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Concentracion del virus de la necrosis pancreatica infecciosa mediante ultrafiltraciéon
de flujo tangencial combinado con filtracion de exclusion®

Concentration of infectious pancreatic necrosis virus determined by combining tangential
flow filtration with exclusion filtration
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SUMMARY

The infectious pancreatic necrosis virus, IPNV, isthe etiological agent of a highly contagious disease that affects young salmon.
The virusis mostly horizontally transmitted; therefore virus quantitation in water is mandatory for a proper sanitary management in
the salmon industry as well asin the environment close to the hatcheries. To evaluate the water as arisk factor for IPNV infection in
cultured or wild animals, it is necessary to titrate the virus with a suitable sensitivity. Therefore, a methodology that allows IPNV
concentration to be determined in water using two kinds of ultrafiltration was developed. One, based on the tangential flow of the
sample along the surface of a membrane, the other based on the retention of the viral particles at the surface of membranes with
controlled pore diameter. Reagents and conditions were selected to reduce virus inactivation and/or virus binding to the filters.
Finally, a protocol was developed that alows the concentration of IPNV in three orders of magnitude and with atotal recovery of
infectivity to be determined. This method can be performed in less than one day including virus titration using the fluorescent foci

method

Palabras clave: Virus IPN, concentracion, ultrafiltracion.
Key words: 1PN virus, concentration, ultrafiltration.

INTRODUCCION

El virus de la necrosis pancredtica infecciosa (virus
IPN) es considerado como el virus de especies
salmonideas més prevalente en e mundo. Es e agente
responsable de la necrosis pancregtica infecciosa (1PN),
enfermedad que es unade las principales patologias alas
que se ha visto enfrentada la salmonicultura nacional y
mundial en los dltimos 10 afios. Seglin datos recientes,
los brotes del virus IPN en el pais afectaron al 48% del
total de las pisciculturas, al 61% de los centros de
esmoltificacion y a 49% de los centros de engorda en
1999 (FIP 2003) provocando enormes pérdidas al sec-
tor.

El virus IPN causa una infeccion sistémica aguda en
alevines de 1 a6 meses de edad, pudiendo provocar, in-
cluso, mortalidades acumulativas del orden del 100% de
la poblacién afectada. Los peces sobrevivientes perma-
necen en estado portador de por vida, diseminando el
virus por largo tiempo, manteniendo asi el virus en €l
agua (Wolf 1988).
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El virus IPN puede ser detectado y/o cuantificado a
través de su actividad biolégica o como entidad fisica.
Esto ultimo detectando particulas o moléculas virales
mediante técnicas como RT-PCR (Rodriguez Saint-Jean
2001) o Western blot (Eliasson 2003a). Laactividad bio-
I6gicadel virus se establece através de sus efectos sobre
céulas de cultivo. En sus formas més précticas de apli-
cacion, estos métodos tienen un limite de sensibilidad
préximo a 10* particulas/I.

Solo la deteccion del virus activo causante de la
necrosis pancreética infecciosa puede indicar e verda-
dero nivel de riesgo para una piscicultura. Las técnicas
empl eadas con este proposito suelen ser lentasen su apli-
cacion, sin embargo, recientemente se desarrol |6 unatéc-
nica que permite titular al virus IPN en menos de 20 h.
La metodologia se basa en la visualizacion mediante
microscopia de epifluorescencia (MEF) de la amplifica-
cion del virus en células CHSE-214. Las célulasinfecta-
das (fluorescencia positiva) son cuantificadas como Fo-
cos Fluorescentes (FF) de forma equivalente alatécnica
de unidades formadoras de placas (Espinoza 'y Kuznar
2002).

Para desarrollar la enfermedad un animal debe estar
expuesto a una concentracion minima de virus; en prin-
cipio, paraél virus IPN, ésta debiera ser sobre 1x10% UFP/I
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(Wolf 1988). Sin embargo, la sensibilidad de las técni-
cas anteriormente sefialadas es del orden de 1x10* UFPII.
Consecuentemente, para cuantificar virus, desde el agua,
en el rango de riesgo antes mencionado es preciso con-
centrarlo antes de titularlo.

En el caso especifico del virus IPN se han descrito
procedimientos de concentracién basados en distintos
principios. Se han descrito métodos de extraccion en
polimeros de dos fases (Cohen 1973, Tu 1974, Grinnel y
Leong 1979), metodologias basadas en la adsorcion-
elusién del virus (Eliassony col., 2003b) y procedimien-
tos de ultrafiltracion, tanto sobre filtros de membrana
cargados positivamente (Maheshkumar y col 1991a,
1991hb, 1992, McAllister y Bebak 1997) como mediante
la utilizacion de la ultrafiltracion de flujo tangencial
(UFT) (Watanabe 1988).

En los dltimos afios se han desarrollado numerosas
técnicas en los &mbitos de las microbiologias marina,
ecolégica y humana para €l monitoreo de virus en am-
bientes acuaticos. En éstaslos virus seretienen en filtros
con un didmetro de poro inferior a del tamafio del virus,
tras lo cual, las particulas se marcan con sondas
fluorescentes (Noble 2001). Considerando que la reten-
cion de los microorganismos sobre €l filtro implicaen si
mismo un procedimiento de concentracion, se decidid
explorar si el virus IPN puede se retenido y recuperado
desde tales filtros.

El propdsito de este trabajo es €l de utilizar lacombi-
nacion de dos procedimientos de ultrafiltracion, el deflujo
tangencia y el de retencién en membranas de poro con-
trolado. Asi selograconcentrar y cuantificar a virus PN
en muestras de agua generando una herramienta para el
monitoreo rutinario de aguas en las pisciculturas y/o en
ambientes vecinos a ellas.

MATERIALES Y METODOS

Células y virus. Se emplearon células CHSE-214 (ATCC
CRL 1681) mantenidas a 20 °C en Medio Minimo Esen-
cial (MEM), suplementado con sales de Earles,
I-glutamina 2 mM, aminoécidos no esenciales 0.1 mM
(Gibco EE.UU.), bicarbonato de sodio (2 mg/ml),
gentamicina (50 pg/ml) y 10% de suero fetal bovino
(SFB) (Invitrogen EE.UU.). Pararedlizar los andlisis de
inmunofluorescencia las células se cultivaron a 20 °C
sobre cubreobjetos de vidrio de 12 mm de didmetro en
microplacas de plastico de 24 pocillos o en placas Petri
de 35 mm de didmetro.

El virus utilizado fue aislado y caracterizado en Chi-
ley esidéntico al serotipo VR-299 (Espinozay col 1985).

Cuantificacion de virus IPN mediante focos fluorescentes
(FF). Este método fue descrito por Espinoza'y Kuznar
(2002) y se utilizo para determinar lostitulos virales. La
titulacion se realizo preparando diluciones seriadas en
MEM con 2% SFB. Alicuotas de 10 ul seinocularon so-
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bre monocapas preconfluentes de células CHSE-214 cul-
tivadas en cubreobjetos de vidrio. Tras 1 h de adsorcién
a 20 °C, el medio fue reemplazado por 1 ml de medio
fresco suplementado con 2% de SFB.

Tras 16 h el medio fue removido y las células fue-
ron fijadas con metanol a -20 °C durante 10 min. Poste-
riormente fueron lavadas con buffer fosfato salino PBS
(NaCl 137 mM; KCI 2.7 mM; KH,PO, 1.5 mM;
Na,HPO, 8 mM) e incubadas con anticuerpo
monoclona (Am14) anti VP2 (1 pg/ml) durante 1 h a
temperatura ambiente (TA). Las células fueron nueva-
mente lavadas con PBS e incubadas con anticuerpo se-
cundario antirraton conjugado con FITC (Sigma
EE.UU.), 1/100 en PBS, por 30 minutos a TA. Luego
de laincubacion, las células fueron lavadas tres veces
por 5 min con PBSy montadas con solucién de monta-
je(Dako, Dinamarca). L as muestras tefiidas fueron exa-
minadas mediante un microscopio de epifluorescencia
(Olympus BX60) con objetivo 10x.

Concentracion del virus IPN por ultrafiltracion de flujo
tangencial (UFT). El método consiste en la constante
recirculacion de la muestra a través de un filtro (Cartu-
cho Prep/scale, Millipore, EE.UU.) de éster de celulosa,
con un areade 0,093 m? (1 ft2) y con un limite de exclu-
sién de 300 kDa. Con una bomba peristéltica (Millipore,
EE.UU.) se genera una presiéon de 100 kPay un flujo de
3-13 I/min. Los compuestos con peso molecular (PM)
inferior al tamafio de exclusion pasan através del filtroy
constituyen el “filtrado”, mientras que las particulas con
PM superior, como es el virus IPN, recirculan generan-
do el volumen “retenido”.

Las muestras utilizadas para la experimentacion fue-
ron preparadas con 100 pl de un indculo viral de titulo
variable (ver en resultados) diluido en 2 litros de PBS,
preparado con agua calidad MilliQ (Quantum™ Ex
Catridge. Millipore, EE.UU.). Este volumen fue
recirculado en el sistema de UFT (figura 1) hasta obte-
ner un volumen final retenido de 50 ml. Con €l objetivo
de aumentar el porcentaje de recuperacion del virus PN,
se evalud lavariacion de éste frente ala adicion de SFB
al 0,1% como estabilizador en dos condiciones, adicio-
nandolos alos 2 litrosiniciales y cuando €l volumen re-
tenido alcanzaba los 500 ml. Ademas, se ensayaron los
efectos del extracto de carne (EC) (Difco, EE.UU.) y la
albuimina sérica bovina (BSA) (Merck, Alemania), adi-
versas concentraciones (cuadro 1), como blogueadores
del filtro para disminuir la adsorcion del virus.

En todos | os experimentos se determind el titulo viral
del volumen inicia (2 1), del volumen concentrado (50
ml) (cuadro 1) y del volumen correspondiente al filtrado
(datos no mostrados).

Elusion del virus IPN desde el filtro. Con €l propésito de

recuperar €l virus retenido sobre el filtro, se analizaron
dos soluciones como eluyentes: glicina (Amresco,
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EE.UU.) 0,05 M, gjustadaa pH 7'y pirofosfato de sodio
(Sigma, EE.UU.) 100 mM, gjustado a pH 10. En ambos
casos, la soluciéon de elusion fue mantenida en
recirculacion por 10 min.

Concentracion del virus IPN desde membranas de poro
controlado. El filtro Anodisc (Whatman, Inglaterra) uti-
lizado en este trabajo es de éxido de aluminio, con un
didmetro de 25 mm y un tamafio de poro de 0,02 pm.
Con este tamafio se garantizalaretencion del virus IPN,
cuyo tamafio es de 0,06 um. Se ensay0 el efecto del SFB
(0,5%) como estabilizador en muestras de 10 ml de sus-
pension de virus IPN en PBS, las que fueron filtradas
utilizando una bomba de vacio (Motor Electromotors
Ltd., EE.UU.). Pararecuperar el virus retenido en la su-
perficie del filtro, éste fue lavado con 0,3 ml de solucion
de elusién durante 5 min. Como eluyentes se ensayaron
EC (1,5%), SFB (1,0%) y pirofosfato de sodio (10 mM).
Seevalud, ademas, el efecto del EC (1,5%) y SFB (1,0%)
como agentes bloqueadores del filtro; en ambos casos se
utilizé un volumen de 0,5 ml que fue incubado por 1 h
sobreel filtro Anodisc. Sedeterminaron lostitulosvirales
delasmuestrasiniciales (10 ml) y del volumen de elusién
(0,3 ml) mediante la técnica de FF (cuadro 3).

Concentracion de virus IPN mediante el método combi-
nado de las ultrafiltraciones de flujo tangencial y poro
controlado. Muestras de 2 litros de una solucién de virus
IPN (3x10° FF/ml) en PBS fueron estabilizadas con SFB
0,5% y sometidas a UFT hasta obtener un volumen rete-
nido de 50 ml. Posteriormente, con el objetivo de eluir el
virus adsorbido al filtro, 100 ml de una solucién de
pirofosfato de sodio 100 mM gjustado a pH 10 fueron
mantenidos en recirculacién (circuito 1, figura 1) duran-
te 10 min. Se filtraron 10 ml del volumen de elusion a
través defiltros de membrana Anodisc, previamente blo-
gueados con solucion de SFB 1%. El virus retenido fue
eluido desde cada filtro con 0,3 ml de una solucién de
pirofosfato de sodio 10 mM. Se determind €l titulo viral
del volumen inicia (2 1) y del eluido final (3 ml) me-
diante latécnica de los FF (cuadro 4).

RESULTADOSY DISCUSION

El virus IPN se disemina desde un pez enfermo o
desde un portador aparentemente sano, a otros peces, a
otras instalaciones de una piscicultura o al medio am-
biente, principalmente a través del agua. Por esta razén
es importante disponer de métodos simples, econémicos
y reproducibles para medir la cantidad del virus en €l
agua.

En principio parece razonable considerar que concen-
traciones superiores alas 100 UFP/I pueden ser de ries-
go epidemiol 6gico. Estaconcentracion oinferioresaella
parecen ser insuficientes para que un pez desarrolle la
enfermedad aguda (Wolf 1988). Por lo tanto, es razona-
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ble, asimismo, que los métodos que se apliquen a mues-
tras de agua tengan como minimo la capacidad de detec-
tar estos niveles de virus IPN. Para ello es preciso con-
centrar al virus antes de titularlo.

Con este propdsito es que se ensayaron técnicas que
pueden ser aplicadas a volimenes de agua cuyo manejo
rutinario no sea engorroso, esto es, no mas alade 5 .
Ensayamos dos metodologias de ultrafiltracién: por flu-
jo tangencia (UFT) y por retencion en membranas de
poro controlado (Anodisc). Cabe sefidar que la literatu-
racientificano registrael uso de este tipo de membranas
para el virus IPN. Consecuentemente fue necesario
optimizar las condiciones de ensayo para estos equipos,
por €llo es que se incluyeron, ademés, agunos resulta-
dos negativos parafacilitar lalabor de futuros usuarios o
investigadores.

Para cuantificar los viriones capaces de infectar pro-
ductivamente acélulas sensibles al virus, se escogi6 titu-
larlo mediante epifluorescencia utilizando un método de
diagndstico recientemente optimizado (Espinoza y
Kuznar, 2002).

Al concentrar virus IPN mediante UFT, segun €l di-
sefio de lainstalacion de lafigura 1, se observo que aun-
gue seredujo el volumen inicia en veinte veces, sblo se
obtuvo un incremento de la concentracion del virus en
un factor apenas superior a dos (cuadro 1).

l FILTRO
1 Z i
BOMBA l

RETENIDO FILTRADO

Figura 1. Sistemade UFT utilizado paraconcentrar virus |PN.
Lamuestra conteniendo al virus esdirigidaatravés de labom-
ba peristélticahaciael filtro de flujo tangencial desde dondela
muestra es separada en dos fracciones: la que contiene las par-
ticulas excluidas por €l filtro (retenido, circuito 1) y la que
origina el volumen filtrado a través del filtro (2). El volumen
de este Ultimo va aumentando durante el procedimiento.

Tangential flow filtration system to determine IPNV
concentration. The sample containing the virus is directed towards
the filter using a peristaltic pump, the liquid is separated into two
fractions: one containing the particles whose sizes are excluded by
thefilter (retentate, circuit 1) and the other which collects the volume
passed trough thefilter (filtrate, 2). The volume of theselatter increases
during the procedure.
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Paraincrementar larecuperacionviral seevalué el efec-
to de la adicion de proteinas para minimizar la adsorcion
inespecifica del virus a filtro y/o para estabilizar su acti-
vidad en la suspension. Sorprendentemente, ninguno de
los tratamientos ni |as proteinas ensayadas tuvo un signi-
ficativo impacto en la recuperacion del virusy por ende
en la concentracion de éste desde el agua (cuadro 1).

El virus PN tiene una considerable resistenciaa per-
manecer activo en diferentes condiciones ambientales,
lo cual sugiere que los resultados obtenidos no estan re-
lacionados con una pérdida de laactividad del virus pro-
ducto del procedimiento de ultrafiltracion.

Se ensayaron diferentes reactivos que suelen favore-
cer laelusiéon de material biol6gico adsorbido a diferen-
testipos de membranas. Tal es el caso del pirofosfato de
sodio que ha sido utilizado exitosamente para eluir virus
marinos desde muestras de sedimento (Danovaro y col.,
2001).

Se obtuvieron recuperaciones virales desde 18 hasta
100% lavando las membranas con soluciones de glicina
o pirofosfato de sodio (cuadro 2). Este dltimo valor se
obtieneincorporando SFB 0,5% alamezclainicial y efec-
tuando el lavado con pirofosfato de sodio 100 mM.

El aumento en la recuperacion viral que se logré al
utilizar SFB 0,5% agregado como estabilizante desde el
inicio de la ultrafiltracion concuerda con los resultados
obtenidos por Watanabe (1988), quien duplico la recu-
peracion de virus IPN a agregar SFB 0,1% en muestras
filtradas por UFT.

Cuadro 1. Recuperacion del virus IPN después de la concen-
tracion mediante UFT. Volumen final del concentrado 50 ml,
n=3.

Recovery of IPN virusafter tangential flow ultrafiltration.
Final volume of the concentrate 50 ml, n=3.

Tratamiento Titulo inicia Titulo finad  Recuperacion
(FF/ml) (21)  (FF/mI)(50 ml) (%)

ST 3,3x10° 7,0x10° 6,0

Bloqueo del filtro

EC 1,5% 2,4x10° 1,7x10° 17

EC 5,0% 2,4x10° 1,8x10° 18

SFB 1,0% 2,4x103 2,5x103 2,7

SFB 5,0% 2,4x10° 1,8x10° 18

BSA 5,0% 2,4x10° 1,7x10° 17

Estabilizante

(SFB 0,5%)

2000 ml 9,8x103 4,1x103 11

500 ml 1,4x10° 3,2x103 6,0

Estabilizante

(SFB 0,5%)

500 ml

+ Bloqueo

del filtro

SFB 1,0% 3,7x10° 6,3x10° 04

EC 1,5% 3,7x103 4,0x108 0,3
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Tal como lo muestrael cuadro 3, el mejor eluyente es
¢l pirofosfato de sodio 10 mM, lograndose unarecupera-
cion viral de un 79%. Maés aln, el rendimiento llega a
100% si se agrega SFB 1% alasolucioninicia y se blo-
queapreviamented filtro conlamismasolucion proteica.

Ambos métodos, UFT y retencion en filtro Anodisc,
fueron acoplados con el propésito de lograr un mayor
factor de concentracion de la muestra. Tras aplicar los
procedimientos sucesivamente se logré reducir e volu-
men de liquido en 660 veces con unarecuperacion delas
particulas virales del 100% (cuadro 4). Esto indica que
es posible detectar una concentracién de 20-30 FF/l de
agua. La sensibilidad de la técnica de deteccion de FF
depende en parte del volumen deindculo que se deposita

Cuadro 2. Recuperacion del virus tras la elusion desde €l fil-
tro de UFT, n=3.

Virus recovery after elution from tangential flow
ultrafiltration filter, n=3.

Tratamiento Titulo Titulo
Estabilizante inicial fina  Recuperacion
(SFB 0,5%) Eluyente  (FF/ml) (FF/ml) (%)
21 (100 ml)
Glicina
0,05 M 1,4x10°  10,6x10° 38
21
(inicio)  Pirofosfato
de sodio
100mM  14x10°  29,0x10° 100
Glicina
0,05M 1,4x10°  5,00x10° 18
051
(concentrado) Pirofosfato

de sodio
100 mM 1,4x10° 15,1x10% 54

Cuadro 3. Recuperacion del virus tras elusion desde €l filtro
de membrana Anodisc, n=3.

Virusrecovery after elution from the Anodisc membrane,

n=3.
Titulo  Titulo
Tratamiento Eluyente inicid  fina  Recuperacion
(0,3 ml) (FF/ml)  (FF/ml) (%)
(10ml) (0,3 mil)
SFB 1% 3,8x10° 3,9x10* 37
ST EC 1,5% 3,8x10° 5,1x10* 49
Pirofosfato
desodio 100mM 3,8x10° 8,2x10* 79
Estabilizante
(SFB 1%) SFB 1% 3,8x10° 4,0x10* 31
+ EC 1,5% 3,8x10° 4,0x10% 33
Blogueo del

filtro (SFB 1%) Pirofosfato de
sodio 10mM  3,8x10° 1,3x10° 100
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Cuadro 4. Concentracion de virus IPN mediante la combina-
cion de UFT vy filtracién en membrana Anodisc, n=3.

IPN virus concentration combining tangential flow
ultrafiltration with Anodisc membrane filtration, n=3.

Titulo Titulo
Volumen inicia  Volumen fina
Etapa inicia (FF/ml) fina  (FF/ml) Recuperacion
(ml) (ml) (%)

UFT 2000  3,0x10° 100  6,2x10° 100

Filtro
Anodisc 100 2,1x108 3 7,1x107 100

sobre unadeterminada éreade cultivo celular. Como base
de célculo se puede considerar un volumen de 50 pl de
in6culo sobre un vidrio de 12 mm de didmetro cubierto
con unamonocapa de células CHSE-214 preconfluentes.

En principio es posible cuantificar virus IPN desde
unos 20 FF/ml. La sensibilidad del método se puede au-
mentar, en caso necesario, reduciendo el volumen del
eluyente en la etapa de filtracion por Anodisc y/o au-
mentando el volumen de suspension viral que se aplica
al mismo filtro. Esto Ultimo fue aplicado en €l andlisisde
muestras de campo enviadas por una empresa producto-
ra de salmones que presentaba problemas de infeccion
en sus peces por virus |PN. Estas muestras provenian de
sectores en los cuales se habia detectado o no la presen-
ciadeanimales enfermos. El resultado fue coherente con
lo que se esperabay solamente una muestraresult6 posi-
tivay con un titulo de 3,2x10? FF/I (resultados no mos-
trados).

La técnica méas ampliamente utilizada para concen-
trar virus desde muestras de agua hasido la de adsorcion
y elusion desde filtros que permiten el paso de volime-
nes variables (0,05-200 |) desde cuyas superficies el vi-
rus es resuspendido en volimenes menores (McAllister
y Bebak 1997, Watanabe 1988, Maheshkumar y col
1991ay b, Maheshkumar 1992).

En estas técnicas |la eficiencia de adsorcion del virus
al filtro varia dependiendo principalmente de las carac-
teristicas del virus. También es afectada por las caracte-
risticas del agua, como el pH, salinidad, niveles de mate-
riaorganicadisueltay el volumen filtrado (New Mexico
Water Research Resources Institute 2001).

LaUFT esindependiente de estos factores (Alonso y
col 1999), yaque no depende de la adsorcion del virus a
filtro, puesto que €l virus es retenido por exclusion de
tamafio. Sin embargo, en los experimentos realizados se
detectaron pérdidas en larecuperacion viral producto de
la adsorcion al filtro, problema que se resuelve con un
proceso de €lusién que permite, de hecho, obtener préc-
ticamente casi la totalidad del virus en esta nueva frac-
cion. En consecuencia, para garantizar |a maxima recu-
peracion de virus, se propone agjustar el liquido con
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material concentrado (los 50 ml con una pequefia frac-
cion del virus total), a las condiciones necesarias para
eluir a resto del virus retenido en la membrana. Esto
agregando pirofosfato de sodio y SFB en las condicio-
nes que generaron los resultados del cuadro 2. Asi se
obtiene un eluyente, preparado en base a volumen rete-
nido, que se hace recircular para recuperar todo el virus
(circuito 2, figura 1).

Si bien las técnicas de adsorcion-elusion desde fil-
tros permiten el paso de grandes volUmenes de agua, hasta
200 | (Maheshkumar y col 1991a) debe considerarse que
los filtros actlian electrostaticamente para atrapar €l vi-
rus sobrefiltros con diametro de poro de 0,45 pum, proce-
S0 que necesariamente implica pérdidas de virus que pa-
san através del poro sin ser retenidos por las cargasdela
membrana.

Latécnicaaqui propuestaretienelasparticulasvirales
por tamafio, privilegiando el aumento del porcentgje de
recuperacion del virus por sobre el volumen de muestra
filtrado. De esta forma se logré minimizar los inconve-
nientes que genera el transporte de muestras desde los
centros de cultivo hasta €l laboratorio de andlisis.

Laindustriasalmonicultoratendralaobligacién, cada
vez mayor, detrabajar con |os més altos esténdares sani-
tarios para continuar siendo competitiva en los merca-
dos internacionales. En este sentido, este sector debera
realizar enormes esfuerzos para reducir a maximo el
impacto de las enfermedades, las que producen pérdi-
das, ya sea por menores crecimientos, por disminucién
de la eficiencia productivay por mortalidad de los indi-
viduos. Adicionalmente, el desarrollo progresivo de esta
industriaimplicarariesgos crecientesparael entorno. Los
agentes infecciosos que se producen masivamente en €l
ambito de la salmonicultura deben ser una constante pre-
ocupacién ambiental. La metodol ogia presentada en este
trabajo pretende aportar, en el &mbito delavigilanciade
una de estas amenazas, una herramienta para facilitar el
control del virus IPN en su principal medio de transmi-
sion, el agua.

RESUMEN

El virus de la necrosis pancredtica infecciosa, virus IPN,
es el agente causal de una enfermedad altamente contagiosa
gue afecta principalmente a peces jovenes. El virus IPN se
transmite mayoritariamente en forma horizontal, por lo cua la
cuantificacion del virus en el agua es fundamental para un
adecuado manejo sanitario de la industria del salmén y del
medio ambiente vecino a los sitios de cultivo. Con €l fin de
establecer el potencial riesgo del agua contaminada con virus
IPN es necesario determinar la cantidad de virus activo
mediante un procedimiento de deteccién con la adecuada
sensibilidad paracuantificarlo en sus nivelesderiesgo minimos.
Para contribuir a satisfacer esta necesidad es que se desarroll6
una metodol ogia que permite concentrar al virus desde el agua
mediante la combinacién de dos tipos de ultrafiltracion. Uno
basado en €l flujo tangencial de la muestra por lasuperficie de
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una membrana concentradora y €l otro basado en la retencién
delas particulas virales en |a superficie de membranas de poro
controlado. Se seleccionaron soluciones y condiciones de
aplicacion paraminimizar lainactivacion del virusy/o suunion
alos filtros. Finalmente se establece un protocolo mediante el
cual es posible concentrar mil veces al virus y con una
recuperacion total de lainfectividad. Laaplicacién del método
no tarda més de un dia incluyendo la titulacién del virus
mediante la técnica de los focos fluorescentes.
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