio seran sometidos de forma rutinaria a un
analisis morfopatolégico y necropsia en las instalaciones del Centro de Recursos
Marinos. En este andlisis se anotaran todos los hallazgos de necropsia y en especial se
vigilara la presencia de lesiones compatibles con la linfocitosis asi como la presencia de
parésitos. Se tomaran muestras para analisis virologico. De forma puntual se realizardn
controles para VEN (necrosis eritrocitaria viral). En determinados casos, especialmente
para pruebas de histologia o por la aparicion de pardsitos, se podra solicitar la
colaboracion de la Facultad de Veterinaria de Murcia.

Controles rutinarios

Cronograma control rutinario 2007

Objetivo Enero/ | Marzo/ | Mayo/ | Julio/ Septiembre/ | Noviembre/
Febrero | Abril Junio Agosto | Octubre Diciembre

Planificacién _

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4
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Grupo 1. Ejemplares de especies cultivadas procedentes de granjas de acuicultura.
Grupo 2. Ejemplares de las especies cultivadas procedentes del medio natural.

Grupo 3. Ejemplares de especies no cultivadas ecologicamente relacionadas

Grupo 4. Ejemplares de especies no cultivadas, usadas como centinela de
enfermedades objetivo.

Controles especificos

Los controles y andlisis sobre importaciones, cultivo de nuevas especies y
partidas de peces de origen desconocido no pueden ser planificadas y se realizaran en
funcién de los resultados de las inspecciones realizadas desde el Servicio de Pesca y
Acuicultura. Durante el 2007 se controlara la alimentacion de los atunes.

Cronograma estudios especificos

Objetivo

Enero/
Febrero

Marzo/
Abril

Mayo/
Junio

Julio/
Agosto

Septiembre/
Octubre

Noviembre/
Diciembre

Carnaza

Focos de enfermedad

Este tipo de controles no puede ser planificado y se realizara en funcion de los
resultados de las inspecciones realizadas desde el Servicio de Pesca y Acuicultura.

3. Muestreos previstos para el 2007
El total previsto de muestras es:

Peces para virus: 560
Carnada de atunes: 240

Periodos de muestreo: Mayo a agosto de 2007

Muestreo de peces

Tabla de toma de muestras por especie y origen:

Especie Origen Numero
Dorada (Sparus aurata) Acuicultura 150
Pesca 60
Lubina (Dicentrarchus labrax) Acuicultura 40
Pesca 30
Sargo picudo (Diplodus puntazzo) Acuicultura 20
Pesca 30
Corvina acuicultura (4rgyrosomus regius) Acuicultura 20
Corvina silvestre (Sciaena umbra) Pesca 30
Alacha (Sardinella aurita) Pesca 30
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Boga (Boops boops) Pesca 30
Jurel (Trachurus spp) Pesca 30
Sargos (Diplodus spp) Pesca 30
Mujol (Mugil spp) Pesca 30
Salpa (Sarpa salpa) Pesca 30
Total 560
a. Descripcion ejemplares de acuicultura

Especie Zona de origen | Total especie |

San Pedro Aguilas

Dorada 100 50 150

Lubina 20 20 40

Sargo picudo 20 -- 20

Corvina 20 -- 20

Total zona 160 70 230
Se chequearan 7 granjas, tomando 30 muestras
b. Especies silvestres cultivables

Especie Zona de origen \ Total especie |

San Pedro Aguilas

Dorada 60 -- 60

Lubina 30 -- 30

Sargo picudo 30 -- 30

Corvina 30 -- 30

Total zona 150 -- 150

c. Especies que frecuentan las granjas

Grupo Especie Zona de origen Total especie
San Pedro Aguilas

Mayor Alacha -- 30 30

frecuencia | Boga -- 30 30

Subtotal -- 60

Alta Jureles -- 30 30

frecuencia | Mujoles 30 - 30

Subtotal 30 30

Descritos Sargos 30 -- 30
Salpa 30 -- 30

Subtotal 60 --

Total zona 90 90 180
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d. Especies centinela para enfermedades objetivo

Especies monitoras para VER

Especie Acuicultura Pesca Total
San Pedro | Aguilas San Pedro Aguilas
Lubina 20 20 30 -- 70
Corvina 20 -- 30 -- 50
Sargos 20 -- 60 -- 80
Mujol -- -- 30 -- 30
Total 60 20 150 -- 230
Especies monitoras para SHV
Especie Acuicultura Pesca Total
San Pedro Aguilas | San Pedro Aguilas
Lubina 20 20 30 -- 70
Alacha -- -- -- 30 30
Jureles -- -- -- 30 30
Sargos 20 -- 60 -- 80
Corvina 20 -- 30 -- 50
Mujol -- -- 30 -- 30
Salpa -- -- 30 -- 30
Total 60 20 180 60 320
Especies monitoras para NPI
Especie Acuicultura Pesca Total
San Pedro Aguilas | San Pedro Aguilas
Dorada 100 50 60 -- 210
Alacha -- -- -- 30 30
Jureles -- -- -- 30 30
Corvina 20 -- 30 -- 50
Total 120 50 90 60 320

Muestreo de carnada de atun

4 granjas, dos muestreos de 30

240 ejemplares en total

50 % en cada una de las zonas de cria de atin: San Pedro y El Gorguel (Cartagena)
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DESARROLLO DEL PROGRAMA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA
1. Ejemplares analizados.
El origen de los ejemplares analizados fue el siguiente:

- Peces de acuicultura, procedentes de los individuos aparentemente sanos de las
granjas.

- Peces de pesca extractiva, procedentes de las lonjas de San Pedro del Pinatar y de
Aguilas.

- Peces utilizados como alimento de atunes, obtenidos de la carnada utilizada por las
empresas que realizan engorde de atin, que en el 2007 fueron 5.

2. Procesado de las muestras

Cuando se procedia a obtener ejemplares para su posterior andlisis, se
cumplimentaba una ficha con los datos epidemildgicos mas relevantes, tanto en los
peces de acuicultura como en los de pesca extractiva. Esta ficha fue consensuada entre
los participantes en el proyecto en las fases previas del mismo. Los peces eran llevados
rapidamente, en condiciones de frio, al Centro de Recursos Marinos en San Pedro del
Pinatar para ser procesados.

Fueron sometidos de forma rutinaria a un analisis morfopatoldgico y necropsia
lo antes posible anotando cualquier hallazgo significativo, en especial la presencia de
lesiones compatibles con linfocitosis. Todos los datos de cada necropsia se reflejaban en
la correspondiente hoja de necropsia, la cual tiene un disefio colectivo para los
ejemplares de una misma partida y que también fue consensuada por los grupos
participantes en el proyecto.

Se extremaron las medidas de higiene y de asepsia, no utilizando el mismo
material de diseccion para mas de un ejemplar, con el fin de evitar contaminaciones
cruzadas entre los ejemplares. Todo el material utilizado era posteriormente lavado y
desinfectado mediante un bafio con hipoclorito sodico (10%). Posteriormente el material
fue esterilizado mediante autoclave.

Se procedid a extraer muestras de rifion, bazo y de encéfalo por duplicado para
cada ejemplar. El tamafio de la muestra fue de aproximadamente 0,25 gramos y eran
introducidos en tubos eppendorf: riiidén y bazo en un tubo y el encéfalo en otro. A uno
de los ejemplares de cada muestra se le afiadi® inmediatamente un conservante
especifico (ARN later®), siendo esta la muestra que se envié al laboratorio de
Valdeolmos (CISA/INIA) para el analisis virologico. A partir de las muestras de
encéfalo se realizard el diagnostico de encefalopatia y retinopatia viral (VER). Las
muestras de rindén y bazo fueron utilizadas para el diagndstico de septicemia viral
hemorragica (SHV) y de necrosis pancreatica infecciosa (NPI).
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El segundo ejemplar de cada muestra es llevado rapidamente a temperatura de
congelacion sin afiadirle ningun conservante. Una vez concluidas las extracciones, los
ejemplares eran convenientemente identificado e introducidos individualmente en
bolsas de plastico y conservados en congelacion. Dentro de esas bolsas se guardaran en
tubos eppendorf muestras de tejido renal y encefalico restante. En el caso de posibles
positivos se podra realizar asi un segundo analisis o bien la realizacion de técnica oficial
de confirmacidon como ocurre en el caso de la SHV, en cuyo caso habria que remitir los
ejemplares al laboratorio oficial de referencia que es el de Sanidad Animal y Produccion
Animal de Algete (Real Decreto 1488/94). Para el resto de enfermedades, al no ser de
declaracion obligatoria, podra ser confirmado por los laboratorios de referencia de cada
Comunidad Auténoma.

La informacion recogida en las fichas de toma de muestras, en las hojas de
necropsia, en los boletines analiticos de laboratorio y la informacion del analisis
parasitologico fue centralizada en una base de datos informatica.

3. Diagnéstico laboratorial

Durante el afio 2007, las muestras fueron remitidas, para la realizacién de los
andlisis virologicos, al Centro de Investigacion en Sanidad Animal (CISA), centro de
investigacion dependiente del INIA. Este centro, situado en Valdeolmos (Madrid), esta
considerado como el de mayores garantias en cuanto a seguridad bioldgica, teniendo un
equipo con gran experiencia en el diagnostico viroldgico en enfermedades de peces
mediante técnicas genéticas.

Uno de los principales objetivos para los proximos afios serd la puesta a punto de
estas técnicas de PCR en el Laboratorio Agrario y de Sanidad Animal de El Palmar,
dependiente de la Consejeria de Agricultura y Agua.

Las muestras en conservador de ARN se enviaron al CISA refrigeradas donde se
procedera a la extraccion de RNA, paso a cDNA y PCR para diagnostico, siendo las
principales ventajas de este método de diagnodstico genético su simplicidad y rapidez, su
especifidad y su sensibilidad (Gilbello et al., 2001).

A continuacion se describen los procedimientos diagnosticos utilizados por el
CISA para SHV, VER y NPIL Este protocolo de trabajo fue consensuado en una reunion
especifica de los laboratorios designados por cada una de las Comunidades Autobnomas
participantes en el proyecto:
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PROTOCOLO

1. Toma y transporte de muestras

a. Las muestras se obtendran, cuando sea posible, a partir de peces vivos, y
en todo caso se hard a partir de peces muertos o moribundos [Nota: evitar
los que estén en fase de “rigor mortis™].

b. Los 6rganos a muestrear en cada pez seran:
1. Para el diagnéstico de beta-nodavirus: cerebro
1. Para el diagndstico de VHSV e IPNV: rifidn anterior y bazo

c. Toma de la muestra

1. Los 6rganos se extraeran asépticamente

ii. En el caso de alevines o peces de un tamafio superior a 5 cm, se
extraerdn los organos indicados arriba. En el caso de alevines de
un tamano entre 3 y 5 cm, se separan la cabeza y las visceras
(desechando en la medida de posible los intestinos) del resto de la
musculatura, y se procesan por separado. En el caso de peces de
un tamafio inferior, los individuos se procesan enteros.

iii. La mitad (al menos 0,3-0,5 gr) de cada 6rgano se introducird en
viales estériles de 1,5 — 5 ml

1. Cuando el transporte de la muestra vaya a durar mas de 4
h, como en el caso del estudio correspondiente a Murcia,
la porcion de organo citada en el apartado anterior se
introducira en tubos con 1,0 ml de RNAlater (Ambion)
[Nota: De éste modo, el acido nucleico de las muestras
sera estable durante 1 dia a 37°C, o durante 1 semana a T*
ambiente].

iv. La otra mitad del 6rgano se mantendra a 4°C el minimo tiempo
posible, procediendo cuanto antes a su almacenamiento a -80°C
(sin ningun aditivo), durante no mas de 2 afos. [Nota: En caso de
detectar una muestra positiva por PCR, se utilizaria su homoéloga
congelada para proceder a la aplicacion de la técnica de
aislamiento en cultivo celular, para aislar el virus].

d. Transporte de las muestras al laboratorio de andlisis:

1. El sistema de transporte debe asegurar, en cualquier caso, la
estabilidad de la muestra.

ii. Las muestras en RNAlater se enviaran refrigeradas al CISA
(Madrid), donde se procederd a la extraccion de RNA, paso a
cDNA y PCR para diagndstico.
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2. Extraccion del RNA
a. Reagrupacion de muestras:

1. En el caso de los peces salvajes, cada pez se analizara
individualmente [Nota: en el caso concreto de la Comunidad
Canaria, esta apartado podra ser modificado, en funcion del
volumen de peces implicado, pasando a la realizacion de pooles,
como se indica a continuacion].

ii. En el caso de los peces cultivados, se llevara a cabo reagrupacion,
dentro de cada planta de cultivo y lote, en pooles de 5 individuos,
siendo esta la unidad de anélisis de diagnostico [Nota: en este
caso, la homogenizacion de los organos se realizard de modo
conjunto, para tener una unica extraccion de RNA por pool].

b. Extraccion de RNA.- La extracciéon de RNA a partir de los tejidos se
realiza mediante el sistema RNeasy® Mini Kit (Qiagen), de la siguiente
forma: Hasta un méximo de 200 mg de tejido se homogenizan en 360 ul
de tampoén RLT [Nota: si es necesario, se utilizaran sistemas mecanicos,
tipo OMNI o similares]. El resto del proceso se realiza siguiendo las
indicaciones del fabricante. Finalmente el RNA se eluye en 75 ul de
agua libre de nucleasas, y se conserva, en el caso de que no se vaya a
utilizar de inmediato, a — 80 °C.

3. Sintesis de cDNA.-

Para obtener el cDNA, las muestras de RNA viral (2,5-25 ng/ul) se incuban
tal como indica el protocolo de la SuperScript™ III RT (Invitrogen) en
presencia de random primers durante 5 min a 95°C, y a continuacién se
transfieren inmediatamente a 4°C. Seguidamente se afiaden el resto de los
componentes de la reaccion: 4 ul de “5X First Strand buffer”, 1 ul de DTT
0,1 M, 1 ul de dNTP mix (10 mM cada unos de ellos), 50 U de
SuperScript™ III RT, y agua libre de nucleasas hasta un volumen final de 20
pl. Esta solucién se incuba a 25°C durante 10 min seguidos de otra
incubacion de 50°C durante 50 min (sintesis del cDNA). Finalmente la
mezcla de reaccion se somete a 85°C durante 5 min para inactivar la
reversotranscriptasa. Opcionalmente se puede incubar la mezcla durante 20
min a 37°C en presencia de RNasa H para degradar los restos de RNA
presentes. EI cDNA obtenido se conserva a -80 °C en el caso de que no vaya
a ser utilizado de inmediato.

4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la reaccion de PCR utilizamos el sistema HotMaster® Mix (2,5X), de
Eppendorf. De 3 a 5 ul del resultado de la reaccioén de transcripcion inversa
se utilizan para la PCR. Brevemente: 10 pul de HotMaster® Mix (2,5X) se
mezclan con los cebadores forward y reverse especificos para cada virus
[Nota: ver apartado 5] a una concentracion final de 0,25 uM, de 3 a 5 ul de
cDNA y agua libre de nucleasas hasta un volumen final de 25 ul. Esta

10
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mezcla de reaccion se somete a los siguientes ciclos [Nota: se empleara el
mismo protocolo en todos los casos]:

1. 94 °C durante 3 min

94 °C durante 30 seg

58 °C durante 30 seg

68 °C durante 30 seg 35 ciclos desde paso 2 a 4
68 °C durante 10 min

4 °C hasta recoger

SARNAER NN SIRN

El resultado de la reaccion de PCR se carga en un gel de agarosa 1,5 % y
las bandas especificas se visualizan en un transiluminador de UV.

5. Parejas de cebadores: Para el diagnostico de cada uno de los 3 virus, se
emplearan dos parejas de primers, con el fin de asegurar la deteccion de todos
los tipos de cepas de cada uno de ellos. Los cebadores se muestran en el Anexo
1 del presente protocolo.

6. Actuaciones ante resultados positivos para cualquiera de los virus,

a. El fragmento de PCR amplificado se secuenciara con el fin de corroborar
el resultado positivo y tener indicios del tipo viral.

b. A partir de la réplica de la muestra correspondiente (bajo custodia,
congelada, en las Consejerias), se procederd al aislamiento del virus,
siguiendo para ello las normativas europeas y OIE.

11
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ANEXO 1

Tabla 1.- Cebadores utilizados en el diagndstico de IPNV, VHSV y betanodavirus. Posicion en cepas de referencia y producto de amplificacion esperado.

s L R 2 Cebador Secuencia (5°-3) Posicion-Cepa Prodgcto .,
amplificacion
. Heppel? AGA-GAT-CAC-TGA-CTT-CAC-AAG-TGA-C | (1403-1427 58bh
PNy R CTC-AGT-AGA-AAG-GAC-ACC-ACG-TGT + (1746-1761) IPNV Jaspo
5 Uppy IPNBA4U TGG-GGA-AGT-CGT-TCT-CCA-AC 220-239 R
IPNBA4R CCC-CCT-TGA-CAA-CCC-TCA-GG 524-509
o Forward GGG-GAC-CCC-AGA-CTG-T $11 pb
VHSV (no Reverse TCT-CTG-TCA-CCT-TGA-TCC
aplica) oo VHSCM3A | CAG-GCG-TTG-TCC-GTG-CTT-CT 278-297 VHSV FI strain oo
VHSCM3B = ACC-CTG-CGA-GTT-TCC-TGA-TGG 615-635 Gen N
. NODAFR2 CGT-GTC-AGT-CAT-GTG-TCG-CT 604-623 .
S il fza el NODAR3 CGA-GTC-AAC-ACG-GGT-GAA-GA 1011-1030 Nodavirus STNNV/g27 pb
davirus NpRNAI 21  CAGTTCGTATGCAGTGCGGATGTT 1113-1090) Nodavir RGNNV
RNAL  UIP-PY  SpRNAI 20 TTTGGGTGTTCCGATATTGTTGTA 546-569 AY369136 e pb

1.- Nishizawa, T., Mori,K-i.,Furuhashi, M., Nakai,T., Furusawa,l., & Muroga, K, 1995. Comparison of the coat protein genes of five fish
nodaviruses, the causative agents of viral nervous necrosis in marine fish. Journal of General Virology, 76: 1563-1569.

2.- Heppell, 1., Berthiaume, L., Tarrab, E., Lecomte, J. and Arella, M., 1992. Evidence of genomic variations between infectious pancreatic
necrosis virus strains determined by restriction fragments profiles. Journal of General Virology, 73: 2863-

12
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En caso de encontrarse algun positivo, el fragmento de PCR amplificado se enviara a
secuenciar al servicio de secuenciacion del CISA para corroborar el positivo y determinar el
serotipo de virus. Ademas, a partir de las muestras duplicadas que se encuentran congeladas
en las Consejerias, se intentara aislar el virus. Estos duplicados se enviardn al CISA, para
realizar los consiguientes homogenados en medio de cultivo celular enriquecido con
antibidticos y fungizona, y la inoculacion de distintas diluciones de los homogenados en
cultivo celular. En caso de ser muestras sospechosas de IPNV o VHSV, las células (EPC,
CHSE-214 o RTG-2) inoculadas se incubaran a 14°C, mientras que en caso de ser muestras
sospechosas de nodavirus los homogenados se tendran que inocular en SAF-1 (linea de
dorada susceptible a nodavirus) a 20°C.

El RD 1488/94 establece las medidas minimas de la lucha contra determinadas
enfermedades de los peces. Esta normativa regula las medidas a desarrollar por la autoridad
sanitaria en caso de aparicion de una serie de enfermedades, entre ellas la SHV, asi como
establece planes de muestreo para declarar explotaciones o zonas como libres de la
enfermedad. Establece los métodos oficiales de diagndstico para el virus de la SHV, entre los
cuales no se encuentran las técnicas de PCR. Sin embargo, los objetivos del presente trabajo
son bien distintos respecto a esta enfermedad, ya que se aprovecha la toma de muestras para
enfermedades emergentes y potencialmente peligrosas como es el caso del VER, para realizar
un chequeo frente a la presencia del virus de la SHV en una poblacion en principio libre de
este patogeno, como son los peces mediterraneos, tanto de acuicultura como silvestres. Si
apareciesen ejemplares positivos frente a esta enfermedad mediante PCR, se remitirian al
Laboratorio de Sanidad y Produccion Animal de Algete, ya que este es el laboratorio nacional
de referencia para esta enfermedad. En el afio 2008 estd prevista la transposicion de la
Directiva 2006/88/CE, por lo que las consideraciones respecto a las enfermedades listadas
habra que adaptarlas al nuevo marco normativo.

Muestreo virologico en carnaza de atunes

El estudio diagnostico de estos ejemplares presenta un problema anadido, pues son
peces que estdin mucho tiempo congelados y las condiciones de almacenamiento y
manipulacion no son las optimas por lo que presumiblemente el ARN esta dafiado, siendo
inviable su uso para PCR.

Para estas muestras se plantea la realizacion de homogenizados e inoculacion en
cultivo celular para ver si se produce efecto citopatico por algiin virus que posteriormente se
identificaria. La metodologia es la siguiente: Las muestras se homogenizan de forma estéril en
medio de cultivo suplementado con antibidticos y fungizona. Distintas diluciones se estos
homogenizados se inoculan en células EPC de carpa. Tras 7-8 dias de incubacion a 14 °C de
visualizan para detectar posibles efectos virales.

Esta técnica permite demostrar la presencia o no de virus vivos en el alimento de los
atunes, lo cual constituye una informacion epidemiologica de gran valor.

13
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4.4. Estudios parasitologicos

En el proyecto se plantea la realizacion de estudios parasitoldgicos, con el fin de
recabar la méxima informacion posible de los ejemplares utilizados en los muestreos de las
enfermedades viricas y con vistas a plantear futuros trabajos de interaccién granjas-fauna
silvestre desde el punto de vista del riesgo derivado de este tipo de agentes, de tanto
incidencia en la acuicultura marina.

Para este estudio piloto se ha escogido el pardsito denominado Enteromyxus leei que
causa la enteromyxosis por tener una incidencia real en las instalaciones de acuicultura
marina en la Region de Murcia, tiene un amplio rango de hospedadores y su transmision es
directa, por lo que interesa enormemente valorar la posible transmision entre peces silvestres
y cultivados.

Enteromyxosis: Inicialmente detectado en Chipre, Enteromyxum leei, se ha asociado
posteriormente con morbilidades y mortalidades en Grecia, Francia, Turquia, Italia y Espaiia,
no solo en doradas sino también en otros esparidos. El parasito muestra una afinidad muy
estricta por el intestino del pez, donde tiene lugar su desarrollo hasta la formacion de las
esporas. En este proceso produce importantes lesiones, consistentes en una enteritis severa
con acumulacién de liquido en el tracto digestivo y desprendimiento del epitelio. Los peces
dejan de comer casi totalmente y no aprovechan el alimento que ingieren, lo que lleva a la
extrema delgadez que se observa y que conduce finalmente a la muerte del pez.

En infecciones leves o moderadas, el parasito se localiza intercelularmente, sin
producir dafio celular aparente, causando unicamente la compresion mecanica de los
enterocitos adyacentes. En infecciones avanzadas, las lesiones son mucho mas
evidentes, y la estructura de la mucosa intestinal parece claramente alterada, por lo que se
llega a producir descamacion del epitelio y hemorragias, con la consiguiente liberacion de
parasitos en el lumen intestinal. La enfermedad progresa con mayor rapidez en el
sargo, que ademds muestra  prevalencias e intensidades de infeccidon mayores, y
lesiones histopatologicas méas marcadas que la dorada.

Aunque no se conoce el ciclo completo de este mixosporidio, ni se ha demostrado la
participacion de un hospedador intermediario, se ha comprobado que se puede transmitir
directamente entre los peces. Este hecho, junto el amplio de rango de hospedadores, es
sumamente importante desde el punto de vista epidemiologico, ya que contribuye a la radpida
dispersion de esta enfermedad para la que no existe tratamiento.

Utilizando los criterios de Dempster et al. (2001), se seleccionan para el presente

estudio de las especies silvestres las dos especies de mayor frecuencia, es decir alacha y boga
y una especie de alta frecuencia, el jurel.

14
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Los grupos a muestrear seran los siguientes:

ACUICULTURA Doradas
Lubina
Silvestres cultivables | Dorada
Lubina
Silvestres Alacha
Boga
Jurel

También se realizard un control sobre los alevines que vayan a ser introducidos en
granjas de nuestra Region. Para ello, en los controles habituales y aleatorios que se realizan en
estas operaciones de descarga se recogera un numero de ejemplares muertos o moribundos
suficiente. Cuando sea posible, el numero serd al menos de 20 ejemplares. Los controles seran
sobre alevines de dorada.

Objetivo Enero/ | Marzo/ | Mayo/ | Julio/ Septiembre/ | Noviembre/
Febrero | Abril Junio Agosto | Octubre Diciembre

Alevines

En numero de muestras sera el siguiente:

ESPECIES | NUMERO DE | EJEMPLARES TOTALES
MUESTREOS POR GRUPOS
MUESTREO
Cultivadas 2 1 35 70
Silvestres 2 1 35 70
cultivables
Silvestres 3 1 35 105
Alevines 1 1 20 20
Total 265

Tras la necropsia de los animales y el examen en fresco, se obtendrd fragmentos del
intestino posterior que se fijardn en formol al 10%, se incluirdn en resina acrilica Technovit
7100 (Kulzer, Heracus, Alemania) mediante métodos estandar, se cortaran mediante microtomo
a 1,5 um de grosor y se tefiiran mediante la técnica Giemsa. La observacion microscopica de
las muestras obtenidas permitira establecer la prevalencia de infeccion en las especies objeto de
estudio.

De manera experimental, también se va a realizar un chequeo frente a anisakis en los
peces procedentes de la acuicultura.

15
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RESULTADOS
1. TOMA DE MUESTRAS

Las técnicas de PCR son altamente sensibles y permiten procesar gran nimero de
muestras en un tiempo muy adecuado, pero son muy dependientes de la calidad del sustrato
sobre el que se realice el anélisis.

El caso concreto del ARN, es muy labil, degraddndose en un periodo de tiempo muy
corto. La inmensa mayoria de los estudios que se realizan en patologia de peces se realiza en
condiciones de laboratorio: se mantienen peces en estanques y estos son sacrificados
inmediatamente antes de la necropsia. En el caso de los animales de acuicultura, el intervalo
entre los animales de acuicultura son sacrificados y la necropsia puede ser mas amplio, sobre
todo en jaulas flotantes en el mar, si bien dicho intervalo suele ser perfectamente asumible. El
problema se plantea en los ejemplares de peces procedentes de la pesca extractiva, en los que
el factor periodo de tiempo entre sacrificio del animal y necropsia es mas variable y en casi
todos los casos mas prolongado.

Para estudiar la posible interferencia en los resultados de este estudio del factor tiempo
en los ejemplares procedentes de la pesca, se disefid un ensayo en el cual se procesaron
animales procedentes de acuicultura en condiciones “Optimas” y se contrastd con un lote de
animales procedentes de pesca extractiva. Las caracteristicas de los dos lotes son los
siguientes:

Acuicultura: se procesaron tres doradas criadas en tanques en las instalaciones que el
IES Manuel Térraga Escribano posee en el Centro de Recursos de San Pedro del Pinatar. Los
animales fueron sacrificados mediante seccion medular tras su extraccion de los tanques de
cultivo. Inmediatamente fueron necropsiados extrayendo rifion y encéfalo, que fueron
sumergidos en solucion conservante y puestos en refrigeracion. Las caracteristicas de los
animales se describen el la tabla 1.

Pesca extractiva: se procesaron 4 doradas procedentes de pesca extractiva y
desembarcadas en la lonja de Lo Pagan. Los animales fueron transportados en frio hasta el
Centro de Recursos Marinos donde fueron procesados de igual manera que los ejemplares
procedentes de acuicultura. Los datos se reflejan en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los peces utilizados en la prueba de estabilidad de ARN.

Numero Talla Peso Origen
1 21,5 128 Acuicultura
2 22 130 Acuicultura
3 21 127 Acuicultura
4 23,5 191 Pesca
5 26,5 251 Pesca
6 24 184 Pesca
7 25 235 Pesca
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Las muestras fueron enviadas en frio al CISA donde fueron procesadas, realizdndose
la extraccion de RNA, paso a cDNA y amplificacion de la B-actina.

El resultado fue satisfactorio en todas las muestras excepto en un cerebro de una
dorada de pesca, pero este hecho fue atribuido por los responsables del laboratorio a un
problema en la realizacion del la técnica de PCR. Como resultado de todo ello se comprobd
que no habia diferencias entre las muestras de acuicultura y las de pesca, por lo que el método
seguido se comprobd que era perfecto para el procesado y envio de muestras en los peces de
pesca.

Amplificacion de B-actina de dorada.

Acuicultura Pesca

12 2 4 5_64_
Tz O

ENCEFALO

T e ——

Los muestreos se realizaron entre junio y diciembre. En cada toma de muestras se
cumplimentd una “Hoja de toma de muestras” en la cual se reflejaban los datos
epidemioldgicos mas relevantes y cuyo modelo fue consensuado entre los distintos grupos
participantes.

Los ejemplares fueron procesados tal y como se describe en el procedimiento descrito
en el “Protocolo de muestreo y analisis”, el cual fue elaborado por el grupo de expertos
representantes de los laboratorios participantes en el proyecto. Fueron 9 los envios realizados
al laboratorio de Valdeolmos.

Los envios se realizaron mediante una empresa de mensajeria urgente y siempre en
condiciones de refrigeracion. Cada envio agrupaba las muestras recogidas mediante dos a
cuatro sesiones de necropsias, las cuales eran conservadas en frigorifico y con su
correspondiente conservante de ARN.
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2. MUESTREO PECES ACUICULTURA Y PESCA (RUTINARIOS)
El muestreo se realiz6 entre los meses de junio y diciembre.

Se cumplimentaron las correspondientes hojas de necropsia de las distintas partidas de
peces que fueron procesados. En dichas hojas se reflejan los cddigos individuales asignados a
cada muestra, la especie, peso, talla, la presencia de lesiones compatibles con la linfocitosis y
las observaciones que se consideren oportunas.

En la tabla 2 se reflejan las especies utilizadas, asi como el nimero de ejemplares de
cada una de ellas. En total se obtuvieron 561 peces para virus. En la tabla 9 se especifican los

150 peces procedente de la carnada de los atunes.

Muestreo de peces

Tabla 2. Especies utilizadas en el muestreo del PVE 2007.

Especie Origen Numero

Dorada (Sparus aurata) Acuicultura 152

Pesca 60
Lubina (Dicentrarchus labrax) Acuicultura 57

Pesca 36
Corvina silvestre (Sciaena umbra) Pesca 22
Alacha (Sardinella aurita) Pesca 30
Boga (Boops boops) Pesca 46
Jurel (Trachurus spp) Pesca 62
Sargos (Diplodus spp) Pesca 36
Mujol (Mugil spp) Pesca 30
Salpa (Sarpa salpa) Pesca 30
Total 561

Tabla 3. Ejemplares muestreados de acuicultura, con expresion del numero de ejemplares

total y por zona de produccion

Especie Zona de origen | Total especie \
San Pedro Aguilas

Dorada 112 40 152

Lubina 37 20 57

Total zona 149 60 209

Se han chequeado 6 granjas.
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Tabla 4. Ejemplares muestreados de especies silvestres cultivables, con expresion del nliimero
de ejemplares total y por zona de produccion

Especie Zona de origen | Total especie \
San Pedro Aguilas

Dorada 60 -- 60

Lubina 36 -- 36

Total zona 96 -- 96

Tabla 5. Ejemplares muestreados de peces silvestres que frecuentan las instalaciones de
acuicultura, con expresion del numero de ejemplares total y por zona de origen.

Grupo Especie Zona de origen Total especie
San Pedro Aguilas
Mayor Alacha 30 -- 30
frecuencia | Boga 30 16 46
Subtotal 60 16 76
Alta Jureles 32 30 62
frecuencia | Mgjoles 30 - 30
Subtotal 62 30 92
Descritos Sargos 36 -- 36
Salpa 30 -- 30
Subtotal 66 -- 66
Total zona 188 46 234

Tabla 6. Ejemplares muestreados de las especies monitoras para VER.

Especie Acuicultura Pesca Total
San Pedro | Aguilas San Pedro Aguilas

Lubina 37 20 36 -- 93

Corvina -- -- 22 -- 22

Sargos -- -- 36 -- 36

Mtjol -- -- 30 -- 30

Total 37 20 124 -- 181
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Tabla 7. Ejemplares muestreados de las especies monitoras para SHV.

Especie Acuicultura Pesca Total
San Pedro Aguilas | San Pedro Aguilas
Lubina 37 20 36 -- 93
Alacha -- -- 30 -- 30
Jureles -- -- 32 30 62
Sargos -- -- 36 -- 36
Corvina -- -- 22 -- 22
Mujol -- -- 30 -- 30
Magre -- -- 30 -- 30
Total 37 20 216 30 303
Tabla 8. Ejemplares muestreados de las especies monitoras para NPI.
Especie Acuicultura Pesca Total
San Pedro Aguilas | San Pedro Aguilas
Dorada 112 40 60 -- 212
Alacha -- -- 30 -- 30
Jureles -- -- 32 30 62
Corvina -- -- 22 -- 22
Total 112 40 144 30 326

3. MUESTREOS ESPECIFICOS

CARNADA ATUNES

El muestreo se realizd entre los meses de agosto y octubre del 2007. En las tablas 9 y
10 se reflejan respectivamente los ejemplares utilizados y su origen, tanto de las granjas como
de los caladeros donde fueron pescados.

Tabla 9. Muestreo de carnada de atin, con indicacion de la especie y la zona de utilizacion

Especie Zona de produccion Total
San Pedro Gorguel

Caballa 45 30 75

Estornino 30 30 60

Alacha 15 15

Total 90 60 150
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Tabla 10. Origen de los ejemplares muestreados de carnada de atin. Esta informacion se tomod
de la informacidon comercial que acompafiaba a cada una de las partidas muestreadas.

Especie Total Total lote Origen
ejemplares
Caballa 75 30 Zona FAO 27. Atlantico Nordeste
30 Zona FAO 37. Mediterraneo
15 Zona FAO 37. Mediterraneo
Estornino 60 30 Zona FAO 27. Atlantico Nordeste
30 Zona FAO 27. Atlantico Nordeste
Alacha 15 15 Zona FAO 37. Mediterraneo

MUESTREO NUEVAS ESPECIES.

Durante el afio 2007 se ha producido la introduccién de gran cantidad de alevines de
corvina (Argirosomus regius) por parte de una empresa. Esta especie ha sido cultivada
durante algunos afios por otra empresa pero en pequefias cantidades, no habiendo produccion
este afio. En la planificacion del 2008 se ha incluido esta especie dentro de los controles
rutinarios de las especies cultivadas de acuicultura.

MUESTREO IMPORTACIONES.

Todas las importaciones de alevines procedian de paises de la Unidon Europea. En una
de estas importaciones se chequed un lote de 20 doradas para la realizacion de anélisis
parasitologico.

FOCOS DE ENFERMEDAD.

Durante este afio no se ha detectado ningin brote de enfermedad en poblaciones
silvestres y tampoco ha sido necesario intervenir en ningin foco de enfermedad en las
empresas de acuicultura, ya que en todos los casos los peces han respondido adecuadamente a
los tratamientos terapéuticos ordinarios, segin las informaciones aportadas por los
responsables sanitarios de las empresas.

LOTES DE ORIGEN DESCONOCIDO

No ha sido detectado ningun lote de peces de origen desconocido, por lo que no ha
sido necesario realizar ningln tipo de muestreo

MUESTREO PARASITOLOGICO

Dentro de los objetivos del programa, se planteaba la posibilidad de realizar controles
parasitoldgicos siguiendo la idea de valorar la interaccion entre peces silvestres y cultivados y

obtener la maxima informacioén posible de los ejemplares utilizados en los muestreos de las
enfermedades viricas y con vistas a plantear futuros trabajos de interaccion granjas-fauna
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silvestre desde el punto de vista del riesgo derivado de este tipo de agentes, de tanto
incidencia en la acuicultura marina.

Para este estudio piloto se ha escogido el parasito denominado Enteromyxus leei que
causa la enteromyxosis por tener una incidencia real en las instalaciones de acuicultura
marina en la Regiéon de Murcia, tiene un amplio rango de hospedadores y su transmision es
directa, por lo que interesa enormemente valorar la posible transmision entre peces silvestres
y cultivados.

El muestreo realizado en el 2007 se refleja en la tabla siguiente:

Tabla 11. Muestreo para estudio parasicologico.

Origen Especie Ejemplares
Acuicultura Dorada 80
Lubina 51
Total acuicultura 131
Silvestres de especies Dorada 24
cultivables Lubina 20
Total silvestres 44
Silvestres que interaccionan | Boga 60
con acuicultura Jurel 12
Alacha 20
Total silvestres-acuicultura 92
Total 267
Alevines importacion 20

a. RESULTADOS LABORATORIO.

Los resultados obtenidos en el laboratorio del CISA sobre las 561 muestras de peces
silvestres y de acuicultura fueron todos negativos, es decir, no se ha detectado la presencia de
virus de la SHV ni de la NPI mediante técnicas de PCR.

Sin embargo, se han detectado dos ejemplares positivos por PCR a nodavirus. Los
datos son los siguientes:

Especie Peso Talla Origen
Jurel 1554 26 Pesca
Dorada 470,4 30 Acuicultura

Los resultados obtenidos en el laboratorio del CISA sobre las 150 muestras de carnada
para atin tras la realizacién de los homogenizados e inoculacién en cultivo celular fue la
ausencia de cualquier efecto citopatico que indicase la presencia de algn virus, por lo que no
fue necesario realizar ningun tipo de aislamiento con fines de identificacion viroldgica.
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Los resultados de los estudios parasitologicos para la deteccion de E. leei no han sido
concluidos al cierre del presente informe. Respecto del control sobre presencia de anisakis, no
se ha detectado ningun animal positivo en las 152 doradas y 57 lubinas, que es el total de
ejemplares procedentes de la acuicultura chequeados este afio.

6. DISCUSION.
1. Muestreo
a. Controles rutinarios:

El ntimero global de ejemplares muestreados se ha ajustado de forma adecuada a las
previsiones efectuadas: 561 muestreados frente a los 560 previstos, sin embargo ha sido
necesario variar el nimero en algunas ocasiones. En el caso del sargo picudo, no ha habido
produccion por lo que no se han tomado ejemplares de acuicultura, mientras que los silvestres
han sido englobados en el apartado general de sargos. Tampoco ha habido producciéon de
corvina de acuicultura, aunque se han sembrado muchos alevines, por lo que el muestreo de
esta especie se realizard en el 2008. Por el contrario se ha incrementado el numero de
ejemplares de boga y de jurel en lo que se refiere a las especies silvestres y de lubina en lo
referente a las especies cultivadas.

Los ejemplares silvestres de las especies de acuicultura han tenido que ser obtenidos
en su totalidad de la lonja de Lo Pagén, ya que las técnicas y artes de pesca son mas propicios
en esta lonja, no obteniéndose de forma habitual en las otras.

b. Control sobre carnada atun:

El nimero de muestras ha sido inferior al inicialmente previsto: 150 frente a 240. Se
habia previsto realizar dos controles de 30 ejemplares sobre 4 granjas y finalmente se ha
realizado un control sobre 5 granjas. El proximo afio, al realizarse los controles sobre dos
semestres, se podra hacer un chequeo mayor en numero de muestras.

2. Vigilancia epidemiologica en peces

La sanidad animal tiene una importancia cada vez mayor en la gestion de las empresas
de acuicultura. La Union Europea, en su Estrategia para el desarrollo sostenible de la
acuicultura europea (COM, 2002), establece como uno de los objetivos el “garantizar que los
consumidores puedan disponer de productos sanos, seguros y de buena calidad, asi como
fomentar normas en sanidad y bienestar animal”. La administracion responsable de la sanidad
animal tiene la obligaciéon de tener el mayor conocimiento cientifico sobre la realidad
epidemiologica de las poblaciones de peces, tanto cultivadas como silvestres, ya que el estado
sanitario de unos puede repercutir en el estado de los otros. Se plantea un disefio de muestreo
que abarca a las especies de acuicultura y a esas mismas especies obtenidas del medio natural,
asi como a una serie de especies silvestres que frecuentan las inmediaciones de las
instalaciones de acuicultura o bien son especies que pueden utilizarse como centinelas para
las especies objetivo. Los resultados de este muestreo se reflejan en la tabla 2. El nimero
global de ejemplares es satisfactorio para el primer afio, si bien el muestreo se ha concentrado
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en una sola época del afio, y ademas el nimero de ejemplares por especie tienen en pocos
casos significacion estadistica (Ossiander y Wedermeyer, 1973).

Los ejemplares de acuicultura (tabla 3) pudieron muestrearse de todas las especies, si
bien no pudo completarse el objetivo de un nimero de muestras mas significativo por la
estacionalidad del periodo de toma de muestras, ya que se realizo en los cuatro tltimos meses
del afio y determinadas empresas no recolectaron peces durante ese periodo. Respecto a los
ejemplares silvestres de las especies cultivables (tabla 4), todos los ejemplares se obtuvieron
en la Lonja de Lo Pagan, ya que los artes de pesca empleados en esta zona maritima facilitan
la captura de las especies buscadas. Seglin diversos estudios, las instalaciones de acuicultura
marinas ejercen un efecto de atraccion de abundantes peces silvestres, debido al efecto
combinado de la presencia de alimento artificial, atraccion quimica procedente de los peces
estabulados y al efecto que ejercen las jaulas como FADs (Fish Attraction Devices). En
estudios sobre granjas del sureste peninsular (Dempster et al., 2001), podemos ver cuales son
estas especies y su importancia relativa. En la tabla 5 se observa que para las especies de
mayor frecuencia se han tomado 76 muestras, 92 muestras en los de alta frecuencia y 66 para
los descritos. En las tablas 6, 7 y 8 se han agrupado las especies segun su capacidad de ser
monitores frente a cada una de las enfermedades objetivo (Barja, 2005). No podemos
contrastar nuestros resultados con trabajos similares, ya que en la literatura cientifica
consultada no hemos encontrado estudios epidemiologicos similares en los que se valorase la
presencia de estos virus en el litoral mediterraneo espafiol, excepto proyectos piloto como el
realizado por nuestro grupo en el afio 2006 (Penalver ef al. 2007a).

No se han detectado ejemplares con lesiones compatibles con linfocitosis,
principalmente porque los andlisis se realizaron en invierno, mientras que en el area
mediterranea se desarrollo en verano (Barja, 2005). Ademds no se analizaron ejemplares
juveniles, siendo los brotes clinicos en alevines que posteriormente se recuperan, a menos que
sufran contaminaciones secundarias, normalmente bacterianas (Bovo, 2004).

No se ha realizado ningin control sobre la necrosis eritrocitaria viral, ya que
practicamente todos los ejemplares estudiados estaban muertos en el momento de la toma de
muestras, siendo necesario que la sangre esté en perfecto estado para su tincion y analisis
microscopico. La técnica debe ser puesta a punto y se deben organizar muestreos sobre
ejemplares vivos.

La septicemia virica hemorragica es una enfermedad de gran importancia en la
acuicultura continental en Europa, aunque también se han producido episodios de mortandad
en acuicultura marina, como es ¢l caso del rodaballo en el Norte de nuestro continente (Ross
et al., 1994). Cada vez con mayor frecuencia se describe la presencia de este virus en
poblaciones silvestres de gran cantidad de especies marinas de aguas frias (Munro, 1996;
Dixon et al., 1997; Mortensen, 1999; Smail, 2000; King et al. 2001; Dopazo, 2002). Las
especies cultivadas en el litoral del levante espafiol (dorada, lubina, corvina y atin rojo) no
son especies sensibles a este virus segun la OIE, lo cual tiene su reflejo en la normativa
correspondiente de la Unién Europea. Sin embargo, diversos estudios han demostrado la
sensibilidad de algunas de estas especies in vitro como ocurre en la lubina. (Castric y
Kinkelin, 1984).
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El virus de la septicemia hemorragica esta asociado a aguas frias, si bien se ha descrito
elevadas mortalidades en focos ocurridos en Turquia en el afio 2004 (OIE 2004), lo cual
indica que en determinadas circunstancias el virus puede adquirir virulencia en latitudes
inferiores a las asumidas inicialmente, sobre todo si se considera que el brote aparecio en el
mes de junio. Por ello, el estudio de los posibles portadores silvestres del virus tiene una
importancia epidemioldgica elevada, la cual ha sido analizada en el presente trabajo, con
resultados negativos, aunque es necesario realizar estudios mas extensos en cuanto al nimero
de especies analizadas y trabajar con tamafos de muestra mas significativos estadisticamente.
En cualquier caso, estos datos coinciden con la unica referencia previa en la que se
chequearon peces de caracteristicas similares (Penalver et al. 2007a).

Estos autores utilizaron para el diagnostico rifidn y los primers descritos por la
Organizaciéon Mundial para la Salud Animal (OIE, 2006), sin embargo en nuestro estudio
hemos utilizado un doble chequeo: se han empleado dos parejas de primers, con el fin de
asegurar la deteccion de todos los tipos de cepas. Ademas de los primers de la OIE, se han
utilizado los propuestos por el Instituto de Ictiopatologia de Galicia con los cuales han
obtenido resultados positivos en peces silvestres (Lopez Vazquez et al., 2006). Ademas se ha
chequeado tanto rifion como bazo. Todo ello repercute en una mayor validez y fiabilidad de
los resultados obtenidos.

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa es un virus que afecta a explotaciones
continentales de acuicultura de salmonidos, pero también ha producido pérdidas en algunas
granjas de peces marinas como el rodaballo, y ademas se han descrito infecciones subclinicas
en multitud de especies marinas como anguilas, atherinidae, peludas, jureles, cupleiformes y
en corvina. En Espafia ha sido aislado el virus especies marinas cultivadas como la dorada, el
rodaballo y el lenguado (Barja, 2005). Por ello, el virus tiene un amplio rango de
hospedadores y de especies sensibles, de peces, pero ademds pueden actuar como reservorios
determinados moluscos (Mortensen, 1990) e inclusos rotiferos (Coms, 1991). Al igual que
sucedia con al virus de la Septicemia Hemorragica, son virus que se considera que no estan en
nuestras costas, pero que es necesario investigarlo y valorar el peligro potencial que pueden
representar para la acuicultura marina de nuestra Region. Este estudio es una aproximacion
para la realizacion de la valoracion del riesgo epidemiologico, pero que debe ser ampliado en
afos sucesivos con muestreos mas amplios.

Los resultados obtenidos este primer afio estdn en concordancia con experiencias
previas en las que tampoco se encontraron animales positivos (Pefialver et al., 2007a). Estos
autores utilizaron para el diagnostico rifién y los primers descritos por Larssen et al. (2004), si
embargo en nuestro estudio hemos utilizado un doble chequeo: se han empleado dos parejas
de primers, con el fin de asegurar la deteccion de todos los tipos de cepas. Los primers
descritos por Heppell et al.,(1992) y los propuestos por el Instituto de Ictiopatologia de
Galicia con los cuales han obtenido resultados positivos en peces silvestres (Cutrin et al.,
2008). Ademas, al igual que para el estudio de la septicemia, se ha chequeado tanto rifidon
como bazo.

La encefalopatia retinopatia viral (VER) o necrosis nerviosa viral afecta a gran
nimero de especies de peces, siendo las més importantes la lubina, el mero, dorada, besugo,
denton, fletan, rodaballo, seriola, bacalao, bonito y salmon (Pérez y Rodriguez, 2006). En los
laboratorios de ictiopatologia del 4rea mediterranea ha sido descrito principalmente en lubina,
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pero también en numerosas especies como corvina silvestre, majol y mero (Barja, 2005).
También se han descrito casos en el Mediterrdneo en sargo picudo y en lenguado (Bovo,
2004). En la revision sobre nodavirus Korsnes (2007), establece la siguiente clasificacion:

Tipos
BFNNYV | Barfin flounder nervous necrosis virus

Tipo de peces de aguas frias: Norte de Europa, Costas Atlanticas de
Norteamérica y Japon

Barfin flounder (Verasper moseri) es una especie de pez plano, que se
distribuye por el norte de Japon.

SINNV | Striped jack nervous necrosis virus

Frecuente en Asia. Detectado en zona Atlantica de Peninsula Ibérica.

Striped jack (Pseudocaranx dentex) o jurel dentdn, distribuido por todo el
Mediterraneo, asi como por los océanos Atlantico, Pacifico e [ndico.

TPNNV | Tiger puffer nervous necrosis virus

Aislado en condiciones experimentales

Tiger puffer (Fugu rubripes), pez globo japonés, de gran interés culinario en
Japon.

TNV Turbot nodavirus

Recientemente aislado en rodaballo

RGNNYV | Red grouper

Ampliamente distribuido por Australia, Asia, Sur de Europa y Sur de
Norteamérica.

El tipo maés frecuentemente encontrado en  cultivos acuicolas del
Mediterraneo de lubina, asi como en gran nimero de especies silvestres.

Bovo (2007), define las siguientes especies sensibles:

PECES INFECTADOS QUE MUESTRAN SINTOMAS Y MORTALIDAD

Epinephelus akaara Lateolabrax japonicus
E. taurina Parasilusus asotus

E. coioides Poecilia reticulata

E. malabaricus Sebastes oblungus

E. moara Anguilla anguilla

E. lanceolatus Latris lineada

E. awoara Tandanus tandanus

E. fuscoguttatus

E. septemfasciatus
Cromileptes altivelis
Pseudocaranx dentex
Seriola dumerili
Trachinotus blochii
Trachinotus falcatus
Sciaenops ocellatus
Oplegnathus fasciatus
Rachycentron canadum
Liza auratus

Lutjanus erythroterus

Oxyleotrix lineolatus
Pseudopleuroctes americanus
Atractoscion nobilis

Gadus morhua
Melanogrammus aeglefinus
Dicentrarchus labrax
Umbrina cirrosa

Diplodus puntazzo

Sciaena umbra
Epinephelus marginatus
Epinephelus aeneus
Epinephelus alexandrinus
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Verasper moseri
Paralichthys olivacerus
Takifugu rubripes

Hippoglosus hippoglosus
Solea solea
Acipenser gueldestaedi

Lates calcarifer Scolphthalmus maximus

PECES QUE SE INFECTAN
Mullus barbatus
Mullus surmuletus
Scorpaena sp
Liza ramada

Pagellus acarne
Gobius jozo
Argyrosomus regius
Sparus aurata
Trisopterus minutus

PECES INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE

Oreochromis mossambicus | Anarchis minor

Por tanto, el rango de especies sensibles es muy elevado, lo cual unido a su gran
elevada patogenicidad y su gran difusiéon en el Mediterraneo hace que esta sea una de las
enfermedades viricas potencialmente mas peligrosas para las instalaciones en mar abierto. A
ello contribuye el gran rango de hospedadores del virus, entre los que se describen la dorada,
el myjol, el salmonete, la corvina e incluso bivalvos como el mejillon (Bovo, 2004).
Recientemente ha sido realizada una revision de la incidencia de esta enfermedad en el
Mediterraneo, asi como del riesgo de transmision entre peces de ambos lados de las redes de
las instalaciones de acuicultura (Bovo, 2007). Sus principales conclusiones son:

- Que afecta a mas de 30 especies de peces, principalmente marinas.

- La enfermedad apareci6 en el Mediterraneo en 1995, afectando a alevines y juveniles.

- La transmisiéon puede ser horizontal y vertical, viéndose favorecida por la gran
persistencia del virus en el medio marino. Esto unido al gran nimero de especies
sensibles explica su tendencia a establecerse como endémico.

- La especie mas sensible es la lubina, con brotes agudos en verano (22-25°C).

- No hay datos publicados sobre interaccion entre peces de granja y silvestres, si bien la
probabilidad parece muy elevada.

- Peces silvestres con sintomatologia se han descrito en Grecia e Italia. En Falso
Abadejo (E. alexandrinus) cerca de granja infectada, pero también Meros (E.
marginatus) y Cherna de ley o Mero Bronceado (E. aeneus) en zona muy alejadas de
cualquier granja.

- El genotipo en los ejemplares silvestres, cuando se caracteriza pertenece al grupo
RGNNYV, que es el habitual en las granjas de lubina infectadas.

A diferencia de las otras dos enfermedades, en las cuales lo previsible era no encontrar
la presencia del virus, esta enfermedad tiene, a priori, cierta posibilidad de ser hallada, si bien
en experiencias previas no ha sido detectada (Penalver et al., 2007a). En la realizacion de
dicha experiencia se realiz6 el diagndstico con los primers descritos por la Organizacion
Mundial para la Salud Animal (OIE, 2006), si embargo en nuestro estudio hemos utilizado un
doble chequeo: se han empleado dos parejas de primers, con el fin de asegurar la deteccion de
todos los tipos de cepas. Ademas de los primers de la OIE, se han utilizado los propuestos por
el Instituto de Ictiopatologia de Galicia con los cuales han obtenido resultados positivos en
peces silvestres (Cutrin et al. 2008). En ambas experiencias el tejido analizado ha sido
cerebro.
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Este primer afio del proyecto se han detectado dos animales positivos a PCR que
posteriormente fueron secuenciados. Ninguno de los ejemplares presentaba signos de la
enfermedad, por lo que deben ser considerados como portadores asintomaticos.

Como se comprueba en la tabla 6, se han analizado 181 ejemplares de especies
considerables como monitoras a la enfermedad, por ser altamente sensibles. A estas cabria
anadir los 202 ejemplares de dorada, especie que también se ha demostrado como sensible y
cuyo nimero de muestras es muy significativo estadisticamente. Sin embargo, los ejemplares
positivos pertenecen a una dorada de acuicultura y a un jurel, siendo esta la primera cita de la
presencia de este virus en esta Ultima especie. Si consideramos el total de los ejemplares
muestreados, se ha obtenido una positividad del 0,35 % (2 de 561). Es importante mencionar
que en ningin caso podemos hablar de brotes de enfermedad ya que los animales positivos a
VER no presentaban ningiin sintoma de esta patologia, por lo que deben ser considerados
como portadores asintomaticos. Por ello, podemos hablar de resultados de positividad en
principio bajos a esta enfermedad en la zona estudiada, siendo necesario realizar nuevos
muestreos en esta especie y muestreos mas amplios en el resto de las especies. Ademas, es
necesario realizar un muestreo en verano, cuando las aguas son mas calidas, ya que el virus
produce brotes con temperaturas de 22-25 °C (Pérez y Rodriguez, 2006). A continuacién se
van a describir con mas detalle los datos referentes a los dos positivos a VER:

Dorada (S. aurata):

La dorada se considera que se infecta de forma natural pero no desarrolla la
enfermedad (Castric et al., 2001), pudiendo actual como hospedador asintomatico, lo cual
tiene gran importancia en la acuicultura mediterranea, en la que gran parte de las instalaciones
tienen un cultivo mixto de dorada y lubina.

En el presente estudio se ha hallado una unica dorada infectada, la cual procedia de
una granja de acuicultura de Aguilas. El ejemplar, perteneciente a un lote de 20 ejemplares,
tenia un peso de 470,4 gramos y una longitud de 30 centimetros. El pez fue sembrado dentro
de un lote de 165.000 alevines procedentes de granja de Almeria en febrero de 2006 y fue
capturado el 19 de septiembre a las 22:30, por lo que tenia una edad aproximada de 2 afios.

Si consideramos el total de doradas analizadas (212), la positividad se sitia en el
0,47%, aunque si consideramos exclusivamente los ejemplares de acuicultura (152) el
porcentaje se eleva al 0,65%. En 4guilas se han analizado 40 ejemplares, por lo que el
porcentaje de positivos en esta localidad se sitia en el 2,5%, y este se eleva hasta el 5% dentro
de la granja muestreado. Sin embargo, en las dos granjas de Aguilas, por problemas logisticos
no se obtuvieron los 30 ejemplares minimos requeridos para obtener una adecuada
significacion estadistica.

De los dos primers utilizados para la busqueda de nodavirus, el positivo en dorada ha
sido detectado con el propuesto por la OIE (2006).

Respecto al tipo de virus hallado, tras la secuenciacion podemos afirmar que es del

tipo RGNNYV, siendo este el tipo normalmente hallado en los brotes de esta patologia en
granjas de lubina en el Mediterraneo.
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Jurel (T. trachurus):

No hay ninguna cita en la bibliografia consultada en la que se describa la presencia de
nodavirus en esta especie, aunque si es especies similares como es jurel dentdén (Pseucaranx
dentex). Este hallazgo tiene una gran importancia epidemioldgica ya que el jurel comin es
una de las principales especies que son atraidas por las jaulas de acuicultura en mar abierto
(Dempster et al., 2001), siendo la més frecuentemente hallada en el interior de las jaulas tras
la boga y la alacha. Por tanto, podria ser un vector a considerar en la posible transmision de la
enfermedad desde el medio silvestre hacia las granjas.

Hemos encontrado un tnico ejemplar positivo de los 62 analizados, en concreto un
ejemplar de 155,4 gramos y 26 centimetros de longitud, por lo que tendria aproximadamente
3 afios de edad. Este positivo supone un 1,61% del total de jureles analizados. Si
consideramos exclusivamente los 30 ejemplares del lote de San Pedro del Pinatar, el
porcentaje se eleva hasta el 3,12%.

De los dos primers utilizados para la busqueda de nodavirus, el positivo en jurel ha
sido detectado con el propuesto por la Universidad de Santiago de Compostela (Cutrin et al.,
2008).

Respecto al tipo de virus hallado, tras la secuenciacion se ha verificado que es del tipo
SINNV, es decir, el tipo del jurel dentén (Striped jacket nervous necrosis virus). Este tipo ha
sido detectado en granjas de Espana y Portugal de dorada, lubina y leguado senegalés (Cutrin,
2007), existiendo preocupacion por su posible expansion hacia el Mediterraneo.

Vigilancia epidemiologica en carnada de atunes

La alimentacion de los atunes en las granjas de engorde del litoral levantino se realiza
basicamente mediante carnada que procede de caladeros pesqueros distintos a los de la zona
donde estan situados las granjas. La importacion de este tipo de pescado se realiza en
condiciones de congelacion, las cuales a priori, no inactivan a los virus de importancia en
patologia. Resulta, por ello, de gran importancia valorar el posible papel de esta carnada como
vehiculo para la introduccion de enfermedades exoticas en las instalaciones de acuicultura y
en la fauna icticola local, ya que diversos estudios y autores demuestran que ya ha ocurrido en
otras zonas del planeta (Jones et al., 1997; Ward et al.; 2001).

El muestreo realizado en los peces utilizados como carnada se representa en la tabla 9,
expresandose el origen de los mismos en la tabla 10. El muestro tiene poca variabilidad
respecto al origen de las muestras, lo cual es consecuencia de la realizacion aleatoria de los
muestreos.

En los resultados que hemos obtenido, en los que la realizacion de los homogenizados
e inoculacién en cultivo celular no evidencid efecto citopatico en ninguna de las 150
muestras, indican ausencia de cualquier virus viable, y por tanto la imposibilidad de
transmision de este tipo de patogenos. Estos resultados estdn en consonancia con los
obtenidos en experiencias previas (Penalver et al., 2007b). Estos resultados tienen una gran
importancia, ya que la ausencia de virus vivos, elimina el riesgo de introduccion de
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enfermedades, al menos en los lotes de los que proceden los ejemplares chequeados, ya que se
han utilizado lotes estadisticamente significativos de 30 ejemplares (prevalencia del 10 % con
un intervalo de confianza del 95 %), La causa de la ausencia de virus viables no podemos
distinguir si se debe a una ausencia en origen de infecciones viricas en los peces o por el
contrario, si los procesos de congelacion industrial a los que se someten este tipo de producto
eliminan los virus presentes en los peces.

Todos los peces de carnada chequeados en este trabajo estaban congelados, pero en
determinas circunstancias de mercado las empresas pueden utilizar para la alimentacion de los
atunes pescado fresco. En proximos estudios va a ser muy importante chequear también
algunos lotes de peces frescos para ver si en esas condiciones de conservacion se observa
algin virus viable. Sin embargo, estas partidas de peces “en fresco” proceden del mismo
caladero donde se sitian las granjas de acuicultura, con lo cual no hay ningin riesgo de
introducir virus exoticos en la fauna icticola local.

Con los datos recopilados en esta campafia, se debe disefiar un plan de muestreo para
los afios siguientes que abarque al menos dos muestreos por instalacion de engorde e intentar
que el origen del pescado sea més variado.

CONCLUSIONES

El objetivo general que se definid6 en la redaccion del presente proyecto es la
elaboracion de estrategias de actuacion para el disefio de una Red de Vigilancia
Epidemioldgica para las enfermedades de interés en acuicultura marina por parte de las
autoridades competentes, donde se controlarian ejemplares procedentes de las granjas de
acuicultura y ejemplares procedentes del medio silvestre. En el caso de las enfermedades que
no estan sujetas a programas oficiales de control o vigilancia, la planteaba la creacion de redes
de vigilancia epidemiologica.

Para la consecucion de esos objetivos, se articuld en una serie de objetivos parciales,
cuyo cumplimiento y progresos se desarrollan a continuacion:

Establecer un modelo tedrico/practico para el establecimiento de una red de
vigilancia sanitaria en acuicultura marina. El modelo creado para las enfermedades
viricas debera ser extrapolable, en la medida de posible, al resto de patologias
infectocontagiosas.

El primer afio de puesta en marcha del plan de vigilancia ha permitido conocer las
dificultades, tanto organizativas como de materia y protocolos de trabajo, lo cual supone una
gran experiencia para su diseflo y desarrollo en afios sucesivos. Se han detectado, a modo
provisional, los siguientes puntos criticos en la creacion de la red de vigilancia:

- Programa de divulgacion y sensibilizacion de los responsables sanitarios de las
instalaciones de acuicultura.

- Preparacion técnica del personal que interviene en todas y cada una de las fases de la
red de vigilancia.

- Elaboracion de protocolos de trabajo pormenorizados para los muestreos, transporte,
manipulacion y diagndstico.
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- Adaptar los muestreos, en la medida de lo posible, al normal desarrollo de actividades
de las empresas, con el fin de causar la menor interferencia posible.

- En el caso de los ejemplares silvestres, orientar los muestreos hacia especies
identificadas como Optimas en su uso como especies centinela. Los criterios
adecuados para la seleccion de las especies son: sensibilidad al patéogeno y
disponibilidad de ejemplares.

- Agilidad en el procesado de muestras asi como en la comunicacién de los resultados a
las empresas.

Ademas de los andlisis viricos, la realizacion de andlisis parasitologicos,
especialmente a E. leei permite adquirir experiencia e informacion para el disefio de redes de
vigilancia epidemiologica para este tipo de enfermedades.

Mejorar el conocimiento sobre los niveles de prevalencia de las principales
enfermedades viricas de importancia en acuicultura marina. Creacion de bases de datos
y mapas epidemiologicos.

El nimero global de muestras, y especialmente el nimero de ejemplares en algunas
especies no permite extraer conclusiones epidemioldgicas definitivas, pero aporta datos muy
significativos sobre niveles de incidencia minimos que deben ser verificados en los proximos
afios con muestreos mas numerosos y distribuidos en distintas épocas del afio.

La aparicion de ejemplares positivos frente a Encefalopatia y Retinopatia Viral viene a
confirmar la preocupacion del sector por la posible difusion de esta enfermedad por las
instalaciones de acuicultura. El sector ha reconocido la importancia de la realizacién de
controles frente a esta enfermedad y apoyan la puesta a punto de laboratorios regionales que
puedan realizar pruebas diagnosticas de forma agil y operativa. La realizacion de los chequeos
en los proximos afios debe contribuir a un conocimiento mas detallado de la epidemiologia de
esta enfermedad que permitan establecer riesgos potenciales y asi estableces las medidas
oportunas desde la administracion y desde los responsables sanitarios de las instalaciones de
acuicultura.

La Necrosis Pancreatica Infecciosa y la Septicemia Hemorragica Virica no son
detectadas en ningin ejemplar muestreado en el litoral de la Region de Murcia. Si bien estos
son los datos inicialmente esperados, algunos trabajos realizados en las costas atlanticas han
encontrado diversos positivos en ejemplares silvestres de diversas especies, pero esta
situacion no se produce en el Mediterraneo.

El riesgo de transmision de enfermedades viricas a través de la carnada que se utiliza
en la alimentacion del atin rojo (Thunnus thynnus) en las granjas del litoral levantino resulta
practicamente nulo en las partidas chequeadas, ya que no tenian ningln virus viable que
pudiese desarrollar enfermedades. La causa de la ausencia de virus viables no podemos
distinguir si se debe a una ausencia en origen de infecciones viricas en los peces o por el
contrario, si los procesos de congelacion industrial a los que se someten este tipo de producto
eliminan los virus presentes en los peces. La realizacion de nuevos estudios, incrementando el
numero de chequeos y la variabilidad de los caladeros de origen permitiran conocer con
mayor exactitud el riesgo real de introduccion de enfermedades exoticas.
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Aportar datos sobre niveles de prevalencia de estas enfermedades viricas en las
poblaciones silvestres, tanto de las especies cultivadas como de otras que puedan actuar
como monitoras.

Podemos aplicar el mismo criterio que para los ejemplares de acuicultura respecto a
que el nimero global de muestras, y especialmente el numero de ejemplares en algunas
especies no permite extraer conclusiones epidemioldgicas definitivas, pero aporta datos muy
significativos sobre niveles de incidencia minimos que deben ser verificados en los préximos
afos con muestreos mas numerosos y distribuidos en distintas épocas del afio.

Especialmente importante es la deteccion en un ejemplar de jurel (7. trachurus) el
nodavirus del tipo SINNV, ya que no es el tipo normalmente detectado en las granjas
acuicolas del Mediterraneo. Ademas, al ser el jurel una especie que frecuenta las instalaciones
de acuicultura, el valor epidemiologico de este hallazgo puede ser muy valioso. En los
proximos afios se va a incrementar la presion de muestreo sobre esta especie, con el fin de
poder establecer el riesgo real de transmision de esta enfermedad por esta especie.

Valorar y establecer los procedimientos practicos para el diagnostico de
enfermedades viricas en acuicultura de forma rutinaria y su aplicacion en situaciones de
alerta sanitaria. Puesta a punto de técnicas y adiestramiento de personal técnico.

Uno de los primeros cometidos del grupo de trabajo que dirige este proyecto fue el
establecimiento de unos criterios comunes de trabajo, de tal forma que los resultados
obtenidos por los distintos grupos participantes fuesen comparables y contrastables. Como
resultado de la reunion entre los expertos en diagndstico se elabordé un manual de
procedimiento para el muestreo, transporte y procesado en laboratorio de los peces, aplicando
los ultimos conocimientos y datos publicados de forma especifica para las enfermedades
objetivo del presente estudio.

En este sentido, para cada una de las enfermedades del estudio se han realizado
pruebas por duplicado. Se realizaron para cada muestra dos pruebas distintas utilizando dos
parejas de oligonucledtidos que hibridan en distintas regiones conservadas del virus, con el
fin de abarcar el mayor abanico posible de variables viricas, lo cual permitird definir en el
futuro la técnica mas adecuada para cada patdgeno en funcion de las peculiaridades de cada
zona.

Los analisis han sido realizados en el Centro de Sanidad Animal del INIA, situado en
Madrid, si bien uno de los objetivos en este apartado es la realizacion de transferencia
tecnologica desde este laboratorio hacia las Comunidades Autonomas con interés en ponerlas
a punto. Para ello se han realizado contactos entre los técnicos del CISA y del laboratorio de
Sanidad Animal de Murcia para empezar a compartir los andlisis en el 2008. Ademas se ha
dotado al Laboratorio de Murcia de un purificador de acidos nucleicos para el procesado de
las muestras.

Confeccionar un mapa epidemioldgico para las enfermedades viricas en
acuicultura marina.
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Con los datos obtenidos se confeccionara, después de los tres afios de investigacion,
un mapa epidemioldgico para las enfermedades viricas en acuicultura marina. Este mapa
epidemiologico permitira disefiar futuros planes de vigilancia epidemioldgica, seleccionando
con mayor eficacia el nimero de muestras y las especies objetivo.

Como fase previa, se esta valorando la posible aplicacion de modelos hidrodinamicos
y de georeferencias para la confeccion de dichos mapas.

Divulgacion de resultados

En el desarrollo de este proyecto, se realizaran tomas de muestras para el diagnostico
de las enfermedades de los animales de la acuicultura, algunas de las cuales son objeto de
programas de vigilancia y control oficial por parte de las autoridades competentes y la
sospecha o confirmacion implica la comunicacion y la adopcién de medidas sanitarias, las
autoridades correspondientes de sanidad animal deberan estar en todo momento informadas
de los resultados de los andlisis o de cualquier informacion que pudiera ser de relevancia para
el ejercicio de sus competencias en materia de sanidad animal. Por ello, todos los resultados
de este proyecto de investigacion, una vez finalizados deben ser presentados a JACUMAR y a
la D. G. Ganaderia (S.G .de Sanidad Animal) antes de su utilizacion o publicacion final.

De los datos obtenidos este primer afio, se ha realizado la siguiente difusion:

a. Difusion a las empresas de acuicultura.

Las empresas de acuicultura han recibido un informe detallado del resultado analitico de
los peces procedentes de sus explotaciones, asi como un informe globalizado de los datos del
conjunto de granjas de nuestra Comunidad Auténoma. Asi mismo se les ha informado de los
resultados de los analisis sobre los muestreos realizados en peces procedentes de la pesca
extractiva.

b. Difusion a los gestores

Una de las finalidades basicas de este estudio es poner en manos de los gestores de la
administracion responsable de la sanidad animal de informacion, hasta ahora inédita, de la
realidad epidemiolégica de una serie de enfermedades viricas en la acuicultura marina
mediterranea. Esta informacion podra ser muy util a la hora de disefiar futuras redes de
vigilancia y para tener informacion cientifica que pueda servir de base en futuras
negociaciones sobre sanidad animal en acuicultura dentro del marco de la Union Europea.

En este sentido, los resultados han sido comunicados a la Subdireccion General de
Sanidad animal de la D. G. de Ganaderia del MAPA vy al Servicio de Sanidad Animal de la D.
Ganaderia y Pesca de Murcia.

c. Difusion a gran publico

En la pagina web de la Consejeria de Agricultura y Agua van a ser expuestos el texto
integro del proyecto, asi como los distintos documento de trabajo que se vayan generando, a
excepcion de momento de los resultados de laboratorio.
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ANO 2008

En el 2008 se entra de lleno en la realizacion de dos muestreos anuales, lo cual implica
duplicar el nimero de ejemplares a muestrear y procesar respecto al primer afio del proyecto.

La entrada en vigor de la Directiva 2006/88/CE 'y su trasposicion al ordenamiento
juridico nacional a través del Real Decreto 1614/2008, de 3 de octubre, relativo a los
requisitos zoosanitarios de los animales y de los productos de la acuicultura, asi como a la
prevencion y el control de determinadas enfermedades de los animales acuéticos incrementa
la importancia de este proyecto y revaloriza los resultados obtenidos por los distintos grupos
participantes.

En el Real Decreto se establece la realizacion de programas de vigilancia zoosanitaria
sobre las instalaciones de acuicultura para lo cual puede ser de gran utilidad los modelos de
planificacion y desarrollo de los muestreos que se realizan en este proyecto.

El articulo 17 de la Directiva 2006/88/CE establece que cuando los datos cientificos o
la experiencia practica demuestren que especies distintas a las reflejadas como sensibles y
sefialadas en su anexo, puedan se causantes de la transmisién de una enfermedad actuando
como portadoras, se tendran en cuenta a la hora de realizar traslados de animales. A tal efecto
ha sido publicado recientemente el Reglamento (CE) 1251/2008 referente a las condiciones y
los requisitos de certificacion para la comercializacién y la importacion en la Comunidad de
animales de la acuicultura y productos derivados y se establece una lista de especies
portadoras. Los resultados de este proyecto puede aportar nuevos datos cientificos y practicos
sobre especies portadoras.

Los ejemplares son sometidos, en la medida de lo posible, a un estudio parasitologico
reglado, con el fin de recabar la maxima informacidn sobre su estado sanitario y con vistas a
plantear futuros trabajos de interaccidon granjas-fauna silvestre desde el punto de vista del
riesgo derivado de este tipo de agentes, de tanto incidencia en la acuicultura marina. Con los
resultados de los dos primeros afios se estan obteniendo datos de gran valor sobre la
incidencia y presencia de determinados parasitos en la acuicultura mediterranea y en especies
silvestres asociadas.

El estudio parasitologico inicialmente era un estudio complementario al virico, pero la
evolucion de las patologias en las granjas estan dando mayor importancia cada afio a este tipo
de enfermedades, como ocurre en el Mediterraneo con E. [eei. Asi mismo, el demostrar la
ausencia de larvas de anisakis en productos de la acuicultura es una demanda reclamada con
intensidad por el sector.
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PROGRAMACION 2008
El total previsto de muestras para el 2008 es de 1.100 peces para virus y 300 peces de
carnada de atun. El muestreo se va a realizar en dos periodos, coincidentes con los dos

semestres del afo. La organizacion global del muestreo es la siguiente:

Tabla de toma de muestras por especie y origen:

Especie Origen Numero
Dorada (Sparus aurata) Acuicultura 300
Pesca 120
Lubina (Dicentrarchus labrax) Acuicultura 80
Pesca 60
Corvina acuicultura (Argyrosomus regius) Acuicultura 60
Corvina silvestre (Sciaena umbra) Pesca 60
Alacha (Sardinella aurita) Pesca 120
Boga (Boops boops) Pesca 120
Jurel (Trachurus spp) Pesca 120
Salpa (Salpa salpa) Pesca 30
Sargo (Diplodus spp) Pesca 30
Total 1.100

a. Descripcion ejemplares de acuicultura (Grupo 1)

Especie N° Ejemplares

Dorada 300

Lubina 80

Corvina 60

Total 440

b. Especies silvestres cultivables (Grupo 2)

Especie N° Ejemplares

Dorada 120

Lubina 60

Total 180

c. Especies que frecuentan las granjas (Grupo 3)

Grupo Especie Total especie
Mayor frecuencia Alacha 120
Boga 120
Alta frecuencia Jureles 120
) Salpa 30
Descritas Sargo 30
Total 420
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d. Especies centinela para enfermedades objetivo (Grupo 4)

d.1.Especies monitoras para VER

Especie Acuicultura Pesca Total
Lubina 80 60 140
Corvina 60 60 120
Salpa -- 30 30
Sargo -- 30 30
Total 140 180 320
d.2. Especies monitoras para SHV
Especie Acuicultura Pesca Total
Lubina 80 60 140
Alacha -- 120 120
Jureles -- 120 120
Corvina 60 60 120
Salpa -- 30 30
Sargo -- 30 30
Total 140 420 560
d.3. Especies monitoras para NPI
Especie Acuicultura Pesca Total
Dorada 300 120 420
Alacha -- 120 120
Jureles -- 120 120
Corvina 60 60 120
Total 360 420 780

e. Muestro sobre carnada usada en alimentacion de atunes (Grupo 5)

Las previsiones se realizan en funcioén de las 5 granjas con actividad en el afio 2007.
En total se ha previsto la realizaciéon de 10 muestreos con 30 muestras en cada uno, aunque
depende de la evolucion de la presencia de atunes en las instalaciones y se debe considerar
que dos granjas carecen de atunes durante el primer semestre, por lo que hace un total de 300
muestras

El porcentaje serd de un 50 % en cada una de las zonas de cria de atin: San Pedro y
El Gorguel (Cartagena). Cronograma muestreos 2008:
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Objetivo Enero/ | Marzo/ | Mayo/ | Julio/ Septiembre/ | Noviembre/
Febrero | Abril Junio Agosto | Octubre Diciembre

Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
Grupo 4
Grupo 5

DESARROLLO DEL PROGRAMA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA 2008.
4.1. Ejemplares analizados.
El origen de los ejemplares analizados fue el siguiente:

- Peces de acuicultura, procedentes de los individuos aparentemente sanos de las granjas.

- Peces de pesca extractiva, procedentes de las lonjas de San Pedro del Pinatar, Mazarréon y de
Aguilas.

- Peces utilizados como alimento de atunes, obtenidos de la carnada utilizada por las empresas
que realizan engorde de atin, que en el 2008 fueron 2, una de ellas de investigacion.

4. 2. Procesado de las muestras

Cuando se procedia a obtener ejemplares para su posterior andlisis, se cumplimentaba
una ficha con los datos epidemioldgicos mas relevantes, tanto en los peces de acuicultura
como en los de pesca extractiva. Los peces eran llevados rapidamente, en condiciones de frio,
al Centro de Recursos Marinos en San Pedro del Pinatar para ser procesados.

Fueron sometidos de forma rutinaria a un anélisis morfopatolégico y necropsia lo
antes posible anotando cualquier hallazgo significativo, en especial la presencia de lesiones
compatibles con linfocitosis. Todos los datos de cada necropsia se reflejaban en la
correspondiente hoja de necropsia, la cual tiene un disefio colectivo para los ejemplares de
una misma partida y que también fue consensuada por los grupos participantes en el
proyecto.

Se extremaron las medidas de higiene y de asepsia, no utilizando el mismo material de
diseccion para mas de un ejemplar, con el fin de evitar contaminaciones cruzadas entre los
ejemplares. Todo el material utilizado era posteriormente lavado y desinfectado mediante un
bafio con hipoclorito sédico (10%). Posteriormente el material fue esterilizado mediante
autoclave.

Se procedid a extraer muestras de rifion, bazo y de encéfalo por duplicado para cada
ejemplar. El tamafio de la muestra fue de aproximadamente 0,25 gramos y eran introducidos
en tubos eppendorf: rifion y bazo en un tubo y el encéfalo en otro. A uno de los ejemplares de
cada muestra se le afiadié inmediatamente un conservante especifico (ARN later®), siendo
esta la muestra que se envio al laboratorio de Valdeolmos (CISA/INIA) para el anélisis
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virolégico. A partir de las muestras de encéfalo se realizara el diagnostico de encefalopatia y
retinopatia viral (VER). Las muestras de rifion y bazo fueron utilizadas para el diagndstico de
septicemia viral hemorragica (SHV) y de necrosis pancreatica infecciosa (NPI).

El segundo ejemplar de cada muestra es llevado rapidamente a temperatura de
congelacion sin afiadirle ninglin conservante. Una vez concluidas las extracciones, los
ejemplares eran convenientemente identificado e introducidos individualmente en bolsas de
plastico y conservados en congelacion. Dentro de esas bolsas se guardaran en tubos eppendorf
muestras de tejido renal y encefalico restante. En el caso de posibles positivos se podra
realizar asi un segundo analisis o bien la realizacion de técnica oficial
de confirmacién como ocurre en el caso de la SHV, en cuyo caso habria que remitir los
ejemplares al laboratorio oficial de referencia que es el de Sanidad Animal y Produccion
Animal de Algete (Real Decreto 164/2008). Para el resto de enfermedades, al no ser de
declaracion obligatoria, podra ser confirmado por los laboratorios de referencia de cada
Comunidad Autéonoma.

La informacion recogida en las fichas de toma de muestras, en las hojas de necropsia,
en los boletines analiticos de laboratorio y la informacion del andlisis parasitologico fue
centralizada en una base de datos informatica.

4.3. Diagnéstico laboratorial

Durante el afio 2008, las muestras fueron remitidas, para la realizacion de los analisis
virolégicos, al Centro de Investigacion en Sanidad Animal (CISA), centro de investigacion
dependiente del INIA. Este centro, situado en Valdeolmos (Madrid), estd considerado como el
de mayores garantias en cuanto a seguridad biologica, teniendo un equipo con gran
experiencia en el diagnostico viroldgico en enfermedades de peces mediante técnicas
genéticas.

A continuacion se describen los procedimientos diagnosticos utilizados por el CISA
para SHV, VER y NPIL Tras un afo de trabajo, se ha considerado necesario modificar el
protocolo de trabajo, incorporando mejoras en el procedimiento y modificando aquellos
aspectos mejorables que la puesta en practica del protocolo ha permitido detectar. Por ello, a
finales de 2008 se han unificado criterios por parte de los técnicos de los laboratorios
participantes en el proyecto, proponiéndose un nuevo protocolo.

OBJETIVO

Unificar el procedimiento de diagnéstico para el establecimiento de un Mapa
Epidemioldgico en el que los resultados inter-comunidades puedan ser comparables

PROTOCOLO

4. Toma y transporte de muestras
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a. Las muestras se obtendran, cuando sea posible, a partir de peces vivos, y en
todo caso se hara a partir de peces muertos o moribundos [Nota: evitar los
que estén en fase de “rigor mortis”].

1.

ii.

Los 6rganos a muestrear en cada pez seran:

Para el diagnostico de beta-nodavirus: cerebro

Para el diagnostico de VHSV e IPNV: rifion anterior y bazo

c. Toma de la muestra

1.

ii.

1il.

1v.

Los 6rganos se extraeran asépticamente

En el caso de alevines o peces de un tamafio superior a 5 cm, se
extraeran los 6rganos indicados arriba. En el caso de alevines de un
tamano entre 3 y 5 cm, se separan la cabeza y las visceras
(desechando en la medida de posible los intestinos) del resto de la
musculatura, y se procesan por separado. En el caso de peces de un
tamafio inferior, los individuos se procesan enteros.

La mitad (al menos 0,3-0,5 gr) de cada o6rgano se introducira en
viales estériles de 1,5 — 5 ml

1. Cuando el transporte de la muestra vaya a durar mas de 4 h,
como en el caso del estudio correspondiente a Murcia, la
porcion de organo citada en el apartado anterior se
introducira en tubos con 1,0 ml de RNAlater (Ambion)
[Nota: De éste modo, el acido nucleico de las muestras sera
estable durante 1 dia a 37°C, o durante 1 semana a T®
ambiente].

La otra mitad del 6rgano se mantendra a 4°C el minimo tiempo
posible, procediendo cuanto antes a su almacenamiento a -80°C (sin
ningun aditivo), durante no mas de 2 afios. [Nota: En caso de
detectar una muestra positiva por PCR, se utilizaria su homologa
congelada para proceder a la aplicacion de la técnica de aislamiento
en cultivo celular, para aislar el virus].

d. Transporte de las muestras al laboratorio de analisis:

L.

ii.

1il.

El sistema de transporte debe asegurar, en cualquier caso, la
estabilidad de la muestra, y serd distinto en cada Comunidad
Auténoma, debido a la distancia entre el punto de toma de muestra
y el laboratorio de analisis.

Murcia: En este caso, las muestras en RNAlater se enviaran
refrigeradas al CISA (Madrid), donde se procedera a la extraccion
de RNA, paso a cDNA y PCR para diagnostico.

Canarias y Galicia: En estos casos, la distancia entre el los puntos
de muestreo y el laboratorio de diagnodstico asegura el transporte de
la muestra, bajo refrigeracion, en menos de 4 h, por lo que no es
necesario el uso de RNAlater.

1. Los organos podran ser obtenidos in situ, en el propio punto
de muestreo, en cuyo caso, las muestras se prepararan como
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se indica en los apartados l.c IIl y IV, y se enviaran
refrigeradas,

2. Los organos podran ser extraidos en el laboratorio de
diagnostico, en cuyo caso, los peces muestreados en los
puntos de muestreo deberan ser enviados refrigerados.

5. Extraccion del RNA
a. Reagrupacion de muestras:

i. En el caso de los peces salvajes, cada pez se analizara
individualmente [Nota: en el caso concreto de la Comunidad
Canaria, esta apartado podra ser modificado, en funcion del
volumen de peces implicado, pasando a la realizacion de pooles,
como se indica a continuacion].

ii. En el caso de los peces cultivados, se llevard a cabo reagrupacion,
dentro de cada planta de cultivo y lote, en pooles de 5 individuos,
siendo esta la unidad de anélisis de diagndstico [Nota: en este caso,
la homogenizacion de los o6rganos se realizard de modo conjunto,
para tener una Unica extraccion de RNA por pool].

b. Extraccion de RNA.- La extraccion de RNA a partir de los tejidos se
realiza mediante el sistema RNeasy® Mini Kit (Qiagen), de la siguiente
forma: Hasta un maximo de 200 mg de tejido se homogenizan en 360 pl de
tampon RLT [Nota: si es necesario, se utilizaran sistemas mecanicos, tipo
OMNI o similares]. El resto del proceso se realiza siguiendo las
indicaciones del fabricante. Finalmente el RNA se eluye en 75 ul de agua
libre de nucleasas, y se conserva, en el caso de que no se vaya a utilizar de
inmediato, a — 80 °C.

6. Sintesis de cDNA.-

Para obtener el cDNA, las muestras de RNA viral (0,25-5 pg totales) se incuban
tal como indica el protocolo de la SuperScript™ III RT (Invitrogen) en presencia
de random primers durante 5 min a 95°C, y a continuacion se transfieren
inmediatamente a 4°C. Seguidamente se afiaden el resto de los componentes de la
reaccion: 4 pl de “5X First Strand buffer”, 1 ul de DTT 0,1 M, 1 ul de ANTP mix
(10 mM cada unos de ellos), 50 U de SuperScript™ III RT, y agua libre de
nucleasas hasta un volumen final de 20 pl. Esta solucion se incuba a 25°C durante
10 min seguidos de otra incubacion de 50°C durante 50 min (sintesis del cDNA).
Finalmente la mezcla de reaccion se somete a 85°C durante 5 min para inactivar la
reversotranscriptasa. Opcionalmente se puede incubar la mezcla durante 20 min a
37°C en presencia de RNasa H para degradar los restos de RNA presentes. El
cDNA obtenido se conserva a -80 °C en el caso de que no vaya a ser utilizado de
inmediato.

7. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

a. Para la reaccion de PCR se podrad utilizar el sistema HotMaster® Mix
(2,5X), de Eppendorf, la GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega) o la
Taq polimerasa de Invitrogen, seglin los laboratorios y la disponibilidad en
cada momento, sin que esto afecte a las condiciones posteriores de
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amplificacion para cada uno de los virus, las cuales se detallan en el anexo
I. Se seguiran en todo momento las condiciones del fabricante.

Todas las PCRs llevaran los siguientes pasos:

7. 95 ¢9C durante 3-5 min

8. 95 °C durante 30 seg

9. Te especifica de hibridacion durante 30 seg

10. 68 °C-72°C durante 30 seg  35-40 ciclos de paso 2 a 4
11. 68 °C-72°C durante 10 min

12. 4 °C hasta recoger

Los protocolos de amplificaciéon acordados para los 3 virus son de “nested
PCR” es decir, dos PCRs encadenadas, por lo que se realiza la primera PCR
utilizando 1 pl del cDNA en la muestra y en la segunda PCR interna se utiliza
1 ul del producto de amplificacion de la primera reaccion.

El resultado de ambas reacciones de PCR se carga en un gel de agarosa 1,5 %y
las bandas especificas se visualizan en un transiluminador de UV.

8. Actuaciones ante resultados positivos para cualquiera de los virus,

a. El fragmento de PCR amplificado de la segunda PCR se secuenciara con el
fin de corroborar el resultado positivo y tener indicios del tipo viral.

b. A partir de la réplica de la muestra correspondiente (bajo custodia,
congelada, en las Consejerias), se procedera al aislamiento del virus,
siguiendo para ello las normativas europeas y OIE.
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PCR para VHSV

virus cebador Secuencia (5°-3") Posicion Cepa/zona Producto hibriglcién
VHSV VHSCM3A CAGGCGTTGTCCGTGCTTCT 352-371 VHSYV F1 strain 358 b 54°C
VHSCM3B ACCCTGCGAGTTTCCTGATGG 689-709 gen N p
VHSV VHSCM3Aint CTATGTACTCCAAGGGAAC 375-395 VHSYV F1 strain 301 b 60°C
nested VHSCM3Bint CGGTGAAGTGCTGCAGTTC 656-676 gen N p
PCR para IPNV
Producto T
virus cebador Secuencia (5°-3") Posicion Cepa/zona hibridaci
on
Heppel U AGAGATCACTGACTTCACAAGTGAC 1403-1427 IPNV Jaspe 358 vb 54°C
PNV Heppel L TGTGCACCACAGGAAAGATGACTC 1746-1761 Segm. A p
Heppel-intu TGGGGAAGTCGTTCTCCAAC 220-239 IPNV Jaspe 304 ob 56°C
heppel intl CCCCCTTGACAACCCTCAGG 524-509 Segm.A p
PCR para noda
Producto T
virus cebador Secuencia (5°-3") Posicion Cepa/zona amplifica | hibridaci
cion on
NODAF2 CGTGTCAGTCATGTGTCGCT 604-623 INN 50°C
Betanoda NODAR3 CGAGTCAACACGGGTGAAGA 1011-1030 5 V/RNA2 427 pb
virus nodaF21 GATTTCGTTCCATTCTCTTG 735-751 INN 58°C
nodaF31 AGTGTCTCCAGCTTTCTTCT 889-870 5 V/RNA2 157pb
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En caso de encontrarse algun positivo, el fragmento de PCR amplificado se
enviard a secuenciar al servicio de secuenciacion del CISA para corroborar el positivo y
determinar el serotipo de virus. Ademas, a partir de las muestras duplicadas que se
encuentran congeladas en las Consejerias, se intentard aislar el virus. Estos duplicados
se enviaran al CISA, para realizar los consiguientes homogenados en medio de cultivo
celular enriquecido con antibiodticos y fungizona, y la inoculacion de distintas diluciones
de los homogenados en cultivo celular. En caso de ser muestras sospechosas de IPNV o
VHSYV, las c¢lulas (EPC, CHSE-214 o RTG-2) inoculadas se incubardn a 14°C,
mientras que en caso de ser muestras sospechosas de nodavirus los homogenados se
tendran que inocular en SAF-1 (linea de dorada susceptible a nodavirus) a 20°C.

El RD 1614/2008 establece las medidas minimas de la lucha contra
determinadas enfermedades de los peces. Esta normativa regula las medidas a
desarrollar por la autoridad sanitaria en caso de aparicion de una serie de enfermedades,
entre ellas la SHV, asi como establece planes de muestreo para declarar explotaciones o
zonas como libres de la enfermedad. Establece los métodos oficiales de diagnéstico para
el virus de la SHV, entre los cuales no se encuentran las técnicas de PCR. Sin embargo,
los objetivos del presente trabajo son bien distintos respecto a esta enfermedad, ya que
se aprovecha la toma de muestras para enfermedades emergentes y potencialmente
peligrosas como es el caso del VER, para realizar un chequeo frente a la presencia del
virus de la SHV en una poblacion en principio libre de este patégeno, como son los
peces mediterrdneos, tanto de acuicultura como silvestres. Si apareciesen ejemplares
positivos frente a esta enfermedad mediante PCR, se remitirian al Laboratorio de
Sanidad y Produccion Animal de Algete, ya que este es el laboratorio nacional de
referencia para esta enfermedad.

Muestreo virologico en carnaza de atunes

El estudio diagnostico de estos ejemplares presenta un problema anadido, pues
son peces que estan mucho tiempo congelados y las condiciones de almacenamiento y
manipulacién no son las Optimas por lo que presumiblemente el ARN esta dafiado,
siendo inviable su uso para PCR.

Para estas muestras se plantea la realizacion de homogenizados e inoculacién en
cultivo celular para ver si se produce efecto citopatico por algin virus que
posteriormente se identificaria. La metodologia es la siguiente: Las muestras se
homogenizan de forma estéril en medio de cultivo suplementado con antibiodticos y
fungizona. Distintas diluciones se estos homogenizados se inoculan en células EPC de
carpa. Tras 7-8 dias de incubacion a 14 °C de visualizan para detectar posibles efectos
virales.

Esta técnica permite demostrar la presencia o no de virus vivos en el alimento de
los atunes, lo cual constituye una informacion epidemioldgica de gran valor.
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4.4. Estudios parasitologicos

En el proyecto se plantea la realizacion de estudios parasitologicos, con el fin de
recabar la maxima informacién posible de los ejemplares utilizados en los muestreos de
las enfermedades viricas y con vistas a plantear futuros trabajos de interaccion granjas-
fauna silvestre desde el punto de vista del riesgo derivado de este tipo de agentes, de
tanto incidencia en la acuicultura marina.

Para este estudio piloto se ha escogido el pardsito denominado Enteromyxus leei
que causa la enteromyxosis por tener una incidencia real en las instalaciones de
acuicultura marina en la Region de Murcia, tiene un amplio rango de hospedadores y su
transmision es directa, por lo que interesa enormemente valorar la posible transmision
entre peces silvestres y cultivados.

Tras la necropsia de los animales y el examen en fresco, se obtienen fragmentos
del intestino posterior que se fijardn en formol al 10%, se incluirdn en resina acrilica
Technovit 7100 (Kulzer, Heraeus, Alemania) mediante métodos estandar, se cortaran
mediante microtomo a 1,5 um de grosor y se tefliran mediante la técnica Giemsa. La
observacion microscopica de las muestras obtenidas permitira establecer la prevalencia
de infeccion en las especies objeto de estudio.

De manera experimental, también se realiza un chequeo frente a anisakis en los
peces procedentes de la acuicultura. También Se realiza un estudio especifico sobre la
prevalencia de A. crassus en anguila.

RESULTADOS
TOMA DE MUESTRAS

Los muestreos se realizaron en dos periodos correspondientes a los dos
semestres del afio. En el primero el muestreo fue desde febrero hasta abril, recogiéndose
un total de 477 ejemplares en 5 envios. El segundo periodo de muestreos abarcd desde
agosto hasta diciembre, recolectandose 584 ejemplares que fueron remitidos en 8
envios. En cada toma de muestras se cumplimenté una “Hoja de toma de muestras” en
la cual se reflejaban los datos epidemioldgicos mas relevantes.

Los ejemplares fueron procesados tal y como se describe en el procedimiento
descrito en el “Protocolo de muestreo y anélisis”, el cual fue elaborado por el grupo de
expertos representantes de los laboratorios participantes en el proyecto. Fueron 14 el
total de los envios realizados al laboratorio de Valdeolmos, pues se enviaron 13 envios
de peces para PCR y un envio con muestras de carnada de atin.

Los envios se realizaron mediante una empresa de mensajeria urgente y siempre
en condiciones de refrigeracion. Cada envio agrupaba las muestras recogidas mediante
dos a cuatro sesiones de necropsias, las cuales eran conservadas en frigorifico y con su
correspondiente conservante de ARN.

44



Plan Vigilancia Epidemiologica 2007-2010

MUESTREO PECES ACUICULTURA Y PESCA (RUTINARIOS)

Se cumplimentaron las correspondientes hojas de necropsia de las distintas
partidas de peces que fueron procesados. En dichas hojas se reflejan los cddigos
individuales asignados a cada muestra, la especie, peso, talla, la presencia de lesiones
compatibles con la linfocitosis y las observaciones que se consideren oportunas.

En la tabla 2 se reflejan las especies utilizadas, asi como el namero de
ejemplares de cada una de ellas. En total se obtuvieron 1.061 peces.

Muestreo de peces

Tabla 2. Especies utilizadas en el muestreo del PVE 2008.

Especie Origen Numero
Dorada (Sparus aurata) Acuicultura 251
Pesca 125
Lubina (Dicentrarchus labrax) Acuicultura 105
Pesca 12
Corvina acuicultura (Argyrosomus regius) Acuicultura 0
Corvina silvestre (Sciaena umbra) Pesca 63
Alacha (Sardinella aurita) Acuicultura 70
Pesca 20
Boga (Boops boops) Acuicultura 148
Pesca 0
Jurel (Trachurus spp) Acuicultura 21
Pesca 65
Sargo (Diplodus spp) Pesca 35
Magre (Lithognathus mormyrus) Pesca 33
Anguila (Anguilla anguilla) Pesca 34
Salmonete (Mullus surmuletus) Pesca 3
Mujol (Mujil spp) Acuicultura 1
Atun (Thunnus thynnus) Acuicultura 20
Mero (Epinephelus marginatus) Pesca 2
Grisa (Labrus viridis) Pesca 2
Salpa (Salpa salpa) Pesca 36
Aligote (Pagellus acarne) Pesca 12
Caballito (Hippocampus guttulatus) Pesca 3
Total 1.061
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Tabla 3. Ejemplares muestreados de acuicultura. Se han incluido en este apartado los
peces de origen silvestre que han sido criados involuntariamente en el interior de las

jaulas.

Especie N° Ejemplares
Dorada 251
Lubina 105
Corvina 0
Alacha 70
Boga 148
Jurel 21
Mujol 1
Atin 20
Total 616

Tabla 4. Ejemplares muestreados de especies silvestres cultivables.

Tabla 5. Ejemplares muestreados de peces silvestres que frecuentan las instalaciones de

Especie N° Ejemplares
Dorada 125
Lubina 12
Total 137

acuicultura.
Grupo Especie Total especie
Mayor frecuencia Alacha 90
Boga 148
Alta frecuencia Jureles 86
Mujol 1
Salpa 36
Descritas Sargo 35
Magre 33
Total 429
Tabla 6. Ejemplares muestreados de las especies monitoras para VER.
Especie Acuicultura Pesca Total
Lubina 105 12 117
Corvina 0 63 63
Salpa -- 36 36
Sargo -- 71 71
Mero -- 2 2
Total 105 184 289
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Tabla 7. Ejemplares muestreados de las especies monitoras para SHV.

Especie Acuicultura Pesca Total
Lubina 105 12 117
Alacha 70 20 90
Jureles 21 65 86
Corvina 0 63 63
Salpa -- 36 36
Sargo -- 35 35
Total 196 231 427
Tabla 8. Ejemplares muestreados de las especies monitoras para NPI.

Especie Acuicultura Pesca Total
Dorada 251 125 376
Alacha 70 20 90
Jureles 21 65 86
Corvina 0 63 63
Total 342 273 615

MUESTREOS ESPECIFICOS

CARNADA ATUNES

El muestreo se realizd en el mes de diciembre de 2008. En este afio s6lo una
granja ha tenido de forma comercial atunes mas una instalacion que mantiene atunes
con fines cientificos. Se han muestreado ambas granjas, con 30 ejemplares en cada una
de ellas, obteniéndose un total de 60 ejemplares. Las dos instalaciones se encuentran
situadas en el Gorguel (Cartagena).

MUESTREO NUEVAS ESPECIES.

Durante el afio 2008 se ha producido la introduccion de gran cantidad de
alevines de corvina (Argirosomus regius) por parte de varias empresas, y se ha
empezado a producir corvina de forma comercial, sin embargo no ha sido posible la
obtencién de muestras al no coincidir los muestreos con la extracciéon comercial de
ejemplares.

MUESTREO IMPORTACIONES.

Todas las importaciones de alevines procedian de paises de la Union Europea. En
una de estas importaciones se chequeo6 un lote de 20 lubinas y en otra 20 ejemplares de
corvina.
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FOCOS DE ENFERMEDAD.

Durante este afio no se ha detectado ningtn brote de enfermedad en poblaciones
silvestres y tampoco ha sido necesario intervenir en ningin foco de enfermedad en las
empresas de acuicultura, ya que en todos los casos los peces han respondido
adecuadamente a los tratamientos terapéuticos ordinarios, segin las informaciones
aportadas por los responsables sanitarios de las empresas.

LOTES DE ORIGEN DESCONOCIDO

No ha sido detectado ningun lote de peces de origen desconocido, por lo que no
ha sido necesario realizar ninglin tipo de muestreo.

MUESTREO PARASITOLOGICO

Dentro de los objetivos del programa, se planteaba la posibilidad de realizar
controles parasitologicos siguiendo la idea de valorar la interaccion entre peces
silvestres y cultivados y obtener la maxima informacion posible de los ejemplares
utilizados en los muestreos de las enfermedades viricas y con vistas a plantear futuros
trabajos de interaccion granjas-fauna silvestre desde el punto de vista del riesgo
derivado de este tipo de agentes, de tanto incidencia en la acuicultura marina.

Para este estudio piloto se ha escogido el parasito denominado Enteromyxus leei
que causa la enteromyxosis por tener una incidencia real en las instalaciones de
acuicultura marina en la Region de Murcia, tiene un amplio rango de hospedadores y su
transmision es directa, por lo que interesa enormemente valorar la posible transmision
entre peces silvestres y cultivados.

El muestreo realizado en el 2007-2008 se refleja en la tabla siguiente (en el
informe correspondiente al 2007 el muestreo estaba incompleto y los resultados aun no

eran definitivos):

Tabla 9. Muestreo para estudio parasicologico.

Origen Especie Ejemplares
Acuicultura Dorada 183

Lubina 135

Corvina (alevines) 20

Total acuicultura 338
Silvestres de especies Dorada 24
cultivables Lubina 29

Total silvestres 53
Silvestres que interaccionan | Boga 90
con acuicultura Jurel 12

Alacha 20

Total silvestres-acuicultura 122
Total 513

48




Q=

Plan Vigilancia Epidemiologica 2007-2010

RESULTADOS LABORATORIO.

Los resultados obtenidos en el laboratorio del CISA sobre las 1.061 muestras de
peces silvestres y de acuicultura fueron todos negativos, es decir, no se ha detectado la
presencia de virus de la SHV ni de la Nodavirus mediante técnicas de PCR.

Sin embargo, se han detectado 41 ejemplares positivos por PCR al virus de la
Necrosis Pancredtica Infecciosa. Los datos son los siguientes:

Especie Nimero Origen
Lubina 5 Acuicultura
Dorada 3 Acuicultura
Dorada 2 Pesca
Sargo 6 Pesca
Jurel 2 Pesca
Alacha 3 Pesca
Anguila 20 Pescs

Los resultados obtenidos en el laboratorio del CISA sobre las 60 muestras de
carnada para atin tras la realizacion de los homogenizados e inoculacién en cultivo
celular fue la ausencia de cualquier efecto citopatico que indicase la presencia de algin
virus, por lo que no fue necesario realizar ningun tipo de aislamiento con fines de
identificacion viroldgica.

Los resultados de los estudios parasitologicos para la deteccion de pardsitos
intestinales no han sido concluidos totalmente al cierre del presente informe, siendo los
datos mas importantes los siguientes (prevalencia y nimero de positivos):

Dorada Dorada Lubina Lubina | Boga | Jurel | Alacha
Acuicultura | Silvestre | Acuicultura | Silvestre

Enteromyxum 1.84 (3) - -- - - - -
leei

Sphaerospora - -- 1.48 (2) 33.3(3) - - —
dicentrarchi

Eimeria -- 12.5(2) -- = - - -
sparis

Se esta realizando seguimiento de la presencia de determinados crusticeos
parasitos, tanto isopodos como copépodos.

Respecto del control sobre presencia de anisakis, no han sido concluidos los
analisis al cierre del presente informe, si bien no se ha detectado ningiin animal positivo
en las doradas y lubinas chequeadas durante el primer semestre que son las analizadas
hasta el momento.
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DISCUSION.
1. Muestreo
a. Controles rutinarios:

El niimero global de ejemplares muestreados se ha ajustado de forma adecuada a
las previsiones efectuadas: 1.061 muestreados frente a los 1.100 previstos, sin embargo
ha sido necesario variar el nimero en algunas ocasiones. En lo referente a los animales
de acuicultura, se ha muestreado un menor nimero de doradas y ninguna corvina. De
esta Ultima especie ha habido produccion este afio, si bien problemas organizativos y el
intentar no variar los planes de trabajo de las empresas ha ocasionado el no poder
obtener ejemplares para su andlisis. Respecto a las especies silvestres, se han
incorporado diversas especies que si bien en algunos casos el nimero de ejemplares no
es estadisticamente significativo, pero que aportan en conjunto una informacion
epidemioldgica de gran valor.

Los ejemplares silvestres de las especies de acuicultura han tenido que ser
obtenidos en su totalidad de la lonja de Lo Pagén, ya que las técnicas y artes de pesca
son mas propicios en esta lonja, no obteniéndose de forma habitual en las otras. Para la
obtencion de otras especies silvestres se han utilizado las Lonjas de Aguilas y la de
Mazarron.

b. Control sobre carnada atun:

El nimero de muestras ha sido netamente inferior al inicialmente previsto: 60
frente a 300. Se habia previsto realizar dos controles de 30 ejemplares sobre 5 granjas y
finalmente se ha realizado un control sobre 2 granjas. Este nimero menos de muestras
se debe a que so6lo una instalaciéon comercial ha tenido atin este afio, siendo la otra
instalacion un participe en un proyecto de investigacion sobre esta especie

2. Vigilancia epidemiologica en peces

Los ejemplares de acuicultura (tabla 3) pudieron muestrearse de todas las
especies a excepcion de la corvina, incluyéndose en este apartado las especies silvestres
que de forma involuntaria por parte de las empresas han sido alimentados y criados en
el interior de las jaulas. Respecto a los ejemplares silvestres de las especies cultivables
(tabla 4), todos los ejemplares se obtuvieron en la Lonja de Lo Pagan, ya que los artes
de pesca empleados en esta zona maritima facilitan la captura de las especies buscadas.
Respecto a las especies merodeadoras de las instalaciones de acuicultura, en la tabla 5
se observa que para las especies de mayor frecuencia se han tomado 238 muestras, 87
muestras en los de alta frecuencia y 104 para los descritos. En las tablas 6, 7 y 8 se han
agrupado las especies segun su capacidad de ser monitores frente a cada una de las
enfermedades objetivo (Barja, 2005). No podemos contrastar nuestros resultados con
trabajos similares, ya que en la literatura cientifica consultada no hemos encontrado
estudios epidemioldgicos similares en los que se valorase la presencia de estos virus en
el litoral mediterrdneo espafiol, excepto proyectos piloto como el realizado por nuestro

50



Q==

Plan Vigilancia Epidemiologica 2007-2010

grupo en el afio 2006 (Penalver et al. 2007a), asi como los resultados obtenidos el en
2007, en el primer afio del proyecto, tanto por nuestro grupo como los obtenidos por los
restantes grupos participantes en el proyecto.

No se han detectado ejemplares con lesiones compatibles con linfocitosis, a
excepcion de un ejemplar de dorada. La causa principal que justifica este resultado es
que no se analizaron ejemplares juveniles, siendo los brotes clinicos en alevines que
posteriormente se recuperan, a menos que sufran contaminaciones secundarias,
normalmente bacterianas (Bovo, 2004).

No se ha realizado ningun control sobre la necrosis eritrocitaria viral, ya que
practicamente todos los ejemplares estudiados estaban muertos en el momento de la
toma de muestras, siendo necesario que la sangre esté en perfecto estado para su tincion
y analisis microscopico. Unicamente se han analizado de forma experimental algunos
ejemplares de anguila, obteniendo resultados negativos a lesiones compatibles con la
presencia de este virus.

La septicemia virica hemorragica (VHS) es una enfermedad de gran
importancia en la acuicultura continental en Europa, aunque también se han producido
episodios de mortandad en acuicultura marina, como es el caso del rodaballo en el Norte
de nuestro continente (Ross et al., 1994). Cada vez con mayor frecuencia se describe la
presencia de este virus en poblaciones silvestres de gran cantidad de especies marinas
de aguas frias (Munro, 1996; Dixon et al., 1997; Mortensen, 1999; Smail, 2000; King et
al. 2001; Dopazo, 2002). Las especies cultivadas en el litoral del levante espaiiol
(dorada, lubina, corvina y atiin rojo) no son especies sensibles a este virus segun la OIE.
Sin embargo, el Reglamento 1251/2008, por el que se aplica la Directiva 2006/88/CE en
lo referente a las condiciones y los requisitos de certificacion para la comercializacion y
la importacion en la Comunidad de animales de la acuicultura y productos derivados y
se establece una lista de enfermedades portadoras, establece unas lista de especies que
pueden actuar como portadoras a las enfermedades listadas como es el caso de la
septicemia hemorragica. En esa lista aparecen muchas de las especies analizadas, por lo
que es de gran importancia chequearlas y en nuestro caso el determinar los resultados
negativos obtenidos:

Especie Numero

Dorada (Sparus aurata) 376
Lubina (Dicentrarchus labrax) 117
Sargo (Diplodus spp) 35
Mujol (Mujil spp) 1

Atan (Thunnus thynnus) 20
Mero (Epinephelus marginatus) 2

Total 551
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Por tanto, el estudio de los posibles portadores silvestres del virus tiene una
importancia epidemiolodgica elevada, la cual ha sido analizada en el presente trabajo,
con resultados negativos, aunque es necesario realizar estudios mas extensos en cuanto
al numero de especies analizadas y trabajar con tamafios de muestra mas significativos
estadisticamente. En cualquier caso, estos datos coinciden con la unica referencia previa
en la que se chequearon peces de caracteristicas similares (Pefialver et al. 2007a).

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa es un virus que afecta a
explotaciones continentales de acuicultura de salmonidos, pero también ha producido
pérdidas en algunas granjas de peces marinas como el rodaballo, y ademas se han
descrito infecciones subclinicas en multitud de especies marinas como anguilas,
atherinidae, peludas, jureles, cupleiformes y en corvina. En Espafia ha sido aislado el
virus especies marinas cultivadas como la dorada, el rodaballo y el lenguado (Barja,
2005). Por ello, el virus tiene un amplio rango de hospedadores y de especies sensibles,
de peces, pero ademds pueden actuar como reservorios determinados moluscos
(Mortensen, 1990) e inclusos rotiferos (Coms, 1991). En nuestro trabajo hemos
encontrado 41 ejemplares positivos, tanto procedentes de acuicultura como de pesca
extractiva.

Especie Numero Origen
Lubina 5 Acuicultura
Dorada 3 Acuicultura
Dorada 2 Pesca
Sargo 6 Pesca
Jurel 2 Pesca
Alacha 3 Pesca
Anguila 20 Pesca

La encefalopatia retinopatia viral (VER) o necrosis nerviosa viral afecta a gran
numero de especies de peces, siendo las mas importantes la lubina, el mero, dorada,
besugo, denton, fletan, rodaballo, seriola, bacalao, bonito y salmon (Pérez y Rodriguez,
2006). En los laboratorios de ictiopatologia del area mediterrdnea ha sido descrito
principalmente en lubina, pero también en numerosas especies como corvina silvestre,
mujol y mero (Barja, 2005). También se han descrito casos en el Mediterraneo en sargo
picudo y en lenguado (Bovo, 2004), asi como en dorada de acuicultura y en jurel
(Penalver et al. 2008).

Sin embargo, este aiio 2008 no se ha hallado ningin animal positivo en el
muestreo realizado.

Vigilancia epidemiologica en carnada de atunes
La alimentacion de los atunes en las granjas de engorde del litoral levantino se
realiza basicamente mediante carnada que procede de caladeros pesqueros distintos a

los de la zona donde estan situados las granjas. La importacion de este tipo de pescado
se realiza en condiciones de congelacion, las cuales a priori, no inactivan a los virus de
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importancia en patologia. Resulta, por ello, de gran importancia valorar el posible papel
de esta carnada como vehiculo para la introduccion de enfermedades exoticas en las
instalaciones de acuicultura y en la fauna icticola local, ya que diversos estudios y
autores demuestran que ya ha ocurrido en otras zonas del planeta (Jones et al., 1997;
Ward et al.; 2001).

En los resultados que hemos obtenido, en los que la realizacion de los
homogenizados e inoculacion en cultivo celular no evidencié efecto citopatico en
ninguna de las 60 muestras, indican ausencia de cualquier virus viable, y por tanto la
imposibilidad de transmision de este tipo de patogenos. Estos resultados estan en
consonancia con los obtenidos en experiencias previas (Penalver et al., 2007b). Estos
resultados tienen una gran importancia, ya que la ausencia de virus vivos, elimina el
riesgo de introduccion de enfermedades, al menos en los lotes de los que proceden los
ejemplares chequeados, ya que se han utilizado lotes estadisticamente significativos de
30 ejemplares (prevalencia del 10 % con un intervalo de confianza del 95 %), La causa
de la ausencia de virus viables no podemos distinguir si se debe a una ausencia en
origen de infecciones viricas en los peces o por el contrario, si los procesos de
congelacion industrial a los que se someten este tipo de producto eliminan los virus
presentes en los peces. En cualquier caso, el nimero pequefio de muestras tomadas este
afio limita el valor epidemiologico de los resultados comentados.
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ANO 2009

En el 2009 se han realizado dos muestreos anuales, lo cual implica, al igual que
en el 2008 duplicar el numero de ejemplares a muestrear y procesar respecto al primer
afio del proyecto.

La entrada en vigor de la Directiva 2006/88/CE y su trasposicion al
ordenamiento juridico nacional a través del Real Decreto 1614/2008, de 3 de octubre,
relativo a los requisitos zoosanitarios de los animales y de los productos de la
acuicultura, asi como a la prevencion y el control de determinadas enfermedades de los
animales acudticos incrementa la importancia de este proyecto y revaloriza los
resultados obtenidos por los distintos grupos participantes.

En el Real Decreto se establece la realizacion de programas de vigilancia
zoosanitaria sobre las instalaciones de acuicultura para lo cual puede ser de gran utilidad
los modelos de planificacion y desarrollo de los muestreos que se realizan en este
proyecto.

El articulo 17 de la Directiva 2006/88/CE establece que cuando los datos
cientificos o la experiencia practica demuestren que especies distintas a las reflejadas
como sensibles y senaladas en su anexo, puedan se causantes de la transmisién de una
enfermedad actuando como portadoras, se tendran en cuenta a la hora de realizar
traslados de animales. A tal efecto ha sido publicado recientemente el Reglamento (CE)
1251/2008 referente a las condiciones y los requisitos de certificacion para la
comercializacion y la importacion en la Comunidad de animales de la acuicultura y
productos derivados y se establece una lista de especies portadoras. Los resultados de
este proyecto puede aportar nuevos datos cientificos y practicos sobre especies
portadoras.

Los ejemplares son sometidos, en la medida de lo posible, a un estudio
parasitoldgico reglado, con el fin de recabar la maxima informacion sobre su estado
sanitario y con vistas a plantear futuros trabajos de interaccién granjas-fauna silvestre
desde el punto de vista del riesgo derivado de este tipo de agentes, de tanto incidencia
en la acuicultura marina. Con los resultados de los dos primeros aflos se estdn
obteniendo datos de gran valor sobre la incidencia y presencia de determinados
parasitos en la acuicultura mediterranea y en especies silvestres asociadas.

El estudio parasitoldgico inicialmente era un estudio complementario al virico,
pero la evolucion de las patologias en las granjas estan dando mayor importancia cada
afio a este tipo de enfermedades, como ocurre en el Mediterraneo con E. leei. Asi
mismo, el demostrar la ausencia de larvas de anisakis en productos de la acuicultura es
una demanda reclamada con intensidad por el sector. La presencia de isopodos en
acuicultura también ha sido valorada.
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DESARROLLO PROGRAMA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA 2009.

1. Ejemplares analizados.

El origen de los ejemplares analizados fue el siguiente:
- Peces de acuicultura, procedentes de individuos aparentemente sanos de las granjas.
- Peces pesca extractiva, procedentes de las lonjas San Pedro del Pinatar y de Aguilas.

- Peces utilizados como alimento de atunes, obtenidos de la carnada utilizada por las
empresas que realizan engorde de atiin, que en el 2009 fueron 2, una de ellas de
investigacion.

2. Procesado de las muestras

Cuando se procedia a obtener ejemplares para su posterior analisis, se
cumplimentaba una ficha con los datos epidemioldgicos mas relevantes, tanto en los
peces de acuicultura como en los de pesca extractiva. Los peces eran llevados
rapidamente, en condiciones de frio, al Centro de Recursos Marinos en San Pedro del
Pinatar para ser procesados.

Fueron sometidos de forma rutinaria a un analisis morfopatolégico y necropsia
lo antes posible anotando cualquier hallazgo significativo, en especial la presencia de
lesiones compatibles con linfocitosis. Todos los datos de cada necropsia se reflejaban en
la correspondiente hoja de necropsia, la cual tiene un disefio colectivo para los
ejemplares de una misma partida y que también fue consensuada por los grupos
participantes en el proyecto.

Se extremaron las medidas de higiene y de asepsia, no utilizando el mismo
material de diseccion para mas de un ejemplar, con el fin de evitar contaminaciones
cruzadas entre los ejemplares. Todo el material utilizado era posteriormente lavado y
desinfectado mediante un bafio con hipoclorito sddico (10%). Posteriormente el material
fue esterilizado mediante autoclave.

Se procedid a extraer muestras de rifion, bazo y de encéfalo por duplicado para
cada ejemplar. El tamano de la muestra fue de aproximadamente 0,25 gramos y eran
introducidos en tubos eppendorf: riidn y bazo en un tubo y el encéfalo en otro. A uno
de los ejemplares de cada muestra se le afiadio6 inmediatamente un conservante
especifico (ARN later®), siendo esta la muestra que se envid al laboratorio de
Valdeolmos (CISA/INIA) para el analisis viroldgico. A partir de las muestras de
encéfalo se realizard el diagnostico de encefalopatia y retinopatia viral (VER). Las
muestras de rindén y bazo fueron utilizadas para el diagnostico de septicemia viral
hemorragica (SHV) y de necrosis pancreatica infecciosa (NPI).
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El segundo ejemplar de cada muestra es llevado rapidamente a temperatura de
congelacion sin afiadirle ningin conservante. Una vez concluidas las extracciones, los
ejemplares eran convenientemente identificado e introducidos individualmente en
bolsas de plastico y conservados en congelacion. Dentro de esas bolsas se guardaran en
tubos eppendorf muestras de tejido renal y encefalico restante. En el caso de posibles
positivos se podra realizar asi un segundo andlisis o bien la realizacion de técnica oficial
de confirmacioén como ocurre en el caso de la SHV, en cuyo caso habria que remitir los
ejemplares al laboratorio oficial de referencia que es el de Sanidad Animal y Produccion
Animal de Algete (Real Decreto 1614/2008). Para el resto de enfermedades, al no ser de
declaracion obligatoria, podra ser confirmado por los laboratorios de referencia de cada
Comunidad Autéonoma.
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La informacion recogida en las fichas de toma de muestras, en las hojas de
necropsia, en los boletines analiticos de laboratorio y la informacion del analisis
parasitoldgico fue centralizada en una base de datos informatica.

3. Diagnéstico laboratorial

Durante el afio 2009, las muestras fueron remitidas, para la realizaciéon de los
andlisis virologicos, al Centro de Investigacion en Sanidad Animal (CISA), centro de
investigacion dependiente del INIA. Este centro, situado en Valdeolmos (Madrid), esta
considerado como el de mayores garantias en cuanto a seguridad bioldgica, teniendo un
equipo con gran experiencia en el diagnostico viroldgico en enfermedades de peces
mediante técnicas genéticas.

A continuacion se describen los procedimientos diagnosticos utilizados por el
CISA para SHV, VER y NPI, después de haber unificado criterios por parte de los
técnicos de los laboratorios participantes en el proyecto, en base a la experiencia de los
afios anteriores:

Se extrajo el RNA total de las muestras de rifion, bazo y encéfalo, para pasarlo a
cDNA por transcripcidn reversa.

- En los rifiones y bazo:

Se estudid la presencia de VHSV por medio de PCR, utilizando como control
una muestra positiva para el virus. Para cada muestra se realizo una PCR sencilla,
seguida de una PCR “nested” en cadena utilizando una pareja de oligonucledtidos que
hibridan dentro del primer fragmento amplificado.

Se estudio la presencia de IPNV por medio de PCR, utilizando como control una
muestra positiva para el virus. Para cada muestra se realizo una PCR sencilla, seguida
de una PCR “nested” en cadena utilizando una pareja de oligonucledtidos que hibridan
dentro del primer fragmento amplificado.
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- En los encéfalos:

Se estudio la presencia de nodavirus por medio de PCR, utilizando como control
una muestra positiva para el virus. Para cada muestra se realizo una PCR sencilla,
seguida de una PCR “nested” en cadena utilizando una pareja de oligonucledtidos que
hibridan dentro del primer fragmento amplificado.

Todas las técnicas utilizadas se encuentran descritas en el protocolo de trabajo
normalizado y previamente aprobado por los grupos de trabajo implicados en el
proyecto Jacumar 2007 PNT Jac1/24055507.

En caso de encontrarse algun positivo, el fragmento de PCR amplificado se
enviara a secuenciar al servicio de secuenciacion del CISA para corroborar el positivo y
determinar el serotipo de virus. Ademads, a partir de las muestras duplicadas que se
encuentran congeladas en las Consejerias, se intentard aislar el virus. Estos duplicados
se enviaran al CISA, para realizar los consiguientes homogenados en medio de cultivo
celular enriquecido con antibioticos y fungizona, y la inoculacién de distintas diluciones
de los homogenados en cultivo celular. En caso de ser muestras sospechosas de IPNV o
VHSYV, las c¢lulas (EPC, CHSE-214 o RTG-2) inoculadas se incubardn a 14°C,
mientras que en caso de ser muestras sospechosas de nodavirus los homogenados se
tendran que inocular en SAF-1 (linea de dorada susceptible a nodavirus) a 20°C.

El RD 1614/2008 establece las medidas minimas de la lucha contra
determinadas enfermedades de los peces. Esta normativa regula las medidas a
desarrollar por la autoridad sanitaria en caso de aparicion de una serie de enfermedades,
entre ellas la SHV, asi como establece planes de muestreo para declarar explotaciones o
zonas como libres de la enfermedad. Establece los métodos oficiales de diagnéstico para
el virus de la SHV, entre los cuales no se encuentran las técnicas de PCR. Sin embargo,
los objetivos del presente trabajo son bien distintos respecto a esta enfermedad, ya que
se aprovecha la toma de muestras para enfermedades emergentes y potencialmente
peligrosas como es el caso del VER, para realizar un chequeo frente a la presencia del
virus de la SHV en una poblaciéon en principio libre de este patégeno, como son los
peces mediterraneos, tanto de acuicultura como silvestres. Si apareciesen ejemplares
positivos frente a esta enfermedad mediante PCR, se remitirian al Laboratorio de
Sanidad y Produccion Animal de Algete, ya que este es el laboratorio nacional de
referencia para esta enfermedad.

Muestreo virologico en carnaza de atunes

El estudio diagnéstico de estos ejemplares presenta un problema afiadido, pues
son peces que estdn mucho tiempo congelados y las condiciones de almacenamiento y
manipulacion no son las 6ptimas por lo que presumiblemente el ARN esta dafiado,
siendo inviable su uso para PCR.

Para estas muestras se plantea la realizacion de homogenizados e inoculacion en
cultivo celular para ver si se produce efecto citopatico por algun virus que
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posteriormente se identificaria. La metodologia es la siguiente: Las muestras se
homogenizan de forma estéril en medio de cultivo suplementado con antibidticos y
fungizona. Distintas diluciones se estos homogenizados se inoculan en células EPC de
carpa. Tras 7-8 dias de incubacion a 14 °C de visualizan para detectar posibles efectos
virales.

Esta técnica permite demostrar la presencia o no de virus vivos en el alimento de
los atunes, lo cual constituye una informacion epidemiologica de gran valor.

4. Estudios parasitologicos

En el proyecto se plantea la realizacion de estudios parasitologicos, con el fin de
recabar la maxima informacion posible de los ejemplares utilizados en los muestreos de
las enfermedades viricas y con vistas a plantear futuros trabajos de interaccion granjas-
fauna silvestre desde el punto de vista del riesgo derivado de este tipo de agentes, de
tanto incidencia en la acuicultura marina.

Este tercer afio de proyecto se realiza un chequeo frente a anisakis en los peces
procedentes de la acuicultura. También Se realiza un estudio especifico sobre la
prevalencia de A. crassus en anguila, asi como valoracion de isépodos en instalaciones
de acuicultura.

RESULTADOS
A. TOMA DE MUESTRAS

Los muestreos se realizaron en dos periodos correspondientes a los dos
semestres del afio. En el primero el muestreo fue desde enero hasta junio, recogiéndose
un total de 492 ejemplares en 6 envios. El segundo periodo de muestreos abarco desde
septiembre hasta diciembre, recolectdndose 408 ejemplares que fueron remitidos en 5
envios. En cada toma de muestras se cumpliment6 una “Hoja de toma de muestras” en
la cual se reflejaban los datos epidemiologicos mas relevantes.

Cronograma muestreos 2009:

Objetivo Enero/ | Marzo/ | Mayo/ | Julio/ Septiembre/ | Noviembre/
Febrero | Abril Junio Agosto | Octubre Diciembre

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Grupo 1. Ejemplares de acuicultura

Grupo 2. Especies silvestres cultivables

Grupo 3. Especies que frecuentan las granjas

Grupo 4. Especies centinela para enfermedades objetivo
Grupo 5. Carnada usada en alimentacion de atunes
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Los ejemplares fueron procesados tal y como se describe en el procedimiento
descrito en el “Protocolo de muestreo y analisis”, el cual fue elaborado por el grupo de
expertos representantes de los laboratorios participantes en el proyecto. Fueron 11 el
total de los envios realizados al laboratorio de Valdeolmos, incluyéndose en el ultimo
de ellos las muestras de carnada de atun.

Los envios se realizaron mediante una empresa de mensajeria urgente y siempre
en condiciones de refrigeracion. Cada envio agrupaba las muestras recogidas mediante
dos a cuatro sesiones de necropsias, las cuales eran conservadas en frigorifico y con su
correspondiente conservante de ARN.

B. MUESTREO PECES ACUICULTURA Y PESCA (RUTINARIOS)

Se cumplimentaron las correspondientes hojas de necropsia de las distintas
partidas de peces que fueron procesados. En dichas hojas se reflejan los cddigos
individuales asignados a cada muestra, la especie, peso, talla, la presencia de lesiones
compatibles con la linfocitosis y las observaciones que se consideren oportunas.

El total de muestras recogidas y analizadas en el 2009 ha sido de 900 peces. El
muestreo se ha realizado en dos periodos, coincidentes con los dos semestres del afio.

La organizacion global del muestreo es la siguiente:

Tabla 1 de toma de muestras por especie y origen:

Especie Origen Numero
Dorada (Sparus aurata) Acuicultura 172
Pesca 79
Lubina (Dicentrarchus labrax) Acuicultura 63
Pesca 18
Corvina acuicultura (Argyrosomus regius) Acuicultura 50
Corvina silvestre (Sciaena umbra) Pesca 22
Alacha (Sardinella aurita) Acuicultura 24
Pesca 56
Boga (Boops boops) Acuicultura 56
Pesca 18
Jurel (Trachurus spp) Acuicultura 44
Pesca 51
Salpa (Salpa salpa) Pesca 21
Sargo (Diplodus spp) Pesca 32
Chanquete (Aphia minuta) Pesca 40
Anguila (Anguilla anguilla) Pesca 60
Mujol (Mujil spp) Pesca 36
Atun (Thunnus thynnus) Acuicultura 25
Caballa (Scomber scombrus) Pesca 13
Piche Pesca 7
Grisa (Labrus viridis) Pesca 12
Rascacio (Scorpaena porcus) Pesca 1
Total 900
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c. Tabla 2. Descripcion ejemplares de acuicultura (Grupo 1)

Especie N° Ejemplares
Dorada 172
Lubina 63
Corvina 50
Alacha 24
Boga 56
Jurel 44
Atin 25
Total 434
d. Tabla 3. Especies silvestres cultivables (Grupo 2)
Especie N° Ejemplares
Dorada 79
Lubina 18
Total 79
c. Tabla 4. Especies que frecuentan las granjas (Grupo 3)
Grupo Especie Total especie
Mayor frecuencia Alacha 56
Boga 18
Alta frecuencia Jureles 51
Mujol 36
. Salpa 21
Descritas Sargo 0
Total 214

d. Especies centinela para enfermedades objetivo (Grupo 4)

d.1.Tabla 5. Especies monitoras para VER

Especie Acuicultura Pesca Total
Lubina 63 18 81
Corvina 50 22 72
Salpa -- 21 21
Sargo -- 32 32
Total 113 93 206
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d.2. Tabla 6. Especies monitoras para SHV

Especie Acuicultura Pesca Total
Lubina 63 18 81
Alacha 24 56 80
Jureles 44 51 95
Corvina 50 22 72
Salpa -- 21 21
Sargo -- 32 32
Total 181 200 381
d.3. tabla 7. Especies monitoras para NPI
Especie Acuicultura Pesca Total
Dorada 172 79 251
Alacha 24 56 80
Jureles 44 51 95
Corvina 50 22 72
Total 290 208 498
1° Semestre
Tabla de toma de muestras por especie y origen:
Especie Origen Numero
Dorada (Sparus aurata) Acuicultura 143
Pesca 40
Lubina (Dicentrarchus labrax) Acuicultura 43
Pesca --
Corvina acuicultura (4rgyrosomus regius) Acuicultura --
Corvina silvestre (Sciaena umbra) Pesca 22
Alacha (Sardinella aurita) Acuicultura --
Pesca 33
Boga (Boops boops) Acuicultura 14
Pesca 15
Jurel (Trachurus spp) Acuicultura --
Pesca --
Salpa (Salpa salpa) Pesca 21
Sargo (Diplodus spp) Pesca 25
Chanquete (Aphia minuta) Pesca 40
Anguila (Anguilla anguilla) Pesca 60
Mujol (Mujil spp) Pesca 25
Atan (Thunnus thynnus) Acuicultura --
Caballa (Scomber scombrus) Pesca 10
Piche Pesca --
Grisa (Labrus viridis) Pesca --
Rascacio (Scorpaena porcus) Pesca 1
Total 492

61




Plan Vigilancia Epidemiologica 2007-2010

a. Descripcion ejemplares de acuicultura

Especie N° Ejemplares
Dorada 143
Lubina 43
Corvina --
Alacha --
Boga 14
Jurel --
Atin --
Total 200
b. Especies silvestres cultivables
Especie N° Ejemplares
Dorada 40
Lubina --
Total 40
c. Especies que frecuentan las granjas
Grupo Especie Total especie
Mayor frecuencia Alacha 33
Boga 15
Alta frecuencia Jureles --
Mujol 25
. Salpa 21
Descritas Sargo 5
Total 119

d. Especies centinela para enfermedades objetivo

d.1. Especies monitoras para VER

Especie Acuicultura Pesca Total
Lubina 43 -- 43
Corvina -- 22 22
Salpa -- 21 21
Sargo -- 25 25
Total 43 68 111
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d.2. Especies monitoras para SHV

Especie Acuicultura Pesca Total
Lubina 43 -- 43
Alacha -- 33 33
Jureles -- -- --
Corvina -- 22 22
Salpa -- 21 21
Sargo -- 25 25
Total 43 101 144
d.3. Especies monitoras para NPI
Especie Acuicultura Pesca Total
Dorada 143 40 183
Alacha -- 33 33
Jureles -- -- --
Corvina -- 22 22
Total 143 95 238
2° Semestre
Tabla de toma de muestras por especie y origen:
Especie Origen Numero
Dorada (Sparus aurata) Acuicultura 29
Pesca 39
Lubina (Dicentrarchus labrax) Acuicultura 20
Pesca 18
Corvina acuicultura (4rgyrosomus regius) Acuicultura 50
Corvina silvestre (Sciaena umbra) Pesca --
Alacha (Sardinella aurita) Acuicultura 24
Pesca 41
Boga (Boops boops) Acuicultura 42
Pesca --
Jurel (Trachurus spp) Acuicultura 44
Pesca 36
Salpa (Salpa salpa) Pesca --
Sargo (Diplodus spp) Pesca 7
Chanquete (Aphia minuta) Pesca --
Anguila (Anguilla anguilla) Pesca --
Mujol (Mujil spp) Pesca 11
Atan (Thunnus thynnus) Acuicultura 25
Caballa (Scomber scombrus) Pesca 3
Piche Pesca 7
Grisa (Labrus viridis) Pesca 12
Rascacio (Scorpaena porcus) Pesca --
Total 408
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a. Descripcion ejemplares de acuicultura

Especie N° Ejemplares
Dorada 29
Lubina 20
Corvina 50
Alacha 24
Boga 42
Jurel 44
Atun 25
Total 234
b. Especies silvestres cultivables
Especie N° Ejemplares
Dorada 38
Lubina 18
Total 56
e. Especies que frecuentan las granjas
Grupo Especie Total especie
Mayor frecuencia Alacha 41
Boga --
Alta frecuencia Jureles 36
Mujol 11
Descritas Salpa —
Sargo 7
Total 95

d. Especies centinela para enfermedades objetivo

d.1. Especies monitoras para VER

Especie Acuicultura Pesca Total
Lubina 20 18 38
Corvina 50 -- 50
Salpa -- -- --
Sargo -- 7 7
Total 70 25 95
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d.2. Especies monitoras para SHV

Especie Acuicultura Pesca Total
Lubina 20 18 38
Alacha 24 41 65
Jureles 44 36 80
Corvina 50 -- 50
Salpa -- -- --
Sargo -- 7 7
Total 138 102 240
d.3. Especies monitoras para NPI
Especie Acuicultura Pesca Total
Dorada 29 39 68
Alacha 24 41 65
Jureles 44 36 80
Corvina 50 -- 50
Total 147 116 263
En 2010 se completo6 el muestreo del 2009, con los siguientes ejemplares.
Tabla de toma de muestras por especie y origen:
Especie Origen Numero
Dorada (Sparus aurata) Acuicultura 31
Pesca 1
Lubina (Dicentrarchus labrax) Acuicultura 71
Pesca 11
Corvina (Argyrosomus regius) Acuicultura 20
Alacha Pesca 15
Mujol Pesca 17
Magre Pesca 10
Sargo Pesca 8
Total 184
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Por tanto, el muestreo global 2009 mas 2010 es el siguiente:

Especie Origen Numero
Dorada (Sparus aurata) Acuicultura 203
Pesca 80
Lubina (Dicentrarchus labrax) Acuicultura 134
Pesca 29
Corvina acuicultura (Argyrosomus regius) Acuicultura 70
Corvina silvestre (Sciaena umbra) Pesca 22
Alacha (Sardinella aurita) Acuicultura 24
Pesca 71
Boga (Boops boops) Acuicultura 56
Pesca 18
Jurel (Trachurus spp) Acuicultura 44
Pesca 51
Salpa (Salpa salpa) Pesca 21
Sargo (Diplodus spp) Pesca 40
Chanquete (Aphia minuta) Pesca 40
Anguila (Anguilla anguilla) Pesca 60
Mujol (Mujil spp) Pesca 53
Atun (Thunnus thynnus) Acuicultura 25
Caballa (Scomber scombrus) Pesca 13
Magre (Lithognathus mormyrus) Peca 10
Piche Pesca 7
Grisa (Labrus viridis) Pesca 12
Rascacio (Scorpaena porcus) Pesca 1
Total 1.084

C. MUESTREOS ESPECIFICOS

CARNADA ATUNES

El muestreo se realizd en el mes de diciembre de 2009. En este afio sélo una
granja ha tenido de forma comercial atunes mas una instalacion que mantiene atunes
con fines cientificos. Se han muestreado ambas granjas, con 30 ejemplares en cada una
de ellas, obteniéndose un total de 60 ejemplares. Las dos instalaciones se encuentran
situadas en el Gorguel (Cartagena).

MUESTREO NUEVAS ESPECIES.

Durante el afio 2009 se ha producido gran cantidad de corvina (Argirosomus
regius) por parte de varias empresas, por lo que esta especia ha sido muestreada este afio
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por primera vez (el afio 2008 se muestrearon alevines de corvina procedentes de
importacion, pero no ejemplares engordados en granjas de la Region).

MUESTREO IMPORTACIONES.

Todas las importaciones de alevines procedian de paises de la Unidon Europea.

FOCOS DE ENFERMEDAD.

Durante este afio no se ha detectado ningln brote de enfermedad en poblaciones
silvestres y tampoco ha sido necesario intervenir en ningin foco de enfermedad en las
empresas de acuicultura, ya que en todos los casos los peces han respondido
adecuadamente a los tratamientos terapéuticos ordinarios, segin las informaciones
aportadas por los responsables sanitarios de las empresas.

LOTES DE ORIGEN DESCONOCIDO

No ha sido detectado ningun lote de peces de origen desconocido, por lo que no
ha sido necesario realizar ninglin tipo de muestreo.

MUESTREO PARASITOLOGICO

Dentro de los objetivos del programa, se planteaba la posibilidad de realizar
controles parasitoldgicos siguiendo la idea de valorar la interaccién entre peces
silvestres y cultivados y obtener la maxima informacion posible de los ejemplares
utilizados en los muestreos de las enfermedades viricas y con vistas a plantear futuros
trabajos de interaccion granjas-fauna silvestre desde el punto de vista del riesgo
derivado de este tipo de agentes, de tanto incidencia en la acuicultura marina.

En afios anteriores se valor6 la presencia de FEnteromyxus leei. Este afio los
estudios se han centrado en los estudios sobre ausencia de anisakis e isdpodos, asi como

la presencia de Anguillicola crasus en anguila europea.

Ejemplares de acuicultura estudiados sobre la presencia de anisakis: 143 doradas
y 43 lubinas, lo cual suponen un total de 186 peces.

Se han chequeado 109 anguilas para seguimiento de la presencia de Anguillicola
crassus.
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RESULTADOS LABORATORIO.
Diagnostico molecular frente SHYV

Todos los ejemplares estudiados fueron sometidos a PCR simple, dando
negativo en todos los casos.

A los ejemplares procedentes de los 3 primeros lotes se les realiz6é una segunda
PCR (nested), obteniéndose con este método un total de 30 positivos.

Especie Numero
Dorada 11
Chanquete 4
Salpa 1
Jurel 4
Alacha 1
Anguila 9

En vista de estos resultados se enviaron muestras al Laboratorio de Referencia
de Enfermedades de los Peces, que es el Laboratorio de Algete (Madrid) para que se
realizase la Técnica de Diagnéstico Oficial al ser esta una Enfermedad de Declaracion
Obligatoria. No se pudo aislar virus VHS en ninguna de las muestras remitidas.

Diagnostico molecular frente NP1

Todos los ejemplares estudiados fueron sometidos a PCR simple, dando
negativo en todos los casos.

A los ejemplares procedentes de los lotes 4, 5 6 y 7 (un total de 381 peces) se les
realizd una segunda PCR (nested), obteniéndose con este método un total de 52
positivos. Estos ejemplares se detallan en la tabla siguiente:

Especie Numero Origen
Sargo 1 Pesca
Sargo picudo 3 Pesca
Dorada 12 Pesca
Dorada 19 Acuicultura
Mujol 1 Pesca
Boga 5 Pesca
Boga 5 Acuicultura
Corvina (S. umbra) 3 Pesca
Lubina 3 Acuicultura
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Diagnostico molecular frente Nodavirus

Todos los ejemplares estudiados fueron sometidos a PCR simple, dando
negativo en todos los casos excepto en 9 casos. Se describen en la siguiente tabla.

Especie Numero Origen

Sargo 1 Pesca

Sargo picudo 1 Pesca

Dorada 2 Pesca
Dorada 5 Acuicultura

A los ejemplares procedentes de los lotes 4, 5 6, 7, 8, 9 y 10 (un total de 616
peces) se les realizé una segunda PCR (nested), obteniéndose con este método un total
de 25 positivos. Todos los ejemplares que habian dado positivo por PCR simple
también dieron positivos en esta segunda PCR. Los ejemplares que solo dieron positivos

mediante la segunda PCR se detallan en la tabla siguiente:

Especie Numero Origen
Sargo picudo 1 Pesca
Jurel 4 Pesca
Dorada 6 Pesca
Alacha 1 Pesca
Alacha 4 Acuicultura
Mujol 1 Pesca
Boga 1 Pesca
Corvina (S. umbra) 2 Pesca
Lubina 5 Acuicultura

Esta enfermedad no estd sometida a declaracion obligatoria, pero se han enviado
las muestras positivas al Laboratorio de Nacional de Referencia de Enfermedades de los
Peces para intentar el aislamiento del nodavirus.

Diagnaostico virico sobre carnada de atun.

Los resultados obtenidos en el laboratorio del CISA sobre las 60 muestras de
carnada para atin tras la realizacion de los homogenizados e inoculacion en cultivo
celular fue la ausencia de cualquier efecto citopatico que indicase la presencia de algin
virus, por lo que no fue necesario realizar ningin tipo de aislamiento con fines de
identificacion virologica.
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Busqueda de anisakis

El estudio se ha realizado sobre peces engordados en instalaciones acuicolas en
mar abierto de la Region de Murcia entre los afios 2.007 y 2.009. Los ejemplares eran
de talla comercial o proxima a ella. La distribucion temporal y por especies se detalla
en la tabla 1.

Distribucion temporal y por especies de peces analizados

Ano Dorada Lubina Total Afio
2007 152 57 209
2008 251 105 356
2009 143 43 186
Total Especie 546 205
Total Estudio 751

Todos los ejemplares fueron necropsiados por personal del Servicio de Pesca y
Acuicultura en las instalaciones del Centro de Recursos Marinos de San Pedro del
Pinatar anotandose las caracteristicas morfométricas habituales. Posteriormente fueron
sometidos a un examen visual completo, tanto de la cavidad abdominal como de los
organos del aparato digestivo, para detectar la presencia de larvas libres de anisakis y
posteriormente fueron sometidos a una digestion artificial de muasculo para detectar la
presencia de larvas en dicho tejido siguiendo la sistematica descrita por Osanz (2001).

Estudio sobre isopodos

Se procedi6 a la recoleccion de ejemplares de boga, alacha y jurel tanto del
exterior de las jaulas de acuicultura como del interior de las mismas, ya que es muy
frecuente que las especies merodeadoras, en distintas fases de la cria, pero
especialmente en las operaciones de cambio de red, queden atrapados en el interior.
También se chequearon ejemplares de dorada y lubina procedentes de las mismas
instalaciones, situadas en el Poligono Acuicola de San Pedro de Pinatar en la zona norte
del litoral de Murcia. Los peces fueron sometidos a un meticuloso examen de la cavidad
bucal para la busqueda de las formas adultas del parasito. El nimero de ejemplares por
especie se refleja en la tabla siguiente:

Exterior Jaulas Interior Jaulas Total
Boga 71 142 213
Jurel 33 5 38
Alacha 29 17 46
Dorada - 152 152
Lubina - 57 57

Anguillicola

Se muestrearon 109 anguilas (peso medio: 23,79 g) del Mar Menor (salinidad
42-47 g/1). Las formas parasitarias adultas halladas en el lumen de la vejiga natatoria se
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conservaron en etanol al 70% hasta su identificacion. Las vejigas natatorias se
digirieron (45 min, 38 °C), en una solucion de pepsina al 1,5% (actividad proteolitica
1:10.000) y acido clorhidrico al 1,5% en agua destilada. El material digerido se lavo
mediante centrifugacion (500g, 5 min) y se contaron las distintas fases parasitarias en
una cdmara de Favatti. Los resultados obtenidos se analizaron mediante el test
estadistico de Mann-Whitney.

DISCUSION.
1. Muestreo
a. Controles rutinarios:

El nimero global de ejemplares muestreados fue de 900. En lo referente a los
animales de acuicultura, se ha muestreado un menor nimero de doradas y se han
muestreado por primera vez corvinas. De esta ltima especie ha habido alta produccién
este afio, si bien problemas organizativos y el intentar no variar los planes de trabajo de
las empresas ha ocasionado el no poder obtener el nimero previsto de ejemplares para
su analisis. Respecto a las especies silvestres, se han incorporado diversas especies que
si bien en algunos casos el numero de ejemplares no es estadisticamente significativo,
pero que aportan en conjunto una informacion epidemioldgica de gran valor.

Los ejemplares silvestres de las especies de acuicultura han tenido que ser obtenidos en
su totalidad de la lonja de Lo Pagéan, ya que las técnicas y artes de pesca son mas
propicios en esta lonja, no obteniéndose de forma habitual en las otras. Para la
obtencion de otras especies silvestres se ha utilizado la Lonjas de Aguilas.

b. Control sobre carnada atun:

El nimero de muestras ha sido netamente inferior al inicialmente previsto: 60
frente a 300. Se habia previsto realizar dos controles de 30 ejemplares sobre 5 granjas y
finalmente se ha realizado un control sobre 2 granjas. Este nimero menos de muestras
se debe a que so6lo una instalaciéon comercial ha tenido atin este afio, siendo la otra
instalacion una participe en un proyecto de investigacion sobre esta especie

2. Vigilancia epidemiologica en peces

Los ejemplares de acuicultura (tabla 2) pudieron muestrearse de todas las
especies, incluyéndose en este apartado las especies silvestres que de forma involuntaria
por parte de las empresas han sido alimentados y criados en el interior de las jaulas.
Respecto a los ejemplares silvestres de las especies cultivables (tabla 3), todos los
ejemplares se obtuvieron en la Lonja de Lo Pagan, ya que los artes de pesca empleados
en esta zona maritima facilitan la captura de las especies buscadas. Respecto a las
especies merodeadoras de las instalaciones de acuicultura, en la tabla 4 se observa que
para las especies de mayor frecuencia se han tomado 74 muestras, 87 muestras en los de
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alta frecuencia y 53 para los descritos. En las tablas 5, 6 y 7 se han agrupado las
especies segun su capacidad de ser monitores frente a cada una de las enfermedades
objetivo (Barja, 2005). No podemos contrastar nuestros resultados con trabajos
similares, ya que en la literatura cientifica consultada no hemos encontrado estudios
epidemioldgicos similares en los que se valorase la presencia de estos virus en el litoral
mediterraneo espafiol, excepto proyectos piloto como el realizado por nuestro grupo en
el afio 2006 (Penalver et al. 2007a), asi como los resultados obtenidos en el 2007, en el
primer afio del proyecto, tanto por nuestro grupo como los obtenidos por los restantes
grupos participantes en el proyecto.

No se han detectado ejemplares con lesiones compatibles con linfocitosis, a
excepcion de un ejemplar de dorada. La causa principal que justifica este resultado es
que no se analizaron ejemplares juveniles, siendo los brotes clinicos en alevines que
posteriormente se recuperan, a menos que sufran contaminaciones secundarias,
normalmente bacterianas (Bovo, 2004).

No se ha realizado ningun control sobre la necrosis eritrocitaria viral, ya que
practicamente todos los ejemplares estudiados estaban muertos en el momento de la
toma de muestras, siendo necesario que la sangre esté en perfecto estado para su tincion
y anélisis microscopico. Unicamente se han analizado de forma experimental algunos
ejemplares de anguila, obteniendo resultados negativos a lesiones compatibles con la
presencia de este virus.

La septicemia virica hemorragica (VHS) es una enfermedad de gran
importancia en la acuicultura continental en Europa, aunque también se han producido
episodios de mortandad en acuicultura marina, como es el caso del rodaballo en el Norte
de nuestro continente (Ross et al., 1994). Cada vez con mayor frecuencia se describe la
presencia de este virus en poblaciones silvestres de gran cantidad de especies marinas
de aguas frias (Munro, 1996; Dixon et al., 1997; Mortensen, 1999; Smail, 2000; King et
al. 2001; Dopazo, 2002).

Todos los ejemplares estudiados fueron sometidos a PCR simple, dando
negativo en todos los casos. A los ejemplares procedentes de los 6 primeros lotes se les
realizd una segunda PCR (mested), obteniéndose con este método un total de 102
positivos. En vista de estos resultados se enviaron muestras al Laboratorio de
Referencia de Enfermedades de los Peces, que es el Laboratorio de Algete (Madrid)
para que se realizase la Técnica de Diagnodstico Oficial al ser esta una Enfermedad de
Declaracion Obligatoria. No se pudo aislar virus VHS en ninguna de las muestras
remitidas.

Las especies cultivadas en el litoral del levante espafiol (dorada, lubina, corvina
y atin rojo) no son especies sensibles a este virus segin la OIE. Sin embargo, el
Reglamento 1251/2008, por el que se aplica la Directiva 2006/88/CE en lo referente a
las condiciones y los requisitos de certificacion para la comercializacion y la
importacion en la Comunidad de animales de la acuicultura y productos derivados y se
establece una lista de enfermedades portadoras, establece unas lista de especies que
pueden actuar como portadoras a las enfermedades listadas como es el caso de la
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septicemia hemorragica. En esa lista aparecen muchas de las especies analizadas, por lo
que es de gran importancia chequearlas y en nuestro caso el determinar los resultados
negativos obtenidos:

Especie Numero
Dorada (Sparus aurata) 251
Lubina (Dicentrarchus labrax) 81
Sargo (Diplodus spp) 32
Mujol (Mujil spp) 36
Atun (Thunnus thynnus) 25
Corvina (4Argyrosomus regius) 50
Total 475

Por tanto, el estudio de los posibles portadores silvestres del virus tiene una
importancia epidemiolodgica elevada, la cual ha sido analizada en el presente trabajo,
con resultados negativos. Estos datos coinciden con la tinica referencia previa en la que
se chequearon peces de caracteristicas similares (Pefialver et al. 2007a).

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa es un virus que afecta a
explotaciones continentales de acuicultura de salmonidos, pero también ha producido
pérdidas en algunas granjas de peces marinas como el rodaballo, y ademas se han
descrito infecciones subclinicas en multitud de especies marinas como anguilas,
atherinidae, peludas, jureles, cupleiformes y en corvina. En Espafia ha sido aislado el
virus especies marinas cultivadas como la dorada, el rodaballo y el lenguado (Barja,
2005). Por ello, el virus tiene un amplio rango de hospedadores y de especies sensibles,
de peces, pero ademés pueden actuar como reservorios determinados moluscos
(Mortensen, 1990) e inclusos rotiferos (Coms, 1991).

En nuestro trabajo, mediante PCR simple no hemos hallado ningin ejemplar
positivo, si bien al utilizar la PCR nested hemos encontrado 52 ejemplares positivos, de
un total de 381 peces, tanto procedentes de acuicultura como de pesca extractiva.

La encefalopatia retinopatia viral (VER) o necrosis nerviosa viral afecta a gran
nimero de especies de peces, siendo las mas importantes la lubina, el mero, dorada,
besugo, denton, fletan, rodaballo, seriola, bacalao, bonito y salmén (Pérez y Rodriguez,
2006). En los laboratorios de ictiopatologia del area mediterrdnea ha sido descrito
principalmente en lubina, pero también en numerosas especies como corvina silvestre,
mujol y mero (Barja, 2005). También se han descrito casos en el Mediterraneo en sargo
picudo y en lenguado (Bovo, 2004), asi como en dorada de acuicultura y en jurel
(Pedalver et al. 2008).
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Este afo se han hallado los siguientes positivos a nodavirus mediante una PCR
simple:

Positivos a NODAVIRUS | Acuicultura Pool de cinco muestras de
doradas procedentes de una
granja de acuicultura

Pesca extractiva 1 sargo comun
1 sargo picudo
2 doradas

Asi mismo, el mediante PCR nested han salido positivos, ademas de los 9
ejemplares anteriores, otros 25 peces. Esta enfermedad no estd sometida a declaracion
obligatoria, pero se han enviado las muestras positivas al Laboratorio de Nacional de
Referencia de Enfermedades de los Peces para intentar el aislamiento del nodavirus.

Los datos obtenidos confirman la preocupacion del sector por esta enfermedad,
que también ha sido diagnosticada por otros laboratorios, si bien, al menos en granjas de
la Region de Murcia, no ha ocasionado ningin brote de enfermedad. Con los datos que
manejamos, es muy probable la aparicion los afios proximos de mortalidades debidas
directamente a este virus, por lo que es importante instaurar medidas de prevencioén
tanto activas como pasivas para evitar la aparicion de estos focos.

Vigilancia epidemiologica en carnada de atunes

La alimentacion de los atunes en las granjas de engorde del litoral levantino se
realiza basicamente mediante carnada que procede de caladeros pesqueros distintos a
los de la zona donde estan situados las granjas. La importacion de este tipo de pescado
se realiza en condiciones de congelacion, las cuales a priori, no inactivan a los virus de
importancia en patologia. Resulta, por ello, de gran importancia valorar el posible papel
de esta carnada como vehiculo para la introduccion de enfermedades exoticas en las
instalaciones de acuicultura y en la fauna icticola local, ya que diversos estudios y
autores demuestran que ya ha ocurrido en otras zonas del planeta (Jones et al., 1997;
Ward et al.; 2001).

En los resultados que hemos obtenido, en los que la realizacion de los
homogenizados e inoculacion en cultivo celular no evidencid efecto citopatico en
ninguna de las 60 muestras, indican ausencia de cualquier virus viable, y por tanto la
imposibilidad de transmision de este tipo de patogenos. Estos resultados estan en
consonancia con los obtenidos en experiencias previas (Penalver et al., 2007b). Estos
resultados tienen una gran importancia, ya que la ausencia de virus vivos, elimina el
riesgo de introduccion de enfermedades, al menos en los lotes de los que proceden los
ejemplares chequeados, ya que se han utilizado lotes estadisticamente significativos de
30 ejemplares (prevalencia del 10 % con un intervalo de confianza del 95 %), La causa
de la ausencia de virus viables no podemos distinguir si se debe a una ausencia en
origen de infecciones viricas en los peces o por el contrario, si los procesos de
congelacion industrial a los que se someten este tipo de producto eliminan los virus
presentes en los peces. En cualquier caso, el nimero pequeiio de muestras tomadas este

74




Plan Vigilancia Epidemiologica 2007-2010

afio limita el valor epidemiologico de los resultados comentados. Este hecho se debe al
declive que ha sufrido durante los afios del proyecto el nimero de granjas de engorde de
esta especie, pues se ha pasado de 5 granjas en el 2007 a s6lo una en el 2009 (mas otra
de investigacion).

Anisakis

La presencia de larvas de anisakis en el pescado de consumo humano supone un
riesgo para la salud publica. Con el fin de disminuir la incidencia de esta zoonosis, las
autoridades sanitarias a nivel europeo promulgaron diversa normativa la cual ha tenido
su reflejo a nivel nacional en el Real Decreto 1420/2006. La aplicacion de esta
normativa ha provocado reacciones contrarias en diversos sectores y ha suscitado una
polémica sobre la ausencia o no de este parasito en los ejemplares procedentes de la
acuicultura. No hay estudios sobre la presencia de anisakis en ejemplares procedentes
de acuicultura marina mediterranea, justificandose por el sector su ausencia en estudios
realizados basicamente en el Norte de Europa (Lunestad, 2003). Resulta de gran interés

verificar la ausencia de larvas de este parasito en los productos de la acuicultura, lo cual
puede aportar un valor afiadido a estas producciones.

No se encontrd ninguna larva de anisakis en los ejemplares examinados, ni
mediante la inspeccion visual ni en la prueba de la digestion de tejido muscular.
Nuestros resultados coinciden con los de Lunestad (2003) en salmones, quien muestreo
1180 peces, realizando también inspeccion visual y digestion artificial de musculo.
Excepcionalmente, Marty (2008) encontrd una larva de anisakis en intestino de salmon
cultivado en Canada.

Existen muchos estudios sobre prevalencia de larvas de anisakis en peces
procedentes de pesca extractiva. En estos estudios se analizan multitud de especies,
estableciéndose en algunos trabajos recopilatorios las especies mds frecuentemente
infestadas (Ferre, 2001), no apareciendo la dorada ni la lubina entre ellos.

La ausencia de anisakis en pescados de acuicultura de nuestro litoral puede
deberse a diversos factores: El mas importante parece ser la alimentacion. Lo cierto es
que la alimentacioén artificial mediante pienso limita enormemente que los peces criados
en jaulas en mar abierto entren en contacto con la fuente de infestacion que serian
pequefios crustdceos o incluso peces de menor tamafio como ocurre en los peces
silvestres. Las especies cultivadas tradicionalmente en nuestras costas son la dorada y la
lubina, las cuales no se citan como especies normalmente infectadas (Ferre, 2001).
Aunque se trata de una parasitosis cosmopolita, tal y como cita el anterior autor, la
temperatura del agua parece ser de gran importancia, siendo mas frecuente en aguas
frias y polares, lo cual implica que las aguas del Mediterraneo, bastante calidas, sean
menos favorables para el ciclo de vida de estos nematodos. Los datos de distintos
estudios, como el de Ferndndez-Buendia (2005), corroboran que el grado de infestacion
en los peces del Atlantico es mucho mayor que el de los peces procedentes del
Mediterrdneo. La prevalencia mas baja en el Mediterraneo también puede estar influida
por un menor numero de hospedadores definitivos.
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Isopodos

La cria intensiva de peces conlleva sistemas de cultivo con elevadas
concentraciones de ejemplares, lo cual facilita la aparicion y difusion de enfermedades.
La presencia de crustaceos parasitos en los peces silvestres es un hallazgo relativamente
frecuente. Dentro de este tipo de parasitos, Ceratothoa oestroides (Riso, 1826) es un
isopodo que se desarrolla en el interior de la cavidad bucal, lo cual provoca trastornos
mecanicos e irritativos en el hospedador, pero ademas puede producir anemia,
inmunosupresion y en determinados casos la muerte del pez. Este parasito supone un
potencial riesgo para la acuicultura mediterranea, pudiendo producir graves perjuicios
econdmicos en las instalaciones afectadas. Esta patologia no ha sido descrita en
instalaciones de acuicultura de nuestro litoral, pero si lo ha sido con consecuencias
graves en cultivos de dorada y lubina en Grecia, Turquia y en el Mar Adriatico.

C. oestroides tiene una amplia variedad de hospedadores, entre los que destaca
la boga (B. boops), diversas especies de Centracanthidae y otros Sparidae, en menor
medida sardina (C. pilchardus), jurel (Trachurus sp.), salmonete (Mullus sp.) y brétola
(Phycis sp.) (Kirkim et al. 2008). Dorada (S. aurata) y lubina (D. labrax) no parecen ser
hospedadores naturales. Las instalaciones de acuicultura marinas ejercen un efecto de
atraccion de abundantes peces silvestres. Esta atraccion se debe al efecto combinado de
la presencia de alimento artificial, atraccion quimica procedente de los peces
estabulados y al efecto que ejercen las jaulas como FADs (Fish Attraction Devices).
Estudios sobre granjas del sureste peninsular (Dempster et al., 2002) sitian como las
especies mas frecuentes: boga, alacha (S. aurita), jurel, mijol (Mugilidae), palometa (7.
ovatus) y oblada (O. melanura). Resulta por ello de gran interés comprobar el nivel de
prevalencia de este parasito en estas especies merodeadoras.

De las tres especies silvestres analizadas, s6lo se encontrd el parésito (parejas de
macho y hembra) en boga. En el caso de las bogas obtenidas en el exterior de las jaulas,
la prevalencia fue de un 9,8% (7 de 71) frente a una prevalencia del 3,5% en los
ejemplares procedentes del interior de las jaulas (5 de 142). Matasin y Vucinic (2008)
encuentran en el Adridtico una prevalencia en boga no asociada a jaulas del 12,8 %, lo
cual esta en concordancia con nuestros resultados. En la bibliografia consultada se
considera a esta especie como la que presenta una prevalencia netamente superior que el
resto de especies. Para el total de los ejemplares de esta especie, la prevalencia fue de un
5,6 %. Los ejemplares de jurel y alacha no estaban infestados, hecho si descrito por
otros autores tanto en jurel como en sardina (Kirkim et al. 2008).

Los ejemplares de acuicultura, tanto dorada como lubina, no presentaban en
ningun caso el pardsito. Hasta la fecha no ha sido descrita esta patologia en nuestras
costas, pero si han acaecido episodios graves en piscifactorias marinas de Grecia
(Sarusic, 1999), Turquia (Horton y Akamura, 2001) y en el Adridtico (Mladineo, 2003).
Las instalaciones de acuicultura de nuestro litoral estan normalmente situadas lejos de
paredes y fondos rocosos, sobre una columna de agua elevada y con gran renovacion de
agua, todo lo cual dificulta la infestacion de los ejemplares de acuicultura, que pasan
toda su fase de engorde en esas condiciones. Ademas los adultos de C. oestroides no
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pueden migrar de un hospedador a otro. En cualquier caso, es necesario realizar un
seguimiento sobre la epidemiologia de este parasito.
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Anguillicola

La infeccion por el nematodo Anguillicola crassus es considerada uno de los
factores que han contribuido al descenso de las poblaciones naturales de anguilas
europeas. Varios estudios han demostrado que A. crassus estd bastante extendido en
Espana (Korta y Diaz, 2008). No obstante, existen todavia algunos rios espafoles que
no han sido colonizados por este nematodo y otros ecosistemas, tales como el Mar
Menor, en los que se desconoce su prevalencia. Los ecosistemas marinos fueron
inicialmente considerados una barrera natural para la diseminacion de A. crassus (Van
Banning y Haenen, 1990), pero estudios posteriores demostraron la existencia de
anguilas infectadas por este nematodo en mar abierto y en aguas costeras salobres (Koie
1991, Hoglund et al. 1992).

Este es el primer estudio que demuestra que 4. crassus puede completar su ciclo
biolégico en ecosistemas con salinidades por encima de 35 g/l. Kirk et al. (2002)
demostraron que un 15-21% de los ejemplares de A. crassus adultos utilizados en una
infeccién experimental con anguilas marinas no fueron capaces de soportar el estrés
osmotico. No obstante, de acuerdo con Kirk (2003), las tnicas limitaciones para la
diseminacion de A. crassus son temperaturas menores a 4 °C y la falta de un hospedador
intermediario adecuado. En aguas continentales se han descrito varios hospedadores
intermediarios. Eurytymora affinis, el copépodo considerado hospedador intermediario
de A. crassus en aguas marinas, no ha sido descrito entre el zooplancton del Mar Menor
(Gilabert, 2001). Por tanto, la elevada salinidad de las aguas del Mar Menor, ademas de
la falta de un hospedador intermediario adecuado, podrian explicar la baja prevalencia
de A. crassus en las anguilas procedentes de esta laguna salada.

Tabla 1. Anguillicola crassus. Prevalencia, intensidad de parasitacion y abundancia en
anguilas europeas procedentes del Mar Menor.

Mar Menor (N =109)
Prevalencia total (%) 3,67
Prevalencia de hembras (%) 41,66
Prevalencia de machos (%) 16,66
Adultos Sexo sin determinar (%) 41,66
Intensidad 3 (1-9)
Abundancia (DS) 0,11 (5,3)
Prevalencia (%) 4,59
Larvas L.2* Intensidad 8.666 (1- 42.960)
Abundancia (DS) 397,52 (22.232,92)
Prevalencia (%) 0,92
Larvas L3 Intensidad 1 (1)
Abundancia (DS) 0,01 (0)
Prevalencia (%) 0
Larvas L4 Intensidad 0
Abundancia (DS) 0
Prevalencia (%) 4,59
L3+L4+Adultos’ | Intensidad 2,6 (1-9)
Abundancia (DS) 0,12 (5,3)
Prevalencia (%) 7,34
g;rrag;‘ ;2521 Intensidad 5.417,87 (1-42.969)
Abundancia (DS) 397,64 (19.007)




Plan Vigilancia Epidemiologica 2007-2010

* Huevos conteniendo larva L2 o larva L2 eclosionada, ° para facilitar la comparacion
con la bibliografia se ha calculado la carga total parasitaria sin incluir los estadios de
larva L2. DS = Desviacion estandar.
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INFORME FINAL GRUPO DE TRABAJO DE GALICIA

Antecedentes

Galicia comenz6 los tramites para declararse libre de Septicemia hemorragica virica
(SHV) y Necrosis hematopoyética infecciosa (NHI) en diciembre de 1996. A tales
efectos se curs6 ante la UE la oportuna solicitud y se logré el reconocimiento del
estatuto de zona autorizada frente a estas patologias para nuestras cuencas fluviales y
zona litoral.

Esta situacién varié en 2009, con la desaparicion del concepto de zona litoral, pasando
a mantener todas las piscifactorias de Galicia, de forma individual, el estatuto sanitario
de compartimento maritimo libre de estas patologias.

Desde entonces, y durante estos afos, se acumula en Galicia un importante registro
histérico de muestreos de agentes patolégicos de peces.

Primero con el fin de lograr la calificacion sanitaria y luego para mantenerla, el Servicio
de Sanidad Animal de la Conselleria de Medio Rural de la Xunta de Galicia, como
autoridad competente en el tema, viene haciendo anualmente los muestreos
epidemiolégicos que establece la normativa, siendo las muestras enviadas al
Laboratorio de Sanidad y Produccion Animal de Galicia (LASAPAGA). Se toman
muestras anualmente por rotacién en el 50% de las piscifactorias de especies
sensibles de Galicia, incluidas maritimas y continentales, para descartar, por el
procedimiento oficial, la presencia de virus causantes de SHV y NHI.

Paralelamente el Instituto Tecnol6gico para el Control del Medio Marino de Galicia
(INTECMAR), de la Conselleria do Mar, también de la Xunta de Galicia, dadas sus
funciones de investigacion para el conocimiento y control de las patologias de los
organismos marinos sometidos a explotacién comercial. A través de un convenio para
analizar las muestras en los laboratorios de la Unidad de Ictiopatologia del Instituto de
Acuicultura (UIP-IA), de la Universidad de Santiago de Compostela, realiza
anualmente, desde enero de 1998, dos muestreos patologicos de todas las
piscifactorias marinas de Galicia. Tanto para determinar la presencia de los
mencionados virus, como de otros virus, los causantes de Necrosis pancreatica
infecciosa (IPN) y Anemia infecciosa del salmon (ISA), asi como de bacterias
patégenas de peces en acuicultura marina.

Desde hace mas de una década, el mismo laboratorio de la UIP-IA de la Universidad
de Santiago de Compostela también viene realizando para el Departamento de Medio
Ambiente de la Xunta de Galicia, analiticas patolégicas en todas las piscifactorias
continentales de la comunidad auténoma, aunque en los ultimos afnos su estudio se
centra exclusivamente en las plantas de repoblacion de las que es titular la propia
Xunta. Sin embargo, no fue posible la incorporacion de los resultados de ese trabajo
con el argumento de que de esa parte del estudio se encarga JACUCON (Junta
Asesora de Cultivos Continentales); Esto a pesar de tratarse, en algunos casos, de
especies de peces migratorias, que comparten no solo algunas de las patologias
viricas, sino también, el mismo medio acuatico y ser Galicia la productora de mas del
30% de la trucha de cultivo a nivel nacional.

Plan JACUMAR

A finales de 2006, la excelente evaluacion que hizo la Agencia Nacional de Evaluacion
y Prospectiva (ANEP) del Plan Jacumar de Gestion Sanitaria presentado por las CCAA



de Murcia y Catalufia, impuls6 su aprobaciéon dentro de la linea estratégica que para
JACUMAR era la sanidad animal en acuicultura.

Destacaba la ANEP, que se trata de un momento muy oportuno, pues se acaba de
publicar la nueva directiva relativa a los requisitos zoosanitarios de los animales y de
los productos de la acuicultura, y a la prevenciéon y control de determinadas
enfermedades de los animales acuaticos. Y también comienza el proceso de su
transposicion al ordenamiento nacional, motivo por el que se incorpord al Plan la
Subdireccion General de Sanidad Animal del Ministerio, aunque ya se contaba con la
presencia en el mismo del Laboratorio Nacional de Referencia de Algete para
patologias de peces .

Galicia, dado el peso especifico de su sector y su importancia econémica y
sociologica, se sumd al Plan por lo oportuno que suponia para organizar el ejercicio de
la competencia en la sanidad animal del sector en su territorio, al ser uno de sus
objetivos estudiar estrategias para el disefio de una red de vigilancia epidemiolégica.

Como ya hemos comentado, muchas analiticas ya se estaban haciendo y la logistica
de los muestreos de piscifactorias con los laboratorios ya estaba en marcha desde
hacia unos afos, por lo que con un poco de presupuesto mas de JACUMAR, pudimos
aumentar las patologias analizadas en los peces, emplear mas técnicas diagndésticas,
analizar peces salvajes y, en suma, coordinar todas los trabajos para llegar a elaborar
un mapa epidemiolégico de las piscifactorias marinas gallegas, a partir del programa
de muestreo patolégico de peces mas amplio que hasta ahora se ha planteado la
administracién en Galicia.

Grupo de trabajo

La primera labor a realizar fue la de constituir un grupo de trabajo interdisciplinario con
licenciados en Ciencias del Mar, en Veterinaria y en Biologia, y no sélo de
investigadores, sino también de funcionarios —no investigadores—, de los distintos
departamentos de la administracién autonémica relacionados con el tema.

Para poder muestrear dos veces al afio peces de todas las piscifactorias marinas, asi
como especimenes de pesca extractiva de toda Galicia, se integraron en el grupo de
trabajo, veterinarios de las tres provincias con costa, pertenecientes a los Servicios
Veterinarios Oficiales de Pesca, que dependen de la Conselleria del Mar desde que se
establecieron sus funciones en el Decreto 200 de 1991 de la Xunta de Galicia.

Por su experiencia en anteriores planes JACUMAR y para poder incorporar la
actividad que ya estaba en marcha y pagada, también se incorpor6 personal
investigador de INTECMAR, con formacién en Ciencias del Mar y del Centro de
Investigaciones Marinas (CIMA) en Biologia.

También se consideré imprescindible la incorporacién de funcionarios de la Autoridad
Competente en Sanidad Animal de Galicia; no s6lo para disponer de su colaboracién
en el desarrollo del proyecto, sino para que estuvieran en todo momento informados
de los resultados analiticos obtenidos, por tratarse, en muchos casos, de
enfermedades de comunicacion obligatoria y dada la sensibilidad existente en el tema
en cuanto a la difusién de trabajos de investigacion.

Como laboratorio encargado de las analiticas se establecidé un convenio con la Unidad
de Ictiopatologia del Instituto de Acuicultura de la Universidad de Santiago de
Compostela por su dilatada experiencia, contrastada capacidad técnica y por ser los
Unicos capaces de realizar todas las analiticas propuestas.



Muestreos

Segun la memoria presentada por Galicia, estaba previsto hacer dos muestreos
anuales durante los tres afnos de duracion del Plan.
Los muestreos serian completos: de todas las explotaciones y de peces silvestres en
cada uno de ellos; y estacionales: el primero entre los meses de abril y julio,
coincidiendo con las temperaturas del agua mas altas y el segundo entre octubre y
diciembre, para hacerlo coincidir con la temporada de aguas frias.
Los grupos de peces muestreados fueron:

e Ejemplares de piscifactorias.

e Ejemplares merodeadores del entorno de piscifactorias.

e Ejemplares procedentes de pesca extractiva:

Ejemplares de piscifactorias:

Se tomaron un gran numero de muestras, 30 peces de cada una de las especies
presentes en todas las piscifactorias marinas de Galicia, ademas de muestras de
alevines, huevos y fluido ovarico en los criaderos donde fue posible, segun el
momento del muestreo.

En las explotaciones marinas que ese mismo ano eran muestreadas por los Servicios
Oficiales Veterinarios de Sanidad Animal de la Conselleria do Medio Rural, para el
mantenimiento de la calificacion sanitaria de la explotacion, las muestras recogidas
fueron analizadas paralelamente también en su Laboratorio de Sanidad y Produccién
Animal de Galicia (LASAPAGA).

Ejemplares merodeadores del entorno de piscifactorias.
Repartidos en tres grupos segun su localizacion geografica: norte, centro y sur de
Galicia. Para el muestreo de peces merodeadores, estos se capturaron, con la
colaboracion de los técnicos de las empresas, en el entorno de las pocas
explotaciones con jaulas que hay en Galicia.

Para el muestreo de ejemplares salvajes de pesca extractiva se seleccionaron

dos tipos de ejemplares:

o de las especies que se cultivan en Galicia

o de las especies que consideraron como posibles centinelas o monitores

de las patologias analizadas.

Dividiendo Galicia en cuatro zonas, adquirimos peces de estos dos grupos de
especies procedentes de pesca extractiva de bajura lo mas frescos posible, repartidos
homogéneamente entre las principales lonjas: A Corufa, Ribeira y Vigo en el Atlantico
y Burela-Celeiro en el Cantabrico.

Naturalmente, a lo largo de los tres afos de duracion del plan se produjeron
incidencias en el desarrollo de los muestreos, detalladamente descritas en los
informes de muestreos anuales'. Pero, salvo la primera incidencia, que impidié, por
retraso en la liberacion de fondos a la Comunidad Auténoma, la realizacion del
muestreo del primer semestre de 2007, las demas apenas hicieron variar, levemente
en ocasiones, el numero y en otras ocasiones, las localizaciones de las tomas de
muestras.

Las menores variaciones se produjeron en las piscifactorias, y sélo en casos de cese
de actividad de alguna de las que empleaban el sistema de jaulas en el mar, lo que
también provocd una reduccion de las localizaciones donde era posible tomar
muestras de merodeadores. En el caso de los peces de pesca extractiva, las

"'Ver Anexo I: Informe de muestreos de Galicia



dificultades se centraron en la imposibilidad de que con fondos de la Administracién,
se pudiera hacer el pago inmediato, tal y como es costumbre en las lonjas, lo que
motivd que en el ultimo afo de muestreos so6lo se pudieran adquirir peces en las lonjas
de Vigo y Celeiro-Burela.

Técnicas Analiticas

De todos los peces obtenidos en piscifactorias se tomaron muestras de bazo, rifidn
anterior y encéfalo para detectar las enfermedades listadas en la normativa (SHV, NHI
y también IPN y enfermedades bacterianas, que al inicio del Plan, con la anterior
directiva de 1991, aun figuraban en las listas), ademas de betanodavirus.

Las analiticas fueron, mediante las técnicas oficiales para las enfermedades de las
que estan declaradas libres; por PCR, para detectar betanodavirus; y mediante
siembra, en condiciones asépticas, de los mencionados 6rganos, en dos medios de
cultivo para el aislamiento e identificacién de bacterias.

Todo ello in situ, en la explotacién, y de acuerdo con los protocolos legales y los
acordados para este muestreo en la reunion de laboratorios en lo referente a
betanodavirus por PCR.

En los peces salvajes (merodeadores y procedentes de pesca extractiva), las
analiticas se realizaron para la deteccién de betanodavirus y de virus responsables de
IPN, y SHV por PCR en todos los muestreos. En los muestreos de 2008, por cortesia
del laboratorio, también se llevé a cabo deteccion por PCR del virus de NHI. Todas
ellas a partir de los mismos 6rganos analizados que en los peces de cultivo y que
fueron extraidos en una necropsia reglada, con recogida de datos de los ejemplares,
en el laboratorio del Instituto de Acuicultura, tras su transporte refrigerado desde las
lonjas.

El motivo de emplear PCR es por ser més operativo a nivel laboratorial, al evitar los
periodos de espera del cultivo celular y para ir avanzando, en el caso de
betanodavirus, en el proceso de validacion de este método.

Dado que en las necropsias de los primeros muestreos (2007, 2008 y primer semestre
de 2009) de peces salvajes no pudimos constatar, salvo excepciones, mas que se
trataba de peces aparentemente sanos, y debido a que, Ultimamente, en algunas
plantas se dieron mortalidades por parasitos, presuntamente procedentes del medio
externo, decidimos realizar un estudio mas completo en el Ultimo de los muestreos, el
correspondiente al segundo semestre de 2009.

Para ello, un fracciéon de las muestras de los 6rganos extraidos para el andlisis
virolégico, asi como fragmentos de otros érganos de cada uno de los peces,
identificados individualmente, fueron sometidos a un estudio anatomopatologico y de
deteccion de parasitos con el fin de completar la informacion obtenida de las muestras.
El estudio fue realizado por el Grupo de Ictiopatologia de la Facultad de Veterinaria de
Lugo — Universidad de Santiago de Compostela.

Es de destacar que las analiticas financiadas con cargo al presupuesto del Plan
JACUMAR, tan s6lo son las de betanodavirus por PCR en peces de acuicultura y las
de SHV por PCR en peces salvajes. Siendo el tamano de la muestra, numero de
peces salvajes a analizar, bastante limitado, unos 200 peces salvajes de pesca
extractiva en cada muestreo, debido a lo exiguo que nos ha resultado el presupuesto
de que disponemos, sobre todo por el coste de las analiticas.

El resto de los andlisis realizados continuaron siendo financiados, como hasta
entonces, por los presupuestos del Intecmar de la Conselleria do Mar y aportadas por
este organismo para la realizacion del Plan JACUMAR de Gestion Sanitaria en Galicia.
Suponen algo méas del 90% de los analisis realizados en el Plan.



Resultados vy discusion

A lo largo de los tres afnos de desarrollo del Plan, cada vez que los responsables del
laboratorio del Instituto de Acuicultura concluian las analiticas de los dos muestreos
anuales, se llevé a cabo una reunién en la Conselleria do Mar con el grupo de trabajo
constituido. En estas reuniones, presentaban los resultados analiticos obtenidos, que
dieron lugar a su Informe sobre “Prevalencia de enfermedades viricas en acuicultura y
peces silvestre”, y se debatia sobre esos resultados y sus implicaciones.

En estas reuniones se acordd que, tal y como figuraba en el Convenio por el que se
les contrataban las analiticas, los responsables del laboratorio acompanasen para
asesorar técnicamente a los representantes de Galicia en las reuniones de
presentacion de resultados que tuvieron lugar en la sede del Ministerio de Medio
Ambiente, Medio Rural y Marino, en Madrid, ante la Subdireccion General de Sanidad
Animal, dentro del seguimiento del Plan JACUMAR — Subproyecto de Murcia.

Entre los temas debatidos en estas reuniones destacan:

Resultados analiticos de virus

En acuicultura, el grupo de peces mas numeroso de los analizados, se confirma el
estatus sanitario de nuestras piscifactorias al no aparecer ni virus de la SHV, ni virus
de la NHI. Y ni siquiera se detect6 betanodavirus por PCR.

El dnico virus detectado en algunos peces fue el de IPN, que no es
epidemiologicamente preocupante, y fue detectado tanto por PCR como por
aislamiento en cultivo.

Estos resultados contrastan con los obtenidos en peces salvajes, lo que aporta una
mayor garantia sobre la situacidén sanitaria de las piscifactorias gallegas.

En los analisis de IPN, betanodavirus y SHV realizados por PCR en los peces salvajes
(merodeadores y de pesca extractiva) aparecieron algunos positivos, algunos peces
con més de un virus, e incluso, algin ejemplar que portaba todos los virus®.

Tal y como se establecié en el punto 6 del protocolo normalizado de trabajo aprobado
en la reunion de laboratorios de este Plan Jacumar (PNT Jac1/240507). Ante un
resultado positivo para cualquiera de los virus, y a partir de la réplica de la muestra
correspondiente, bajo custodia congelada, se procedié al aislamiento del virus por
cultivo celular, siguiendo la técnica analitica de la normativa europea.

Al aplicar la técnica oficial de cultivo celular a los PCR positivos de estos tres virus,
solo se aisl6 el de IPN.

En el caso de SHV en los muestreos de 2007, se suscitaron unos resultados analiticos
que, en las reuniones de trabajo de Galicia, todos estuvimos de acuerdo en calificar
como negativos por el procedimiento oficial de diagndstico, en todos los casos. Pues,
si bien se han dado algunos, muy pocos, aislamientos en cultivos celulares
confirmatorios de los PCRs, estos han sido en todos los casos prolongando el tiempo
de observacion del cultivo celular, para comprobar si se detectaria efecto citopatico
mucho mas alla del tiempo establecido en la normativa.

Por tratarse de un plan de investigacion con fines cientificos y no de diagnostico oficial
se prolongd la observacion incluso mas de un mes, siendo el tiempo mas corto en que
aparecioé un aislamiento en el primer pase, a los 30 dias de observacion. De este

2 Ver Anexo II: Tablas de resultados analiticos de Galicia.



modo se consiguieron aislamientos en cultivo celular que confirman algunos de los
PCRs previos, pero que no pueden considerarse oficialmente positivos.

Esta interpretacion de las analiticas también se sustenta en que se trata de peces
salvajes perfectamente sanos, sin sintomas ni lesiones patoldgicas, que no podriamos
considerar sospechosos de estar enfermos. Los resultados analiticos s6lo pueden
hacer que los consideremos, como mucho, como portadores asintomaticos, pues
indican que tienen una carga viral baja, con virus poco activos. Hay virus, pero en muy
pequeina cantidad y que no replican lo suficiente, por el motivo que sea, como para
producir la enfermedad y mucho menos para trasmitirla por los canales de
comercializacion del pescado. La probabilidad de transmisién a la acuicultura es
remota.

Si el aislamiento en cultivo celular se produjese dentro de los limites establecidos por
el procedimiento oficial, si podriamos afirmar que presentan una carga viral alta y con
el virus replicandose muy activamente. Y aun asi el riesgo para las piscifactorias en
plantas con tanques de agua en tierra firme podria considerarse muy bajo.

La misma explicaciéon es valida para NHI, detectados siempre tras reamplificar por
Nested PCR, lo que indica claramente una muy baja carga viral.

Segun estos resultados, las prevalencias de infeccidn en las poblaciones silvestres
marinas son mas altas que en las de cultivo, contrariamente a lo que se podria pensar
por las diferencias que hay en los niveles de predacién y estrés entre ambas
poblaciones. Sin embargo, que no sea asi, podria explicarse porque en el mar la
presion de predacién propicia la eliminacion sélo de los peces realmente enfermos,
con alta carga viral, a causa de que estos virus neurotréficos suelen afectar a la
natacion y los convierten en presas féciles.

Pero los peces que tengan baja carga viral, toleraran la presencia de estos virus
durante mas tiempo, en equilibrio con el patégeno, al no producirles lesiones ni
sintomas manifiestos de la enfermedad, propagandose por la poblacion, que estara en
gran parte infectada, pero que no sufre la enfermedad.

Genotipos de SHV no patégenos.

Tal y como se establecié en el punto 6 del PNT Jac1/240507, ante un resultado
positivo para cualquiera de los virus, el fragmento de PCR amplificado se secuencio
con el fin de corroborar el resultado positivo y tener indicios del tipo viral.

En el caso de los virus de VHS de estos aislamientos celulares se concluy6é que son
del genotipo lll, que es uno de los dos genotipos no patégenos (el Il y 1ll) que también
se han aislado en lubina en el sur de Europa, cuya presencia no resulta de riesgo o
peligro por estar descrito como muy ubicuo y no patdgeno. A diferencia de los
genotipos patdgenos, el | que aparece en el norte de Europa y el IV el mas patégeno y
mortal en peces salvajes y de acuicultura, que se encontré en Canada y en USA.

Ya en el informe de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), adoptado
el 11 de octubre de 2007 a peticion de la Comisién, se afirma al respecto que hay
muchas imprecisiones e indefiniciones dadas las variaciones en la patogenicidad de
estos virus e incluso una amplia distribucién de formas no patégenas, por ejemplo en
el caso del virus causante de SHV. Se recomienda caracterizar estos patégenos y
clasificarlos, asi como perfeccionar las herramientas diagndsticas, como puede ser la
validacion de técnicas diagnésticas de PCR, por la necesidad de poder distinguir,
desde un punto de vista técnico y de gestion, los distintos tipos del virus de la SHV en
funcién de su patogenicidad.



Podria pues, ser razonable proponer que se excluya este genotipo ubicuo, no
patdégeno, de la lista de enfermedades aplicando el tipado por PCR, ante el riesgo que
puede suponer la aparicion de un positivo de este genotipo en acuicultura, igual que
aqui en peces salvajes, y que sea preciso tomar medidas oficiales frente a un virus
qgue en realidad no es patégeno ni provoca mortandades.

Todos estos datos procedentes de planes de investigaciones sobre distribucion
epidemiolégica de agentes infecciosos y sus riesgos de transferencia hay que verlos
como una oportunidad de poner sobre la mesa de trabajo la realidad de la situacion
actual en peces salvajes, que es que se encuentran los virus pero no la enfermedad.
Probablemente, en un futuro préximo, esta informacion y su debate, seran utiles para
defender nuestra acuicultura con argumentos y posicionamientos claros, que protejan
esta produccién animal.

Las dudas surgidas con las definiciones de “enfermedad” e “infeccion” que figuran en
el anexo | de la nueva Directiva, definidas de forma que practicamente son lo mismo.
Llevé a los miembros del grupo de trabajo EFSA a determinar que estas definiciones
no estan de acuerdo con la terminologia patolégica o epidemiolégica estandar
empleada en la literatura cientifica. Hasta el punto de que en su dictamen
recomiendan a la UE armonizar las definiciones cientificas, diferenciando bien:
vectores, especies sensibles y no sensibles, portadores mecanicos y biolégicos,
agentes y enfermedad, que desafortunadamente no lo estdn en el caso en las
enfermedades acuaticas.

Medidas de vigilancia

De todos modos, estos positivos no los consideramos epidemiologicamente
preocupantes porque se trata de peces salvajes, y ni siquiera peces salvajes de una
zona declarada libre, pues actualmente, en acuicultura marina ha desaparecido este
concepto de zona libre de la normativa. El mar es un medio abierto sin fronteras;
algunas de estas especies son migratorias, su poblaciéon no esta confinada aqui, si no
que es comun por migracién con la de otros paises de Europa.

El problema de la deteccién de virus por técnicas no oficiales mas sensibles tiene que
estar sucediendo en mas paises de Europa en los que se hagan analiticas.

En el caso de tratarse de positivos oficiales, en salvajes hay poco que hacer, puesto
que no se puede erradicar. De lo que se trataria seria de fortalecer la vigilancia, algo
que ya se esta llevando a cabo desde hace anos, y seguir controlando los salvajes
para ver si aumenta el numero de portadores, tratando de proteger el comercio de las
explotaciones.

La transferencia de patégenos del medio salvaje a la acuicultura se podra evitar, sobre
todo, con el control sanitario de los criaderos y del movimiento de peces vivos entre
explotaciones.

Por ello, es importante controlar los peces salvajes que se incorporan como
reproductores al ciclo productivo de la acuicultura. Aunque la trasmision vertical de
SHV aun no esta demostrada, las empresas lo estan haciendo porque saben que en el
medio hay virus y pardsitos de alto riesgo. En este sentido les preocupa més evitar la
entrada de parasitos con el agua, que de hecho en los ultimos afos ha provocado el
cese de actividad de alguna planta en Galicia, por ser mas dificil de controlar, que la
entrada de reproductores con virus, que si se produce es con una muy baja carga viral.



No obstante, podria ser conveniente, que la autoridad competente en sanidad animal,
introdujese en los planes de inspeccion, el control de la cuarentena de estos peces
salvajes capturados como futuros reproductores. Asi como controlar la autorizacién de
su inmersién, algo que ahora mismo hace la autoridad competente de la ordenacion
del sector, pero incluso condicionando la autorizacion de la inmersién a un diagnéstico
negativo previo.

El problema es que no hay centros de cuarentena autorizados, tal y como estan ahora
regulados. Y que las analiticas tendrian que ser mediante técnica PCR muy novedosa,
en vivo, a partir de sangre, para no tener que sacrificar al futuro reproductor en la
obtencién de la muestra y dado que el cultivo celular no es posible a partir de muestras
de sangre.

Técnicas diagnosticas

El diagnostico por serologia detecta proteinas y por PCR detecta acidos nucleicos, en
ambos casos particulas viricas o fragmentos de virus que a veces no son viables.

Pero en animales acuaticos se busca aislar el patégeno mediante cultivo celular como
técnica diagnéstica para lograr las calificaciones sanitarias de las explotaciones.
Cuando se establecio la técnica oficial de diagnostico para VHS y NHI en 2001, que no
ha variado desde entonces, ya hubo controversia entre el empleo del cultivo celular y
los métodos moleculares. Finalmente como la PCR no estaba estandarizada y habia
que validarla para cada virus, solo se considerd adecuada para la identificacién de los
virus, pero no para hacer diagnéstico.

El hecho de que en Galicia hayamos encontrado virus por PCR, pero que a diferencia
de Noruega o UK no tengamos sintomatologia ni mortandades por estos virus, nos
tendria que prevenir sobre que postura seria mas conveniente adoptar ante
propuestas, como la que figuraba en algun borrador SANCO, de establecer PCR como
procedimiento diagnostico ante sospechas de enfermedad para la pérdida de la
calificacion sanitaria de libre de estas virologias.

Especies de peces

Al igual que en el resto de las aguas de los paises del sur de Europa, el virus de la
SHV aparece en gran variedad de especies salvajes, posiblemente por la reinfeccion
qgue se da con las visceras de pesca extractiva arrojadas al mar.

Es muy posible que en pocos afos se llegue a la conclusién de que muchos de los
virus se encuentran en ejemplares de la mayoria de las especies de peces, en
equilibrio entre el huésped y el virus.

Como exponia el informe EFSA, hay evidencias cientificas que demuestran que
especies no enumeradas como sensibles si o son y son pues una via no controlada
de introduccion y extension de patégenos.

Difusién de resultados

Debido a la confidencialidad acordada en la reunion previa a la aprobacion del Plan,
en la Subdireccién General de Sanidad Animal, sobre la publicacién de resultados
analiticos que atafien a la calificacion sanitaria de las explotaciones acuicolas. Durante
el desarrollo del mismo, sélo se realizaron actividades de difusién generales sobre el
Plan Jacumar de Gestidén Sanitaria que se estaba llevando a cabo (notas de prensa). Y
comunicaciones en diversos foros cientificos, reflejadas en el apartado 2.7. Difusién,
del Informe Final del Plan, sobre resultados que no tenian que ver con los
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mencionados; y siempre con autorizacién y mencion expresa de quien financid los
trabajos, asi como comunicacién previa a la autoridad competente, para su
conocimiento, tal y como debe ser.

No obstante, es necesario reflexionar, que el Unico modo de prevenir los riesgos
sanitarios, sera profundizando en su conocimiento y compartiendo ese conocimiento
con quien tiene que afrontar esos riesgos. Es pues, muy importante mejorar el grado
de comunicacién y coordinacién alcanzado entre los distintos actores implicados en el
tema, para evitar malos entendidos y propiciar la difusidbn de ese conocimiento que
hace avanzar en el control de la transmisién de enfermedades, aun tratandose de
informacion sensible.

Interlaboratorios

Un logro importante de este Plan JACUMAR ha sido, precisamente, restablecer y
mejorara la comunicacién de algunos interlocutores destacados en el tema que nos
concierne: laboratorios, autoridades competentes e incluso distintos departamentos
dentro de la misma comunidad autonoma.

En el caso de los laboratorios, en el subproyecto de Catalufia se identifico la paradoja
de que, no solo en patologia de peces sino que en acuicultura en general, hay
bastantes laboratorios muy prestigiosos que aplican técnicas de diagnéstico oficiales,
trabajando aislados entre si y sin apenas contacto con los pocos laboratorios
reconocidos u oficiales.

Esto puede dar una imagen de descoordinacion, sobre todo de cara al exterior, y llegar
a generar problemas, por lo que en el subproyecto de Catalufia, se abord6 la
elaboracion, dentro de la guia de buenas practicas, de un directorio de laboratorios, a
modo de “quien es quien” laboratorial.

Se concluyé que es conveniente consolidar esta red e incorporarla para facilitar la
aplicacién de las normas. Aunque las CCAA ya tengan su laboratorio oficial
autorizado, puede que le interese tener una red de laboratorios contrastados mas
amplia, que asi podran aparecer en los programas de vigilancia como laboratorios de
refuerzo de estos.

Que los Laboratorios Nacionales de Referencia estuvieran en este plan JACUMAR
ayud6 mucho. Pues aunque en el caso de peces, con Algete no se contemplaba mas
que un ring test tedrico. En el ecuador del Plan, a raiz de los resultados analiticos y de
que el laboratorio de la Universidad de Santiago de Compostela (USC) manifestara su
interés en participar en los ensayos interlaboratorios, tras la autorizacion de la
Autoridad Competente en Sanidad Animal de Galicia, participaron junto con el
laboratorio que hace las analiticas del Plan para Canarias, en los dos Ultimos ensayos
de Algete

Los ensayos organizados por Algete son para la comparacion de los procedimientos
diagnésticos de los laboratorios oficialmente autorizados para enfermedades de los
peces en las CCAA de Aragén, Asturias, Cantabria, Castilla-Le6n y Galicia. Para
evaluar la capacidad de los laboratorios en el aislamiento e identificacion de los virus
notificables no-exoticos de SHV y NHI, su aptitud para diferenciarlos de otros virus de
peces como IPN, y se solicita también la titulacion de virus, para evaluar la
susceptibilidad de las células de los laboratorios a la infeccion de estos virus.

A la vista de los buenos resultados obtenidos por el laboratorio de la USC en estos
ensayos y lo estratégicas que para la acuicultura gallega seran en un futuro, para la
argumentaciéon de la defensa de sus intereses, las técnicas moleculares de PCR.
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Puede ser importante que, ademas de seguir participando en los ensayos del LNR de
Algete, al menos, mientras continle analizando peces para la Administracion de
Galicia, se facilite la participacién de este laboratorio, en el circuito de intercalibrado
para PCR que organiza peridodicamente el Laboratorio Comunitario de Referencia de
Dinamarca, dado que el Laboratorio de Algete no incluye estas técnicas de PCR en
SUS ensayos.

Con la nueva normativa, las CCAA declararan la calificacién sanitaria de sus zonas y
compartimentos, tomando sus muestras oficiales y acudiendo a quien esté acreditado
para su analisis. La Administracién Central lo comunicara al Comité Permanente de la
Cadena Alimentaria y de la Sanidad Animal en Bruselas, que aceptara o no esa
declaracién, segun los resultados analiticos y la acreditacion de la técnica con la que
se han obtenido.

Conclusion del trabajo

Se ha hecho todo lo posible por desarrollar este Plan Jacumar tratando de extraer el
maximo provecho al presupuesto asociado, consiguiendo que se realizase el mayor
nuamero posible de analiticas, incluso algunas no contempladas en el proyecto inicial,
de virus por diversas técnicas, de parasitos y de bacterias, tanto en peces de
acuicultura como silvestres. Trabajando en él, hemos conseguido mejorar la formacién
del personal que participd en su desarrollo, asistiendo a cursos y congresos, y que
todos los implicados, directa e indirectamente, tratasemos de avanzar en el
conocimiento de lo relacionado con la Sanidad Animal de Organismos Acuaticos. Todo
ello en un ambiente de colaboracién interdisciplinaria muy productivo, que ha sido
motivo de especial satisfaccion.

Esperamos contribuir con este Plan Jacumar de Gestién Sanitaria a aumentar la
sensibilizacién, concienciacién y preparacion, de los organismos y autoridades
competentes respecto a la prevencion, el control y la erradicacién de las
enfermedades de los animales acuéticos.

Tal y como establece el preambulo y el articulo 1° de la Directiva 2006/88/CE, y tal y
como el RD 1614/2008 que traspone esta directiva, establece como su Objeto en el
Capitulo . Disposiciones Generales. Articulo 1°.

Deseamos mostrar nuestro agradecimiento, a todos los que colaboraron en el
desarrollo del Plan, especialmente al personal técnico encargado de extraer las
muestras y a los técnicos de las empresas que tienen jaulas en Galicia.

Galicia, Navidad de 2010.
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MUESTREO PAT OLOGICO 2007
PLAN JACUMAR DE GESTION SANITARIA EN GALICIA

1. EJEMPLARES DE ACUICULTURA

Se muestrearon todas las explotaciones gallegas de acuicultura marina de peces, en total
23 explotaciones y un centro de investigacion.

Se tomaron muestras de 30 peces de cada una de las especies presentes en cada
explotacidn, salvo pocas excepciones como en el caso de algunas especies cuyos lotes
eran los mismos ya muestreados en su hachery de procedencia o cuando los peces ya
estaban a punto de ser comercializados...

De los 940 peces obtenidos se tomaron muestras de bazo, rifdn anterior y encéfalo para
detectar las enfermedades de las listas I, II y III de la Directiva 91/67, mediante las
técnicas oficiales recogidas en la normativa vigente y de Betanodavirus por PCR. Ademas
se realizd siembra de los mencionados drganos en dos medios de cultivo para aislamiento
e identificacién de bacterias. Todo ello in situ, en la explotaciéon, y de acuerdo con los
protocolos legales y los acordados para este muestreo en la reunidon de laboratorios en lo
referente a Betanodavirus por PCR.

En 9 explotaciones y el centro de investigacion, las muestras recogidas fueron compartidas
con los Servicios Oficiales Veterinarios de Sanidad Animal de la Conselleria do Medio Rural,
que paralelamente enviaron a su Laboratorio de Sanidad y Produccion Animal de Galicia
(LASAPAGA) para su analisis, dentro del programa anual oficial de control establecido en
la Directiva 91/67 ( muestrean anualmente el 50% del total de explotaciones de
acuicultura marina y continental) para el mantenimiento de la calificacion sanitaria de
Galicia como libre de VHS y NHI.

De las 23 explotaciones muestreadas, 18 son en tierra firme, y de estas, 5 tienen alguna
actividad de hachery, en las cuales ademas de alevines, cuando fue posible por los
periodos de puesta de las distintas especies, se tomaron muestras para analizar de huevos
o larvas:

Solo 1 funciona exclusivamente como hachery de rodaballo y lenguado, sin hacer engorde
de ninguna especie.

Las otras 4 hacheries ademas hacen engorde en planta: una es hachery de rodaballo, de
besugo , de abadejo e intenta la puesta con reproductores de cherna desde hace afios,
ademas de dedicarse al engorde de rodaballo y como nursery de besugo y abadejo, para
su posterior inmersién en jaulas flotantes en el mar.

En otra hay hachery de rodaballo y lenguado y engorde sdlo de rodaballo.

Y las otras dos son hachery de rodaballo y hacen engorde de la misma especie.

De las 13 plantas en tierra que hacen exclusivamente engorde , hay 5 que tienen
rodaballo y lenguado y las otras 8 sdlo rodaballo.

De las 23 explotaciones totales, sélo 5 son de jaulas en el mar, y se dedican al engorde de
varias especies.
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De las explotaciones con jaulas, 4 son de tipo flotantes: 1 de besugos, 2 solo de rodaballo
y 1 de rodaballo y lubina (el Unico lote de lubina que en estos mese se engorda en Galicia,
procedentes los alevines de Valencia, no se muestred por estar listo para comercializar)

Y finalmente solo hay una explotacion con jaulas posada en el fondo que se dedica al
engorde de rodaballos.

2. PECES SALVAJES QUE MERODEAN EN EL ENTORNO DE LAS
PISCIFACTORIAS

En el entorno de estas jaulas de las explotaciones mencionadas, se capturaron un total de
71 peces merodeadores para muestrear, fundamentalmente mugeles pero también
algunas bogas, repartidos en tres grupos segun su situacion geografica en Galicia (norte,
centro y sur). Siendo las analiticas que se les van a realizar: deteccion de IPN,
Betanodavirus y VHS por PCR, ademas de cultivo e identificacién de bacterias, todas ellas
a partir de los mismos érganos analizados en los peces de cultivo..

3. PECES SALVAIJES, DE ESPECIES QUE SE CULTIVAN EN GALICIA

Dividiendo Galicia en tres zonas, A Corufia al norte, Riveira en el centro y Vigo en el sur,
conseguimos un total de 73 peces de estas especies repartidas homogéneamente entre
las lonjas de las tres zonas, para someterlos a la misma analitica que mencionamos para
los merodeadores de las jaulas. Su distribucion por especies fue la siguiente:

4 Rodaballos, 28 lenguados, 13 abadejos, 12 besugos y 16 lubinas.

4. PECES SALVAJES CONSIDERADOS CENTINELA O MONITORES

Se consiguieron del mismo modo, con la misma distribucion geografica y para ser
sometidos a los mismos analisis que el grupo anterior, un total de 57 peces, distribuidos
por especies de la siguiente manera:

14 Salmonetes de roca, 10 remoles (coruxos), 6 sargos, 5 jurelos, 5 rallas, 4 corvinas, 4
acedias, 3 bogas, 3 palometas, 1 solla, 1 aguja y 1 caballa.

o Total de peces muestreados: 1.141.

¢ Periodo de muestreo: del 16/10/2007 al 20/12/2007.

e Las analiticas financiadas con cargo al presupuesto del Plan JACUMAR de Gestidn
Sanitaria para Galicia de 2007, a través del convenio firmado con la Universidade de
Santiago de Compostela para tal fin, son las de Betanodavirus por PCR en peces
procedentes de explotaciones de acuicultura y de VHS por PCR en peces salvajes.
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e El resto de las analiticas (listas II y III de la Directiva 91/67 en peces de acuicultura
y Betanodavirus e IPN por PCR en peces salvajes) son financiadas con cargo a los
presupuestos del INTECMAR de la Conselleria de Pesca e Asuntos Maritimos.

e Fecha prevista de entrega de resultados analiticos por parte de la USC: finales de
febrero de 2008.
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MUESTREO PATOLOGICO 2008
PLAN JACUMAR DE GESTION SANITARIA EN GALICIA

PRIMER MUESTREO PATOLOGICO ABRIL-MAYO 2008

1. EJEMPLARES DE ACUICULTURA

Se muestrearon todas las explotaciones gallegas de acuicultura marina de peces, en total
22 explotaciones (una menos que en el muestreo de 2007) y un centro de investigacion.
Se tomaron muestras de 30 peces de cada una de las especies presentes en cada
explotacién, salvo pocas excepciones como en el caso de algunas especies cuyos lotes
eran los mismos ya muestreados en su hachery de procedencia o cuando los peces ya
estaban a punto de ser comercializados.

De todos los peces obtenidos se tomaron muestras de bazo, rifidn anterior y encéfalo
para detectar las enfermedades de las listas |, Il y 1l de la Directiva 91/67, mediante las
técnicas oficiales recogidas en la normativa vigente y de Betanodavirus por PCR. Ademas
se realizd siembra de los mencionados 6rganos en dos medios de cultivo para aislamiento
e identificacion de bacterias. Todo ello in situ, en la explotacion, y de acuerdo con los
protocolos legales y los acordados para este muestreo en la reunién de laboratorios en lo
referente a Betanodavirus por PCR.

En 2 explotaciones, las muestras recogidas fueron compartidas con los Servicios Oficiales
Veterinarios de Sanidad Animal de la Conselleria do Medio Rural, que paralelamente
enviaron a su Laboratorio de Sanidad y Produccion Animal de Galicia (LASAPAGA) para
su analisis, dentro del programa anual oficial de control establecido en la Directiva 91/67 (
muestrean anualmente el 50% del total de explotaciones de acuicultura marina y
continental) para el mantenimiento de la calificacién sanitaria de Galicia como libre de
VHS y NHI.

De las 22 explotaciones muestreadas, 18 son en tierra firme, y de estas, 5 tienen alguna
actividad de hachery, en las cuales ademas de alevines, cuando fue posible por los
periodos de puesta de las distintas especies, se tomaron muestras para analizar de
huevos o larvas. Solo 1 funciona exclusivamente como hachery de rodaballo y lenguado,
sin hacer engorde de ninguna especie.

Las otras 4 hacheries ademas hacen engorde en planta: una es hachery de rodaballo, de
besugo , de abadejo e intenta la puesta con reproductores de cherna desde hace anos,
ademas de dedicarse al engorde de rodaballo y como nursery de besugo y abadejo, para
su posterior inmersion en jaulas flotantes en el mar. En otra hay hachery de rodaballo y
lenguado y engorde s6lo de rodaballo. Y las otras dos son hachery de rodaballo y hacen
engorde de la misma especie.

De las 13 plantas en tierra que hacen exclusivamente engorde , hay 5 que tienen
rodaballo y lenguado y las otras 8 sélo rodaballo.

De las 22 explotaciones muestreadas, s6lo 4 son de jaulas en el mar, y se dedican al
engorde de varias especies. Son jaulas flotantes: 1 de besugos, 2 solo de rodaballo y 1 de
rodaballo y lubina (el Unico lote de lubina que en estos afos se engorda en Galicia,
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procedentes los alevines de Valencia, no se muestred por estar listo para comercializar)
2. PECES SALVAJES QUE MERODEAN EN EL ENTORNO DE LAS PISCIFACTORIAS

En el entorno de estas jaulas de las explotaciones mencionadas, se capturaron un total de
75 mugeles merodeadores para muestrear, repartidos en tres grupos segun su situacién
geografica en Galicia (norte, centro y sur). Siendo las analiticas que se les van a realizar:
deteccion de IPN, Betanodavirus y VHS por PCR, ademas de cultivo e identificacion de
bacterias, todas ellas a partir de los mismos 6rganos analizados en los peces de cultivo.

3. PECES SALVAJES, DE ESPECIES QUE SE CULTIVAN EN GALICIA
4. PECES SALVAJES CONSIDERADOS CENTINELA O MONITORES

Dividiendo Galicia en cuatro zonas, tres de la costa Atlantica (A Corufia al norte, Riveira
en el centro y Vigo en el sur) y una de la costa Cantabrica (Celeiro), adquirimos un total
de 200 peces de estas especies repartidas homogéneamente entre las lonjas de las
cuatro zonas, para someterlos a la misma analitica que mencionamos para los
merodeadores de las jaulas.

* Las analiticas financiadas con cargo al presupuesto del Plan JACUMAR de Gestién
Sanitaria para Galicia de 2007, a través del convenio firmado con la Universidade de
Santiago de Compostela para tal fin, son:

1. Betanodavirus por PCR en peces de explotaciones de acuicultura

2. VHS por PCR en peces salvajes.

* El resto de las analiticas (listas Il y Il de la Directiva 91/67 en peces de acuicultura
y Betanodavirus e IPN por PCR en peces salvajes) son financiadas con cargo a los
presupuestos del INTECMAR de la Conselleria de Pesca e Asuntos Maritimos, y
aportadas por este organismo para la realizacion del Plan JACUMAR de Gestion
Sanitaria en Galicia.

SEGUNDO MUESTREO PATOLOGICO NOVIEMBRE-DICIEMBRE 2008

5. EJEMPLARES DE ACUICULTURA
Se muestrearon todas las explotaciones gallegas de acuicultura marina de peces:

16 plantas dedicadas al engorde de rodaballo, de las cuales tres corresponden a sistemas
de jaulas flotantes en el mar.

4 plantas dedicadas a la produccién y/o engorde de lenguado y rodaballo.

1 planta de engorde de besugo en jaulas.

1 planta dedicada a la produccién de alevines de rodaballo y lenguado.

1 centro de investigacion en acuicultura.

1 centro de formacion en acuicultura.
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Destaca el constante incremento de la produccidon y/o engorde de lenguado en plantas.
Continua la obtencién y distribucion de alevines de lenguado de la especie Solea solea. Y
por el contrario se confirma el descenso del engorde de besugo y la desaparicion del
engorde de abadejo.

Se tomaron muestras de 30 peces de cada una de las especies presentes en cada
explotacion.

De todos los peces obtenidos se tomaron muestras de bazo y rifdn anterior para detectar
ISA, VHS, NHI e IPN mediante las técnicas oficiales recogidas en la normativa vigente y de
encéfalo para detectar Betanodavirus por PCR. Ademas se realizd siembra de los
mencionados organos en dos medios de cultivo para aislamiento e identificacion de
bacterias. Todo ello in situ, en la explotacion, y de acuerdo con los protocolos legales y los
acordados para este muestreo en la reunidn de laboratorios en lo referente a
Betanodavirus por PCR.

En 2 explotaciones, las muestras recogidas fueron compartidas con los Servicios Oficiales
Veterinarios de Sanidad Animal de la Conselleria do Medio Rural, que paralelamente
enviaron a su Laboratorio de Sanidad y Produccién Animal de Galicia (LASAPAGA) para su
analisis, dentro del programa anual oficial de control establecido en la legislaciéon
(muestrean anualmente el 50% del total de explotaciones de acuicultura marina y
continental) para el mantenimiento de la calificacién sanitaria de Galicia como libre de VHS
y NHI.

De las explotaciones muestreadas, en las que tienen actividad como hachery, ademas de
alevines, cuando fue posible por los periodos de puesta de las distintas especies, se
tomaron muestras para analizar de huevos o larvas.

6. PECES SALVAJES QUE MERODEAN EN EL ENTORNO DE LAS
PISCIFACTORIAS

En el entorno de estas jaulas de las explotaciones mencionadas, se capturaron un total de
93 miugeles merodeadores para muestrear, repartidos en cuatro grupos segun su
situacion geografica en Galicia. Siendo las analiticas que se les van a realizar: deteccion de
IPN, Betanodavirus y VHS por PCR, ademas de cultivo e identificacion de bacterias, todas
ellas a partir de los mismos érganos analizados en los peces de cultivo..

7. PECES SALVAIJES, DE ESPECIES QUE SE CULTIVAN EN GALICIA
8. PECES SALVAJES CONSIDERADOS CENTINELA O MONITORES

Dividiendo Galicia en cuatro zonas, tres de la costa Atlantica (A Corufia al norte, Riveira en
el centro y Vigo en el sur) y una de la costa Cantabrica (Celeiro), adquirimos un total de
201 peces de estas especies repartidas homogéneamente entre las lonjas de las cuatro
zonas, para someterlos a la misma analitica que mencionamos para los merodeadores de
las jaulas.
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e Las analiticas financiadas con cargo al presupuesto del Plan JACUMAR de Gestidn
Sanitaria para Galicia de 2007, a través del convenio firmado con la Universidade de
Santiago de Compostela para tal fin, son:

1. Betanodavirus por PCR en peces de explotaciones de acuicultura
2. VHS por PCR en peces salvajes.

e El resto de las analiticas (las de las antiguas listas I, II y III de la derogada
Directiva 91/67 en peces de acuicultura y Betanodavirus e IPN por PCR en peces
salvajes) son financiadas con cargo a los presupuestos del INTECMAR de la
Conselleria de Pesca e Asuntos Maritimos, y aportadas por este organismo para la
realizacion del Plan JACUMAR de Gestién Sanitaria en Galicia.

Muestreo patoldgico JACUMAR Galicia 2008

Tabla 1.- Especies utilizadas en el muestreo segun su procedencia:

Especie Origen
Acuicultura | Merodeadores Cultivables y monitoras, total
de Lonjas de
Celeiro | A Ribeira | Vigo
y Corufa
Burela
Abadejo 7 16 15 8 46
Acedia 4 24 15 5 38
Besugo 60 4 26 10 10 110
Coruxo 1 1 13 15
Corvina 1 2 3
Dorada 1 2 3
Escalo 1
Juliana 2 2
Lenguado 480 15 8 15 22 | 540
Lubina 15 2 5 10 32
Mero 1 1
Mujel 188
Pargo 5 5
Raya 12 12
Rodaballo 1380 11 3 6 5 1405
Salmonete 32 31 4 17 84
Sargo 7 33 9 8 57
Solla 10 10
TOTALES 104 102 134 103
1920 189 443 2552
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Tabla 2.- Ejemplares muestreados de acuicultura:

Especie N° de ejemplares
Rodaballos (Scophthalmus maximus) 1380
Lenguado (Solea senegalensis) 360
Lenguado (Solea solea) 120
Besugos (Pagellus bogaraveo) 60
Total de peces 1920

Tabla 3.- Otras muestras tomadas en acuicultura:

Tipo de muestra

NO de muestras

Larvas de rodaballos(Scophthalmus maximus) 3

Fluido ovarico de rodaballos(S. maximus)

Larvas de lenguado (Solea senegalensis)

Total de muestras

2
1
6

Tabla 4.- Ejemplares muestreados de especies silvestres cultivables:

Especie N° de ejemplares
Rodaballos (Scophthalmus maximus) 25
Lenguados (Solea spp.) 60
Besugos (Pagellus bogaraveo) 50
Abadejo (Pollachius pollachius) 46
Total de peces 181

Tabla 5.- Ejemplares muestreados de especies silvestres que frecuentan las instalaciones de

acuicultura (merodeadores):

Especie N° de ejemplares
MUjel (Chebron labrosus) 188
Escalo 1
Total de peces 189

Tabla 6.- Ejemplares muestreados de las especies consideradas monitoras para las patologias

viricas analizadas:

Especie N° de ejemplares

Solla (Pleuronectes platesa) 10
Lubina (Dicentrarchus labrax) 32
Corvina (Argyrosomus regius) 3

Raya (Raja sp, Dasyatis pastinaca) 12
Coruxos (Scophthalmus rombus) 15
Salmonete (Mullus spp) 84
Acedia (Lophius piscatorius) 38
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Sargo (Diplodus sargus) 57
Dorada (Sparus aurata) 3
Juliana (Lophius piscatorius) 2
Mero (Epinephelus marginatus) 1
Pargo (Pagrus pagrus) 5
Total de peces 262
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INFORME DE LOS MUESTREOS PATOL('),GICOS DE GALICIA EN 2009
PLAN JACUMAR DE GESTION SANITARIA

A lo largo de 2009 se realizaron dos muestreos en Galicia:
El primero entre febrero y abril, con temperaturas del agua de 11 a 17 "5°C.
e El segundo en octubre y noviembre, con temperaturas del agua entre 14 y 15 °C.

En ambos casos, ajustandonos al Plan, se muestrearon cuatro grupos de peces:

9. EJEMPLARES DE ACUICULTURA:
En las dos épocas del afo se muestrearon todas las instalaciones gallegas de acuicultura marina
de peces, en total en el primer muestreo 25 y en el segundo 24 localizaciones. Todas ellas
explotaciones de produccidn, salvo un centro de investigacion y otro de formacién en acuicultura
marina, este Ultimo de la Conselleria do Mar, que lleva a cabo un programa de repoblacion de
rodaballos.

Primer muestreo:
e 16 plantas dedicadas al engorde de rodaballos, de las cuales tres corresponden a sistemas
de jaulas flotantes en el mar y el resto en tanques de agua marina en tierra.
4 plantas dedicadas a la produccion y/o engorde de lenguado y rodaballo.
1 planta de engorde de besugo en jaulas.
1 jaula de engorde de salmon.
1 planta dedicada a la produccién de alevines de rodaballo y lenguado.
1 centro de formacion en acuicultura.
1 centro de investigacion en acuicultura.

Segundo muestreo:
e 15 plantas dedicadas al engorde de rodaballos, de las cuales dos corresponden a sistemas
de jaulas flotantes en el mar y el resto en tanques de agua marina en tierra.
4 plantas dedicadas a la produccion y/o engorde de lenguado y rodaballo.
1 planta de engorde de besugo en jaulas.
1 planta de engorde de trucha salmonada en jaulas.
1 planta dedicada a la produccion de alevines de rodaballo y lenguado.
1 centro de formacion en acuicultura.
1 centro de investigacion en acuicultura.

Diferencias entre el primer y segundo muestreo:

¢ 1 planta de jaulas que en el primer muestreo tenia rodaballos, en el segundo tenia trucha
salmonada.

e 1 planta nueva de engorde de rodaballo en tierra en el segundo muestreo.

e 2 plantas de engorde de rodaballos que en el segundo muestreo no tenian actividad, una
de ellas en tierra y la otra en jaulas.

e En el primer muestreo, en el centro de formacion no habia lenguados.
En el segundo muestreo no fue posible capturar salmones en la Unica jaula de engorde de
esta especie que hay en Galicia.

En todos los emplazamientos se tomaron muestras de 30 peces de cada una de las especies
presentes, salvo pocas excepciones como en el caso de algunos lotes que eran los mismos ya
muestreados en su hatchery de procedencia o cuando los peces ya estaban a punto de ser
comercializados.
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De todos los peces obtenidos se tomaron muestras de bazo y rifidn anterior para detectar VHSV,
NHIV e IPNV, mediante las técnicas oficiales recogidas en la normativa vigente y por PCR, y de
encéfalo para detectar Betanodavirus por PCR. Ademas, se realizd siembra de los mencionados
organos en dos medios de cultivo para aislamiento e identificacion de bacterias. Todo ello in situ,
en la explotacién, y de acuerdo con los protocolos legales y los acordados para este muestreo en
la reunién de laboratorios en lo referente a Betanodavirus por PCR.

En el primer muestreo, en 9 explotaciones y en el centro de investigacion, y en el segundo
muestreo en 3 de las explotaciones, las muestras recogidas fueron compartidas con los Servicios
Oficiales Veterinarios de Sanidad Animal de la Conselleria do Medio Rural. Las cuales
paralelamente fueron enviadas a su Laboratorio de Sanidad y Produccién Animal de Galicia
(LASAPAGA), para su andlisis dentro del programa anual oficial de control establecido en la
normativa para el mantenimiento de la calificacidén sanitaria de Galicia como libre de VHS y NHI
(muestrean anualmente el 50% del total de explotaciones de acuicultura marina y continental de
Galicia).

De las explotaciones muestreadas en ambas ocasiones, 5 tienen alguna actividad de hachery, en
las que ademas de alevines, cuando fue posible por los periodos de puesta de las distintas
especies, se tomaron para analizar muestras de huevos o larvas. De estas, sélo 1 funciona
exclusivamente como hatchery de rodaballo y lenguado, sin hacer engorde de ninguna especie. Y
de las otras cuatro, una es hatchery de rodaballo y de besugo e intenta la puesta con
reproductores de cherna desde hace afios, ademas de hacer engorde de rodaballo en planta. En
otra hay hatchery de rodaballo y lenguado y engorde sdlo de rodaballo. Y las otras dos son
hatchery de rodaballo y hacen engorde de la misma especie.

10.PECES SALVAJES QUE MERODEAN EN EL ENTORNO DE LAS GRANJAS:

En el entorno de las jaulas de tres de estas explotaciones, se capturaron en el primer muestreo
un total de 23 mugeles y en el segundo muestreo 28 miigeles merodeadores para muestrear,
repartidos en tres grupos segun su situacion geografica en Galicia (norte, centro y sur). Siendo las
analiticas realizadas para deteccion de IPN, Betanodavirus y VHS por PCR, ademas de cultivo e
identificacion de bacterias, todas ellas a partir de los mismos érganos analizados en los peces de
cultivo.

El nimero de merodeadores y emplazamientos de estos muestreados en 2009 es sensiblemente
inferior a los de afos anteriores simplemente porque no se consiguié capturar peces en el entorno
de una de las explotaciones de jaulas y en las demas no se pudo capturar un nimero tan elevado
de individuos como en otras ocasiones.

11.PECES SALVAIJES, DE ESPECIES QUE SE CULTIVAN EN GALICIA
Y

12.PECES SALVAJES CONSIDERADOS CENTINELA O MONITORES:
Dividiendo Galicia en dos zonas, una en la costa Atlantica (Lonja de Vigo) y la otra en la costa
Cantabrica (Lonjas de Celeiro y Burela), adquirimos en el primer muestreo un total de 103
peces y en el segundo muestreo un total de 221 peces de estos dos grupos de especies
repartidos homogéneamente entre las dos zonas, para someterlos a la misma analitica que
mencionamos para los merodeadores de las jaulas.

Con respecto a afios anteriores que se muestrearon peces de cuatro zonas distintas de Galicia,
este afio no fue posible adquirir peces en las lonjas de A Corufia y Ribeira por el retraso que en el
pago de los peces supone el procedimiento de gestidn de fondos publicos.

En el segundo muestreo de 2009 para evitar que el n° de peces de pesca extractiva de estos dos
grupos fuera muy diferente a los de los dos afios anteriores se decidié adquirir todos ellos en las
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tres lonjas mencionadas en las que, a costa de un mayor precio, a los comercializadores que nos
los suministraban no les importaba retrasar el cobro.

EXTRACCION DE MUESTRAS:

Como en los dos afos anteriores las muestras de drganos se obtuvieron a partir de peces vivos, y
en todo caso, a partir de peces recién muertos o moribundos.

La toma de muestras comienza con el registro de la talla de cada uno de los peces, del peso
aproximado y también del sexo del ejemplar en el caso de los peces salvajes.

Tras la eutanasia, se realiza la necropsia tomando nota de cualquier anomalia o lesion
macroscopica que se presente.

En el 2° muestreo de 2009 y dado que en las necropsias de muestreos anteriores de los tres
grupos de peces que no proceden de acuicultura (los merodeadores, los de pesca extractiva de
especies que se cultivan en Galicia y los de las especies que se consideran monitoras), salvo
excepciones, no habiamos podido consignar mas que se trataba de peces aparentemente sanos ,
decidimos realizar unestudio mas completo.

Por este motivo un fragmento de las muestras de los érganos extraidos para el analisis viroldgico,
y ademas, fragmentos de otros drganos de cada uno de los peces identificados individualmente,
fueron sometidos a un estudio anatomopatoldgico y de deteccién de parasitos con en fin de
completar la informacidn que tendremos de cada uno de los peces.

FINANCIACION DEL MUESTREO:

e Las analiticas financiadas con cargo al presupuesto del Plan JACUMAR de Gestion Sanitaria
de Galicia, a través del convenio firmado con la Universidade de Santiago de Compostela
para tal fin, son:

1. Betanodavirus por PCR en peces de explotaciones de acuicultura
2. VHS por PCR en peces salvajes.
3. Anatomopatlogia y parasitologia de peces salvajes

e El resto de las analiticas (VHS, IPN, NHI y cultivo bacteriano en peces de acuicultura y
Betanodavirus e IPN por PCR en peces salvajes) son financiadas dentro de otro convenio
con la USC con cargo a los presupuestos del INTECMAR de la Conselleria do Mar, y
aportadas por este organismo para la realizacion del Plan JACUMAR de Gestion Sanitaria en
Galicia.
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(Nota : ™ 150+120 ” significa que en el primer muestreo del afio se procesaron 150 peces y en el
segundo muestreo 120 peces)

Tabla 1.- Especies utilizadas en el muestreo segiin su procedencia:

Especie Origen

Acuicultura | Merodeadores Que se cultivan y monitoras total

Lonjas de Lonja de Vigo
Celeiro y Burela
Abadejo 4+13 2+7 26
Besugo 30+30 0+6 4+10 80
Coruxo 5+11 16
Corvina 0+7 7
Jurel 0+3 0+4 7
Lenguado 150+210 8+22 13+16 419
Lubina 4+10 12+11 37
Mujel 23+28 51
Pargo 4+6 10
Rodaballo 7204660 4+3 9+9 1.405
Rubio 3+11 14
Salmoén 30+0 30
Salmonete 20+20 540 45
Sargo 5+13 0+10 28
Solla 045 0+4 9
Trucha 0+30 30
salmonada
9304930 23+28 49+108 53+93
TOTALES 1.860 51 157 146 2.214

Tabla 2.- Ejemplares muestreados procedentes de acuicultura:

Especie N° de ejemplares
Rodaballos 1380
Lenguados spp 360
Besugos 60
Salmoén 30
Trucha salmonada 30

Total de peces 1.860
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Tabla 3.- Otras muestras tomadas en acuicultura:

Tipo de muestra N de muestras

Sangre de rodaballos reproductores (muestreo incruento) 2540
Huevos de besugo 1+0
Larvas de rodaballos 1+1
Fluido ovarico de rodaballos 2+2
Larvas de lenguado 2+1
Total de muestras 35

Tabla 4.- Ejemplares muestreados de especies silvestres cultivables:

Especie N° de ejemplares
Abadejo 26
Rodaballos 25
Lenguados spp 59
Besugos 20
Salmoén 0
Trucha salmonada 0

Total de peces 130

Tabla 5.- Ejemplares muestreados de especies silvestres que frecuentan las
instalaciones de acuicultura, merodeadores:

Especie N° de ejemplares

Muijel 51

Tabla 6.- Ejemplares muestreados de las especies consideradas monitoras para las
patologias viricas analizadas:

Especie N° de ejemplares
Solla 9
Lubina 37
Corvina 7
Coruxo 16
Jurel 7
Pargo 10
Rubio 14
Salmonete 45
Sargo 28
Solla 9

Total de peces 182
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Resultados de analisis virologico Jacumar 2007-Galicia

Tabla 1.
Tabla Resultados 2007-Proyectos Jacumar+intecmar: Resultados por especie
n® de:

Aisl. |pcr+ Mugel I Boga IAbadejo| Sargo I Lubina Rodaball{.enguad{ Jurel ICorbinaI Raya |Coruxo Falmonet{ Aguja ICabaIIa| AcedialBesugoI Solla |Pa|omet| TOTAL
IPNV] 16 28 2/6 3/0 1/5 1/0 5 2 1/3 1 0 0 /1 2/0 0 0 3/2 2/2 0 1 16/28
VHSV| 12 76| 2/6 4/3 1/4 2/2 5 1 13 3 3 5 2/6 1/13 1 1 0/2 8 0 1/0 13/76
IHNV 0 5| ¢ 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0/5
Noda 0 28| 14 0 1 1 0 1 7 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0/28
Nold] 16 0] o 3/0 0 0 0 1 4/0 0 1/06 1/0 2/0 1/0 0 1/0 1/0 0 0 1/0 16/0

n° peces 58 15 13 6 17 4 27 5 4 5 10 21 1 1 11 12 1 3 214,00

Libres 37 6 4 2 8 2 10 1 1 0 2 6 0 0 4 4 1 1 89,00

% Infects 36,2 60,0 69,2 66,7 52,9 50,0 63,0 80,0 75,0 100 80,0 71,4 100 100 63,6 66,7 0 66,7 58,4
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Tabla 2.-
. Loita Mar
Lonxa Vigo Moaha
Lubina]Besugolenguadpbadejd Jurel [LubinalCorbind Raya [Coruxolalmone]| Boga [ Aguja [Caballa | Mugel
IPNV| 5 1 2 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 4
VHSV| 5§ 2 6 2 3 0 4 5 2 5 2 1 1 4
IHNV 0 0] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Noda| O 0 6 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 8
Nold 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0
2 6
S 1 1 1
Coinf| 2(VP) 1(VP) (3VN) 1(VN) 0 0 (wNoid YN g (UNeid (ViNeid 0 ! (2 PN)
(VPN) ) (l\;/Nm ) ) (3 VN)
) 1 (VPN)
Neg| 2 1 2 0 1 0 1 0 2 1 0 0 0 11
Total| 10 3 9 2 5 0 4 5 4 6 3 1 1 20
% Negts 20 333 22,2 0 20 - 25 0 50 16,7 0 0 0 55
Global % +: 81,1 (43/53) % -: 18,9(10/53) %ot 45
Lonxa Ribeira
Sargo | CoruxolalmoneRodaball| AcediajAbadejdBesugoenguad Solla |Lubina
IPNV 1 2 1 2 2 0 0
VHSV| 4 4 5 1 0 1 6 5 0 0
IHNV 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Noda 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0
Nold 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
3 3
2 2VP
coinfl T YP) (pyN 0 1 0 0 o (1 - 0
(TVN) /NOID) (PVN) VINOID
(1 VH) )
Neg 0 0 2 2 0 1 3 4 1 2
Total 4 4 8 3 2 3 9 9 1 2
% Negts 0 0 25 66,7 0 33,3 | 33,3 | 444 100 100
Global % +: 66,7 (30/45) % -+ 33,3 (15/45)
= Lorbé Sismundi
Lonxa-A Corufia Oleiros Ortigueira
Abadejd Lubina}odaballenguad| Sargo [CoruxopPalomet] Acedialalmone] Muagel Mugel || Boga
IPNV| 5 0 1 0 0 0 1 3 1 3 IPNV 1 2
VHSV| 2 0 0 2 0 1 1 2 3 2 VHSV| 2 4
IHNV 0 0] 0 0 0 0 1 0 1 0 IHNV 0 1
Noda| O 0 0 1 0 0 0 1 6 Noda 0 0
Nold 0 0 1 3 0 1 1 1 0 0 Nold 0 2
! 1 2 ?/P
Coinfl2(VP) 0 (PMNoid 1(V/N) O 0 (HPN1(VP) 2 |1(PN) Coinf| 1 (vP) p )
) oid H/Noid)
Neg 3 5 0 4 2 0 1 4 3 18 Neg 8 6
Total 6 5 1 9 2 2 3 9 7 28 Total] M 12
% Negts 50 100 0 44.4 100 0 33,3 44,4 42,9 64,3 % Negts | 72,7 50
Global % +: 50 (22/44) % -: 50 (22/44) Yo+: 35,7 Global |%+: 39,1|%-: 60,9
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Resultados de analisis virologico Jacumar 2008-Galicia

Datos anuales. Resultados de RT-PCR/Nested PCR

Total muestras analizadas 632

Positivos IHNV =42/78

Especie No. Positivos | Total % positivos | Localizacion No.peces
PCR/nested analizados | PCR/nested positivos

Abadejo 2/4 46 4.3/8.6 A Coruna 3
Vigo 1

Acedia 0/0 38

Besugo 4/9 51 7.8/17.6 A Coruna 4
Ribeira 4
Vigo 1

Corvina 0/0 2

Coruxo 0/0 15 7/7 Vigo

Dorada 0/0 3

Escalo 0/1 1

Lenguado 3/9 60 5/15 A Coruna 2
Ribeira 5
Vigo 2

Lubina 2/2 32 6.2/6.2 Burela 1
Vigo 1

Mero 0/1

Mugel 16/21 188 8.5/11.2 Esteiro 1
Moana 4
Ortigueira 16

Pargo 1/1 5 20/20 Burela

Raya 4/4 12 33/33 Ribeira

Rodaballo 1/3 25 4/12 A Coruna 1
Burela 2

Salmonete | 5/14 84 5.9/16.6 A Coruna 2
Burela 6
Celeiro 3
Ribeira 1
Vigo 2

Sargo 4/9 57 7/15.8 A Coruina 4
Burela 2
Ribeira 2
Vigo 1

Solla 0/0 10

Xuliana 0/0 2
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Datos anuales. Resultados de RT-PCR/Nested PCR

Total muestras: 632
Positivos IPNV=54/63

Especie No. Positivos | Total % Localizacion No.
PCR/nested analizados Positivos
PCR/nested

Abadejo 2/2 46 4.3/4.3 Burela 1
Ribeira 1

Acedia 1/3 38 2.6/7.8 Ribeira

Besugo 7/7 51 13.7/13.7 Ribeira

Corvina 0/0 2

Coruxo 2/2 15 Vigo

Dorada 0/0 3

Escalo 0/0 1

Juliana 0/0 2

Lenguado | 4/4 60 Burela 1
Vigo 3

Lubina 0/0 32

Mero 0/0 1

Mugel 20/23 188 10.6/12.3 Esteiro 2
Moana 15
Ortigueira 5
Oleiros 1

Pargo 2/2 5 40/40 Burela

Raya 1/1 12 8.3/8.3 Ribeira

Rodaballo | 5/5 25 20/20 Burela 3
Celeiro 2

Salmonete | 7/9 84 8.3/10.7 A Coruna 4
Burela 3
Celeiro 2

Sargo 3/5 57 5.3/8.7 A Coruia 2
Ribeira 2
Vigo 1

Solla 0/0 10




Instituto de Acuicultura
Resultados Analisis Medio Salvaje Marino

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO Jacumar-Intecmar
DE COMPOSTELA

Datos anuales. Resultados de RT-PCR/ Nested PCR

Total muestras: 632
Positivos VHSV= 64/256

Especie No. Total %positivos Localizacion No.
Positivos analizados | PCR/nested
PCR/nested

Abadejo 5/28 46 11/61 A Corufia 11
Burela 2
Ribeira 11
Vigo 4

Acedia 5/9 38 13/24 Ribeira

Besugo 7/18 51 14/35 A Corufia 7
Burela 1
Ribeira 5
Vigo 5

Corvina 1/1 1 50/50 Celeiro

Coruxo 3/7 15 20/47 Burela 1
Vigo 6

Dorada 0/1 3 0/33 Ribeira

Escalo

Juliana 1/1 2 50/50 Celeiro

Lenguado | 3/23 60 5/38 A Coruia 3
Burela 2
Celeiro 3
Ribeira 5
Vigo 10

Lubina 12/18 32 37.5/56 Burela 7
Ribeira 5
Vigo 6

Mero 0/0 1

Mugel 7/39 188 3.7/20.7 Esteiro 3
Moana 25
Oleiros 7
Ortigueira 4

Pargo 1/2 5 20/40 Burela

Raya 0/10 12 0/83 Ribeira

Rodaballo | 5/8 25 20/32 Burela 3
Ribeira 2
Vigo 3

Salmonete | 15/46 84 18/55 A Coruna 18
Burela 14
Celeiro 2
Ribeira 4
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Vigo

Sargo 3/39 57 5.3/68 A Corufia

Burela

Ribeira

|- (N|oo

Vigo

Solla 0/5 10 0/50 Ribeira

Juliana 0/1 2 0/50 Celeiro

Datos anuales. Resultados de RT-PCR/Nested PCR
Total muestras: 632
Positivos Nodavirus=101

Especie No. Total % positivos | Localizacié | No.
Positivos analizados PCR/nested | n
PCR/nested

Abadejo 0/9 46 0/19 A Corufia 2
Ribeira 5
Vigo 2

Acedia 0/3 38 0/8 A Coruna 1
Ribeira 2

Besugo 0/14 51 0/27 A Corufia 8
Ribeira 2
Vigo 4

Corvina 0/1 2 0/50 Celeiro

Coruxo 0/0 15

Dorada 0/0

Escalo 0/0 1

Juliana 0/0 2 Juliana 0/2

Lenguado 0/3 60 0/5 Burela 1
Vigo 2

Lubina 0/3 32 0/9 A Coruna 1
Ribeira 1
Vigo 1

Mero 0/0 1

Mugel 0/14 188 0/7.4 Esteiro 7
Moafia 4
Oleiros 8
Ortigueira 5

Pargo 0/0 15

Raya 0/1 12 0/8.3 Ribeira

Rodaballo 0/8 25 0/32 A Coruna 1
Burela 2
Ribeira 2
Vigo 3

Salmonete 0/16 84 0/19 A Coruna 6
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Burela 4
Celeiro 1
Ribeira 1
Vigo 4
Sargo 0/18 57 0/31 A Coruia 1
Burela 2
Vigo 1
Solla 0/1 10 0/1 Ribeira
Datos anuales. Aislamiento en cultivo celular
Aislamiento de IHNV=0
Aislamiento de IPNV=68
Especie No. Positivos/Analizados | Localizacion | No.
(%)
Abadejo 10 /46 (21.7) A Corufna 4
Celeiro 3
Ribeira 1
Vigo 2
Acedia 3/38 (7.9) Ribeira 3
Besugo 13/51 (25) A Coruia 5
Ribeira 4
Vigo 4
Corvina 0/2
Coruxo 6/15 (40) A Coruna 1
Vigo 5
Dorada 0/3
Escalo 0/1
Juliana 0/2
Lenguado 11/60 (18) Celeiro 3
Ribeira 3
Vigo 5
Lubina 0/32
Mero 0/1
Mugel 25/188 (13.3) Esteiro 6
Moafia 10
Ortigueira 6
Sada 3
Pargo 0/5
Raya 0/12
Rodaballo 4/25 (16) A Coruna 1
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Burela

Salmonete 14/84 (17) Ribeira

Vigo

Sargo 13/57 (23) A Corufa

Burela

Ribeira

DWW —|D

Vigo

Solla 0/10

Aislamiento de VHSV =0
Aislamiento de Nodavirus =0
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Datos anuales IPNV. Total muestras: 355 Merodeadores: 51 Lonjas: 304

Resultados Analisis Medio Salvaje Marino

Positivos PCR =45/355=13% PCR + Nested = 140/355 = 39%
1°M 22/126=17% 75/126= 59%
2°M 23/ 229=10% 65/229=28%
1° muestreo 2° muestreo Total
PCR % Nested % PCR % Nested % PCR % Nested %
(+/total) (+/total) (+/total) (+/total) (+/total) (+/total)
Abadejo 2/7 28 | 6/7 86 | 3/20 15 |6/20 30 | 5/27 18 | 12/27 44
Besugo 0/4 0 2/4 50 |2/16 12 | 8/16 50 |2/20 10 | 10/20 50
Corvina No No 0/7 0 1/7 14 | 0/7 0 1/7 14
peces peces
Coruxo 0/5 0 4/5 80 | 0/11 0 5/11 45 | 0/16 0 9/16 56
Jurel No No 1/7 14 | 2/7 28 | 1/7 14 | 2/7 28
peces peces
Lenguado | (/21 0 11/21 52 | 5/38 13 | 11/38 29 | 5/59 8 22/59 37
Lubina 0/16 0 2/16 12 | 0/21 0 4/21 19 | 0/37 0 6/37 16
Mugel 16/23 69 | 18/23 78 | 2/28 7 3/28 11 18/51 35 | 21/51 41
Pargo 0/4 0 4/4 10 |2/6 30 |3/6 50 |2/10 20 | 7/10 70
0
Rodaballo | 0/13 0 8/13 61 |3/12 25 | 5/12 42 | 3/25 12 | 13/25 52
Rubio 0/3 0 2/3 67 |0/11 0 3/11 27 | 0/14 0 5/14 36
Salmonete | 3/25 12 | 14/25 56 |2/20 10 | 5/20 25 | 5/45 11 19/45 42
Sargo 1/5 20 | 4/5 80 | 4/23 17 |7/23 30 | 5/28 18 | 11/28 39
Solla No No 0/9 0 2/9 22 |1 0/9 0 2/9 22
peces peces
Datos anuales VHSYV. Total muestras: 355 Merodeadores: 51 Lonjas: 304
Positivos PCR =3/355=0.8%  PCR + Nested = 30/355 = 8%
1°M 1/126=0.7% 11/126= 9%
2°M 2/229=0.8% 19/229= 8%
| \ 1° muestreo | 2° muestreo Total
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PCR % | Nested | % | PCR % | Nested | % | PCR % | Nested | %
(+/total) (+/total) (+/total) (+/total) (+/total) (+/total)
Abadejo 1/7 14 | 2/7 28 1 0/20 1/20 1/27 3/27 11
Besugo 0/4 0 0/4 0 |0/16 0 |1/16 6 |0/20 0 |1/20 5
Corvina No No 0/7 0 |07 0 [0/7 0 |0/7 0
peces peces
Coruxo 0/5 0 0/5 80 | 1/11 9 |2/11 18 | 1/16 6 |2/16 12
Jurel No No 0/7 0 |1/7 14 | 0/7 0 |1/7 14
peces peces
Lenguado | 0/21 0 1/21 5 10/38 0 |2/38 5 10/59 0 |3/59 5
Lubina 0/16 0 2/16 12 | 0/21 0 |2/21 9 |0/37 0 | 4/37 11
Mugel 0/23 0 0/23 0 |1/28 3 [1/28 3 | 1/51 2 | 1/51 2
Pargo 0/4 0 0/4 0 |0/6 0 |0/6 0 [0/10 0 |0/10 0
Rodaballo | 0/13 0 0/13 0 |0/12 0 |0/12 0 |0/25 0 |0/25 0
Rubio 0/3 0 0/3 0 |0/11 0 |0/11 0 |0/14 0 |0/14 0
Salmonete | 0/25 0 6/25 24 1 0/20 0 |1/20 5 0/45 0 | 7/45 15
Sargo 0/5 0 0/5 0 |0/23 0 |5/23 22 | 0/28 0 |5/28 18
Solla No No 0/9 0 1]1/9 11 |0/9 0 |1/9 11
peces peces
Datos anuales Nodavirus. Resultados de Nested PCR
Total muestras: 355 Merodeadores: 51 Lonjas: 304
Positivos =76/355 = 21%
1°M 34/126 =27%
2°M 42/229 = 18%
1° muestreo 2° muestreo Total
Nested % Nested % Nested %
Abadejo 1/7 14 3/20 15 4/27 15
Besugo 0/4 0 7/16 44 7/20 35
Corvina No peces 1/7 14 1/7 14
Coruxo 0/5 0 2/11 18 2/16 12
Jurel No peces 0/7 0 0/7 0
Lenguado 9/21 43 6/38 16 15/59 25
Lubina 8/16 50 4/21 19 12/37 32
Mugel 2/23 9 4/28 14 6/51 12
Pargo 1/4 25 2/6 33 3/10 30
Rodaballo 1/13 8 3/12 25 4/25 16
Rubio 0/3 0 5/11 45 5/14 36
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Salmonete 12/25 48 2/20 10 14/45 31
Sargo 1/5 20 3/23 13 4/28 14
Solla No peces 0/9 0 0/9 0




4.- ANEXO Il. INFORME CANARIAS

Durante el desarrollo de este proyecto hemos analizado un total de 4.554 muestras,
correspondiéndose con 885 ejemplares de acuicultura, y los restantes 3.669 con

ejemplares de peces silvestres que se encontraban en los alrededores de las jaulas.

En la Figura 1 se muestran las zonas de muestreo en las diferentes islas del
archipié¢lago canario. Los muestreos del primer afio, se realizaron en las islas de
Tenerife, Gran Canaria y La Palma. A partir del segundo afo, se incorpor6 la isla de
Lanzarote al comenzar actividad comercial una empresa productora de peces de

acuicultura.

Figura 1.- Localizacion de los muestreos en el archipiélago canario

Provinia do Las Paimas

Durante el primer afo, la isla de Tenerife presentaba dos zonas de muestreo, a
estar concentrada toda la produccion de la isla en dos poligonos industriales, una en el
noreste de la isla, y la otra en el suroeste. A partir del segundo afio se eliminoé la zona
noreste de Tenerife como zona de muestreo debido a los incumplimientos de las
cofradias de pescadores de la zona norte y a que sdlo existian dos empresas de

acuicultura, por mas de 20 empresas en la zona sur.



En la Tabla 1 se muestran los muestreos realizados por cada uno de los tres afos
de duracién del presente proyecto. Como observamos en dicha tabla, los ejemplares de
acuicultura muestreados se corresponden con 885, siendo las especies doradas y lubinas
las mayoritarias (Tabla 2). Los 3.669 restantes se corresponden con especies silvestres,

siendo la boga y la cabrilla las especies mayoritarias (Tabla 2).

Tabla 1.- Muestreos realizados por origen y afio

Afo Origen Peces Total
Acuicultura 300
2007 Silvestres 890
Total afo 1.190
Acuicultura 265
2008 Silvestres 1.322
Total afo 1.587
Acuicultura 320
2009 Silvestres 1.457
Total aiio 1777
Total | 4.554

Tabla 2.- Tabla de toma de muestras por especie y origen

Especie Origen 2007 2008 2009 Total
Dorada (Sparus aurata) Acuicultura 120 115 155 390
Pesca 2 0 0 2
Lubina (Dicentrarchus labrax) Acuicultura 120 105 150 375
Pesca 3 0 0 3
Corvina acuicultura (4. regius) Acuicultura 60 15 0 75
Pesca 0 0 0 0
Lenguado (Solea solea) Acuicultura 0 30 15 45
Pesca 0 0 0 0
Salema (Salpa salpa) Pesca 53 45 58 156
Sargo (Diplodus spp) Pesca 97 85 71 253
Besugo Pesca 72 60 55 187
Bicuda Pesca 45 18 7 70
Caballa (Scomber scombrus) Pesca 94 70 62 226
Boga Pesca 90 195 211 496
Fula Pesca 60 70 105 235
Medregal Pesca 1 5 0 6
Palometa Pesca 43 42 47 132
Chopa Pesca 40 71 126 237
Sardina Pesca 107 90 52 249
Mujil (Mugjil spp) Pesca 66 90 73 229
Cabrilla Pesca 72 110 86 268
Pejeverdes Pesca 15 75 92 183




Jurel Pesca 0 1 4 5
Pejepeine Pesca 0 20 26 46
Tamboriles Pesca 10 50 48 108
Bocinegros Pesca 0 95 145 240
Brecas Pesca 0 95 145 240
Roncadores Pesca 0 2 0 2
Seifios Pesca 0 2 0 2
Sama de pluma Pesca 0 1 0 1
Herreras Pesca 0 5 4 9
Lagartos Pesca 0 15 21 36
Mojarras Pesca 0 10 6 16
Galanas Pesca 15 0 13 28
Pejerrey Pesca 5 0 0 5
Total Pesca 1190 1587 1777 4.554
Aiio 2007

Respecto a las analiticas realizadas, durante el primer afio del proyecto, no se
detectaron ejemplares positivos para las enfermedades virales objeto de estudio en las

1190 muestras analizadas, tanto de acuicultura como de especies silvestres.

Aiio 2008

Durante el segundo afio del proyecto (2008), encontramos varios ejemplares
positivos a nodavirus. Todos estos aislamientos positivos se correspondian con
ejemplares de lubina, corvina y lenguados de una misma explotacion. De las 30 lubinas
analizadas en dicha explotacion, un total de 15 lubinas dieron un resultado positivo a la
técnica de la nested-PCR. De las 15 corvinas analizadas en la explotacion, un total de 10
ejemplares dieron un resultado positivo frente a nodavirus por nested-PCR. De los 15
ejemplares de lenguado analizados, todos dieron un resultado positivo frente a
nodavirus por nested-PCR. Tras informar a la empresa de los resultados obtenidos a
través de la Consejeria de Pesca del gobierno de Canarias, solicitan un contraanalisis al
estar en desacuerdo con los resultados obtenidos. Se vuelven a tomar muestras de las
jaulas afectadas, y se toman muestras por triplicado. Una muestra es remitida por parte
de la empresa al laboratorio de referencia europeo para el nodavirus en Italia. Una
segunda muestra es enviada al laboratorio del Doctor Dopazo del Instituto de
Acuicultura de la Universidad de Santiago. Una tercera muestra es remitida a nuestro
laboratorio. Una vez realizado el contraanalisis, los tres laboratorios confirman que los

ejemplares remitidos eran positivos para la nodavirosis. El resto de los peces analizados




durante el afio 2008 presentaron un resultado negativo para las enfermedades

investigadas.

Afio 2009

Durante el ultimo afio del proyecto, no se detectaron ejemplares positivos para
las enfermedades virales estudiadas en las 1777 muestras analizadas, tanto de

acuicultura como de especies silvestres.

COMENTARIOS GLOBALES

Tras 3 afios de muestras, donde hemos analizado un total de 4554 muestras,
unicamente hemos encontrado muestras positivas en 40 de ellas, correspondiéndose con
un 0,8% del total de las muestras analizadas. Todos los positivos se correspondieron con
nodavirus detectados en una misma explotacion, viéndose afectadas varias jaulas con
lubinas y corvinas, asi como varios tanques en tierra con lenguados. Los ejemplares de

doradas analizadas de la misma explotacion ofrecieron un resultado negativo.

Durante los 3 afios de toma de muestras, todos los ejemplares dieron un
resultado negativo frente a IPN y VHS, cosa que no ocurre en las deméas comunidades
autonomas participantes en este proyecto en donde han encontrado varios casos
positivos para estas enfermedades. Una posible explicacion puede deberse a las
particularidades de estos virus, al ser considerados virus de aguas frias, presentando
manifestaciones clinicas con temperaturas inferiores a los 14-16°C. En Canarias,
dificilmente se alcanzan estas temperaturas, por lo que estos virus no encuentran

condiciones Optimas para su desarrollo.



