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S8INTESIS8 EJECUTIVA

Se disefla un Prototipo de Sistema de Vigilancia de
Enfermedades de Alto Riesgo que afectan a los salménidos cultivados
en las regiones X, XI y XII. Para tal efecto, se investigaron las
principales patologias que afectan a estas especies durante el
proceso de cultivo. definiendo aquellas de alto riesgo y sus areas
de distribucién a través de informacién acumulada de los afios 1992
a 1994. Esta recopilacién de informacién se realizé a través de
encuestas diferenciadas a centros de cultivos y laboratorios

ictiopatolégicos.

El analisis de la informacién de las encuestas permitié
confeccionar un catastro de enfermedades presentes Y
georreferenciar aquellas definidas como de alto riesgo.
Estadisticamente no se encontraron asociaciones relevantes entre la
aparicién de enfermedades factores ambientales y las practicas de

manejo.

Se propone la metodologia de muestreo para la puesta en marcha
y funcionamiento del sistema de vigilancia que recibira, procesara
y analizard la informacién proveniente de monitoreo de las

diferentes regiones sectorizadas.

Se presenta un esquema de la puesta en marcha y administracién
del sistema de vigilancia de patologias elaborado para actuar en un
plan que permitird prevenir, detectar, controlar o erradicar las

enfermedades de alto riesqgo.

Se establecen los métodos y procedimientos estandarizados de
diagnéstico prevencién y tratamiento basico para las enfermedades

consideradas en las recomendaciones del administrador del sistema.
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{. INTRODUCCION

La situacién geogréfica de nuestro pafs, asi como las barreras naturales que lo
separan de otros paises, han favorecido por mucho tiempo la condicién sanitaria de los
salménidos contribuyendo a retardar las llegada de muchas enfermedades conocidas como
peligrosas en otras latitudes, a pesar que, desde comienzo de este siglo, se han introducido
peces o sus ovas al pafs. En un comienzo, las cuarentenas obligadas a que eran sometidas
las ovas, por el largo viaje, contribuyeron a esta situacién. Pero, el desarrollo de medios
rdpidos de transporte asf como el incremento de los volimenes importados, han aumentado

la probabilidad de introducir enfermedades en el territorio nacional.

* Escuela de Ciencias del Mar. U.C.V.

® Instituto de Fomento Pesquero. Zonal Xa. Regidn

¢ Instituto de Estadistica. U.C.V,




La gran mayorfa de las enfermedades descritas en el pais se caracterizan por
su distribucion cosmopolita y de peligrosidad muy condicionada a situaciones ambientales
desfavorables al pez. A excepcidn de la enfermedad bacteriana del rifion (BKD) y de la
necrosis pancreatica infecciosa (IPN), reportadas en nuestro pafs en 1970 y 1983 respec-
tivamente, la mayoria de los agentes patégf;nos muestran escasa selectividad de huesped,
razén por la cual resultaria cuestionable im;ﬁuiﬁr su ocurrencia a la importacion de ovas o de

peces desde lugares donde también se encuentran presentes.

En los iltimos afios, la aparicién de dos agentes patégenos, importantes por

su virulencia, Piscirickettsia salmonis y Yersinia ruckeri, ha promovido el desarrollo de

mejores métodos de deteccion y la adopcién de medidas tendientes a minimizar su ocurren-

cia.

Los laboratorios de diagndstico de enfermedades de salmdnidos, sean estos
fiscales, semifiscales o privados, se mantienen relativamente al dia en cuanto a las técnicas
de diagndstico. Los esfuerzos para controlar las enfermedades involucran acciones multidis-
ciplinarias, a lo cual debe agregarse el grado de conciencia sanitaria del sector productivo.
Por lo general, las empresas que cuentan con los recursos humanos, técnicos y materiales
para hacer frente a los problemas de salud de sus stocks, adoptan medidas de prevencion y
control de enfermedades, muchas otras sélo recurren a los servicios ictiopatoldgicos cuando
se manifiestan indices de mortalidad inusuales. Considerando que el agua es un posible
portador de germenes patdgenos mucho mds eficiente que el aire, este desequilibrio respecto
a la condicidn sanitaria de los stocks que comparten sistemas lacustres, fluviales o marinos,
hace que los esfuerzos de algunas empresas por mantener o mejorar el estado sanitario de

dichos sistemas sean totalmente infructuosos.

Con el fin de visualizar las dreas de cultivo que podrian presentar mayor o menor
riesgo de pérdidas por enfermedad, es de fundamental importancia conocer la prevalencia y
la distribucidn geogréfica de las patologias presentes tanto en los sistemas lacustres como

fluviales y marinos. Por otra parte, tanto los factores ambientales como el manejo propio del
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proceso productivo pueden constituir elementos que favorecen o no la proliferacion de los
agentes patdgenos. En consecuencia, es igualmente importante la seleccién de aquellas

variables que, en mayor medida inciden en la manifestacién de los problemas patoldgicos.

El conocimiento del estado ictiosanitario actual, de la distribucidn de las patologias,
asi como de los factores que contribuyen a su desarrollo en las distintas dreas de la zona de
estudio contribuird a dar bases para disefar un sistema de vigilancia y de alerta temprana.

Un plan de este tipo permitiria adelantarse a situaciones de riesgo y tomar medidas que

protejan la produccidén de los salménidos en cultivo.




--,l

OBJETIVO GENERAL

Disefiar un sistema de monitoreo y de alerta temprana de patologias de salmdnidos

cultivados en las Regiones X, XI y XII.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

L.

Realizar un catastro de las enfermedades detectadas en los laboratorios y en
los establecimientos de cultivo de salménidos, identificando particularmente

aquellas consideradas como de alto riesgo.

Determinar dreas geogrdficas en las aguas continentales (lacustres y fluviales)
y maritimas (aguas interiores) de las Regiones X, XI y XII, clasificadas segun

la prevalencia de las patologias consignadas en el catastro.

Disefiar un programa de deteccién precoz de enfermedades de mayor preva-
lencia, con énfasis en aquellas clasificadas como de alto riesgo en base a

monitoreo y andlisis de factores de riesgo ambiental y biolégicos.

Establecer métodos y procedimientos estandarizados de diagnosis, prevencién
y tratamiento bdsico de cada una de las enfermedades consideradas en el

programa de deteccidn precoz.




/7
‘0000000000000 00000000000000000000000000000000000000000

CATASTRD DE EMNFERMEDADES DETECTADAS EIT
LadP ATORICS YV ESTABLECIMIEMNTOS DE CULTIVO
DE SALMOBIDOS

El primer incidente documentado en relacién a la presencia de pardsitos en peces
nativos lo hizo Wood (1970), al indagar los motivos de las mortalidades que se habrfan
producido entre las truchas y salmones de cultivo en la piscicultura de LAUTARQ. Asi, en
1970 se habrian diagnosticado 2 o 3 pardsitos y un par de enfermedades bacterianas en perca
trucha. En la misma oportunidad Wood detectd los mismos pardsitos y enfermedades bacte-
rianas mencionadas, esta vez en truchas y salmones, pero agregd ademds una peligrosa
enfermedad caracteristica sélo en salmones, la ENFERMEDAD BACTERIANA DEL
RINON (BKD), la que se disemind desde Rio Blanco (V Regidn), lugar de recepcién de las
ovas importadas a Polcura y Lautaro y otras zonas donde se liberaron los peces sobrevivien-
tes, constituyendo éste, el primer registro de introduccién y diseminacion de una enfermedad
exotica (SNYDER, 1971). Reyes en 1985 hace una reseia de los problemas patoldgicos que
afectaban a los salmdnidos cultivados hasta esa fecha, cuyos resultados se resumen en el

cuadro de la pdgina siguiente.

En 1988 - 1989, las Universidades Catdlica de Valparaiso y Austral de Chile realiza-
ron un estudio tendiente a conocer la magnitud de los problemas ictiosanitarios presentes en
los cultivos intensivos, estudio en el cual se establecid que el problema mds importante

fueron los hallazgos de BKD crénico tanto en fase marina como de agua dulce con una

ocurrencia estactonal diferente para salmén coho y del atldntico.
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® ENFERMEDADES OBSERVADAS EN SALMONIDOS EN CHILE

® (Reyes, 1985).

®

® ENFERMEDAD AGENTE CAUSAL HUESPED LOCALIDAD
@

® VIRALES

® Necrosis Virus de la Necrosis S. gairdneri X Regién
® Pancredtica Pancredtica

® Infecciosa

o

® BACTERIANAS

® Septicemia Aeromonas hydrophila S. gairdneri Regiones
® por Aeromonas O. kisutch Metropo-
® Métiles litana y
® X Region
® .

) Septicemia Pseudomonas spp. S. gairdneri X Regién
® Hemorrdgica O. kisutch

o Columnaris Flexibacter O. kisutch Regiones .
® columnaris S. gairdneri IXyX
: Micrococcus Micrococcus sp. S. gairdneri X Regidn
® Mixo- Myxobacterias no O. kisutch X Region
® bacterias identificadas

o

® PARASITARIAS

® Saprolegniasis Saprolegnia sp. Todas las Muy dis-
o especies tribuida
@ Costiasis Ichtyobodo necatrix S. gairdneri Regidn
® Metropo-
® litana.

® Quilodonelasis Chilodonella cyprini O. kisutch X Regién
® Tricodinasis Trichodina sp. S. gairdneri I Regidn
® Copepodosis Caligus teres 0. kisutch X Regién
@ Ergasilosis Ergasilus sp. O. kisutch X Regién
o Gloquideosis Diplodon chilensis O. kisutch X Regién
® S. trunta

o Helmintosis Hepatoxylon O. tchawytscha X Region
® trichiuri

e

e NUTRICIONALES

® Aflatoxicosis Aspergillus flavus S. gairdneri X Regidn
®

®

®

@

o

o

®

@



En el mismo estudio se hace mencidn de la aparicion de una nueva patologfa llamada
en esa época "Sindrome del Salmén Coho", cuyo nombre obedecfa a que inicialmente se
pensé que era exclusiva de esa especie. Estudios posteriores demostraron su patogenicidad
para otras especies de cultivo ( Cvitanich et al., 1991 ), En 1993, Lannan y Fryer idéntiﬁcan
al agente de estas epizootias como Piscirickettsia salmonis nov. gen., nov.sp., causante.de la

Piscirickettsiosis o Septicemia Rickettsial de Salmdnidos (SRS).

El siguiente trabajo realizado por las mismas entidades universitarias durante 1991 a
1992 encuentra una presencia constante de BKD aunque en una prevalencia menor que en el
estudio anterior, atribufda en ese informe a los tratamientos permanentes para controlar el
Sindrome Rickettsial del Salmén, enfermedad que en ese momento se detectd también en otras
especies en cultivo y en otras 4reas de la X Region. S6lo en 1994, se reporta por primera vez
la presencia de SRS en el lago Llanquihue (Bravo, 1994). En los resultados se menciona
ademds el hallazgo de Yersinia sp. en peces silvestres de lago. En 1992 se reporta el brote
de Yersinia ruckeri afectando a salmones cultivados en la X Regién durante noviembre de
1991 a julio de 1992 (Toledo et al, 1992).

La expansion de los cultivos hacia otras zonas geogréﬁcés (XTI y XII Regién), ha traido
consigo la diseminacién de patologias como el SRS en la XI Regién (IFOP, com. pers.). Se
hace necesario entonces, conocer los registros de las enfermedades que estdn ocurriendo

actualmente en los lugares donde se concentra la produccién de salménidos.

Considerando que, para el objetivo general del presente proyecto, era necesario
disponer de informacidn actualizada de las patologfas que afectan a los cultivos de especies
salmon{deas de las Regiones X, XI y XII, se planificé la aplicacién de encuestas, tanto a los

Centros de Cultivo de las regiones de interés, como a los Laboratorios de Asistencia Patolé-

gica.




DISENO Y APLICACION DE LAS ENCUESTAS

Para la recoleccién de informacién en los Centros de Cultivo, se disefiaron dos tipos
de formularios, uno de ellos dirigido a los Centros de Cultivo de aguas de mar (CCAM) y
el otro, a los de aguas continentales (CCAC) (Ver Anexo A). También se disefio un formu-
lario dirigido a los Laboratorios de Asistencia Ictiopatoldgica, (LAI) (Ver Anexo B). Todos

los formularios se estructuraron, principalmente, en base a preguntas cerradas.

Adn cuando las encuestas a los Centros de Cultivo se disefiaron para ser aplicadas a
través de entrevista personal, la imposibilidad de obtener a tiempo la georeferenciacion de
los centros, la exigencia planteada por la Asociacién de Salmonicultores, para conocer los
formularios anticipadamente, as{ como también el constatar que, en general, las empresas
mantienen en sus oficinas centrales la informacién de cada uno de sus Centros de Cultivo,
obligd a modificar el método de aplicacién de las encuestas. Como una primera etapa, a fin
de sensibilizar a los ejecutivos de las empresas y a los miembros de la Asociacion de Salmo-
nicultores con respecto a los objetivos de la encuesta y asf conseguir un alto porcentaje de
respuestas con informacién de buena calidad, se sostuvo entrevistas con los directivos de la
Asociacién y se envié carta informativa a los gerentes o jefes de produccién u operacidn de
las empresas. Ademds, en la XI y XII regién, se envié carta a los ictiopatdlogos involucra--

dos, reforzando la informacién enviada a los ejecutivos de las empresas.

Posteriormente, una vez realizado el contacto con las empresas que debian ser en-
cuestadas, se les envié una cantidad de formularios correspondientes al nimero de sus
centros de cultivos de especies de salménidos que se encontraban operando, de acuerdo a
némina entregada por SERNAP. Esto permiti6 que las empresas contaran con tiempo sufi-
ciente para recolectar la informacién solicitada de cada uno de sus Centros, antes de que se
les visitara para retirar las encuestas y/o resolver las dudas que se hubiesen presentado. En
la mayorfa de los casos en que no fue posible entrevistarse con la persona designada por la
empresa para este proceso, o en que la informacidn estaba incompleta al momento de la

entrevista, las empresas devolvieron los formularios respondidos, por correo.
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Pese a todos estos esfuerzos por obtener la informacion requerida, es necesario
precisar que, en muchos casos, las empresas no respondieron las encuestas para todos sus
centros, ni completaron la encuesta en aquellos ftemes que decian relacién con las patologias

y su mortalidad.

Al igual que los formularios para encuestar a los Centros de Cultivo, el formulario
LAI, se diseid en base a preguntas cerradas, considerando el método de entrevista personal
a los encargados de los Laboratorios. Segun la informacién disponible, la poblacién de
Laboratorios de Asistencia Ictiopatoldgica estarfa formada por: INTA, Fundacién Chile,
Trouw Suralim, Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Chile, Ictiopatologia
de la Universidad Austral, Laboratorio Veterquimica, y los laboratorios de las propias
empresas cultivadoras de salménidos. Como se trata de una poblacién pequena y de relativa-
mente facil acceso, se solicité la participacién en el proceso a la totalidad de los laboratorios

sefialados, obteniéndose una excelente respuesta.

SELECCION DE LOS CENTROS A ENCUESTAR

Para la seleccidn de los centros a encuestar, se consideréd que la poblacién bajo
estudio estzi definida por los centros de cultivo de especies de salménidos que se encuentran
operando en las regiones X, XI y XII. El pardmetro utilizado para determinar los centros
que se encuentran operando fue el hecho de haber registrado cosecha durante el perfodo
1992-1993. De acuerdo a la iltima informacién entregada por SERNAP, los centros de
cultivo que conformaron la poblacién de interés, se distribuyen en las regiones bajo estudio,

como se muestra en la Tabla .

Tal como se planted en la propuesta, los centros a ser encuestados se seleccionaron
mediante un censo en las regiones XI y XII y de un muestreo en la X regién. La seleccién
de la muestra en la X regién , se realizé mediante un muestreo estratificado por conglome-
rados, considerando como unidad que define el conglomerado a cada empresa propietaria de

uno o mas centros de cultivo.



TABLA I.- CENTROS DE CULTIVO POR REGION,

Nimero de centros
Regién de cultivo operando %
X 295 85.8
XI 33 9.6
XII 16 4.6
TOTAL 344 100

Los estratos se definieron de acuerdo al niimero de centros que poseen las empresas,
es asf que, el Estrato 1 lo constituyen las empresas con mds de tres centros de cultivo, en
tanto que el Estrato 2 lo conforman las empresas restantes. La distribucién del nimero de

empresas y de centros por estrato, se presenta en la Tabla II.

TABLA II.- EMPRESAS Y CENTROS DE CULTIVO POR ESTRATO

Estrato Numero de empresas Nimero de centros
1 23 155
2 91 140
TOTAL 114 295

El estrato 1 fue censado, y en el estrato 2 se tomd una muestra de 20 empresas, con
un total de 37 Centros de Cultivo. Este tamario de muestra se obtuvo mediante un muestreo
aleatorio simple, considerando un nivel de confianza del 80 %, un error de precisién de
0.12 en la estimacién de las proporciones de interés y una funcién de costo constante por
conglomerado. Esto iltimo se debi6 a que la mayoria de las personas con las que habia que
contactarse para responder las encuestas, se podian ubicar en lugares de ficil acceso. Por lo

general, estos lugares eran las oficinas administrativas de las empresas.

De la muestra seleccionada en la X Regién, no fue posible contactarse con cuatro
empresas, y otras dos empresas tenfan centros que no estaban operando. La mayorfa de las

empresas del Estrato 1, aduciendo razones de tiempo, respondieron sélo lo correspondiente
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a algunos de sus centros, es asi que 40 empresas contestaron las encuestas con informacién

de 66 centros de cultivo.

De los 33 centros de cultivo operando con salménidos en la XI region, se pudo
establecer contacto con sélo 28 de ellos. Por otra parte, debido a que dos empresas de esta
regién, se negaron a responder la encuesta y un Centro de agua dulce no se encuestd,
puesto que recién estd desarrollando su primer ciclo de cultivo, se recibié informacién de 15

empresas con un total de 19 centros, lo cual consituye un 67.9 % de la poblacién de interés.

En la XII regién, 14 empresas respondieron las encuestas correspondientes a 16 cen-

tros de cultivo.

ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA INFORMACION OBTENIDA

A continuacién, se presenta un anglisis descriptivo de la informacién recibida por los
ejecutores del proyecto. Para este andlisis se han procesado 101 encuestas a centros de
cultivo que corresponden a 40 empresas de la X Regidn, 15 de la XI Regién y 14 de la XII
Regidn, y siete encuentas provenientes de los laboratorios de asistencia ictiopatoldgica. La
Tabla IIT muestra la distribucién de las encuestas a los centros por tipo de formulario y
regién. Ademds, proporciona el porcentaje que representan estas cantidades en relacién al

nimero de centros seleccionados en la region respectiva.

TABLA II1.- ENCUESTAS RECIBIDAS POR REGION.

Aguas conti- Agua de Total

Regién nentales mar (%)
X 19 47 66 (34.4)
XI 7 12 19 (67.9)
XII 6 10 16 (100.0)
TOTAL 32 69 101 (46.1)
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Luego, se resume la informacién relevante proporcionada por los centros de cultivo

y los laboratorios, a través de las encuestas. En primer lugar, se da un perfil de las activida-
;

des generales que en ellos se realizan y, posteriormente, el andlisis se enfoca hacia las

patologias que han afectado a los cultivo de salménidos en las tres regiones bajo estudio.

I.- ACTIVIDADES GENERALES

I.L1.  CENTROS DE CULTIVO DE AGUAS CONTINENTALES

Para cada una de las regiones de interés en este estudio, las tablas IV, V, VI y VII
muestran la distribucién de frecuencia de los centros de aguas continentales que respon-
dieron la encuesta. La tabla IV los clasifica segtin la etapa de inicio de su proceso producti-
vo, mientras que la tabla V se refiere a las instalaciones de cultivo que poseen dichos cen-
tros; la tabla VI los agrupa respecto a los elementos de higiene que poseen y la tabla VII los

relaciona con los desinfectantes que utilizan en ropa y equipo.

Con respecto a la asistencia ictiopatoldgica que recibe el centro, mayoritariamente
proviene de los Laboratorios de la misma empresa (50.0%) o de Laboratorios particulares
no universitarios (43.8%). La frecuencia con que el centro recibe este servicio es variable;
8 centros son asistidos semanalmente, 3 lo hacen quincenalmente, 4 mensualmente y en 13,
este tipo de asistencia es realizada con otra frecuencia, la cual depende de las necesidades
del momento. Un centro declara no recibir asistencia ictiopatoldgica y otros 3 no dan infor-

macidn al respecto.,
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“TABLA IV.-

TABLA V.-

ETAPA DE INICIO
REGION Ovas Alevines | Pre-Smolt | Total
X 10 8 1 19
Xl 8 1 0 7
X 6 0 0 6
Total 22 9 1 32

CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES, SEGUN INSTALACIONES DE

CULTIVO QUE POSEE, POR REGION.

'

CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES, SEGUN ETAPA DE INICIO DEL
PROCESO PRODUCTIVO, POR REGION.

INSTALACIONES DE CULTIVO

REGION | Salas de Estanques de | Balsas-Jaulas | Otras
Incubacién | Alevinaje Instalaciones
X g 10 10 4
Xi 8 7 0
X 6 8 1 1
Total 21 23 12 5
13




TABLA VI|.- CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES, SEGUN ELEMENTOS DE
HIGIENE QUE POSEE, POR REGION.

REGION
ELEMENTOS DE HIGIENE X Xl Xl Total
Solo Pediluvio 2 1 0 3
Sélo Manituvio 0 0 1 1
Pediluvio y Maniluvio 13 3 3 18
Pediluvio y Rodiluvio 1 0 0 1
Pediluvio, Maniluvio y Rodiluvio 1 0 1 2
No responde 2 3 1 6
Total 19 7 6 32

TABLA VIl.- CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES, SEGUN DESINFECTANTE
QUE UTILIZA EN ROPAS Y EQUIPOS, POR REGION.

REGION
DESINFECTANTES X Xl Xl Total
Cloro 5 0 4 9
Yoddforos 16 4 5 25
Amonios cuatemarios 10 3 1 14
Formalina 1 0 0 1
No responde 2 3 0 5
14
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I.1.a) Centros que poseen Salas de Incubacién

Los 22 centros que inician su proceso productivo con ovas, las cultivan en sus

propias instalaciones; 6 de ellos utilizan ademds Salas de Incubacidn de otros cen-

fros.

La tabla VIII presenta el nimero de estos centros, seglin los antecedentes
sanitarios que ellos exigen a las ovas; en esta tabla, se anota entre paréntesis el por-
centaje con respecto al total de centros que incuban ovas. Se destaca que casi la to-

talidad de ellos exigen que los reproductores sean tratados con antibidticos.

Con respecto a los manejos preventivos que se aplican a las ovas, la mayoria

de los centros (81.8%) declara aplicar desinfeccién con yodéforo.

En la tabla IX se presenta el nimero de centros, por especie de las ovas que

cultivan, en cada regién en estudio.

Resultados de interés relacionados con el catastro de enfermedades en ovas, se pre-

sentan a continuacion:

- Ningiin centro declaré haber tenido brote de hidrocelle.

- En la X Region, 8 centros (90%) expresaron haber tenido brotes de Hongos
en los tres dltimos afos, registrando mortalidades que variaron entre el 0.02
y el 50 % anual por dicha causa. Dos centros declararon brotes de bacterias;
en uno de ellos se presenté mixobacteriosis asociada a limpieza de los es-
tanques, provocando una mortalidad del 5% anual; en el otro, el brote se
debi6 a bacterias sulfoferrosas por uso de agua de pozo, lo cual produjo una
mortalidad del 80% en el afio 1993.

- En la XI Regi6n, un centro evidencié brote de Hongos con una mortalidad

promedio asociada del 35% anual; otro registré una mortalidad por aborto del

28% en 1994.
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TABLA ViII.-  CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES, SEGUN ANTECEDENTES
SANITARIOS DE LAS OVAS QUE CULTIVA.

ANTECEDENTES SANITARIOS N° DE CENTROS (%)

Ninguno 0 (0.0)
Ovas certificadas libres de virus 16 (712.7)
Reproductores sometidos a screening 13 (58.1)
Reproductores tratados con antibidticos 20 (90.9)
Otros antecedentes 2 (9.1)

TABLA IX-  CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES, POR REGION Y POR ESPECIE
DE OVAS QUE CULTIVAN.

ESPECIE
REGION Salar Coho Trucha
X ] 8 9
Xi 2 6 5
X 1 5 2
Total 12 19 16
16




. En la XII Regidn, s6lo un centro declaré haber tenido brotes de enfermedad
en ovas, registrando mortalidades del 0.25% , promedio anual, por hongos y

entre el 8 y el 70% anual por coagulacién del saco vitelino.

A continuacidn se listan los Métodos de Diagnéstico y Tratamientos que han utilizado

los centros encuestados, para las diversas patologias en ovas.

PATOLOGIA METODO DE DIAGNOSTICO TRATAMIENTO
HONGOS - a simple vista - solucion salina
- bajo lupa - verde malaquita
- frotis himedo - formalina
- frotis tefiido - oxitetraciclina
HIDROCELLE - a simple vista no informado
- bajo lupa
BACTERIAS - a simple vista’ - desinfectantes
- microbioldgico del agua - antibidticos
- MICroscopio
COAGULACION DE | - a simple vista - eliminacidn
VITELO - bajo lupa
- bacteriologia

* Se estima se trata de una respuesta equivocada de parte de los encuestados.

I.1.b) Centros que poseen Estanques de Alevinaje.

Los 23 centros que tienen Estanques de Alevinaje, se distribuyen, segin la
especie que cultivan, como se muestra en la tabla X. Las tablas XI y XII resumen la
informacién proporcionada por los centros respecto a la periodicidad en la limpieza

de los estanques y en la extraccién de la mortalidad, respectivamente.
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TABLA X.- CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES, POR REGION Y POR ESPECIE DE
ALEVINES QUE CULTIVAN.

ESPECIE
REGION Salar Coho Trucha
X 8 8 8
Xi 6 4|
Xl 1 6 1
Total 10 20 13

TABLA XI.- CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES, SEGUN PERIODICIDAD EN
LA LIMPIEZA DE LOS ESTANQUES, POR REGION.

PERIODICIDAD
REGION Diaria Semanal Otra No responde | Total
X .9 0 0 1 10
Xl 4 0 2 1 7
Xil 1 4 1 0 [
Total 14 4 3 2 23
TABLA XIl- CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES, SEGUN PERIODICIDAD
EN LA EXTRACCION DE LA MORTALIDAD.
PERIODICIDAD
REGION Diaria Otra | No responde | Total
X 9 1 0 10
Xl 5 1 1 7
XH ) 1 0 6
Total 19 3 1 23
18




I.1.0) Centros que poseen Balsas-Jaulas.

La tabla XIII muestra la distribucién de los centros que tienen Balsas-Jaulas,

de acuerdo a la especie que cultivan.

TABLA XIII.- CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES, POR REGION Y POR
ESPECIE DE PRE-SMOLT QUE CULTIVAN.,

ESPECIE
REGION Salar Coho Trucha
X “ 8 5 5
XI R ] 1
XII “ 0 2 0
TOTAL 8 6

o

La Tabla XIV entrega informacién dada por los centros respecto a la frecuencia en la

extraccién de la mortalidad

TABLA XIV.- CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES, SEGUN FRECUENCIA
EN LA EXTRACCION DE LA MORTALIDAD.

PERIODICIDAD
:GION l Dialja Cada 3 dias | M :T_%L
- — ; 5 | | 3
X1 0 1 2 - :
XII ! 0 1 ° 2
TOTAL 1 5 8 1 =
19



1.2. CENTROS DE CULTIVO DE AGUAS MARINAS

La Tabla XV muestra el nimero de encuestados, por especie que cultiva, para cada
una de las tres regiones bajo estudio. De esa tabla, se puede apreciar que, tanto el Salmén
Salar como el Salmén Coho se cultivan en mds del 50% de los centros de la X Regién y que
el Salmén Coho es la especie que se cultiva en casi la totalidad de los centros de las regio-
nes X1 y XII. Ademds se puede inferir que, en promedio, se cultiva una a dos especies por

centro,

Respecto de la periodicidad con que se realiza el cambio de mallas de las Balsas-
Jaulas, la gran mayorfa de los centros (61.8%), declara usar una periodicidad variable, que
depende de la estacién del afio y del uso de antifouling, lo que no permite establecer un

patrén que puediera ser asociado a la aparicién de alguna patologia.

Por otra parte, la tabla XVI permite inferir la falta de uniformidad entre los centros,
con respecto a la frecuencia de extraccion de la mortalidad. Es asf que el 14.7% de los cen-
tros, declara hacerlo diariamente, subentendiéndose que se refieren a la mortalidad de
superficie; el 41.2% dice efectuarla semanalmente, mientras que el 32.3% extrae la mor-
talidad con una frecuencia variable, dependiendo de si se trata de mortalidad de superficie o

de fondo.

En lo que se refiere a elementos de higiene con que cuenta el centro, en la tabla
XVII se puede observar que casi la totalidad de los centros encuestados (86.8%) poseen
Pediluvio, Maniluvio y Recipiente para desinfeccién de utensilios. Esto evidencia, en este
aspecto la preocupacion de los acuicultores por la mantencién de la higiene de su centro. A
lo anterior se contrapone la poca preocupacién por evitar la propagacion de patégenos, al no
manejar convenientemente las aguas de sangre de cosecha. Esto se evidencia al constatar que
8 centros no utilizan desinfectante alguno, que 16 centros devuelven las aguas de sangre de
cosecha a la planta de proceso y que 10 no responden. De los 34 centros restantes, 24

utilizan Cloro solo o en mezcla.
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TABLA XV.- CENTROS DE AGUA DE MAR, POR REGION Y POR ESPECIE QUE

CULTIVAN
ESPECIE
REGION Salar Coho Trucha Chinook
X 26 25 20 1
Xl 1 11 6 0
2 i
XN 1 10 3 0
Total 28 46 29 1

TABLA XVI.- CENTROS DE AGUA DE MAR, SEGUN FRECUENCIA EN LA
EXTRACCION DE LA MORTALIDAD.

PERIODICIDAD
REGION Diaria Semanal Otra Total
X 8 21 17 48
X1 4 4 3 1
Xi 5 3 2 10 |
| Total 17 28 22 67
21



TABLA XVIi.- CENTROS DE AGUA DE MAR, SEGUN ELEMENTOS DE HIGIENE

QUE POSEE, POR REGION.

REGION ]
ELEMENTOS DE HIGIENE X X Xii | Totai
Solo Pediluvio 0 1 0 1
Pediluvio y Maniluvio 2 0 0 2
Pediluvio y Recipiente para desinfeccién de utensilios 3 1 0 4
Pediluvio, Maniluvio y Recipiente para desinfeccién de utensilios 4 8 10 69
No responde 0 2 0 2
Total 48 12 10 68

TABLA XViil.- CENTROS DE AGUA DE MAR, SEGUN FRECUENCIA CON QUE RECIBE

ASISTENCIA ICTIOPATOLOGICA.

PERIODICIDAD ]
REGION Mensual | Quincenal | Semanal Otra Nunca Total
X 12 15 9 9 1 48
Xl 7 0 2 2 0 11
Xl 0 0 0 10 0 10
Total 19 15 1 21 1 67
22




En cuanto a Asistencia Ictiopatoldgica, la mayoria de estos centros son asistidos por
Laboratorios de la propia empresa (41.2%), por Laboratorios particulares no universitarios
(52.9%) o por Laboratorios asociados a insumos (36.8%). Las distribucion de las respuestas
dadas a la pregunta "Frecuencia con que el centro recibe asistencia ictiopatoldgica" se
muestra en la tabla XVIII. De ella es posible deducir que la periodicidad con que un centro
recibe este servicio depende de la region en que se encuentra. Se destaca el hecho de que el
100% de los centros de la XII Region, respondid "Otra frecuencia”, la cual, en la mayoria
de los casos, fue especificada con un "cuando se requiera’; ésto estarfa indicando que la
periodicidad con que el centro recibe este tipo de apoyo es muy variable y estd determinada

por la necesidad del momento.

1.3 LABORATORIOS DE ASISTENCIA ICTIOPATOLOGICA

La encuesta fue respondida por 7 Laboratorios, 2 de los cuales estdn asociados a
empresas de cultivo, 3 son de instituciones universitarias, uno es de tipo fiscal y el otro es
de tipo privado, no asociado a empresas de cultivo. En general, estos Laboratorios realizan
tanto actividades de servicios como de investigacion, desarrollando la Bacteriologfa como su
linea de trabajo preferencial. En particular, uno de estos Laboratorios realiza sélo activida-

des de servicios y otro trabaja exclusivamente en investigacién en Virologia.

Con respecto a las actividades apoyadas por los Laboratorios para el perfecciona-
miento de sus profesionales, todos los encuestados manifestaron haber recibido visita de
expertos durante el perfodo 1992-1994, con una periodicidad que varié desde “ocasional-

mente" hasta "dos veces por afio”.

En lo que respecta al personal profesional, la mayorfa de los Laboratorios encuesta-
dos cuentan con al menos 4 profesionales, en su mayorfa Médicos Veterinarios o Bioquimi-
cos, los cuales declaran un tiempo promedio de 4.4 afios de experiencia en el 4rea ictiopato-
l6gica y de 4.2 afios de antiguedad en el Laboratorio en el que actualmente trabajan. Se

destaca el hecho de que en una de estas instituciones, trabaja sélo un profesional del drea.
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IL.- PATOLOGIAS QUE SE HAN PRESENTADO

Al responder las encuestas, todos los centros debieron responder un anexo por cada
especie que cultivan. En €l se les requirié informacién acerca de los brotes de los principa-
les patogenos que se registraron en el centro durante el periodo 1992-1994. Aunque no es
sorprendente, se destaca el hecho que gran cantidad de los encuestados no entregé esta

‘nformacién. A continuacién se presenta un resumen con los aspectos importantes de esa

informacion.

1.1 CENTROS DE CULTIVO DE AGUAS CONTINENTALES

Con el fin de poder determinar si es que alguna patologfa estaba asociada o no con la
etapa de desarrollo del cultivo, a estos centros se les solicité especificar dicha etapa en el
anexo. La tabla XIX resume el mimero de anexos recibidos, por regidén, segin etapa de

desarrollo.

TABLA XIX.- ANEXOS RECIBIDOS, SEGUN ETAPA DE DESARROLLO DE LA
ESPECIE, POR REGION.

ETAPA DE DESARROLLO
REGION Alevinaje Engorda ignorada | Total
X 18 15 6 39
Xl 14 3 0 1L
X 7 1 1 9
Total 39 19 7 65
24
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La periodicidad en los muestreos y recuentos de peces para cada etapa de cultivo, se
muestran las tablas XX y XXI, respectivamente. La tabla XXII resume la densidad de carga

que los centros utilizan habitualmente en cada etapa de desarrollo por especie.

Con respecto a patologias que se han presentado, no todos los centros estdn dispuestos

a proporcionar informacién. Es asf que, solamente en 32 de los 65 anexos recibidos, habfa
algin tipo de respuesta en cuanto a brotes de patégenos. Se hace notar que no se conté con

la correspondiente informacién de los centros de la XII Regidn.

En la tabla XXIII se muestra, por regién y por patologia, el porcentaje de centros que
reportaron brote y mortalidades asociadas. Entre paréntesis, se anota la méxima mortalidad
anual, asociada a cada patégeno, alcanzada en alguno de dichos centros. Ningin centro
encuestado declaré haber sido afectado por IPN, Leucemia Viral o ICH durante el perfodo
1992-1994. En los 3 centros que declararon haber estado afectado por BKD, ésta se presentd

en alevines de salmén coho. En un centro de la XII Regidn, también se presentd en salmones

coho de balsas jaulas.

El brote de SRS se registré en 1992, en las tres especies que el centro cultivaba en

Balsas-jaulas. Por otra parte, el brote de ERM , que s¢ registré en 1992, se presentd en las

balsas jaulas con salmones coho.
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TABLA XX.- CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES, SEGUN PERIODICIDAD
EN LOS MUESTREOS, POR ETAPA DE DESARROLLO.

ETAPA DE DESARROLLO
FRECUENCIA Alevinaje Engorda | lgnorada
Semanal 0 1 0
—
Quincenal 19 10 0
Mensual 20 7 7
No responde 0 1 0
Total 39 19 7

TABLA XXI.- CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES, SEGUN PERIODICIDAD
EN LOS RECUENTOS, POR ETAPA DE DESARROLLO.

B ETAPA DE DESARROLLO
FRECUENCIA Alevinaje Engorda | Ignorada
Semanal 0 0 0
Quincenal 0 0 0
Mensual 4 0 0
Otra frecuencia 35 16 7
No responde 0 3 0]
Total 39 19 7
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TABLA XXlI.- CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES, SEGUN DENSIDAD DE CARGA,
POR ETAPA DE DESARROLLO.

ETAPA DE DESARROLLO
Alevinaje Engorda ignorada
DENSIDAD \ESPECIE Salar | Coho | Trucha | Satar Coho‘ Trucha | Salar | Coho | Trucha
Hasta 5 [kg/m®] 0 1 2 3 4 3 0 0 0
De 5 a 10 [kg/m?) 1 5 1 4 1 2 3 1 1
De 10 a 15 [kg/m®] 2 3 2 0 0 0 0 ] 1
De 15 a 20 [kg/m?) 3 5 2 1 1 0 1 0 o0
De 20 a 25 [kg/m’] 4 3 2 0 0 0 0 0 0
Més de 25 [kg/m?] 0 1 2 0 0 0 0 0 0
Total 10 18 11 8 6 5 4 1 2

TABLA XXIll- PORCENTAJE DE CENTROS DE AGUAS CONTINENTALES QUE PRESENTARON
LA PATOLOGIA DURANTE 1882-1994, POR REGION. (Mortalidad méxima)

REGION
PATOLOGIAS X Xi Total
BKD 53 ( 2.0%) 286 ( 3.0%) | 11.6
SRS 53 ( 7.0%) 0 — 3.8
Yersiniosis 53 ( 4.4%) 0 -_ 33
Septicemia Bacteriana 263 (50.0%) 2868 (80.0%) | 26.9
Hongos 26.3 (22.0%) | 286 (320%) |26.9
Otras 53 ( 5.0%) 0 - s
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A continuacién se listan los Métodos de Diagndstico y Tratamientos reportados por

los centros para el control de enfermedades .

PATOLOGIA METODO DE DIAGNOSTICO TRATAMIENTO
BKD - Tincién Gram - Desdoblcs
- IFAT/DFAT - Eritromicina
- Elisa - Oxitetraciclina
SRS - Tincién Gram - Acido Oxolinico
- IFAT/DFAT
YERSINIOSIS - Frotis himedo® - Acido Axolinico
- Tincién Gram - Sulfadoxina -+
- Bioquimico Trimetoprim
- Inmunodifusién
SEPTICEMIA - Frotis hiimedo’ - Desdoble
BACTERIANA - Tincién Gram - Flumequina
- Bioquimico - Oxitetraciclina
- Sulfadoxina +
Trimetoprim
HONGOS - Frotis humedo - Desdoble
- Tincién Gram - Bafios con
Oxitetraciclina

. . .
Se estima es una respuesta equivocada por parte de los encuestados

1.2 CENTROS DE CULTIVO DE AGUAS MARINAS

Estos centros proporcionaron 103 anexos los que indican que, independientemente de
la especie sobre la cual informan y de la regién donde estd ubicado ¢l centro, los muestreos
se realizan habitualmente en forma mensual. En cuanto a los recuentos, estos se hacen con
otra periodicidad que en muchos casos es trimestral o mds alejada.

Con respecto a las patologfas que se han detectado, en 35 anexos se omite la infor-
macién. En las tablas XXIV y XXV se muestra, para cada patologfa, el porcentaje de centros
que reportaron brotes y mortalidades asociadas, clasificados por regi6n y especie, respecti-
vamente. En ambas tablas se anota entre paréntesis la maxima mortalidad anual alcanzada por

alguno de dichos centros.
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TABLA XXIV.- PORCENTAJE DE CENTROS DE AGUA DE MAR QUE PRESENTARON LA
PATOLOGIA DURANTE 1992-1994, POR REGION. (Mortalidad maxima)

REGION
PATOLOGIAS X X XN Total
BKD 276 (282%) | 417 (14.6%) | 20.0 (22.6%) | 29.0
SRS 63.8  (54.0%) 83  (20.0%) 0 - 44.9
Septicemia Bacteriana 6.4 (10.0%) 0 —— 0 —_ 4.3
Myxobacteriosis 21 ( 1.5%) | 187  (20.0%) 0 - 4.3
Copépodos 12.8  (54.0%) 0 - 0o - 8.7
Otras 21  ( 50%) | 167 ( 80% | 0 — 43

TABLA XXV.- PORCENTAJE DE CENTROS DE AGUA DE MAR QUE PRESENTARON LA
PATOLOGIA DURANTE 1992-1994, POR ESPECIE. (Mortalidad méxima)

ESPECIE

PATOLOGIAS Salar Coho Trucha Chinook

BKD 17.9 (12.0%) 28.3 (282%) | 3.4 ( 1.2%) 100.0 (18.0%)
SRS 46.4 (13.2%) 30.1 (35.0%) | 34.5 (54.0%) 0 e
Septicemia Bacteriana 36 ( 3.8%) 2.2 (10.0%) | 3.4 ( 5.0%) 0 -
Myxobactenosis 0 43 (20.0%) | 3.4 ( 5.0%) 0 —_
Copépodos 0 0207 (54.0%) 0 —
Otras 36 ( 5.0%) 4.3 ( 8.0%) 0 0 —
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utilizar los centros, para el control de enfermedades:

A continuacién se listan los Métodos de Diagnéstico y Tratamientos que han declarado

Tipo Moraxella

PATOLOGIA METODO DE TRATAMIENTO
DIAGNOSTICO
BKD - Frotis humedo’ - Desdobles
= Tincién Gram - Acido oxolinico
- Inmunodifusién - Eritromicina
- IFAT/DFAT - Oxitetraciclina
- Elisa - Sulfametazina
- ECP en cultivo celular’ | - Sulfadoxina +
- Histologia Trimetoprim
SRS - Tincién Gram - Desdoble
- Bioquimico’ - Acido oxolinico
- Inmunodifusién - Flumequina
- IFAT/DFAT - Oxitetraciclina
- Elisa - Quinolonas
- Histologia - Eliminacion
- Baytril
- Adrocil
SEPTICEMIA - Tincién Gram - Acido Oxolinico
BACTERIANA | - Bioquimico - Eritromicina
- IFAT/DFAT - Oxitetraciclina
MYXO (no se registran) - Oxitetraciclina
BACTERIOSIS
COPEPODOS - Apreciacién visual - Nuvan
- Necropsia - Diclorvos
- Ivermentina
SEPTICEMIA - Aislamiento - QOxitetraciclina
HEMORRAGICA

* . . .
Liama la atencién la inconsistencia de las respuestas dadas por algunos centros respecto del

patégeno y el

método de diagnéstico utilizado
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Al igual que los centros de cultivo de salménidos de aguas continentales, los pardme-
tros ambientales que habitualmente registran la mayorfa de los centros de agua de mar para
medir la calidad del agua son Temperatura, Oxigeno, Salinidad, Turbidez. A continuacién
se presentan algunos grficos que permiten observar las variaciones de la temperatura del agua
que, dentro de un mismo mes, han registrado los centros de aguas marinas, en las balsas
jaulas, al momento de detectarse la presencia de algin patégeno de importancia.

Dada la poca informacion recibida, sélo es posible entregar rangos de variacion de tempera-
tura por mes, asociada a brotes de SRS (Gréficos 1 y 2), BKD ( Grifico 3), Copépodos en
la X Regién (Gréfico 4) y BKD en la XI Regién (Gréfico 3).

Desde el Gréfico 1 se puede apreciar una variacién de las temperaturas extremas en
los meses de abril, septiembre, noviembre y diciembre que llama poderosamente la atencion.
De la revisién de la informacién proporcionada por los encuestados se constatd que esto se
debe a las temperaturas minimas proporcionada por un solo centro. Asumiendo la posibilidad
de un error en el registro de ese centro, se construyé el Gréfico 2 excluyendo dicha

informacién, resultando asi mds consistente, en términos visuales, con los Gréficos 3y 4.
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1.3 LABORATORIOS

A fin de obtener antecedentes para establecer criterios que ayuden a definir los
Laboratorios Autorizados, a los Laboratorios encuestados se consultd acerca de las técnicas
que utilizan para identificar los distintos agentes patoldgicos; por el equipamiento asociado
a Identificacién de Patégenos con que cuenta el Laboratorio y por caracteristicas generales

de los profesionales que laboran en ellos . Los Cuadros 1 y 2 presentan, para los distintos

agentes reportados, el o los métodos de identificacién que mayoritariamente utilizan los

encuestados.
CUADRO |
AGENTES VIRALES
Y METODOS DE
PARASITARIOS IDENTIFICACION
—_— $—‘_-'——-._-_-—-'__.-T
I[PNV Efecto citopatolégico
ITHNV Seroneutralizacién
Retrovirus Etecto Citopatolégico

Microscopia Electrénica

Saprolegnia
ICH
Hexamita Observacién directa
Ergasilus
Caligus

Ademds de los agentes virales y parésitarios especificados en el Cuadro 1, y que
corresponden a los identificados por la mayoria de los Laboratorios que realizan actividades
en esa linea de trabajo, un Laboratorio declaré haber identificado Argulus 'y
Dyphillobothrium mediante observacion directa, otro identific6 EIBS utilizando Tincién
Giemsa, Histologfa y Microscopia Electrénica y un tercero indicd la identificacién de PKD

a través de Histologfa y métodos Inmunohistoquimicos.
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CUADRO 2
AGENTES
BACTERIANOS METODOS DE
IDENTIFICACION
%

BKD Tincién Gram |
Anticuerpos Fluorescentes

SRS Tincién Gram ‘
|

Anticuerpos Fluorescentes
Efecto Citopatolégico

ERM Bateria Bioquimica
Aeromonas Baterfas Api
Pseudomonas

Vibrios

Myxobacterias Tincién Gram

Cultivo en Agar

Pasteurella Bateria Bioquimica
Baterias Apt
Tincién Gram

Ademads de lo listado en el Cuadro 2, un Laboratorio declaré haber identificado RTFS
y Carnobacterium, utilizando para ello, entre otros métodos, Baterfa Bioqufmica, Baterfas

Api, Sensidiscos y Tincién Gram.
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El Cuadro 3 resume la informacién correspondiente a equipamiento.

CUADRO 3

EQUIPAMIENTO N° de Laborato-
rios

Cdmaras Estériles

()

Cdmaras de Flujo Laminar

Centrifuga Refrigerada

Congelador -70°C

Congelador de Nitrégeno para Células

Equipo Histoldgico

Homogeneizador

Incubador

~N PN o [P Db

Kit de Filtracion de reactivos y medios
liquidos

Microscopio Electrénico 1

Microscopio Epifluorescencia

Microscopio Optico

je T L S I AV

Otros

De la informacién presentada en el cuadro anterior, se deduce que todos los
laboratorios encuestados cuentan con un equipamiento minimo, que comprende Cdmaras de
Flujo Laminar, Incubadores, Kit de filtracién de reactivos y medios liquidos y Microscopio

dptico.
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La informacién proporcionada por los 7 Laboratorios de Ictiopactologia encuestados,
respecto a los agentes que ellos han aislado durante el periodo 1992-1994, se resume en el
cuadro siguiente, en el cual se muestra la distribucién de frecuencia de los Laboratorios por

agente y por afno.

AGENTE AISLADO 1992 1993 1994
BKD 3 4 2
SRS 3 5 4
YERSINIA 1 2 1
AEROMONAS 3 3 2
PSEUDOMONAS 4 3 2
MYXOBACTERIAS 4 4 3
VIBRIOS - 0 1 0
IPN 0 1 0
IHN 0 0 1
MICROSPORIDIOS 0 1 1
ICH 3 3 2
SAPROLEGNIA 4 4 4
CALIGUS 2 3 3
ERGASILUS \ 1 1
HEXAMITA 3 4 1
DIPLOSTOMUM 1 1 1
ARGULUS 1 1 1
DIPHYLLOBOTHRIUM 1 l 1
RTFS 2 2 2
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DISTRIBUCION DE PATOLOGIAS DE ALTO RIESGO

La actividad salmonera comercial chilena se ha desarrollado principalmente en la Xa.
Region, donde se concentra aproximadamente el 90% de las empresas que se dedican al
cultivo intensivo de salménidos. La masiva concentracién de centros de cultivo en un 4rea
reducida, representa un problema real dado el alto riesgo que significa la propagacién de
enfermedades infecciosas de un centro a otro, como asimismo la contamincién de aguas

consideradas libres de patdgenos (CORFO-APSTCh, 1992).

Como de alto riesgo se consideraron las siguientes patologias: Enfermedad bacteriana
del rifién (BKD), Septicemia rickettsial de salménidos (SRS), Necrosis pancredtica infecciosa
(IPN), Necrosis hematopoyetica infecciosa (IHN), Leucemia plasmacitofdea (PL), Septicemia
hemorrdgica viral (VHS), Enfermedades de salmdnidos por Herpesvirus , Sfndrome de los
Cuerpos de Inclusién Eritrociticos (EIBS), Furunculosis, Enfermedad de Hitra, y la

Edwardsiellosis, de acuerdo a las siguientes definiciones:
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DEFINICIONES

La Ley General de Pesca y Acuicultura, en el Titulo IV, pdrrafo II, Articulo 86,

dice textualmente;

"EL MINISTERIO, MEDIANTE DECRETO SUPREMO PREVIOS INFORMES TECNICOS
FUNDADOS DE LA SUBSECRETARIA, Y DEL CONSEJO NACIONAL DE PESCA, DICTA-
RA UN REGLAMENTO QUE ESTABLECERA LAS MEDIDAS DE PROTECCION Y CONTROL
PARA EVITAR LA INTRODUCCION DE ENFERMEDADES DE ALTO RIESGO Y ESPECIES
QUE CONSTITUYAN PLAGAS, AISLAR SU PRESENCIA EN CASO DE QUE ESTAS OCU-
RRAN, EVITAR SU PROPAGACION Y PROPENDER A SU ERRADICACION. EL MISMO
REGLAMENTO DETERMINARA LAS PATOLOGIAS QUE SE CLASIFICAN COMO DE ALTO
RIESGO Y LAS ESPECIES HIDROLOGICAS QUE CONSTITUYAN PLAGAS".

Debido a que no se define el término de "enfermedad de Alto riesgo” y que el regla-
mento a que se hace mencién no ha sido publicado, para efectos de la aplicacidén del Sistema

disefiado en el presente estudio, serdn llamadas Enfermedades de Alto Riesgo (EAR),
aquellas enfermedades que significan riesgo para la producci6n por presentar las caracteris-

ticas siguientes:

- No controlable.
- De naturaleza contagiosa.
- Con mortalidades mayores a 10% acumulada por brote.

- Secuelas asociadas (tumores, deformidades esqueléticas, bajo crecimiento y

presencia de peces portadores).

Las enfermedades que cumplen con estas caracterfsticas se han dividido en dos grupos

dependiendo si estdn o no presentes en el pais.
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) El primer grupo lo componen aquellas enfermedades cuya presencia estd confir-

mada en el pais. El segundo grupo estd compuesto por:

* enfermedades que habiendo sido informadas por algtn laboratorio su presencia no
estd confirmada, por lo que se incluye como de presencia presunta.

* enfermedades que no est4n presentes en el pais ni ha sido informada su aparicion,
de tal modo que su primera aparicién constituirfa un hecho de relevancia que

motivaria una alerta roja y las acciones correspondientes.

Se destaca la inclusién en este grupo de sélo una enfermedad parasitaria,
porque aunque estas son en su mayorfa de ciclo conocido, en el caso de
Ceratomyxa shasta su ciclo de transmisién es desconocido y no hay trata-
miento efectivo. Existe ademds, el riesgo de introduccidn al pafs junto con las

ovas importadas desde la Costa del Pacifico de los Estados Unidos, donde se

han registrado mortalidades asociadas a dicha patdgeno.

PRIMER GRUPO

ENFERMEDAD BACTERIANA DEL RINON

*otras denominaciones : BKD, KD, Renibacteriosis

*agente : Renibacterium salmoninarum
*transmision : Vertical y horizontal
*efectos - mortalidades importantes o moderadas, pero sostenidas en

el tiempo, bajo crecimiento en lotes afectados, mala
calidad del producto final.

SEPTIMEMIA RICKETTSIAL DE SALMONIDOS

*otras denominaciones : SRS, Sindrome del Salmén Coho, Piscirickettsiosis.

*agente . Piscirickettsia salmonis
*transmision : horizontal y posiblemente vertical
*efectos . mortalidad superior al 10%, bajo crecimiento mala cali

dad del producto final.
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NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA

*otras denominaciones
*agente
*transmision

*efectos

SEGUNDO GRUPO

: IPN
. IPN-V o virus de la IPN
. Horizontal y Vertical (en la cual estarfa implicado el macho

(KINKELIN et al., 1985)

. La mortalidad estd influenciada por la temperatura. A 14 -

15°C puede ser 80% pero s6lo 20% a 10°C (Fryer,1989).

NECROSIS HEMATOPOYETICA INFECIOSA

*otras denominaciones
*apente
*transmision

*efectos

. IHN
: INH-V o virus de la THN
- Vertical (en la cual podrfa estar implicado el macho (KIN-

KELIN et al. 1985)) y horizontal.

. altas mortalidades en alevines 80% a 10°C (Fryer, 1989).

Las pérdidas exceden el 80 a 90% en ciertos brotes, con
alta incidencia de portadores (Winton et al., 1983)

LEUCEMIA PLASMACITOIDEA

*otras denominaciones
*agente
*{ransmision

*efectos

. (PL), Anemia marina
. Virus de la leucemia del Salmén. (Retrovirus)
. desconocida (posible cofactor un microsporidio: Ente-

rocytozoon salmonis)(KENT y DAWE 1993)

. Altas mortalidades (en Salmones de cultivo en Canadd)

(NEWBOUND B.C.,1991)

SEPTICEMIA HEMORRAGICA VIRAL

*otras denominaciones
*agente
*transmisién

*efectos

. VHS, Enfermedad de Egtved, Virus de Egtved.

: VHS-V o virus de la VHS
. Horizontal y Vertical sobre los huevos
. Se presenta en formas aguda, cronica y nerviosa los brotes

ocurren en todas las edades
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ENFERMEDAD de salmones por HERPESVIRUS

*otras denominaciones
*agente

*transmision

*efectos

: OMV

. Herpesvirus salmonis tipo 2

. Honzontal y vertical '

. La mortalidad varfa por especie y edad alevines de un mes.

Las mortalidades por especie son: Coho 39%, Truchas

" 29%, Chinook y Masou 100% (Kimura et al.,1983). El

60% de los sobrevivientes desarrollan tumores (Kimura et
al., 1981).

SINDROME DE LOS CUERPOS DE INCLUSION

*agente
*transmision
*efectos

FURUNCULOSIS

*agente
*transmision

*efectos

. virus de la EIBS
. desconocida
- Afecta a juveniles y peces en esmoltificacién. Las epizoo-

tias son de larga duracién y agudas en presencia de otros
patdgenos (Thoesen, 1994).

: Aeromonas salmonicida
- Horizontal, a través del agua, contacto con portadores,

peces silvestres (eventuales reservorios) y equipo o material
infectado.

- Mortalidades altas (15 a 20% en Mar) (ANON, 1990).

Desarrollan resistencia a la mayorfa de los antibidticos
permitidos.

ENFERMEDAD DE HITRA

*otras denominaciones
*agente

*trasmision

*efectos

EDWARSIELLOSIS

*otras denominaciones
*agente

*transmision

*efectos

. Vibrosis del agua fria
. Vibrio salmonicida

: Horizontal
. considerables perdidas de Salmén Atldntico en Noruega

desde los 70’s (Inglis et al.ed,1993)

. Enfermedad putrefactiva enfisematosa del bagre (EPDC).

. Edwarsiella tarda
. Horizontal por contacto con portadores y peces enfermos.
. Mortalidad del 5-50% en bagre de canal (Inglis etal., 1993).
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CERATOMIXOSIS

*otras denominaciones : Ceratomixosis de salménidos.

*agente . Ceratomixa shanta

*transmision . Desconocida. Geograficamente limitado a zonas del oeste
de los Estados Unidos, costa del Pacifico,

*efectos . Altas mortalidades en juveniles de agua dulce y reproduc-
tores.

Merece atencién especial un tercer grupo de enfermedades, que sin haber sido consi-
deradas de alto riesgo por el hecho de ser controlables, se mencionan en este listado por
estar presentes en el pafs y haber causado mortalidades importantes. Tal es el caso de la
Enfermedad de la Boca Roja cuya presencia estd confirmada desde el afio 1992 y la
Enfermedad del Agua Fria informada por algunos laboratorios encuestados en este estudio
y en revistas de informacién y difusin de temas de acuicultura y por haber sido presentado
el primer aislamiento (BUSTOS P. 1994) en el "Seminario de Patologias de la Nutricién"
organizado por Fundacién Chile y realizado en Puerto Montt en Noviembre de 1994. La
primera ha sido controlada exitosamente con el uso de vacunas mientras que la segunda
resulta diffcil de controlar en alevines cuando son incapaces de ingerir alimento con medica-
mento en ellos, sélo tienen éxito aquellas drogas de répida absorcién por el tejido del pez.

En Estados Unidos desde 1988 se estd usando vacunas para proteger los peces de esta

enfermedad (Inglis et. al, 1993).

ENFERMEDAD ENTERICA DE LA BOCA ROJA

*otras denominaciones : ERM, Yersiniosis, Enfermedad de Hagerman, Enferme-
dad de la Boca Roja.

*agente . Yersinia ruckeri
*transmision : horizontal
*efectos : forma aguda y subaguda: mortalidades entre 10-50%,

forma crénica: bajas mortalidades por perfodos prolonga-
dos. La forma crénica puede transformarse en aguda des-

pués de perfodos de estrés.
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ENFERMEDAD DEL AGUA FRIA

*otras denominaciones : Enfermedad de bajas temperaturas, Enfermedad del pe-
dinculo, Rainbow Trout Fry Syndrome (RTFS), Rainbow
trout Fry Anemia (RTFA), Fry Mortality Syndrome
(FMS), Bacterial Fry Anemia (BFA), Bacterial Cold Water
Disease (BCWD) o Myxobacteriosis visceral.

*agente . Flexibacter psychrophilus (syn: Cytophaga psychrophila)

*transmision . horizontal y vertical (cuando los reproductores estdn alta-
mente infectados) (FRYER, 1989).

*efectos . mortalidades hasta 50-60%, en peces juveniles (alevines).
Los peces que sobreviven a los brotes pueden desarrollar
escoliosis.

En la actualidad, la presencia en aguas continentales de Chile de enfermedades
infectocontagiosas, se limita principalmente a enfermedades micticas y, en los iltimos afios,
a la presencia de la enfermedad entérica de la boca roja (ERM) o yersiniosis, y otras cuya
ocurrencia estd muy relacionada con factores de manejo, en general controlables, a excepcién
de BKD y SRS que a pesar de existir registros, no hay reportes de epizootias. No obstante,-
no debe olvidarse el permanente riesgo que implica la introduccién de nuevas patologfas a

través de la importacién de ovas de paises del hemisferio norte.

En los centros de aguas continentales, se registré informacion de presencia de BKD
y SRS. En el caso de BKD se registra para el Lago Llanquihue, Sector Estero Renihue y
Sector Chaitén en la X Regidn, en Aysen en la XI Regién y en el sector de Rio Verde en la
XII Regién. SRS se present6 sélo en la X Regién en el Sector Estero Refiihue y Sector
Chaitén. En consecuencia, se estima que aparentemente se podrfa considerar actualmente
como zona libre SRS en aguas continentales, las regiones XI y XII. Con respecto a los virus

no es posible aventurar zonas libres debido a la inconsistencia de la informacién entregada

por los laboratorios respecto de aquella obtenida de los centros de cultivo.

En aguas marinas, los problemas mds importantes estdn representados por enferme-

dades de origen bacteriano tales como la enfermedad bacteriana del rifién (BKD), y el
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MAPA VI. DISTRIBUCION DE 8RS8, BKD y PL.
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sindrome rickettsial (SRS). Por otra parte, frecuentemente se han reportado entidades parasi-
tarias, sin embargo, el peligro latente, en este grupo, lo constituyen los endoparésitos proto-
zooarios (microsporidios) que infectan a una gran variedad de animales y viven dentro de las
células, cuya presencia se presume en la XI Regién, ya que ha sido ultimamente detectada
por laboratorios de la XI Regidn, pero no se disponde de informacién sobre el origen de la
muestra. En la Universidad Austral se ha identificado un microsporidio como Enrerocyto-

zoon salmonis, por medio de microscopia electrénica, sin indicacién de la procedencia de la

muestra.

En el caso de los centros de agua de mar, la X Region se dividié en los siguientes
sectores geogréficos: Sector Seno Reloncavi (Mapa I), Sector Ancud-Quemchi (Mapa II),
Sector Dalcahue (Mapa III), y Sector Estero Comau (MapalV). La XI Régién se denomind
Sector Aysén (Mapa V) y la XII Region, Sector Patagonia-Puerto Natales (Mapa VI).

Del andlisis de los mapas indicados, se puede decir que no hay regiones libres de
BKD, y que esta patologfa parece estar fuertemente asociada a la aparicién de SRS. Esta
dltima, ampliamente distribuida por toda la décima regién, ha sido informada a partir de
1993 en la XI Regi6n (Puerto Chacabuco), y recientemente en la XII region en la zona del
canal Sefioret. Sin embargo, se hace notar que en este iltimo caso no hay informacion de las.
mortalidades asociadas. Esta situacién podrfa llevar a la conclusién que no hay regiones
libres de SRS en el mar. La tnica informacién de la presencia de virus, se obtuvo de la XII
regién (Mapa VI). Este registro del virus (PL),no obstante, no parece ser el primer caso
dado que la mayorfa de los laboratorios lo ha identificado. Sin embargo, no se ha encontra-

do publicaciones cientificas que corroboren su presencia.

Finalmente, cabe sefialar que sélo una vez que el sistema de vigilancia proporcione
datos m4s detallados de patologfas por zonas o 4reas, se podrd determinar zonas libres de
ciertos patégenos. No obstante, se estima que el registro de informacién de al menos dos

aios de ausencia de una patologfa permitirfa declarar una zona o drea libre del patégeno en

cuestion.
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DISENO DE UN PROGRAMA DE VIGILANCIA Y DETECCION
PRECOZ DE ENFERMEDADES DE MAYOR PREVAILENCIA

La Organizacién Mundial de la Salud ha definido que: "Vigilancia epidemioldgica
nacional y mundial de las enfermedades transmisibles, es €l escrutinio permanente y la
observacién activa de la distribucién y propagacién de las infecciones y factores relaciona-

dos con suficiente exactitud en calidad y cantidad para ser pertinentes para un control efi-

caz".
Un sistema eficiente de vigilancia es de gran valor debido a que proporciona un

mecanismo de defensa mediante la répida deteccion de la presencia de enfermedades enzod-
ticas como as{ también de las ex6ticas. También es factible utilizar el sistema de vigilancia
como una parte de gran influencia en los programas de control y erradicacién (D.W. Broad-
bent, 1992). En vista a que el pais estd considerando la implementacién de sistemas de
vigilancia en orden a controlar o erradicar patologfas de salménidos de cultivo, necesita
informacién confiable y actualizada sobre la estructura de la industria en cuestién, la inci-
dencia de las enfermedades sobre las cuales se desea actuar, los factores econémicos y la
epidermiologfa de las enfermedades. Un sistema de vigilancia tendrfa que implementar una
infraestructura que permita realizar las actividades correspondientes y que tienen los siguien-
tes objetivos fundamentales:

A. Evitar la entrada de enfermedades.

B. Detectar la enfermedad en caso de introduccidn.

C. Apoyar las medidas de control y erradicacion.
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La implementacién del sistema de vigilancia requiere de una serie de actividades que

pueden agruparse en la siguiente forma:

L.

2
3.
4

Recoleccién sistemadtica de datos pertinentes.
Consolidacién, evaluacién e interpretacion de los datos.
Recomendacién de las medidas adecuadas que haya que tomar.

Pronta distribucién de la Informacién y de las recomendaciones a los involu-

crados, en especial a los que deben decidir y actuar.

Los riesgos ictiosanitarios, en el caso de los peces cultivados en fase de agua dulce,

son de caracteristicas diferentes a los cultivos en fase marina, principalmente porque cons-

tituyen la via de entrada de agentes patdgenos exdticos. Asf, la estructuracién de un sistema

de vigilancia, tiende a:

Detectar la entrada de agentes exgenos mediante un programa de monitoreo
que se inicia con la llegada de las ovas al centro de cultivo,

Recepcionar informacién sobre mortalidades anormales no explicables.
Detectar variaciones en los pardmetros ambientales que influyen en el desa-

rrollo de las enfermedades y establecer los rangos de riesgo.

Contemplar un plan de acciones destinado a evitar la diseminacién de patdge-
nos peligrosos y controlarlos con medidas drdsticas que deben informarse a
través de un sistema eficiente de comunicacién.

Detectar precozmente, en €l sistema marino, las enfermedades clasificadas
como de alto riesgo en el objetivo No. 1.

Mantener un sistema de informacién periédica de patologfas a partir de la
llegada de los smolts al centro.

Obtener informacién complementaria en el caso de centros que comparten
cuerpos de agua adyacentes, para determinar la dimensién del foco infeccioso
Mantener registros periédicos de las variables ambientales criticas para el
desarrollo de las patologias, estableciendo los respectivos rangos de riesgo.

Establecer un plan de accién para la toma de medidas de control en tiempo

minimo.
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Creacion del Prototipo Computacional

para obtener una base de datos que permita sustentar en forma

2z la informacién a recopilar Yy asi poder emitir informacién

efica
Este método

da, existe el método de Modelamiento de Datos.

e obtener mediante una serie de pasos sistematicos la base de
dor

adecua

permit
datos conceptual que luego serd soportada por algun administra

de bases de datos.

Los pasos del método son:
1.- Formulacién de requerimientos, cuyo propdsito es

identificar y describir los datos requeridos. Los datos son

identificados mediante entrevistas con el cliente, ©

informacién del entorno.

5 .- pisefio conceptual, cuyo propésito es definir las vistas de

y los requerimientos de informacién de un
ge definen las entidades,

los usuarios!,
disefio global de la base de datos.
los atributos y las relaciones.
3.- Implementacidén del disefio, donde se mapea el modelo
o esquema gue pueda ser
rador de Base de Datos.

conceptual a un modelo interno
procesado por un Sistema Administ

4.- Disefio fisico, que especifica, entre otras cosas, 1los

formatos de los registros y la seleccién de los métodos de

acceso.

A continuacién, se muestra, en forma sumaria, el método y su

aplicacién a esta problematica.

| visién de un subconjunto de dggos de la base de datos.



1 Formulacién de Requerimientos.

Dada la necesidad de construir un sistema de vigilancia para
la rapida deteccidén de la presencia de enfermedades de salménidos
es necesaria la participacién de expertos en el tema,

de cultivo,
que realicen la labor de capturadores de

asl como personas

requerimientos.

se enfrenta una situacidén gue no
a dificultad mas para

En el caso de este sistema,

ha sido modelada anteriormente, lo que es un

la aplicacién del método.

En la recoleccién de los datos, se concurre normalmente a

(vistas de usuario) de los

documentos oficiales o© entrevistas
(archivos).

cuales se puede obtener posteriormente las entidades

la recoleccién de datos se abocd a entrevistas
lucradas

En este caso,

a especialistas de las diversas dreas del conocimiento invo

en el proyecto.

En forma basica, se puede decir que el sistema se compone de

cuattro grandes procesos de trabajo:

a) Ingreso formulario de encuestas.

b) Muestreo
c) Reportes
d) Mantencién archivos principales.

Proceso a)

cuando el sistema opera en el caso de normalidad, se envian

encuestas a los centros. Estas encuestas fueron desarrolladas por

el grupo de trabajo.

Para cada centro se diseharon dos encuestas orientadas una a

ser respondida por el centro4yr para ser respondida por un




laboratorio. En el caso del centro fluvial, que mantiene Ovas Yy

Alevines, cabe la posibilidad de enviar dos diferentes tipos de

encuestas, por etapa del salménido.

cada encuesta corresponde a un lote (grupo de la misma especie

y edad, asignada a una poblacién de productores y que comparten un

mismo suministro de agua).

Proceso b)

se realiza un muestreo aleatorio simple, el

Para esta parte,
normalidad o alerta

que depende del tipo de caso, ya sea éste,

amarilla.
En el caso de normalidad, se especifica un nivel de confianza,
la precisién y la estimacién adelantada.

Proceso ¢)

requerimiento se pueden emitir reportes

Mediante este
rta amarilla y otro

histéricos de centros que han tenido una ale

reporte de centros con alertas.

Proceso 4)

Mediante este requerimiento se podrén ingresar, alterar,

imprimir los datos principales para las em
los centros productores de ovas, los
e influyen

eliminar, presas, Sus

centros de cultivos asociados,

laboratorios, las especies de salmébnidos y los agentes qu

porcentajes de determinacién de las alertas por regién.

en los
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2 Disefip conceptual,

2.1.- Encuestas para centro fluvial

para este tipo de centro, es necesario saber la posibilidad de

una enfermedad para los peces en etapa de ovas Yy en etapa de

alevines.

Las entrevistas realizadas indican la necesidad de dos tipos
de encuestas para cada tipo de etapa del salménido. En el caso de
ovas, el centro seleccionado debe contestar una encuesta (figura 1)
y pedir a un laboratorio de su preferencia responder la parte

pertinente (figura 3), para luego enviar ambas respuestas al

remitente.

En el caso de alevines, la situacién es similar. Aungue en

este caso, el formulario para el centro es distinto (figura 2) y lo

mismo ocurre para el laboratorio (figura 4).

hay cuatro vistas asociadas a cada centro fluvial
que permiten modelar las

En resumen,
seleccionado (figuras 1, 2, 3 Yy 4)

entidades involucradas en estas.
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Figura 1
Vista 1: Encuesta ovas, centro fluvial.

e ]

Encuesta de Qvas Centro Fluvial

Empreza J E:pecial _I

i Centro de Cultivo [ ‘ Fecha de Ingroso [:ED
1
|

Proveedor l Fecha Encuesta ‘II:]
Totel Qvas 1 Codigo Lote 1

- Historia Sanitaria de lox Padres

™ Disgnstico por Mueatieo [™ Diagnéztico Padie a Padie

— Patégonos analizados o Codificados libkes de ..
1PNy [~ Retrovirus salmonis Tipol
[~ vHSVY [~ Rouoviius xalmonis Tipa 2
[T IHNY [ Retrovirus PL
I~ Visus da la EIHS [™ Dtros agentes vaales
I~ Renibacterium ralmoninacum I” Youxinia tukexi
[~ Pizcikikeltsia salmonis [ Flexibactes psychiophilus
I~ Acromonas salmonicida [ Duos agentes bactovrianos
[T Coratomyxa shasta [~ Owros agentos infecciosos

Tratamicnto previos al desove - e Test utiizados
[T Inyeccion de Antibidticos [T Etecto citopbtico
10 dias F- 2‘;;’
10 a 30 dias Antez dal Dazxove I (FAT
r 30.._?..“’ dm-:. [T Otros
- Historia de las Ovas —-
Modtalidad  —-- - e o Tratamionto do las Qvas
Total ol Patiodo de Echosiin :}Z T Proventivos [ Dezinfecciubn
-Transporte 4 -Cusativos ™ Antibidticos
H - [ Solucikin 5alina
-hongos 4 ™ Vearde Malaquita
-Bactenax S———
-Ambiente x - ' [ Otox
__Owos 4 E spacificar [_ _]
r Otos
) =
Temperstura 7 6 5 4 3 2 1
M Axima
™ (nima
{ URima Inspaccidn 5anitaria D:D
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—Datos de los Alevinex

Signos Signos
Morlakdad Del Comportamiento Externos
— [T Letragia/Apatia [ T mcio Postetin Oscuo
A la Piwera Alimentacion [:__} [ Matacidn Enatica [C Aletas Deshlachadaz
™ Natacion en Tiabuzén [ Manchat Rojas ARura det Rifidn
Al Momento del Traslado ‘:F [ inapetencia [~ Zonas Blanquecinas
I~ S obreproduccidn de mucux

‘ [~ Boqueo
Al T dimino del AIBViMiQ lj Ouor: E

" Dioga Ullizada fFecha [jjj

Figura 2
Vista 2: Encuesta alevines, centro fluvial.

Encuesta Alevines Centro Fluvial

Empiesa [_ ~_l Fecha Encuesta D-__]:‘
Nombve Centio ‘_ ] fotal Alevines :-—_—‘

E space !_ _]
fecha ingrezo Lote ‘ID Codigo Lote [:’

[" Como Ova
™ Como Alevin

[T Cabaza do Alfikm

Otros: ‘__ J

Numeto mq pov kilo da Nuum ng pot kilo de
de Vecos poz pot dia de Veces poz por dia

Macidkdos E_:] I Tetraciclinas r_] |
Nitiolwanot r___] Sultamides L_I [___—]
Quinotonat [:1 ::] Sulfamidas Asociadas[ | E—_j

Sustancias Quimicas Uldizadas Fecha l:’:[:l

Pates Por Numero  Pates Por
Millon de Vecas Millon

Ac. Acdtico 1 [ 1fwazoiidona |
Sodio (] [ Niclossmide cC1C____J
Diwomuro da Diquat % ‘:‘ Pesmanganato do l__l L——-—I

Numeto
de Veces

P,
[ Ivedoooauita [ 1 [

Formol

-
[\
o
)
[Lg]
o
~

Temperatura

M axima

Minma

URima inspeccién 5anitatio [:]:I:]




Figura

3

Vista 3: Encuesta para Laboratorio de Ovas.

Encuesta Laboratorio Ovas

- Datos def Cantro y Examen ————

Fecha da la Encuesta

! Centio de Cultivo

© Especw

Tipo de Cantro

CT L
Empieza l_

[

L

L

L

Cédigo Lote

i

Vilus:

IPNV Ejt
VHSV l:]t
IHNV E:lx
Virus da la EIBS ‘:}x

Baclesias:

i Ronibactatium salmoninarum D
Pischikeltaia salmonis I
| Acromonas salmonivedas :]z

Flaxibacter psychiophikuz L_—__]z
[T Otros Agantes Bactewianos

Rotrovinus salmonis tipo 1 [:x
Hetrovirus salmoniz ‘:F
Retrovius da ba PL Ej

[T Otios Agentez Viales
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_ Fiqura 4
Vista 4: Encuesta para Laboratorio de Alevines.
e ____________________

Encuesta Laboratario Alevines

- Datos del Centro y Examen

Fecha de la Encuosta L__l__—D

Empresa

Centro de Culkivo

|
I

Especie } _]
[

Tipo de Centio

Cédigo Lote

Virus:
1PNV I:F Aedrovitus salmonis tipo 1 [:]Z
VHSY [:F Rebrovirus salmonis tipo 2 :F
IHHV [:]Z Retrovituz de la PL l:}!
Virus de la EIBS l:}t [~ Dtros Agontes Viales
g::‘:;:mm sakmoninarum l:F Yerzinia rucken :F
Piscilikettsia salmonis [:F Flexibacte: psy/chmnhihs D
Ansjomanas salmonicida l:]z Ceratomyxa shasta [:]1
Vibrio salmonicida D [ Otros Agentes Bactenanos

Edwarsiella tarda [:F
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2.2.- Encuestas para Centro Lacustre

para este tipo de centro, es necesario saber la posibilidad de

una enfermedad para los peces en categoria pre-smolt.

Las entrevistas indican la necesidad de dos tipos de
una orientada al centro seleccionado (figura 5) y otra
centro debe derivar a un laboratorio de su

encuestas,

encuesta gque el
preferencia para luego devolverlas al remitente (figura 6).

Las vistas relacionadas son, por lo tanto, dos (vistas 5 Yy 6)

y éstas permiten modelar las entidades asociadas.
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Paso promedio individual r

Figura 5
Vista 5: Encuesta pre-smolt, centro lacustre.

Encuesta Pre-Smaolt Centro Fluvial

Datos del Centto y Lote - - e . — -
|

Empreta ' J Fecha Encuasta l:]:[:]
Centio da Cultivo [_ I .
bocrangwss [T

Espocie I
Cddigo Lote :]

Pioveador dal pre-smolt [_
Nimearo de jaulaz del Lote {_

N I |

Dioga Utdizada Fecha ‘:I:D

Namero wyg por kilo da Hameio do mg
de Vecos poz pot dia Vecos

pez
Maciéidos [ I ( I Vetraciclmnas r I l_ _l
L i
l

Nitiolwanosz L__I l Sulfamidas [ I
Quinolonas ] [ __] Stawides Asaciadas[ ]

Sustanciaz Quimicar Ubkizadas  Fecha EED

Nimero Pattes po Himero do  Partex pot
de Veces Millon Veces Millon
Ac. Acética [_,_I I Fuwazoldona [ I [ l
Sodio ‘ I ‘ l Miclosamida | J I _I
Dibvomuro da Duat ] [ | Parmanganato e [ ] [ ]

Formol [: I: Vearde Malaquita m [____j

~Datos de los Pre-smolt
Nostalidad por lote Trm:pMel:F A la lecha Actual :F

5 intomas Obzervados Dimants la Gllana samana

[T Letargia/Apatia [ Cobloraciin oscima [~ Boca Roja

™ Pecer onllando [™ Ulceras y Bagas visibles [ Pérdidas do escamas
[ Inapetencia [ Aletas doshilachadas [ Hinchazén lateral

™ Péidida de Equililvio [ Ano 1ojo [ Marchas blancas

™ Peces Enéticos

Mortalrdad diania Transpaencia del agua (metros da visibilidad]
716 5 43 2] 1 7 |6 5 4 g i

Tamperatura dtimos siste dias

Mempoiatuia_ |7 6 5 4 3 2 i
M afiana
Mediodia
Tarde
Promedio

M
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‘ Figura 6
Vista 6: Encuesta para laboratorio de Pre-Smolt.

Encuesia Laboratorios Pre-Smolt

' Datos del Centro y Examen

Fecha de la Encuesta [:D:]

Empteta

Centro de CuRivo

Tipo de Centia
Cédigo Lote

[
I
Especie [ I
l
l

Vius:

IPNV Dx Rettovirus salmonis lipo 1 [:x
VHSV l:F Retrovirus salmonis [:F
IHNV :X Retrovirus de la PL D

Viuz de la EIBS [:F [ Otros Agentes Virales

I ¥

Bacterias:
Renibaclerium  takivoninarsm I:F

Piscuickellsia zakwonts

Yersinia tuckesi D

Flozibacler ptychrophilus D

Cesatomyxa shasta D

[ Ouos

Aeiomonas talmonicida
Vilwio sakwonicida
Edwardsiella tarda

LU

2.3.- Encuestas para Centro Maritimo

Para este tipo de centro, es necesario saber la posibilidad de
una enfermedad para los peces en etapa de smolt. Las entrevistas
indican la necesidad de dos tipos de encuestas para esta etapa del
salménido, una estd orientada al centro seleccionado (figura 7) y
otra que el centro debe derivar a un laboratorio de su preferencia
para luego devolverlas al remitente (figura 8). Las vistas
relacionadas son, por lo tanto, dos (vistas 7 y 8) y éstas permiten

modelar las entidades asociadas.57



A Figura 7
Vista 7: Encuesta smolt, centro maritimo.
W

Encussta Smolt Centros Maritimos

Datos del Centio y Lote

Emprosa l

|
[ antio de Cultivo [
Etpacia l_ _l

Fecha de la Encuesta ‘:[j—__l
Fecha de Ingreso
Fecha d (1]

Proveedor del Smolt

] Cédigo Lote C:l

Nimero de jaulas del Lote l_

]

Peso promedio individual [

|

Datos de los Smolt

Mortakdad por lota

5(ntomas Obrervados Dutante la ddtima temana
[T Letmgia/Apatia
[~ Peces mrilando
™ Inapelencia

[ Pérdmda de Equilibiio [~ Ano rojo
[~ Peces Eniticos [ Cataatas

Transpofte :}Z

[T Colaciéin oscura
[ Ulceras y Bagas visibles I Hinchazén Inderal
{ Aletas deshilachadas

A la facha Actual I::}z

[™ Boca Roja
[T Pérdidas de excamas

™ Manchas biancas

E xoftalmia
Petequias Venlrales

Droga Uldlizada Fecha [:Dj

Namero mg pot kilo da
de veces pez por dia

Maciékdot ‘ I r _l
Nitiofuranos [—_l l
Quinolonas L__I I

Namaso Partes por
de veces  millén

Ac. Acético '—_J I
Cloiwo de Sodio l___] I____l
Diteomuo de Diguat | | |
Foimol [ l [ _I

Nomero  mg por kilo do
de veces  pez por dia

Tellacilcims I l [ _I

Sustancias Quimcas Utilizadas  Fecha ED___]

Furazolidona I ] r

|
Niclosamida I I r _I
Pemnanganato de [__] l

Patasio

Verda Malaquita
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_ Figura 8
Vista 8: Encuesta laboratorio para Smolt.
[

Encuesta Laboratorio Smolt

- Datoz del Centro y Examen —

Facha de la Encuezta

Emproza [ I
Centro de Cultivo [_ ]
l
I
I

Especie

Vipa de Centio

Cadigo Lote
Patdgenos detectados !

1PNV [k RetoviusPL [ F

(HHV [:F [~ Duios agentes Vitales

Renibacterium sakmoninaraw || % Vibrio sakmanicida [k

Pizciriketsin 1akmonis |:IZ [ Duox agentes baclelianes
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2.4.- Vistas para proceso c.

Para realizar el proceso ¢,
resultados las siguientes vistas:

las entrevistas dieron como

Figura 8
Vista 8: Datos necesarios para una empresa (casa matriz)

Casa Matriz

nombra

rut

direccisn
rasponsable
teldfono principal
tax

tracuancle radial
{taldfonos aacundarios, descripcion taléfonos sacundarios)

Figura 9
Vista 9: Datos necesarios para un centro de cultivo

Cantrv da Cultive (depandisnts da una casa matrix)

nombre

direccion

rasponsable

taldfono principal

fax

fracuancia radial

tipo de cantro (fluvial/lacustra/maritimc)
georafarancia (latitud, longitud)

ro?ion
ublcacion (descripcion narrativa dael acceso a éata)

Figura 10
Vista 10: Datos necesarios para un centro productor de ovas

Cantro productor da ovas

nombra

diracecion

pala

ovas infactadas alguna vaz antarior (SI/NO)

Figura 11
Vista 11: Datos necesarios para un laboratorio

Labaratorio

norbre
rut
direccion
taldfono
fax
tipo de wnklisis (virasl/bactarial)
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Figura 13
Vista 13: Datos necesarios para Especies.

Enpeec: | em

NOTOTE CoOmuLn
~onnre clerctifico

Figura 14
Vista 14: Datos necesarios para Agentes.

Agentes

Virus de la IPN regidn x
Virus de la IPN regidn xi
Virus de la [PN regidn xii
Virus de la THN regidn x
Virus de la THN regidn xi
Virus de |a THN regién xii
Retrovirus PL regidn x
Retravirus PL regién xi
Retrovirus PL regién xii
Virus de la VHS regién x
Virus de la VHS regidn xi
Virus de la VHS regidn xii
Herpervirus salmonis Tipo | regién x
Herpervirus salmonis Tipo 1 regidn xi
Herpervirus salmonis Tipo 1 regidn xii
Herpervirus salmonis Tipo 2 regidn x
Herpervirus salmonis Tipo 2 regidn xi
Herpervirus salmonis Tipo 2 regidn xii
Renibacterium salmoninarum regidén x
Renibacterium salmoninarum regidn xi
Renibacterium salmoninarum regidn xii
Piscirickentsia salmonis regidn x
Piscirickettsia salmonis regidn xi
Piscirickettsia salmonis regidén xii
Aeromonas salmonicida regidn x
Aeromonas salmonicida regién xi
Ac¢romonas salmonicida regidn xii
Vibrio salmonicida regidn x
Vibrio salmonicida regidn xi
Vibrio salmonicida regidn xii
Edwardsiella tarda regién x
Edwardsiella tarda regidn xi
Edwardsiclla tarda regidn xii
Yersinia ruckeri regidn x
Yersinia ruckeri regidn xi
Yersinia ruckeri regidn xii
Flexibacter psychrophilus region x
Flexibacter psychrophilus regidn xi
Flexibacter psychrophilus regidn xii
Ceratomyxa shasta regidn x
Ceratomyxa shasta regién xi
Ceratomyxa shasta regidn xii
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2.5.- Dependencias semdnticas e integracién de vistas.

Una vez obtenidas las vistas, se debe agrega informacién semdntica acerca de cudles
atributos de las vistas estdn en directa dependencia de otros atributos de la misma vista.

Se puede indicar que para las vistas 10, 11, 12, 13 y 14, estdn a lo menos en tercera
forma normal, por lo que no es necesario integrarlas.

La vista 9 presenta un rasgo de no-atomicidad al tener la posibilidad de repeticiones del
atributo "teléfonos secundarios" y "descripcién teléfonos secundarios", al particionar esta vista
en dos tablas separando los atributos, quedan ambas tablas en tercera forma normal.

Las vistas 4 y 6 son idénticas por lo que se integran en una sola vista, pero, considerando
que es un prototipo sujeto a modificacién ulterior, es conveniente dejar separadas ambas vistas
en sendas tablas.

Las vistas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7y 8, con la informacién semdntica que se dispone, estdn en
tercera forma normal.

Una vez completada la fase de examinacién de las vistas y analizadas las dependencias
funcionales de los atributos de ellas, se procede a la integracion de estas vistas.

De este proceso a las vistas 1, 2, 3, 4, 6, 7y 8, se procede a eliminar el atributo 1.3
debido a que un centro de cultivo pertenece solamente a una empresa, y este atributo ya estd
determinado.

2.6.- Modelo de datos conceptual
Luego de realizada la integracién de las vistas estas quedan de la siguiente forma:
Para la vista |:

Vista | (Fecha encuesta, Centro_cultivo, Especie,
Fecha ingreso centro, Proveedor_ova, Total_ovas,
Diagndstico_muestreo, Diagndstico_padre_a padre,
Patégeno IPVN, Patégeno VHSV, Patégeno IHVN,
Patégeno_Virus de la EIBS
Patégeno_Herpesvirus Salmonis tipo 1
Patégeno Herpesvirus Salmonis tipo 2, Patdgeno Retrovirus_PL,
Patdgeno_otros_agentes_virales,
Patégeno_Renibacterium_salmoninarum,
Patégeno_Piscirickettsia salmonis,
Patégeno_Aeromonas_salmonicida, Patégeno_Yersinia_ruckeri,
Patégeno_Flexibacter psychrophilus,
Patégeno_otros_agentes_bacterianos,
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Patégeno Ceratomyxa_shasta,

Patdgeno otros_agentes_infecciosos,

Test_Efecto citopdtico, Test Elisa, Test PCR, Test IFAT,
Test_Otros, Inyeccidn de antibidticos, Mortalidad, -

Transporte, Hongos, Bacterias, Ambiente, Otros,

Desinfeccion, Antibidticos, Solucién salina,

Verde-malaquita, Otros, temp_max_7, temp_min_7, temp_max_6,
temp_min_6, temp_max_5, temp_min_5, temp max_ 4, temp min_4,
temp_max_3, temp_min 3, temp_max_2,temp_min_2, temp_max_1,
temp_min_1, Inspeccién_sanitaria)

Vista la (Inyeccién de antibidticos, dfas_antes)

Para la vista 2:

Vista 2 (Fecha_encuesta, Centro_Cultivo, Especie,
Fecha_ingreso_centro, como_ova, como_alevin,
Proveedor_alevin, Total alevines,

Mortalidad primera_alimentacién, mortalidad_momento_traslado
mortalidad_término_alevinaje, Letargia/Apatfa,

Natacién_errética, Natacién_tirabuzén, Inapetencia,

Boqueo, Otros, Tercio_posterior_oscuro,

Aletas_deshilachadas, Manchas_rojas_rifién,

Zonas_blanquecinas, velo_azul, Cabeza_alfiler, Otros

Fecha droga, Droga_Macrdlidos, Droga_Nitrofuranos

Droga Quilinonas, Droga Tetraciclinas, Droga_Sulfamidas
Droga_Sulfamidas_asociadas, Fecha, Sustancia_qufmica
Sustancia_qufmica dcido_acético,

Sustancia_qufmica_Cloruro de Sodio,
Sustancia_qufmica_Dibromuro_de_Diquat,
Sustancia_qufmica_Formol, Sustancia_qufmica Furazolidona,
Sustancia_qufmica_Niclosamida,
Sustancia_qufmica_Permanganato_de_potasio,
Sustancia_qufmica_Verde_malaquita,

temp_max_7, temp min_7, temp_max_6, temp_min_6, temp_max_5,
temp_min_5, temp_max_4, temp_min_4, temp_max_3, temp_min_3,
temp_max_2,temp_min_2, temp_max_1, temp_min_1,
[nspeccién_sanitaria)

Para la vista 3:

Vista 3 (Fecha_encuesta, Centro_Cultivo, Especie, Cddigo_lote,
Virus, Aeromonas_salmonicida, Yersinia_ruckeri,
Virus_IPNV, Virus VHSV, Virus_IHNV, Virus_de_la_EIBS,
Virus_Herpesvirus_salmonis_Tipo_1, Patégeno_Herpesvirus Salmonis tipo 2,
Virus_Retrovirus_PL, Otros_agentes_virales,
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Bacteria Renibacterium_salmoninarum,
Bacteria_Piscirickettsia_salmonis,
Bacteria_Aeromonas_salmonicida,

Bacteria_Flexibacter _psychrophilus, Otros_agentes_bacterianos)

Para la vista 4.

Vista 4 (Fecha encuesta, Centro_Cultivo, Especie, Cddigo_lote,
Virus_IPNV, Virus_VHSV, Virus_IHNV, Virus_de_la_EIBS,
Virus_Herpesvirus_salmonis_Tipo_1, Patégeno_Herpesvirus Salmonis tipo 2,

Virus_Retrovirus_PL, Otros_agentes_virales,
Bacteria_Renibacterium_salmoninarum,
Bacteria_Piscirickettsia_salmonis,
Bacteria_Aeromonas_salmonicida,

Bacteria Flexibacter_psychrophilus,
Bacteria_Vibrio_salmonicida, Bacteria_Edwardsiella_tarda,
Bacteria_Yersinia_ruckeri,

Otros_agentes_bacterianos)

Para la vista 5:

Vista 5 (Fecha_encuesta, Centro_cultivo, Especie,
Fecha_ingreso_centro, Proveedor_pre-smolt, Cddigo_lote,
Niimeros_jaulas, Peso_promedio_individual,

Fecha_droga, Droga_Macrélidos, Droga_Nitrofuranos,
Droga_Quinolona, Droga_Tetraciclinas, Droga_Sulfamidas
Droga_Sulfamidas_asociadas, Fecha, Sustancia_qufmica
Sustancia_qufmica_dcido_acético,

Sustancia_qufmica Cloruro de Sodio,
Sustancia_quimica_Dibromuro_de_Diquat,
Sustancia_qufmica_Formol, Sustancia_qufmica_Furazolidona,
Sustancia_qufmica_Niclosamida,
Sustancia_qufmica_Permanganato_de_potasio,
Sustancia_qufmica_Verde_malaquita,
Mortalidad_Transporte,Mortalidad_fecha_actual,
Letargia/Apatfa, Peces_orillando,

Inapetencia, Pérdida_equilibrio, Peces_errdticos,
Coloracién_oscura, Ulceras_llagas_visibles,
Aletas_deshilachadas, Ano_rojo, Boca_roja, Pérdida_escamas,
Hinchazén_lateral, Manchas_blancas, Mortalidad_1,
Mortalidad_2, Mortalidad_3, Mortalidad 4, Mortalidad_5,
Mortalidad_6, Mortalidad_7, temp_maiiana_7, temp_medio_7,
temp_tarde_7, temp_prom_7, temp_maiiana_6, temp_medio_6,
temp_tarde_6, temp_prom_6, temp_mafana_5, temp medio_35,
temp_tarde_5, temp_prom_5, temp_mafiana_4, temp_medio_4,
temp_tarde_4, temp_prom_4, temp_maiiana_3, temp_medio_3,
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temp_tarde_3, temp_prom_3, temp_mafana 2, temp_medio 2,
temp_tarde_2, temp_prom_2, temp_manana 1, temp_medio 1,
temp_tarde_l, temp_prom_l1, transp_7, transp 6, transp 5,
transp_4, transp_3, transp 2, transp 1)

Para la vista 6:

Vista 6 (Fecha_encuesta, Centro_Cultivo, Especie, Cédigo_lote,

Virus_IPNV, Virus_VHSV, Virus IHNV, Virus_de la_EIRBS,
Virus_Herpesvirus_salmonis_Tipo_1, Patégeno_Herpesvirus Salmonis tipo 2,
Virus_Retrovirus_PL, Otros_agentes_virales,
Bacteria_Renibacterium_salmoninarum,

Bacteria_Piscirickettsia_salmonis,

Bacteria_Aeromonas_salmonicida,

Bacteria_Flexibacter_psychrophilus,

Bacteria Vibrio_salmonicida, Bacteria Edwardsiella_tarda,
Bacteria_Yersinia_ruckeri,

Otros_agentes_bacterianos

Para la vista 7:

Vista 7 (Fecha_encuesta, Centro_Cultivo, Especie,

Fecha_ingreso_centro, Proveedor smolt, Cddigo_lote,
Numeros_jaulas, Peso_promedio_individual,
Mortalidad_transporte,mortalidad_fecha actual,
Letargia/Apatfa, Peces orillando,

Inapetencia, Pérdida_equilibrio,

Ulceras_llagas_visibles, Aletas_deshilachadas,
Hinchazdn_lateral, Manchas_blancas, Peces_errdticos,
Pérdida_de escamas, Ano_Rojo, Fecha_droga, Droga_Macrélidos
Droga Nitrofuranos,Droga Quilinonas, Droga Tetraciclinas,
Droga_Sulfamidas, Droga Sulfamidas asociadas, Fecha
Sustancia_qufmica, Sustancia qufmica_dcido_acético,
Sustancia_qufmica_Cloruro de Sodio,

Sustancia_qufmica Dibromuro_de_Diquat,
Sustancia_qufmica_Formol, Sustancia_quimica_Furazolidona,
Sustancia_qufmica_Niclosamida,

Sustancia_qufmica Permanganato_de_potasio,
Sustancia_qufmica_Verde malaquita)

Para la vista 8:

Vista 8 (Fecha encuesta, Centro_cultivo, Especie, IPNV, THNV,

Retrovirus_PL, Otros_agentes virales,
Renibacterium_salmoninarum, Piscirickettsia_salmonis,
Vibrio _salmonicida, Otros agentes bacterianos)
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Para la vista 9:

Vista 9 (nombre, rut, direccién, responsable, teléfono_principal
fax, frecuencia radial)

Vista 9a (teléfonos_secundarios,
descripcidn_teléfonos_secundarios)

Para la vista 10:

Vista 10 (nombre, direccidn, responsable, teléfono_principal,
fax, frecuencia_radial, tipo_centro, regién,
latitud, longitud, ubicacién)

Para la vista 11:

Vista 11 (nombre, direccidn, pafs, ovas_infectadas)

Para la vista 12:

Vista 12 (nombre, rut, direccién, teléfono, fax, tipo_andlisis)

Para la vista 13:

Vista 13 (nombre_comiin, nombre_cientffico)

Para la vista 14;

Vista 14 (virus_IPN x, Virus_IPN_xi, Virus_IPN_xii,
virus_IHN_x, Virus_ITHN xi, Virus_IHN_xii,
Retrovirus_PL_x, Retrovirus_PL_xi, Retrovirus_PL xii,
virus VHS x, Virus VHS xi, Virus_VHS_xii,
Herpesvirus_salmonis_Tipo_1_x,Herpesvirus_salmonis_Tipo_1_xi,
Herpesvirus_salmonis_Tipo 1 xii, Herpesvirus_salmonis_Tipo_2_x,
Herpesvirus_salmonis_Tipo 2 xi, Herpesvirus_salmonis_Tipo_2_xii,
Renibacterium_x, Renibacterium_xi, Renibacterium_xii,
Piscirickettsia_x, Piscirickettsia_xi, Piscirickettsia_xii,
Aeromonas_x, Aeromonas_xi, Aeromonas_xii,
Vibrio_x, Vibrio_xi, Vibrio_xii,
Edwardsiella_x, Edwardsiella xi, Edwardsiella_xii,
Yersinia_x, Yersinia_xi, Yersinia_xii,
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Flexibacter_x, Flexibacter xi, Flexibacter xii,
Ceratomyxa_x, Ceratomyxa_xi, Ceratomyxa_xii)

2.7.- Obtencién del modelo de datos conceptual

Luego, utilizando informacién semdntica se pasard a denominar las vistas con nombres
significativos, los que formardn las entidades del modelo conceptual.

Encuesta_ova (Fecha_encuesta, Centro_cultivo, Especie,
Fecha_ingreso_centro, Cddigo_lote, Proveedor_ova, Total_ovas,
Diagndstico_muestreo, Diagndstico_padre_a_padre,

Patégeno IPVN, Patdgeno VHSV, Patdgeno IHVN,
Patégeno_Virus de la EIBS

Patégeno_Herpesvirus Salmonis tipo 1

Patégeno Herpesvirus Salmonis tipo 2, Patégeno Retrovirus_PL,
Patégeno_otros_agentes virales,
Patégeno_Renibacterium_salmoninarum,
Patégeno_Piscirickettsia_salmonis,

Patégeno Aeromonas_salmonicida, Patégeno_Yersinia_ruckeri,
Patégeno_Flexibacter psychrophilus,
Patégeno_otros_agentes_bacterianos,

Patdgeno Ceratomyxa_shasta,

Patégeno_otros_agentes_infecciosos,

Test_Efecto citopdtico, Test Elisa, Test PCR, Test_IFAT,

Test Otros, Inyeccidn de antibidticos, Mortalidad,

Transporte, Hongos, Bacterias, Ambiente, Otros,

Desinfeccién, Antibidticos, Solucién salina,

Verde-malaquita, Otros, temp_max_7, temp_min_7, temp_max_6,
temp_min_6, temp_max_5, temp_min_5, temp_max_4, temp_min_4,
temp max_3, temp_min_3, temp_max_2,temp_min_2, temp_max_1,
temp_min_1, Inspeccién_sanitaria)

Tiene_antibiéticos (Inyeccién de antibidticos, dfas_antes)

Encuesta alevin (Fecha encuesta, Centro_Cultivo, Especie,
Fecha ingreso_centro,como_ova, como_alevin,
Cdédigo_lote, Proveedor_alevin, Total_alevines,
Mortalidad_primera_alimentacién, mortalidad_momento_traslado
mortalidad_término_alevinaje, Letargia/Apatfa,
Natacién_errdtica, Natacién_tirabuzdn, Inapetencia,
Boqueo, Otros, Tercio_posterior_oscuro,
Aletas_deshilachadas, Manchas_rojas_rifién,
Zonas_blanquecinas, velo_azul, Cabeza_alfiler, Otros
Fecha droga, Droga_Macrdlidos, Droga_Nitrofuranos
Droga_Quilinonas, Droga_Tetraciclinas, Droga_Sulfamidas
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Droga_Sulfamidas_asociadas, Fecha, Sustancia_qufmica
Sustancia_qufmica_4cido_acético,
Sustancia_qufmica_Cloruro de Sodio,
Sustancia_qufmica_Dibromuro_de_Diquat,
Sustancia_qufmica_Formol, Sustancia_qufmica_Furazolidona,
Sustancia_qufmica_Niclosamida,
Sustancia_qufmica_Permanganato_de_potasio,
Sustancia_qufmica_Verde_malaquita,

temp_max_7, temp_min_7, temp_max_6, temp_min_6, temp_max_J,
temp_min_5, temp_max_4, temp_min_4, temp_max 3, temp_min_3,

temp_max_2,temp_min_2, temp_max_l, temp_min 1,
Inspeccidén_sanitaria)

Encuesta_laboratorio ova (Fecha_encuesta, Centro_Cultivo,

Especie, Codigo_lote, Virus_IPNV, Virus_VHSV, Virus_IHNV,
Virus_de la EIBS, Virus_Herpesvirus_salmonis_Tipo_1,
Patégeno_Herpesvirus Salmonis tipo 2, Virus_Retrovirus_PL,
Otros_agentes_virales, Bacteria_Renibacterium_salmoninarum,
Bacteria_Piscirickettsia_salmonis,
Bacteria_Aeromonas_salmonicida,
Bacteria_Flexibacter_psychrophilus, Otros_agentes_bacterianos)

Encuesta laboratorio_alevin (Fecha_encuesta, Centro_Cultivo,

Especie, Cédigo_lote, Virus IPNV, Virus_VHSV, Virus_IHNV,
Virus de la EIBS, Virus_Herpesvirus_salmonis_Tipo_l,
Patégeno_Herpesvirus Salmonis tipo 2, Virus_Retrovirus_PL,
Otros_agentes_virales, Bacteria_Renibacterium_salmoninarum,
Bacteria_Piscirickettsia_salmonis,

Bacteria Aeromonas_salmonicida,
Bacteria_Flexibacter_psychrophilus

Bacteria_Vibrio salmonicida, Bacteria Edwardsiella_tarda,
Bacteria_Yersinia_ruckeri,

Otros_agentes_bacterianos)

Encuesta pre-smolt (Fecha_encuesta, Centro_Cultivo, Especie,

Fecha_ingreso_centro, Cédigo_lote, Proveedor _pre-smolt,
Ntimeros_jaulas, Peso _promedio_individual,Fecha_droga,
Droga Macrélidos, Droga_Nitrofuranos, Droga Quilinonas,
Droga_Tetraciclinas, Droga_Sulfamidas,
Droga_Sulfamidas_asociadas, Fecha, Sustancia_qufmica
Sustancia_qufmica_dcido_acético,
Sustancia_qufmica_Cloruro de Sodio,
Sustancia_quimica_Dibromuro_de_Diquat,
Sustancia_qufmica_Formol, Sustancia_qufmica_Furazolidona,
Sustancia_quimica_Niclosamida,
Sustancia_qufmica_Permanganato_de_potasio,
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Sustancia_quimica_Verde malaquita,

Mortalidad Transporte, Mortalidad_fecha_actual,
Letargia/Apatfa, Peces_orillando,

Inapetencia, Pérdida equilibrio, Peces_errdticos,
Coloracién_oscura, Ulceras_llagas_visibles,
Aletas_deshilachadas, Ano_rojo, Boca_roja, Pérdida_escamas,
Hinchazén_lateral, Manchas_blancas, Mortalidad _1,
Mortalidad 2, Mortalidad_3, Mortalidad_4, Mortalidad 5,
Mortalidad 6, Mortalidad_7, temp_mafiana_7, temp_medio_7,
temp_tarde_7, temp_prom_7, temp_manana_6, temp_medio_6,
temp_tarde 6, temp_prom_6, temp_mafana_5, temp_medio_5,
temp_tarde 5, temp_prom_5, temp_mafana_4, temp_medio_4,
temp_tarde 4, temp_prom_4, temp_maiiana_3, temp_medio_3,
temp_tarde 3, temp_prom_3, temp_mafiana 2, temp_medio_2,
temp_tarde 2, temp_prom_2, temp_mafiana_l, temp_medio_1,
temp_tarde 1, temp_prom_1, transp_7, transp_6, transp_3,
transp 4, transp 3, transp_2, transp_l)

Encuest_laboratorio_pre-smolt (Fecha_encuesta, Centro_Cultivo,

Especie, Cédigo_lote, Virus_IPNV, Virus_VHSV, Virus IHNV,
Virus_de la_EIBS, Virus_Herpesvirus_salmonis_Tipo_1,
Patégeno_Herpesvirus Salmonis tipo 2, Virus_Retrovirus_PL,
Otros_agentes_virales, Bacteria_Renibacterium_salmoninarum,
Bacteria_Piscirickettsia_salmonis,

Bacteria Aeromonas_salmonicida,

Bacteria_Flexibacter psychrophilus
Bacteria_Vibrio_salmonicida, Bacteria_Edwardsiella_tarda,
Bacteria_Yersinia_ruckeri,

Otros_agentes_bacterianos)

Encuesta_smolt (Fecha_encuesta, Centro_Cultivo, Especie,

Fecha_ingreso_centro,Cédigo_lote, Proveedor_smolt,
Niimeros_jaulas, Peso_promedio_individual,
Mortalidad_transporte, mortalidad_fecha_actual,
Letargia/Apatfa, Peces orillando,

Inapetencia, Pérdida_equilibrio, Ulceras_llagas_visibles,
Aletas_deshilachadas, Hinchazon_lateral, Manchas_blancas,
Peces_errdticos, pérdida de escamas, ano_rojo, fecha_droga,
Droga Macrélidos, Droga_Nitrofuranos, Droga Quilinonas,
Droga_Tetraciclinas, Droga_Sulfamidas,
Droga_Sulfamidas_asociadas, Fecha, Sustancia_qufmica
Sustancia_quimica dcido_acético,
Sustancia_qufmica_Cloruro de Sodio,
Sustancia_qufmica_Dibromuro_de_Diquat,
Sustancia_qufmica_Formol, Sustancia_qufmica_Furazolidona,
Sustancia_qufmica_Niclosamida,
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Sustancia_qufmica_Permanganato_de_potasio,
Sustancia_qufmica_Verde_malaquita,

Encuesta_laboratorio_smolt (Fecha_encuesta, Centro_Cultivo,
Especie, IPNV, IHNV, Retrovirus_PL, Otros_agentes_virales
Renibacterium_salmoninarum, Piscirickettsia_salmonis,
Vibrio_salmonicida, Otros_agentes_bacterianos)

Empresawcasa_matriz (nombre, rut, direccidn, responsable,
teléfono_principal, fax, frecuencia_radial)

Teléfonos (teléfonos_secundarios, descripcién_teléfonos_secundarios)
Centro_cultivo (nombre, direccion, responsable,
teléfono_principal, fax, frecuencia_radial, tipo_centro,
latitud, longitud, ubicacién)
Centro_productor_ova (nombre, direccién, pafs, ovas_infectadas)

Laboratorio (nombre, rut, direccién, teléfono, fax, tipo_andlisis)

Especies (nombre_comun, nombre_cient{fico)

Agentes (virus_IPN_x, Virus_IPN_xi, Virus_IPN_xii,
virus_IHN_x, Virus_IHN_xi, Virus THN_xii,
Retrovirus_PL_x, Retrovirus_PL_xi, Retrovirus_PL_xii,
virus_VHS_x, Virus_VHS_xi, Virus_VHS_xii,
Herpcsvirus_salmonis_Tipo_l_x,Herpesvirus_salmonis_Tipo_l_xi,
Herpesvirus_salmonis_Tipo_1_xii, Herpesvirus_salmonis_Tipo_2_x,
Herpesvirus_salmonis_Tipo_2_xi, Herpesvirus_salmonis_Tipo_2_xii,
Renibacterium_x, Renibacterium_xi, Renibacterium_xii,
Piscirickettsia_x, Piscirickettsia xi, Piscirickettsia_xii,
Aeromonas_X, Aeromonas_xi, Aeromonas -xii,
Vibrio_x, Vibrio_xi, Vibrio_xi,
Edwardsiella_x, Edwardsiella_xi, Edwardsiella_xii,
Yersinia_x, Yersinia_xi, Yersinia_xit,
Flexibacter_x, Flexibacter_xi, Flexibacter_xii,
Ceratomyxa_x, Ceratomyxa_xi, Ceratomyxa_xii)

El modelo conceptual obtenido de las vistas queda, por lo tanto, como lo indica la figura 14
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Figura 14

Modelo de datos conceptual obtenido de las vistas
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2.8.—- Modelo de datos entidad-relacion

Durante la obtencién del modelo de datos conceptual a traveés
de las vistas, existe informacién semantica que no es posible
modelar mediante este.

Es asl que se cree conveniente mostrar en la figura 15, el
modelo de datos entidad-relacidén que deja en evidencia la semdntica
involucrada en el modelo conceptual.

3 Implementacién del diseno.

La forma de desarrollar el sistema computacional serd mediante
la generacién de prototipos, los que permiten wuna adecuada
interaccién con el usuario.

La cantidad de personal involucrado en el diseno Y
codificacion de los modulos del sistema se reduce dramdticamente al
existir una forma de codificacidn mediante prototipos.

El lenguaje seleccionado para la implementacion del sistema es
Visual Basic Pro 3.00, debido a que soporta en forma natural y
eficiente el desarrollo mediante prototipos, ademds de permitir un
acceso a tablas definidas implementativamente como relacionales y
pasadas en el estandar que define el administrador de bases de
datos, Microsoft Access.

Para implementar este sistema se requiere como minime un
computador IBM PC compatible con las siguientes caracteristicas:

CPU: 80386 o superior

RAM: 4 Mb o mas

HD: 170 Mb o més

Tarjeta grafica: VGA

FDD: 3%" 1,44 Mb
ademds de una impresora compatible con Microsoft Windows 3.1 Yy el
software Microsoft Windows 3.1.

Cabe hacer notar que durante la ejecucidn de la codificacién
de los prototipos, éstos han variado la presentacion de la interfaz
humano-computador, desde menus separados por acciones a las tablas
involucradas, hasta la actual forma de menus por procesos, que es
la que actualmente se codificé por ser mds natural para el usuario
final, en su accionar diario con el sistema.

El diseno obtenido en las etapas anteriores, estd implantado
en el formato propuesto por Microsoft Access, donde en los listados
estdn especificados los formatos de los registros y caracteristicas
de los atributos claves entre otras.
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MANUAL DEL USUARIO

SISTEMA PINCOYA

El Sistema Pincoya esta disefiado para trabajar interactivamente con el
usuario en forma expedita y simple. Para estos efectos, consta de diversos modulos
interconectados entre si que se activan a traves de pantallas autoexplicativas de facil acceso.

Este breve manual presenta resumidamente las caracteristicas basicas del
Sistema.

Instalacion.

El Sistema Pincoya se instala desde Windows siguiendo el procedimiento
habitual. Para llevar a cabo la instalacion, ejecute el programa SETUP.EXE que se
encuentra en el Disco 1 y siga las instrucciones.

Inicio de la Aplicacion.
Para iniciar la aplicacion :

I~ Abra el grupo de aplicaciones
2- Haga doble clic en el icono Pincoya.

Aparecera la siguiente ventana del Sistema Pincoya
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Menmi Principal.

ol Protatipe Sistema Pincoya

Figura 1.-

Los botones centrales representan las funciones principales del Sistema
Pincoya. Las revisaremos en lineas generales, explicando brevemente algunas pantallas y
dando algunas definiciones basicas que ilustren el uso del Sistema.

Cada uno de los botones del meni se activa con el mouse o pulsando la
correspondiente letra subrayada mientras se mantiene presionada la tecla “Alt” o
posiciondndose sobre el boton y apretando “Enter”. Este procedimiento se ocupa a través de
las distintas pantallas que aparecen en el Sistema Pincoya.

El boton “Ingreso Encuestas” selecciona el modulo que permite digitar las
respuestas provenientes de las distintas empresas a las que se les ha enviado formularios con
las consultas.

El'boton “Muestreo” activa la seleccion de los centros de empresas que seran
encuestados.

El'boton “Reportes” permite obtener listados con informacion relevante
acerca del proceso desarrollado.

Manual del Usuario Sistema Pincoya Pagina 2
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El boton “Mantencidn Archivos” accesa al modulo destinado a la mantencidn
de las bases de datos que usa el Sistema Pincoya.

Ingreso Encuestas.-

Activando el boton “Ingreso de Encuestas™, aparece la siguiente pantalla:

Pratotipo Sistema Pincoya

Figura 2.-
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Aqui se presentan los tres tipos de Centros involucrados. A modo de ejemplo
seleccionaremos “Centro Fluvial”. La pantalla que aparece en este caso es:

Prototipo Sistema Pincoya

Figura 3.-
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En un Centro Fluvial, existe interés en consultar acerca de ovas y alevines.
Hay dos tipos de encuestas para cada uno de estos casos. Una esta dirigida al Centro y otra
a un Laboratorio. Para i ingresar las respuestas se debe activar el botén con'espondlente A
modo de ejemplo activemos “Encuesta Ovas”. La pantalla resultante es la siguiente:

Encuesta de Ovas Centro Fluvial

"Empmsa o [ | Elpnciar I

Cantio de Cultivo l ] Facha de ingraso m
Proveedor I _I fecha Encuasta D:[j

r Hiztoria 5 anitaria de los Padraz
[ Diagndstico por Muestieo [T Diagnéstico Padie a Padre
' Patégenos anakzadox o Certibcados libinx de .
I IPNV [ Aelovirus salmonis Tigol
! [~ VHSV [ Reuovitux salmonis Tipo 2
‘ T IHRV [T Retroviius PL
‘ M Vius do la EIBS [~ Otros agentes viales
i ™ Ranibacterum salmoninarum [T Yorsinia iuketi
I™ Piscitikettsia solmonis ™ Flexibactes prpchrophiuz
[T Aeromohas salmonicida {~ Outox agentas bacterianox
[ Coratomyxa shasta [ Owros agentes infecciosos
Tiatamionto pravios al desove e e = Test utilizados —--—————————=—
[ Inyeccién de Antibidticos [T Efecto chopdtico
710 dias E f,:.:;;'
710 a 30 dias Antes del Dazove .
[~ 30 o max dlas EAT
S _[}0uos §
— Historia de lax Ovas
|— Mortalidad — Tratamiento de las Dvas ~—— ——
Total ol Poriodo do Eclosidn [i:}z -Proventivos [ Desinfoccibén
! -Transpaite % -Curativos [T Antibidticos
i H [ [ Solucién Sakna
| _B:::'QA‘M Ix [ Varde Malaguita
N clena =4 [ Ouos
e Expocificar H
L.._._-O"n: z PP .Pe(. [
- Otioz - -
Temparatura 7 6 5 4 3 2 1
MAxma
Minima
Ulima Inspeccitn Sanitana L:‘:‘:I
Figura 4.-
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Estas pantallas, al igual que todas las del Sistema Pincoya, estan asociadas a
sendos formularios de encuesta. La pantalla y el formulario asociado tienen los mismos
campos.

Los campos que aparecen en estas pantallas, se llenan en forma distinta. El
primero se llena haciendo clic con el mouse en el cuadro pertinente. Este, al ser activado
presenta una marca de cruz en su interior. Un caso de este tipo es el correspondiente al
“Test utilizado”.

También aparecen campos que se llenan directamente con la informacién
pertinente. Como ejemplo de este caso tenemos los casilleros asociados con temperatura.

Finalmente, destacamos un tercer tipo de campo que tiene conexion con la
base de datos asociada y que puede llamarla para hacer un ingreso automatico usando el
botén derecho del mouse. De este tipo es el campo “Casa Matriz”, que para ser llenado
basta marcarlo con el boton derecho del mouse. Esto despliegua un listado con los nombres
de las distintas casas matrices contenidas en la base de datos; de éste se selecciona una con
el botén izquierdo del mouse. Este método de llenado tiene la gran ventaja de completar un
campo con un nombre de empresa exactamente igual al que existe en los archivos, evitando
errores en la verificacion de la informacion.

Muestreo.-
Al marcar el boton “Muestreo”, aparece la siguiente pantalla:

e

Prototipo Sistema Pincoya

Seleccibn de la muestra

O Caza Normal

O Caso Alerta Amarilla

Seleccione el tipo de Cazo
¥ luago el tipa de Centio

Figura 5.-

Para seleccionar una muestra, primero debe marcarse uno de los botones
circulares correspondientes al caso bajo el cual se realiza el muestreo: Caso Normal o Caso
Alerta Amarilla. A continuacion se marca el tipo de centro que sera muestreado. A modo de
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ejemplo seleccionaremos una muestra de “Centro Fluvial” en Caso Normal con lo que
tenemos la pantalla:

Prototipo Sistema Pincoya

Ezrpeciticaciomes Técnicas de la Mueshia

Hivel de Confianza 0.95

1

Pracision

Estimacidn adelantada |09

Figura 6.-
Aqui aparecen tres recuadros con informacion que debe proveer el usuario.

El primero es el nivel de confianza usada en la estimacion de las
proporciones. El programa propone como valor por defecto a 0.95. Ademas de éste, con el
boton derecho del mouse se puede desplegar un listado de valores de niveles de confianza |
que estan implementados en el sistema.

A continuacion, aparece el cuadro que debe llenarse con la precision deseada
para la estimacion de la proporcion. Se debe insertar un nimero decimal entre O y 1.

En el tercer cuadro se pide una estimacion inicial aproximada de la
proporcidn considerada. Aqui se propone un valor por defecto igual a 0.5, que es el mas
conservador al entregar la muestra de mayor tamaio.
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ejemplo seleccionaremos una muestra de “Centro Fluvial” en Caso Normal con lo que
tenemos la pantalla:

LD

= Prototipo Sistema Pincoya

Especiticacionet Técnicas de la Muettia

Nivel de Confianza 0.95 “_M__‘I

Pracision

E stimaciin adalantada

Figura 6.-
Aqui aparecen tres recuadros con informacion que debe proveer el usuario.

El primero es el nivel de confianza usada en la estimacion de las
proporciones. El programa propone como valor por defecto a 0.95. Ademas de éste, con el
boton derecho del mouse se puede desplegar un listado de valores de niveles de confianza
que estan implementados en el sistema.

A continuacion, aparece el cuadro que debe llenarse con la precision deseada
para la estimacion de la proporcion. Se debe insertar un numero decimal entre Oyl

En el tercer cuadro se pide una estimacion inicial aproximada de la
proporcion considerada. Aqui se propone un valor por defecto igual a 0.5, que es el mas
conservador al entregar la muestra de mayor tamafio.
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Si en el ejemplo considerado, aceptamos los valores por defecto e ingresamos
una precision igual 0.1, tenemos la siguiente pantalla.

Prototipo Sistema Pincaya

Médulo de Impresién

Destino de la Impiasion l;;;l_aih

Figura 7.-

Aqui se selecciona el destino de la impresion: por Pantalla o por Impresora.
Hecha la seleccion, aparece impreso el conjunto de Centros seleccionados.

Reportes.-

Seleccionando el boton “Reportes™ aparece el siguiente cuadro:

Presentacion de Repartes

Figura 8.-
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Al presionar el boton “Historico”, se genera una lista de todos los centros que
han sido seleccionados en una muestra. El boton “Centros con Alerta”, produce un listado
con los centros cuyas respuestas a las encuestas han sobrepasado alguno de los hrmtes
establecidos para control de Alerta Amarilla.

Mantencion de Archivos

Esta seccion permite ingresar la informacion referente a los distintos archivos
basicos usados en el Sistema. Es absolutamente necesario actualizar estos archivos antes de
realizar el muestreo correspondiente a cada etapa para evitar errores debido a informacion
basica inexistente o equivocada.

Figura 9.-

Los botones “Casa Matriz”, “Laboratorios” y “Proveedor de Ovas” conducen
a las pantallas destinadas a mantener los archivos asociados a las instituciones que participan
en el sistema. Su llenado es autoexplicativo.

El boton “Especies” despliega una pantalla con la cual se mantiene el archivo
que contiene los nombres de los distintos peces controlados por el sistema.

Finalmente, el boton “Agentes” permite mantener actualizados los limites
maximos permitidos para la presencia de posibles agentes en las Regiones X, XIy XII. Se
supone que estos limites pueden sufrir variaciones en el tiempo y deben ser especificados por
el usuario responsable. Su determinacion tiene un efecto importante en el funcionamiento del
sistema, por lo tanto se debe tener sumo cuidado de proporcionar estimaciones de la mayor
exactitud posible.
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Es importante destacar que los archivos creados por el Sistema Pincoya,
pueden ser consultados por el administrador de bases de datos ACCESS 2.0 de Microsoft.
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El programa PINCOYA, se enttega en dos diskettes de 3.5",

El primero de ellos contiene 32 archives, incluyendo el
programa instalador (SETUP.EXE)

COMMDLG .DL_ 50924
CRPE .DL_ 385005
CRXLATE .DL_ 11073
CTL3D .DL_ 11511
GSWDLL .DL_ 30948
MSAES110 .DL_ 18931
OBDC .DL_ 25437
OBDCINST .DL_ 40998
PDBJET .DL_ 39672
SETUPKIT .DL_ 3657
VBDB300 .DL_ 59761
VBRUN300 .DL_ 276684
VER .DL_ 9728
GSW .EX_ 138927
PINCOYA JEX_ 114134
SETUP1 .EX_ 14538
SHARE .EX_ 9376
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SETUP
ODBCINST
BDPROY
SETUP
CMCC
RAGENTES
RESPECIE
CRYSTAL
GAUGE
GRAPH
GRID
KEYSTAT
MSMASKED
MSOUTLIN
SPIN
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. EXE
.HL
.LD
.LST
.RP_
.RP
.RP_
.VB
.VB_
.VB

.VB

.VB

. VB
.VB
.VB

15312
16065
131
49
5108
5274
4913
15060
17529
40938
27658
10928
18430
14888
10978



El segundo diskette, contiene los 15 archivos restantes:

MSABC110 .DL_ 210799
MSAJT110 .DL_ 424435
PDCTJET .DL_ 26192
PDIRJET .DL_ 27505
BDPROY .MD_ 181319
RHISAMA .RP_ 5214
RLAB .RP_ 4919
RMED .RP_ 4970
RMUESTRA .RP_ 4888
RMUETRA .RP_ 5052
ROTAMA .RP_ 5077
RPO .RP_ 4995
RPRUEBA .RP_ 5005
RTODAMA .RP_ 5233
RYELLOW .RP_ 4948
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PUESTA EN MARCHA DEL SISTEMA DE ALERTA.

Todo sistema complejo, como el que aqui se estd presentando, tiene una etapa de
puesta en marcha que requiere de cuidados especiales por parte de los responsables de su
funcionamiento. Esto es necesario para suavizar al médximo las dificultades inevitables
propias de un prototipo que comienza con informacién incompleta y sin experiencia acumu-
lada de parte de los distintos actores. En consecuencia, se debe tener el cuidado de preparar

detalladamente todos los aspectos que ayuden a evitar dificultades en los momentos iniciales.

Previo a la implementacién del sistema, debe establecerse un listado de laboratorios
autorizados, para ser consultados por la(s) empresa(s) cuando el sistema lo requiera. Estos
laboratorios deben ser chequeados respecto de su equipamiento, experiencia del personal a

cargo y otros requerimientos que el organismo administrador del sistema establezca.

El sistema comienza a funcionar duranté un periodo de "marcha blanca" donde el
prototipo disefiado es puesto a prueba y sometido a las correcciones que se estime apropia-
das. Esta confrontacién con la realidad es imprescindible para obtener una representatividad
del modelo acorde a las exigencias y necesidades de cada una de las regiones del pais en las
que serd aplicado. Este perfodo de marcha blanca es también el momento oportuno para
realizar diversas actividades transitorias, pero de gran importancia. Sin pretender ser ex-

haustivos, podemos mencionar las siguientes:

1.-  Enviar informacién inicial a todas las empresas participantes, que incluya los funda-
mentos que dieron origen al proyecto, quienes lo aplican y como funciona

2.- Realizar talleres y reuniones de trabajo para interactuar con los diversos especialistas
que trabajan en produccién de salmonideos

3.-  Completar la informacién bdsica para el funcionamiento del Sistema

4.-  Operar aplicando encuestas a todos los centros y no sélo a una muestra, como serfa
lo normal durante el funcionamiento regular.

5.- Determinar las Vecindades de los distintos Centros
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1.-ENVIO DE INFORMACION ACERCA DEL SISTEMA

El envio de informacién inicial es una de las actividades previas al comiezo de
operacion del sistema, que debe realizar la entidad responsable del mismo. Como apoyo a
este envio, nos ha parecido oportuno aportar comentarios y sugerencias que podrian estar

presente en el informe. Los puntos siguientes contienen un esquema minimo.

1.1.-FUNDAMENTOS QUE DIERON ORIGEN AL SISTEMA.

El crecimiento que ha tenido la produccién de salmonfdeos en las regiones X, XI y
XII durante los tiltimos anos, y su impacto a nivel internacional, ha convertido este sector
en uno de los mds importantes focos de desarrollo del pafs. Este mismo crecimiento ha
hecho que surja la preocupacién por brindar todo el apoyo disponible para mantener, e
incluso mejorar, los estdndares de calidad que tiendan a asegurar la posicién del pafs como

uno de los l{deres mundiales en el drea.

Chile tiene excelentes condiciones naturales para la produccién de salmonideos,
especialmente por la calidad de sus aguas, la ausencia de varias enfermedades presentes en
centros de cultivo de otras latitudes y el nivel sanitario alcanzado. Por estas razones, es
necesario extremar las medidas de seguridad para preservar y mejorar estas condiciones que
otorgan al pafs importantes ventajas comparativas frente a la competencia internacional.

Es asi que, por el gran efecto que tienen las enfermedades denominadas de alto
riesgo, en la calidad y cantidad de la produccién, se ha decidido disefiar un Sistema de

Alerta para la deteccidn, control y eventual erradicacién de las mismas.

1.2.-RESPONSABLES DEL SISTEMA.
El organismo administrador del sistema, deberfa tener las siguientes caracteristicas:

(a) Autoridad suficiente para lograr que se ejecuten las acciones necesa-
rias tanto para alimentar el sistema como para hacer cumplir las medi-
das requeridas por las alertas.

(b) Autonomia, respecto de los afectados como de los organismos fiscali-
zadores.
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Tal vez serfa recomendable que el organismo administrador fuese la propia Subsecre-
taria de Pesca, a través de una Oficina Técnica creada con este propdsito, que opere y esté
capacitada para obtener toda la informacidn necesaria para el funcionamiento, procesmiento
y alimentacidn de las bases de datos, y analizarlas de acuerdo a procedimientos establecidos.

Dicha oficina habria de servir también como centro de consulta para todos los interesados.

Esta Oficina Técnica serfa quien determine las alertas correspondietes y ponga en

marcha las acciones de acuerdo a un programa preestablecido.

1.3.-FUNCIONAMIENTO GENERAL DEL SISTEMA

1.3.1.- Recoleccién de informacion.

El funcionamiento de un ciclo regular del Sistema comienza con el envio de formu-
larios a las Empresas Productoras para que sean respondidos con informacién de los Centros
de Produccién que hayan sido seleccionados en una muestra preparada para tal efecto. La
informacidn recogida es ingresada a una base de datos y posteriormente analizada mediante
comparacién con estdndares que permiten establecer la presencia de un estado de alerta

especifico.

1.3.2.- Plan de Muestreo.

En distintos perfodos del ano, se selecciona un grupo de Centros Productores de
acuerdo a un Plan de Muestreo Estadfstico que garantiza un nivel de confianza apropiado
para la toma de decisiones. En caso de encontrarse un Centro afectado por alguna de las
patologias de alto riesgo, mds alld de los niveles permitidos, se encuesta a los vecinos. Si
entre éstos, aparece un nuevo Centro contaminado, se repite la encuesta a todos sus respecti-
vos vecinos. Este proceso continia hasta que no aparezcan nuevos Centros contaminados en
las vecindades examinadas. De esta forma, se obtiene un panorama apropiado del alcance y

profundidad del brote de la enfermedad detectada.
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1.3.3.- Alerta,
Para los efectos del sistema de vigilancia, el sentido de la palabra alerta se referird
a aquellas situaciones de origen biolégico o ambiental que revistan peligrosidad para la

produccién de salmoénidos en cultivo.

Una alerta es una senal que indica que podria existir o existe una situacién de emer-
gencia sanitaria que determina una accién conjunta de autoridades y afectados para emplear
los recursos que sean necesarios para el control y/o erradicacién de las enfermedades de alto
riesgo definidas para este estudio. Dichas acciones estardn orientadas por los principios de
ayuda mutua y empleo escalonado de recursos bajo la autoridad encargada de administrar el

sistema.

Se distinguen dos grados de alerta: Alerta amarilla (AA) y Alerta roja (RR):

AA : Se establece cuando una enfermedad de alto riesgo amenaza con aparecer o
propagarse a centros, areas, sectores o regiones vecinas, o0 crecer en exten-
sién y severidad de tal forma que permita suponer que podria ser controlada
con las medidas preventivas indicadas por la oficina administradora del siste-

ma.

RR : Se establece cuando se detecta una enfermedad de alto riesgo no presente en
el pafs, en cuyo caso la oficina administradora del sistema determinard las
acciones tendientes a su erradicacidn, o, en situaciones en que enfermedades
presentes se hagan incontrolables dado su crecimiento en extensién y severi-
dad de tal forma que obliguen a tomar medidas destinadas a interrumpir el

contagio o aislar su presencia.
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1.4.- MANUAL DE TECNICAS.

A pesar del conocimiento generalizado acerca de los distintos procedimientos asocia-
dos a la explotacion de un Centro de Produccién de Salmonideos, parece importante acen-
tuar al mdximo la estandarizacion de la seleccién y uso de los mismos. Por esta razén, es
conveniente poner al alcance de todos los interesados, el Manual de Técnicas preparado

durante el desarrollo de este Proyecto.
2.- TALLERES Y REUNIONES DE TRABAJO.

El funcionamiento de un Sistema como el que nos interesa, no estd exento de
dificultades para su puesta en marcha, momento en que pueden aflorar miltiples dificultades
propias de la ejecucién de un prototipo que ain no estd completamente afinado. En particu-
lar, es necesario que los encargados de los Centros que responden los formularios tengan la
oportunidad de plantear sus inquietudes y recibir respuestas relacionadas con su participa-

cion.,

Para mejorar la recepcién de un proyecto de esta naturaleza por parte de todos los
que se relacionan con €l, deben tener la oportunidad de interactuar unos con otros, de modo
que las distintas experiencias disponibles vayan en apoyo del Sistema. Por esto parece
conveniente preparar una serie de Talleres y Reuniones de Trabajo entre distintos sectores
de especialistas. De este trabajo conjunto podrfan surgir aportes importantes, particularmente

por la amplitud de puntos de vista presente entre los participantes.
3.- BASES DE DATOS DEL SISTEMA.

El buen funcionamiento del Sistema de Alerta, depende estrechamente de la
calidad de la informacion disponible para la toma de decisiones. Al momento de la puesta en
marcha, las bases de datos se encuentran vacias y, en consecuencia, una de las primeras

acciones a realizar consiste en llenarlas,
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Hay dos tipos de datos usados por el Sistema: los que no afectan al proceso producti-

vo de salmonideos y los que si lo afectan.

3.1.- Datos que no afectan al proceso productivo.

Estos datos se refieren tipicamente a la identificacién de los agentes partici-
pantes. Aqui incluimos a las Empresas y sus caracteristicas, a los Laboratorios, a las enfer-

medades, a los tratamientos, a los medicamentos, etc.

Los datos de Empresas y sus respectivos Centros son cruciales para la aplicacién del
Plan de Muestreo, por lo que deben ser llenadas en primer lugar, ya que nada puede comen-
zar sin ellos. Se supone que estos datos varfan lentamente, por lo que basta actualizarlos con

frecuencia relativamente baja (una vez al afio).

Los datos de enfermedades, tratamientos y medicamentos, practicamente no varfan,
por lo que una vez obtenidos no serd necesario modificarlos a menudo. Estos son datos

complementarios cuya ausencia no entraba el funcionamiento del Sistema.

3.2.- Datos que afectan al proceso productivo.

Estos son los datos a los que, esencialmente, se refieren las encuestas preparadas en
este Proyecto. Tienen que ver con proporcién de especimenes afectados por una enferme-

dad, mortalidad observada, valor de variables ambientales, etc.

La importancia de esta informacién es evidente, ya que es la que permitird,
en un plazo mediano, investigar las relaciones existentes entre las variables observadas y la
mortalidad producida por una enfermedad. Al momento de la puesta en marcha, las conside-
raciones tedricas hechas en el Proyecto, han permitido plantear algunas condiciones iniciales
que, con toda seguridad, necesitardn una revision a la luz de informacién confiable prove-

niente de las distintas Empresas.
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4.- ENCUESTAS CENSALES

Debido a la total falencia de datos, el comienzo de la aplicacién del Sistema
deberfa tener un procedimiento mds completo de generacion de los mismos. Es por esto que
se propone trabajar, en un primer perfodo, enviando las encuestas pertinentes a todos los
Centros en funcionamiento, y no sélo a los seleccionados en una muestra. Esto proporciona-
rd una base mds sélida para ajustar los modelos planteados a la realidad de cada una de las
tres regiones involucradas. Esta forma censal de encuestar, es la que proporciona anteceden-

tes mds claros, pero debido al costo involucrado puede reducirse a una encuesta por mues-

treo.

5.- VECINDADES DE CENTROS.

Una vez obtenida la informacion referente a los Centros, es necesario deter-
minar cudles son los vecinos de cada uno de ellos. Este no es un proceso que pueda realizar-
se en forma automdtica, sino todo lo contrario. Cada Centro debe analizarse individualmen-
te, atendiendo a su ubicacién geogrifica, las caracteristicas de su entorno, el movimiento del

agua, etc.

Esta parte requiere de un equipo de personas que conozca detalladamente las
dreas en las que se encuentran los Centros, las caracteristicas de propagacién de las enfer-
medades y las exigencias propias de las metodologfas utilizadas. Afortunadamente, una vez
que se establezca y se acepte el conjunto de las vecindades requeridas, no serd necesario
hacer modificaciones periédicas. Bastard modificar las vecindades con la inclusién o la

exclusién de Centros participantes en el Sistema.
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ESTANDARIZACION DE METODOS Y PROCEDIMIENTOS
DE DIAGNOSLS, PREVENCION Y TRATAMIENTO.

Los Métodos estdndares que se utilizan para la identificacién y deteccion de ciertos
patdgenos de peces los establecid la Sociedad Americana de Pesquerfas en 1975 (Amos,
1985), y fueron aquellos considerados como los mds confiables, sensibles, pricticos y
aplicables a un gran nimero de muestras. La Seccién de Salud de los Peces de esta socie-
dad es considerada lider en materia y sus procedimientos son ampliamente aceptados en
Estados Unidos, Europa y Japdn. Revisiones posteriores de estos procedimientos han ido
incorporando nuevas técnicas desarrolladas que obedecen a la dindmica de la salud de los
peces.

Para la deteccién de agentes virales de peces, se reconocen aquellas técnicas de
diagnosis presunta, basadas en la aparicién de efecto citopdtico en lineas celulares especifi-
cas. El diagndstico confirmatorio se realiza mediante técnicas inmunoldgicas. Asi mismo
los procedimientos para la deteccién de agentes bacterianos estdn basados en los mismos
criterios de diagnosis presunta mediante pruebas bioquimicas. Para algunas bacterias deter-
minadas se acepta como presunto los frotis de tejidos sometidos a tinciones especificas. El
diagndéstico confirmatorio se basa en pruebas inmunoldgicas para los cuales se han desarro-
llado diferentes técnicas, las que estdn en constante evolucidn. En el caso de los pardsitos se
describe una gama de técnicas de deteccion e identificacién que comprende tinciones espe-
cificas, microscopia, cortes histolGgicos y microscopfa electrénica dependiendo del tipo de

pardsito.
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Muchas enfermedades son dificiles o imposibles de tratar. No todas son resultado
directo de agentes infecciosos aunque alguno de éstos pueda estar involucrado. Los factores
fisicos o quimicos y el manejo tienen, a menudo, fuerte influencia sobre el desarrollo de una
condicién patoldgica con resultado de pérdidas. Es necesario identificar dichas factores para
tomar las medidas correctivas apropiadas. Sin embargo, cuando un brote de enfermedad se
presenta, hay situaciones en que, ademds de corregir los factores que lo desencadend, es

indispensable la terapia quimica (Wood, 1968).

Los productos y formas de tratamiento empleados en nuestro pafs, son aplicados sin
que exista una estandarizacion de dosis y duracién de los tratamientos. Se corre asf el riesgo
de crear cepas resistentes. En un estudio realizado en salmdnidos de cultivo de la Xa.Regién
(Informe CORFO-APSTCh, 1992), se encontré que muchas de las cepas aisladas resultaron
resistentes a la mayorfa de las drogas de uso comun, Por lo general, el tratamiento sélo
elimina temporalmente al patgeno, ya que la bacteria permanece y se vuelve a desarrollar
si no se corrige el factor que contribuyé a su proliferacién. Esto se relaciona con los méto-

dos de prevencién de enfermedades.

El tiempo ha demostrado que las técnicas de prevencidn de enfermedades son efecti-
vas y ahorran considerable trabajo y dinero. Mientras algunos de los métodos de tratamiento -
para controlar enfermedades de peces han resultado exitosos, no hay substituto para las

précticas cuidadosas y eficientes del cultivo (Wood, op.cit.).

Los criterios para estandarizar los métodos de prevencion y tratamiento estdn basados

en:
1.-  La normatica vigente
2.- Dosis y frecuencia de los tratamientos
3.-  Eficacia de los tratamientos

4.-  Disponibilidad de productos farmacoldgicos.
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El trabajo realizado en este aspecto queda contenido bajo la forma de dos manuales

"MANUAL DE METODOS DE DIAGNOSTICO
PARA PATOGENOS DE SALMONIDOS"

"MANUAL DE PREVENCION Y TRATAMIENTO
DE ENFERMEDADES DE SALMONIDOS DE CULTIVO”
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ANEXQO A
FORMULARIOS DE ENCUESTA
DIRIGIDOS A LOS CENTROS DE CULTIVO



PROYECTO N°23

UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO
FONDO DE INVESTIOACION PESQUERA

ESCUEKLA DE CIENCIASR DEL MAR

INETITUTO DE FOMENTO PREGUERO-COVHAIQURE

T VR e—

ENCUESTA A CENTROS DE CULTIVO DE SALMONIDOS
AGUA DE MAR

I ANTECEDENTES GENERALES DEL CENTRO DE CULTIVO.

1.1 Lugar en que esta ubicado el Centro.

COMUNA EEKCTOR

1.2 Procedencia de los peces de cada wuna de las especies que se

cultivan en el Centro.

NOMBRE DE LA
LUGAR DE PROCERENCIA (Eactor-Regidn
EEPECIE

Pag. 1
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO PROYECTO N°23

EECUELA DE CIKMCIAS DEL MAR

FONDO DE INVEETIQACION PESQAURERA

INSTITUTO DE FOMENTO PESCGUERO-COYHAIQUE

IT.

It.

II.

1.

II.

II.

AVDA. ALTAMIRANO 1400-CASILLA 103

IL. ACTIVIDADES GENERALES QUE SE REALIZAN EN EL CENTRO.

pPeriodicidad en el cambio de mallas de las Balsas-Jaulas.

Samanal

Quincenal
oLy A Rapaciliaqua;

Frecuencia en la extraccién de la mortalidad.

Diaria
Semanal

Qtra frecuencia Eapacifique:

Degsinfectante(s) utilizado(s) en las aguas sangre da cosecha.

Periodicidad en la medicidén de los parametros ambientales que,
habitualmente, registra el Centro para evaluar la calidad del
agua en las Balsas-Jaulas.

PARAMETROSE
FRAECUENCIA EN LA MEDICION
AMAIENTALKS

Elementos de higiene con que cuenta al Centro.

Pediluvio

Maniluvio

Reciplente para
desinfeccldén de utensilios

Frecuencia con que el Centro recibe asistencia ictiopatoldgica.
Mensual

Semanal

Quincenal

Otra frecuencia Eapacitique:
Nunca Zalle a Item IiI. (Pag.
Pag. 2
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAILSO PROYECTO N°23

CRAAQUELA PRPE QIRYOIAd DEL MAR

ForDD DE INVESTIQACIOMN PELQAUERA

INETITUTO DE FOMENTO PESQUERO-COYHAIQUE

IT.

Tipo de Institucion que brinda asistencia jctiopatoldégica al
Centro.

l.a propia empyesa

Laboratorios Universitarios

Laboratorios particulares, neo universitarios

Laboratorios asocliados a insumos

Ninguna
Otro rtipo de institucion

I11. PARA CADA UNA DE LAS ESPECIES DE 9ALMONIDOS QUE SE
CULTIVAN EN EL CENTRO. RESPONDA LA3 PREQUNTAS DEL

ANEXO QUE SE ADJUNTA,

Iv. COMENTARIOS GENERALES A LA ENCUESTA.

USO EXCLUSIVO DEL ENCUESTADOR

AVDA. ALTAMIRANG 14080-CASILLA LO020-FONO (32)I04R0R-

OCTUBRE DE (994

Pdag. 3

FAX (ADINLRTO-VALPARAIEDQ



PROYECTO N*23

UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO
FONDO DE INVEETIGACION PESQUERA

ES£CUELA DE CIENCIAR DEL MAR
INETITUTO DE FOMENTO PEEQUKRO-COYHAIQUK

excoesta e [

A NE X O

ACTIVIDADES ESPECIFICAS DEL CENTRO
MANEJO Y CONTROL DE ENFERMEDADES

ESPECIE :
1 .- Pariodicidad en los recuentos y muestreo de peces.
PERIODICIDAD
NHunaa Ramanal |[auinaenal Meraual owra
MUEETREOS
ACCUENTOS
2.- Tratamientos preventivos que normalmente, realizan en el Centro.
TRATAMIENTO
ETAPA DK CULTIVO EN AQUE BE APLICA L)
PRALEVENTIVO
Uao da

tnmunocseatimulantaes.
gSuplLamento de
vitamirnaa Minerales
DLeminuaiédn de
penaidades.

Uso de Antibidtiircos,
via oral.

Inyeacion de
Antibidticos.

owro. EEPECIFIQUK!:

a2l Cantro,

mLanto no asa Je usmo habityal en

(") En casd aua al trata
naole O ML REALIZA.

pag. A. 1
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO PROYECTO N*23
EECUELA DE CIKNCIAS DEL MAR FONDO DE INVESTIJACION PESQUKRA

INETITUTYO DK FOMEMNTO PEEQAUERO-COYHAIQUE

3. - Temperatura del agua asociada a los brotes de los principales
patégenos que se han registrado en el Centro, durante el periodo

1992-1994, para la especie

ENFEAMEDADES AFGIRTRAADAS EN EL CENTRO

ECHA -
¥ " aKD SRE Iopt\.aonno(') LeuaaemiafMMyno - copbpodos |otraa
a-A ‘ ) r
Me ® BactlerLana viral bacterias pée

o4-02

ox-012

ci-013
04-02
on-02

0a~02

o7?-01

af-02

aop-0123

i1o-02

Le-02

L2-P2

ghavez

ox-#9

as-of

C4-08
os-o8
oa-08
o?-o8
oa-oB
[ X- 28] ]
Lo-0o8
Li-08
LEX-08

(g roon

agiL-D4
o1-04
os-04
-T2 -T)
os-04
oa-04
Q7-04
o8-04
Q0-04

cfhrooe

» " L aaillero aorres andient al mea d rote del
pgtggg:g? ::\‘o::mtﬁ‘f‘m;grzlugn.éol agud rog\.gt rada nt momantio 3.\? grato.
¥ 3 Este grupe incluye: PAETEURELA, ACROMONASR, PECUDOMONAR, VIBRIOSR.
2 i il t ol orcentgje. d mortalidad on
(") 2 .333.:?2?‘53@[30‘3 t:tgn h%ugﬂ‘,’ 3uran - ot ¢N Lnatnada.
2 LA ENFERMEDAD NO EK PRAECEKNTS DURANTE EBK Aflo, ANOTE:

P&g. A. 2
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PROYECTO N"23

UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO
FONDO DE INVEETIAACION PEEQUERA

EECUKLA DE CIENCIAS DEL MAR
UTO DE FOMENTO PESQUERO-COYHAIlQUEK

INETIT

4. - Método de Diagnéstico y Tratamiento utilizado durante la ultima vez
que se presents la patologia, dentro del periodo 1992-1994.

METODO DK TRATAMLIENTO
ENFERLMEDAD
DIAQHOBTICO APLICADO
tay ()
(f Eate grupo incluye:

s kKD
PARTEURELA , ACROMONAS
PFEEUDOMONAS , VIBRIOE.

SRR
=letoom\a (a) En aata columna anaote
afiertiana ¢ §

al nimero que se Lla
L.untm\.n ,
Vira asignd al Método, eon

‘ . el Listado A, -
Mywuobactleria
(6) En aata aolumna anote

copépodos el nimero que as Lo
oLra: (Indlquela asigné al Tratamiento

on ol Lisatade B.-

FROTIE MUMEDO
TINCION dRAM
PICQAUIMICO
INMUNODIFURION
IFAT/DFAT

ELISA
£Ccy EN gQULTIVO CELULAR

MICROSCOPIA ELECTROMICA
HISTOLOAGIA

0. OTRO METODO!:
iEapeaitiquelo en el aquadra)

A.~ METODO DE D1 AGNOSTICO:

o R w0 @b w N>

DIBMINUGION DE DENEIDADES (Deadable)

- AGIRO OXOLINIGO
- EAITROMICINA

- DIMETRIDAZOL
FLUMEQUINA

- FURAZBOLIDONA

- OMITETRAGCICLINA
SULFAMETAZINA O SULFADIMIDINA SODICA
- BRULFADOMINA + TRIMETOPRIM

OTRO TRATAMIENTO:
(gapecitliquelo en el au

8. - TRATAHIENTO APLICADO:

O & N 6 Qs BN
]

-
[~]
i

adra)

5.- . Completd este ANEXO para cada una de las especies que =& cultivan

en el Centro?

Coantipie respondie ANEXOR ra Lae reaianiss
HO ecapedies que ee cullivan an & Centro.
'3 Vuelva al ITEM IV (Pag. B de La ENCUESTA.

Pig. A. 3}
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PROYECTO N°23

UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO
FONDO DE INVEETIQACION PESQUERA

ESCUELLA DE CIENCIAE DEL MAR
INETITUTO DE FOMENTO PEEQUERO-COYHAIQUK

encuesTa N (]

ENCUESTA A CENTROS DE CULTIVO DE SALMONIDOS
AGUAS CONTINENTALES

I.= ANTECEDENTES GENERALES DEL CENTRO.

I.1 Lugar en que estd ubicado el Centro.

SECTOR

COMUNA

1.2 Instalaciones de cultivo con que cuenta el Centro.

gSalas de Incubacién
Estanques de Alevinaje
Balsas-Jaulas

Otras instalaciones Espaditique:

1.3 Etapa de inicio del proceso productivo que desarrolla el Centro.

Ovas
Alevines galte a ITEM IXI (Pdg. 4
Salte a ITEM IV (Pdg. W

Pre-Smolt

1.4 Salas de Incubacién donde se cultivan las ovas que 3on de

propiedad del Centro.

Salas de Incubacién del Centro B

gSalas de Incubaci6n de otros Centros
indiqua los lugares an que eatdn ubicadoa seca Cantros

Pag 3

FAM(IDIANG B70-VALPARALIRO

AVDA. ALTAMIRANO 1400-CARILLA AOIO-I'OND(II)I.t.ﬂ-



PROYECTO N'23
FONDO DE INVEETIOACION PEEQAUERA

UMIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO
CECUELLA DE CIKNCIAE DEL MAR
INETITUTO DK FOMENTO PEEQUERO-COYHAIQUE

RESPONDA ESTE ITEM SOLO SI EL CENTRO POSEE SALAS DE INCUBACION;

11, -
EN CASO CONTRARIO, SALTE A ITEM III CPag.4d.

II.1 Antecedentes Sanitarios de las ovas que se incuban en el Centro

Ninguno
Ovas certificadas libres de virus

Reproductores sometidos a screemning
Reproductores tratados con antibliéticos

Otros

Eapscaifique:

11.2 Origen de las ovas que 38 incuban en el Centro.

ORIGEN DE LAE OVASR

NOMERK DE De repraductores M ragrod%uoro.
gr & ot ?;')ontra.

2o

LA EEPECIK

an que maduraron loa reprodusilares.

¥ 2 Anote lugar
an Que ealan ubigadoa dichos Ceniros.

(#m) Anote lugar

1I.3 Manejos preventivos que se aplican a las ovas.

Ninguno

Hidratacién con yodéforo
Desinfeccidén con yodéforo
Hidratacién con antibidticos

Otro-
Eapecifique:

P&g &
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO PROYECTO N'23
ESCUKLA PE CIENCIAS DEL MAR FONDO DE INVEETIOACION PESQUERA

[NETITUTO DE FOMENTO PEFQUERO-COYHAIQUKE

I1.4 Periodicidad en la medicién de los pardmetros ambientales que,
habitualmente, registra el Centro para evaluar la calidad del
agua utilizada en las salas de Incubacién.

PARAMETRORE FRECU
AMBIKENTALES ENCIA EN LA MEDICION

debida a enfermedades que ss han registrado durante

11.5 Mortalidad
las ovas que se incuban en el Centro.

el periodo 1992-1994, en

THFERMEDAD Aﬁo LM QUE SE PRERENTO N: .:‘ s
19 r
Lopa (@) Lo08 (™) LOPs (D) Crgt.
Hango e
Hidrocelle
otra. 1indiquela:
(%), pPara cada aflo, ancte al Poraentaje de Mortalidad

amiento utilizado en cada patologia,

11.6 Método de Diagnéstico y Trat
té6, durante el periodo 1992-1994.

en la Giltima ves que se presen

METODO DE TRATAMIENTO
ENFEAMEDAD DIAGHNOSTICO APLICADO
(a)l (b))

Hongo®

Midrocalle
otra. Indiquela

ann ol LLatado A

(& Arole el nimaro aaignode al Métedo,
to en ol Listado B

(o) Anote el nimare asignado al tTratamien
B. - TRATAHIENTO APLICADO

- ANTIBIOTICO

- SOLUCION SALINA

- VEADE MALAQUITA

- OTRO DESINFECTANTE

¢§agag;£tqualo an ol

A.- METODO DE DI AGNOSTICO

T _ A EIMPLE VIRTA
- BAJO LUPA

- FROTIS HUMEDO
raroris TENLIDO

- CULTIVO CELULAR

- METODO INMUNOLOJICO
.- OTRO METODO

tga a?é‘glqu.la an el

- 8 N~

- A
'

P&g 3
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO PROYECTO N°23
ESCUELA DE CIENCIAE DEL MAR FONDO DE INVESTIJACION PFESQUERA

INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO-COYHAIQUE

III. RESPONDA ESTE ITEM SOLO 8I EL CENTRO POSEE ESTANQUES DE ALEVINAJE;
EN CASO CONTRARIO, SALTE A ITEM IV (P&g.5).

I1I.1 Procedencia de los alevines de cada una de las especies que se
cultivan en el Centro.

NOMBRE DE LUGAR D n
LA ESPECIE aaA E PROCEDENCIA (Seclor-Regidm

I111.2 Periodicidad en la limpieza del agua de los estanques

Diaria
Semanal
Especifique:

Qtra

{I1.3 Frecuencia en la extraccién de la mortalidad.

EXPECIFIQUE:

I11.4 Periodicidad en la medicién de los parémetros ambientales que,
habitualmente, registra el Centro para evaluar la calidad del

agua en los Estanques de Alevinaje.

r AMETROSR
AR TRO FRECUENCIA EN LA MEDICION
AMBIENTALLES

I11.5 PARA CADA UNA DE LAS ESPECIES DE ALEVINES QUE CULTIVA EL CENTRO

RESPONDER ANEXQ

Pag 4
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ERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISBO PROYECTO N"23
A DE CIENCIAS DEL MAR FONDO DE INVESTIOACION PESQUERA
FOMENTO PESQUERO-COYHAIQUE

UNILV
ESCUKL
INSTITUTO DE

1Vv. RESPONDA ESTE ITEM 80LO 81 EL CENTRO POSEE BALSAS-JAULAS;
EN CAS0 CONTRARIO, SALTE A ITEM V (Péq.S).
Iv.1l Procgdencia del pre-smolt de cada una de las especies que se
cultivan en el Centro.

NOMBRE DK LUGA .
a _ .
LA ESPECIE R DE PROCKEDENCIA (Eactor Ragidn)

1v.2 Periodicidad en el cambio de mallas.

Semanal '
Quincenal
Otra Eapeoliiique

IV.3 Precuencia en la r accién de la mortalidad

piaria
pos veces por semana

Semanal
Ootra frecuencia Kapeaifique:

s sangre de copacha.

IV.4 Desinfectante(s) utilizado(s) en las agua

IV.5 Periodicidad en la medicién de los parémetros ambientales que,
habitualmente, registra el Centro para evaluar la calidad del

agua de las Balsas-Jaulas.

PARAMETROR
FAECUKNCIA KN LA MEDICION
AMBIENTALER

I1V.6 PARA CADA UNA DE LAS ESPECIES DE PRE-SMOLT QUE CULTIVA EL CENTRO,

RESPONDER ANEXO.
Pag 5
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PROYECTO N'23

UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO
FONDO DE INVESTIOACION PESQUERA

ESCUKELA DE CIENCIAX DEL HMAR
INSTITUTO LDE FOMENTO PEEQUERO-COYHAIQUE

V.- ACTIVIDADES GENERALES QUE SE REALIZAN EN EL CENTRO.

v.l. Presencia de elementos de higiene.

Pediluvio
Maniluvio
Rodiluvio
v.2. Desinfectantes utilirados en ropa Yy equipo.
Cloro
Yodéforos
Amonios cuaternarios
Qtro Kepealtique:

v.3. Frecuencia con que el Centro recibe asistencia ictiopatolégica

Mensual

Semanal

Quincenal

Otra Kapeattique:

Nunca galte a Preg. V.0, -

4. Institucién que brinda asistencia ictiopatolégica al Centro.

La propia empresa
Laboratorios Universitarios
Laboratorios particulares, no universitarios

Laboratorios asociados a insumos
Ootra institucidn

VI. COMENTARIOS8 GENERALES A LA ENCUESTA.

UsSO EXCLUSIVO DEL ENCUESTADOR

OCTUBRE DE 1994

P&as 6
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO
PROYEC ‘
ESCUELA DE CIENCIAS DKL MAR FONDO DE INVEETIGACION ngogcff

INSTITUTO DK FOMENTO PESQUERO-COYHAIQUE

ENCUESTA N* [:j

A NE X O

ACTIVIDADES ESPECIFICAS DEL CENTRO = MANEJO Y CONTROL DE ENFERMEDADES

ESPECIE : r‘ ]

ETAPA DE DESARROLLO: Estangue de Alevina)e
Balsa - Jaula

1.- Pperiodicidad en los recuentos y muestreo de peces.
PERIODICIDAD
Hunaa samanal |[auincenal Meanrsual otra
MUKETRAEOS
RECUKNTOR
2.- pensidad de carga utilizada normalmente.
s )
Hasta 5 [xg/m ] -
De 5 a 10 [kg-m ] |
De 10 a 15 [xg/m" ] -
De 15 a 20 [kc/M'] ]
De 20 a 25 (kgom" ) -
M&s de 25 [kg/m"] L]
3.- Tratamientos preventivos que, normalmente, realizan en el Centro.
TRATAMIENTO ETAPA DL CULTIVO EN QUE SE APLICA (§.4]
PRAEVENTIVO

vaaunaaidén

Euplemanto de
vitaminaa o0 Mineralsa

Diaminuaién de
penaidades.

Uso de Antibidtiocos

oLreo. ERPRCIFIQUEK!

Lanto no esea de uaeo habitual en el Ccantro,

(") En caeo ag. el er.l.am
anolL e ! ME REALIZA.
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UKIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO PROYECTO N°23
KECUELA DE CIENCIAR DEL MAR FONDO DE INVERTIGACION PEEQUERA

INSTITUTO DE FOMENTO PERQUERO-COYHAIQUK

4.- Temperatura del agua asociada a los brotes de los principales
patégenos que se han registrado en el Centro, durante el periodo
1992-1994, para la especie

ENFEAMEDADERS REGISTRADAS KEN EL CENTRO

FECHA

Maa-Afa BKD ERR ERM IPH IHN

Leucemialsepti
l’) Hongoa ICH Ootraa

viral Pacte

ai1-92
o1-o1
os-02
04-~02
os-o2
oc-012
a?-013
oe-02
ge-01
10-02
Li-02

t2-012

% 1 It

oL-08
ox2-08
o8-8
Q4-08
og-vl
0d-08
az?-08
oR-o8
oc-09

Lo-08

Li-o

12-08

(g 1oor

o4 ~04
02-04
of-04
o4-04
on-94
od-04
QO7T-94
o8-04
QO-04

(§fravos

d 2ge il eng 2o P tELRANINEL RhnTAL AT RIS ST
) KEate grupo inaluye: ACROMONAS, PEEUDOMONAK, MYNOBACTERIAK. ‘
$ En cada sasillere de eata fila, anote sl poraantaje de mortalidad an
La enpecis, debido a la enfermadad, durante ol afo indleado.
€1 LA ENFERMEDAD NO SEE PRESENTS DURANTE cax aflo, Anorm: [N . P.]|

2 cada onfcrmtgad n

. an al
S geno, anote témperatura
t
¢

Pag. A. 2
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO PROYECTO N°23

ESCUKLA DE CIENGIAS DEL MAR FONDG DE INVEETIOACION PFESQUERA

INETITUTO DE FOMENTO PESOQUERO-COYHAIQUE

5. - Método de Diagnédstico y Tratamiento utilizado durante la altima
ver que se presentd la patologia, dentro del periodo 1992-1994.

—
METODO DK
ENFERMEDAD TRATAMIKNTO
DIAANORTICO] APLICADO
ta) thb)
KD ( KeLe grupo inaluye:
AEROMONAS
1Y FPEECUDOMONAS
- MYNOBACTERATIAS.
TP (a) En sata columna ancle
el nimaro que ae le
IHMN asigné al Métoda, #n
) ) al Liatado a.-
Leucamia Viral
- - (b)y En sata columna anaotée
seaplicemia saater.
‘P el Nimeroe que ae Lo
asignéd al Tratamiento
Hongos en ol liatado 8.-
ICH
otra. Eapecitique:

FRAOTI®E HUMEDRO
TINCION GRAM
2I0OQUIMICO
INMUNODIFURION
IFAT/DFAT

ELIRA
ECPr EN CULTLIVO CELULAR

MICAORCOPIA ELECTRONICA

HISTOLOQLA
oTRO. Eapeaiff{juelo en o\ ouadre.

A. - METODO DE DI AGNOSTICO:

(-9 BRI NI B B

-
]

DISMINUCION DE DENSIDADER tDeadoble)

B. - TRATAMIENTO APLICADO: L.~
2.~ AGIDO OXOLINICO
5. - ERITROMICINA
4. - DIMETAIDABOL
8. - FLUMEGUINA
d,- FURABOLIDONA
7.- ONSTETRACGIGLINA
.- SULFAMETAKINA O SULFADIMIDINA BODICA
0. - BULFADONINA + TRIMETOPRIM
to.~ OTRO, gapeaitiquelo en al ouadroa.

8, s Completd exte ANEXO para cada una de las ezpecies que & cultivan

on el Centro?
cont L mie r.npondtar??v:utggl. a:ntgs‘ra.tunto-

NO aapadLas que ee ou
81 vuelva al ITEM IV (Pdg. 9 de la ENCUESTA.

P4ag.A. 3
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PROYECTA No213

UNIVERSIDAD CaTOLICA D& VALPARALSO
FONDO DE INVESTIJACION PESAQUERA

E3GUIELA DE GIENTIAT DEL MAR
IHETITUTO DE FOMENTO PEQQUERG-CON

"HATQUR

= N —

ENCUESTA A LABORATORIOS DE ASISTENCIA ICTIOPATOLOGICA

I ANTECEDENTES GENERALES DEL LABORATORIO.

1.1 Clasifique el Laboratorio, segun su Tipo, en alguna de las

siguientes categor ias-

(Marque con una X le que corrsapondal.

Asociado a Empresa de Cultivo
Asociado a ITnsumos

Dae [nsktitucion tiniversitaria

De Institucion Fiscal

Privada, no asociado A Empresas
Okyo tipo. Zepesilique:

[.2 1ndique la cantidad de personas que trabajan en el Laboratorio.

N*' de pardonaa

NO PROFESIOMNALLS

PROFERIOMNALKSE CON LETUDIOE HUPERIORKE

rpE @ BEMESTRES O MAS

PROFESIONALER CON EETUDIOE SEUPERIORER

(DE MENOS DE 8 SEMESTRES

Pag. 1
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[NSTITUTO DE FOMENTO PESG
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=
FONMDO DE INVESTIOJACION PESQUERA

UERO-COTHAIQUE

[

(

.4

)

AVDA. ALTAMIRANO 1480-CASILLA

fara cada uno de los prafesionales o=l area icriopatoldgica
que trabajan an el labaratorio indique profesion, afhos de
aspariansia en el Advea v ant iauedad en el Laboratorio.

EXNPERIKNCIA ANTIGUEDAD KN
TITULO PROFESIONAL
EN EL AREA EL. LABORATORIO

Indique el o las areas de desarrollo que mas identifican a su

Laboratorio.
(Marque can una X le que corraaponda.

ARKA DE DESARROLLO

Servicios

[nvestigacion

Otra. Ident Lflquela:

[ndigque las lineas de trabajo que el Laboratorio desarvolla
forma preferencial.

(Marque cen una X Lo gque corraapondal.

AREAE DE DEEARROLLO

LINEAS DE TRARAJO

servicios Investigacion
Bacter iologia
Virologia
parasitologia
Ootra. Eapacifique: .

Pag. 2
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PRIOFECTD N®23

UNIVERSICAD CATOLICA DE VALPARA T
FOMDO DE INVESTIOACIOM PEEQUERA

FsECUELA pE CIEMCIAE DEL MAR

INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO-COGYHALIAQUE

1.6 Indigue con qué periodicidad su Laboratorio ha recibido visita
de expertos, durante el periocdo 1992-1974.

(darque con una X lo gque corrasapondar.

Hunca

Decasitonalbmante

Una vez al ano

Dos wveces al ano
Mansualmente

Otra frecunncia. =xapacifique

1.7 En el siguiente cuadro, registre la cantidad de personas del
Laboratorio que han realizado actividades de perfeccionamiento

durante el periodo 1992-1994.

alo N*' da personas
1972
1993
1994
Pag. 3
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PRIEITO MNP23

AT TCA DE JALPARA D30
FOMNDDO DE OINVESTIGACION PESQUERA

CpvERSIoAD DA
ESCUKLA DE CIENCIAS DEL MAR

lNSTITUTC) UE FOMEMTO PESQUERQ-COYHAIQUL

I1. IDENTIFICACION DE PATOGEMOS

actualmente, utilize el Laboratorio

1.1 Indigue las técnicas que,
de los agentes patologices que se

nira identificar cada uno
mencionan en el siguiente cuadro.

AGENTE
PATOLOGICO METODOS DE IDENTIFICACION

IPNV

I HNV

RETROVIRAURE

EAFPAOLEAGNIA

ICH

HEXKEMITA

CERAJASILUR

CALIQUS

BKD

EAR

ERM

f—

AEROMOMNAS

PEEUDOMOMNAR

MIXOBAXTERIAS

VIBRIOS

PAETEURELLA

oTRo ., Indlqueloa:

(») Fn cada caso, anote el o los nuneros que correspondan,

de acuerde al listado A del ANEXO.

Pag. 4
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we Eo3ITAn lATH_ITA DE C/ALPARALSD PROYECTTO N®23
FOMDO DE INVESTIOACION PEEQUERA

[ R ) E I

EECUELA DE CIENCIAS DEL MAR

INSTITUTO O FOMENTO PESQUERO-COYHAIQUK

1r.2 Para c<ada uno de los patédganos que ha aislado el Laboratorio
durante el periodo 1392-1%94, indique la etapa de desarrollo vy

especia de los peces diagnosticados oo,

AGENTES VIRALES Y PARASITARIOS DI AGNOSTICADOS POR EL LABORATORIO

FECHA
Ralro|lOLtros Sapro- Erga- Hawe-||Otroa

Men-AFo IPN IHM TCH . Caligue , .
virue |[Virue Legnia al.lume ML ob o Parbei

01L-02

0-02
0a-e2
O4-02
T os-o2
ca-02
07-p2
ce-02
Co-02
1t0-02
11-92
’_l.:l-nz

oL-93
o2-03
(3 B3
o4-08

oo-e3
od-0on
a7-03

0oe-038
ap-23
LOo-03
11-93
12~-02

OL-04
aoa-C4
Oa-04
O4-04
oS -04
od-o4
Q7-04

oN-04
op-04

10-04

(@) Para cada patdgenoc aislado por el Laboratorio, en el
I mes del diagnéstico, anote los codigos de los
de

castllero

correspondients a
listados B y C del ANEXQ Craa 00 gue representan a la etapa

desarrollo y especie de los peces, respectivanents.

Pag. 5
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PROIETTT NP23
FONDO DE INVESTIOACION PESQUERA

Vet ESSILAD IAaTuLica DE JaLrara Tl

IR = o

ESCUELA DE CIENCIAS DEL MAR

fHMSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO-COYHAIQUK

AGENTES BACTERIAMCS Ol AGNOSTICADOS PCR EL LABORATORIO
Aeoro-|Pasudo- [Myxo- Paeleu- Ot rae

. - vibreo
ornae lmenaa bacter, : rella pacter.

FECHA
Meas-Alte BKD SRS ERM

0L -w2
a2-w2
a3-o02

Od-02
0N -2
aad-92
0D7-v2
0e-02
Oo'oz_ﬂ
10-~02
T 11-02
T 12-o2

ntLt-03
02-9013
o8-8
O4-00
os-e8
0a-93
07-01
[sX B3-1 ]
op-03
10-993
[WEy-1
12-09

0L-D4
T oz2-04
T oa-o4
T o4-v4
0B-04
0o-04
G7-94
T oe-04
Qp-04
10-04

atslado per el Laboraterio, en el casillero

%y Para cada patdgenc
correspondiente al mes del diagnostico, anote los cédigos de los
listados B y C del ANEXO Cpag. p) que representan a la etapa de
desarrollo y especLe de los peces, respectivamente.
Pag. 6
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uw:/EJSZDAQ TATOLICA DE JALPARA T

fECUELA DE CGIEMCIAR ODEL MAR FOMNDGQ DE [HVESTIO

[

g IE-;’: .‘);3

ACION PESQUERA

(NSTITUTO DE FOMEMNTO PESQUERO-COYHAIQUE

11.3 Indique el equipamiento asociado a Identificacian de

con Que cuenta =l Laboratorio.
( Marque corn una X lo queé correapondal,

Fatdgenos

CAMARAS ESTERILES

—

CAMARAS DE FLUJO LAMINAR

CENTRIFUOQA REFRIGERADA

CONAQELADORES -70'C

COMNQELADOR DE NITROGENO PARA CELULAS

EQUIPO HISTOLOQICO

HOMOQENEIZADORES

INCUBDADORLS

KIT DE FILTRACION DE REAGTIVOR Y MEDIOR LIQUIDOE

MICROSCQPIO ELECTRONICOQ

S

MICROECOPIO EPIFLUOREECENGIA

HMICRORCOPIO OPTICO

OTROS EQUIPOS Eepecifique |

IT.4 Indique la procedenc
el Laboratorio para

- para los productos NAGCIONALES Yy
anote el nombre del proveedor habitual.
- para los productos de IMPORTAGION INDIRECTA, anote

del intermediario nacional.

la Identificacién de Patsgenos.

ia de los principales insumos qu

e utiliza

los da IMPORTACION DIREGTA,

el nombre

DE IMPORTACION

DE IMPORTACION

NACIOMNALEE
DIRKECTA

1 NSUMOS

INDIRECTA

AMINOACIDOS
AHNTIRIOTICOS

ANTICUERPOR MARCADOSR

ANTICUKERPOS MONOCLONALKES
ANTICUERPOE POL ICLONALKS

RATERIAR API

BOTELLAR Y MICROPLACAR

ENZIMAKE
KIT PARA ELISA

LINEAS CELULARES

MEDIOSE DE cULTIVOS BACTERIAHOS

MM EM

SF8

oTROs. 1Indlgualoe:

Pas. 7
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UNTvERS LAl CATOLICA O valLPAaRA T 3D PROTECTO N®23
EECUELA DE CIENGIAE DEL M AR FONDO DE INVESTIOACION PEEQUERA

IMSTITUTO DE FOMENTO PESAQURRL-COVHAIQUE

IT.S En el caso que su Laboratorio utilice productos importades que
tienen su =imil nacional, mencione la o las razones por las

gue no adquiare el producto nacional.
AEFIERAKRE AL CORTO KN RELACION A LA CALIDAD ODEL PRAODUCTO h'd A

LA RAPIDEYZ DE RERPUESTA DE PARTE DEL PROVEEDOR.

11.6 En el caso que su Laboratorio utilice productos nacionales
mencione la o las razones por las que no adquiere un producto
equivalente importado.

REFIKCRAERE AL COSTO EN RELACION A LA CALXDAD

DE REEPUELETA DE PARTE DEL PROVEEDOR,

DKL PRAODUCTO v A

LA RAPIDEZ

OBSERV ACIONES DEL ENCUESTADOR:

Paxg. 3
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UNIVERS[DAD CATOLICA DE VALPARALSO
“SCUELA DE CIENGIAS DEL MAR
INETITUTO DE FOMENTO PERQUERO-COVHAIGUE

A N E X O

PROYECTO MN®23

FOMDO DE I[NVREETIQACIOMN PEEQUERA

A~ METODOS DE IDENTIFICACION

. BATERIA RIOQUIMICGA
- AP1L ao

.- API K

- EENEIDIRCOS
TINCION ORAM

- AOLUTIMACION

- INMUNODIFUEION

B N0 0 & w R
1

ELISA EN KITE

<
i

12. - WEETERMN BLOT

i3, - KFECTO CITOPATOLOAXICD
i4. - EERONKUTRALIZACION
4i8. - HIETOLOQIA

17. - HEMATOLOAIA

- ANTICUKRPOR FLUORELECENTESR

10, - ELIEA CON LECTOR DE MICROPLACAS
i4. - INMUNOKELECTROFORERIR (IK)

(EQ¥F)

14, - MICRONCOPIA ELECTRONICA

i8. - REACCION DE POLIMERACION EN CADENA (PCR)
10. -~ OTRO METODO. tndlquelo.

({IFAT - DFAT)

B. - ETAPAS DE DESARROLLO DE LOS PECES

L. - ALEVIMN CON RACO
2. - ALEKVIN

a. - ‘PRE-EMOLT

4. - ADULTO

4. - AEPRODUCTOR

C.- ESPECIE

T - TRUGQHA

. - BALMON EALAR

. - EALMON COROQ

cH. - EALMON CHINOOK
Pag.9
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MANUAL DE METODOS DE DIAGNOSTICO PARA
PATOGENOS DE SALMONIDOS

INTRODUCCION

El presente manual es una recopilacion bibliografica que redne una gama de técnicas y
procedimientos ampliamente usados en {a deteccién de los principales agentes patdgenos de
peces. En este caso, ha sido enfocada a las patologfas de salménidos. La revision presenta un
estilo similar al del Fish Health Blue Book (Amos, 1985), mundialmente aceptado como manual

de procedimientos para la deteccién e identificacién de ciertos patGgenos de peces. En aquellos

casos que las técnicas no han presentado muchas variaciones en el tiempo, se ha transcrito los

parrafos textualmente.

Para el diagndstico inmunolégico de enfermedades bacterianas se ha considerado trabajos
presentados en reuniones de especialistas, revistas técnicas y textos especializados. En la seccion
sobre andlisis especificos de enfermedades, sélo se han inclufdo aquellas sefialadas en este

trabajo como enfermedades de alto riesgo presentes en el pafs.



1. TOMA DE MUESTRAS Y PROCEDIMIENTOS GENERALES DE NECROPSIA

1.1. Tamaiio de la muestra
en una poblacién asintomdtica, estard de acuerdo a un plan que

asumiento una prevalencia

El tamaiio de la muestra,
de confianza de encontrar a un patogeno dado,

proporcione un 95 %
peccion, basdndose en el nimero

minima de un 2% . El tamafio minimo de muestra en cada ins

de individuos que componen la poblacién o lote, se detalla en el cuadro siguiente:

Tamafio poblacién Tamaiio muest'ra 2% Tamafio muest.ra Tamafio muestra 10%
prevalencia 5% prevalencia prevalencia
500 128 55 26
1000 138 57 27
1500 142 57 27
2000 143 58 27
4000 146 58 27
10000 147 58 27
100000 y > 148 58 30

Fuente: (Amos, 1985)

En poblaciones con sintomas, la obtencion de la muestra estard basada en la eleccion

de al menos 10 peces de una misma edad o lote, preferentemente enfermos o moribundos

mayores de 4 cm.

1.2. Procedimientos de necropsia

Para el examen, tomar muestras solamente de lotes individuales de peces, cuidadosamente

n timafio de muestra que sea adecuado para

de probabilidad solicitado, (ver cuadro

identificados (por especie, edad, origen), utlhzarldou
detectar al agente infeccioso en estado portadOr‘(") al hivel

anterior).



Las muestras se deben tomar al azar, de cada estanque o lote. Se debe seleccionar

primero los peces moribundos y luego completar el tamafio de la muestra con peces aparen-

temente sanos provenientes de todos los estanques que contengan al lote examinado en una

proporci6n representativa.

Los andlisis deben iniciarse dentro de las 6 horas después de la toma de muestra. Cuando

ésto no sea posible, se deben mantener los peces en bolsas pldsticas selladas y en hielo,

debidamente rotuladas.

El procedimiento de necropsia supone que los mismos peces servirdn para los andlisis

de pardsitos, bacterias y virus. Se debe cuidar tomar primero las muestras de pardsitos externos

antes de proceder a abrir el pez en forma aséptica.



2. VIROLOGIA Y CULTIVOS CELULARES

2.1. Introduccién

Las virosis representan un importante factor limitante en la salmonicultura, debido a la
ausencia de medios terapéuticos para su control. El mayor avance en virologfa se hizo en la
década de los 50°s con el desarrollo de métodos para establecer y mantener células in vitro,
dtiles en la aislacién y propagacién de muchos agentes virales. Al final de esa década estas
técnicas fueron aplicadas a la virologfa de peces. Muchos de los virus de peces aislados por estos
procedimientos son importantes agentes de enfermedades (Fryer, 1989). El trabajo de Wolf
publicado en 1988 es el libro de referencia sobre enfermedades virales de peces, en dicho libro
se informa sobre 34 virus aislados y otros 25 que habfan sido solo visualizados. Hetrick y

Hedrick en 1992, describen 35 nuevos agentes descubiertos entre los afios 1988 y 1992, estos

autores anticipan que estos nimeros podrian aumentar.

A pesar que en Chile existen informes sobre la aislacién de algunos virus como PN
(McAllister y Reyes, 1984), no se ha informado de pérdidas econémicas importantes lo que
puede ser atribufdo en parte a la reglamentacidn vigente en el pafs que exige la certificacidn libre

de los virus mds importantes de salménidos.

Sin embargo, la importacién de ovas constituye un riesgo sanitario permanente frente al
cual el pafs debe estar preparado con el objeto de tomar las mediadas de control y erradicacion
en la eventualidad que alguno de estos agente ingrese al pafs. Para tal efecto es importante
conocer las técnicas de diagndstico en uso que permitan realizar andlisis de deteccidn e

identificacién en las etapas que representan riesgos de introduccion y diseminacién y establecer

medidas de control y erradicacion.



2.2,

Toma de muestras

*

Para detectar agentes virales durante las epizootias se debe examinar un minimo

de 10 peces, en dos pooles (de cinco peces cada uno). Los peces deben estar

" recien muertos o moribundos y exhibir signos clinicos tfpicos de la enfermedad.

Cuando se analice la existencia de virus en peces asintomdticos, el muestreo
estard de acuerdo con lo expuesto en el punto 1.1. Para las muestras de tejido
y flu{do ovérico o seminal la prevalencia minima supuesta serd del 2%, en este
caso las muestras se reunen en grupos de cinco peces con aproximadamente igual

volumen de fluido aportado por cada pez.

Muestrear en lotes, todas las poblaciones. Un lote se define como un grupo de
peces de la misma especie y edad que comparten un mismo suministro de agua,
y que se originaron de una poblacion de reproductores discreta. Cuando se

realicen inspecciones en pisciculturas, todos los lotes de peces deben ser

muestreados.
El examen de los tejidos estard de acuerdo con el siguiente esquema:

a. Alevines con saco vitelino: analizar los alevines enteros después de

extraérseles el saco.

b. Peces hasta 5 cm: analizar el total de las visceras, incluyendo el rifion.
c. Peces mayores de 5 cm: analizar solamente bazo y rifién.
d. Reproductores: usar fluido ovdrico para la mayor cantidad de muestras

que sea posible. Si se usan muestras de flufdo seminal para completar el
resto de la muestra requerida, no combinar fluidos ovaricos y seminales
de los mismos grupos. Si fuera posible, tomar muestras de rifién y bazo.

Las muestras pueden ser combinadas para formar un pool, que contendrd un

mdximo de 5 peces.



2.3.

2.4.

Envio de muestras al laboratorio

Si las muestras no pueden analizarse inmediatamente o tienen que ser transpor-
tadas, se deben mantener refrigeradas a 4°C o con hielo (nunca congelar).No
deben transcurrir m4s de 72 horas antes de ser inoculadas en células. Los mejores
resultados se obtienen antes de las 48 horas.

Si las muestras deben ser transportadas o almacenadas, y el lapso excede las 12
horas, el medio de suspensién se amortiguard con solucién salina (pH 7,0 a 7,8).
Pueden usarse antibi6ticos para controlar el crecimiento de contaminantes micro-
bianos. S6lo se usard gentamicina, micostatina, penicilina y estreptomicina, a
concentraciones no mayores a aquellas usadas para el procesamiento.

Si se trata de alevines pequefios, debe considerarse enviar los peces vivos al

laboratorio, de acuerdo al procedimiento descrito para bacteriologfa.

Tratamiento de la muestra

Los tejidos deben ser homogenizados mediante un mortero, stomacher u otro
triturador de tejidos, manteniendo la temperatura bajo los 15°C durante el
proceso. Todo el equipo utilizado durante esta etapa debe ser esterilizado entre

lotes, no siendo necesario cuando se trabaja con un solo lote.

Las muestras deben ser suspendidas en medio de cultivo celular tamponado (pH
7.0 a 7.8) y centrifugada a 2000xg (RCF) a 4° C por 10 minutos y luego tratada
para retardar los contaminantes microbianos. Este proceso puede realizarse de
acuerdo a los siguientes métodos:

a) Combinar el sobrenadante de las muestras con una solucién de antibidtico en
medio de cultivo celular, obteniendo una concentracién final de 100-2000 ug/ml

de gentamicina u 800 IU/ml de penicilina y 800 ug/ml de Estreptomicina. Se
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puede agregar Mycostatina o Fungizone obteniendo una concentracion final de

400 1U/ml respectivamente. Incubar por 2 horas a 15° C o toda la noche a 4° C.
b) Como alternativa, se puede filtrar el sobrenadante a través de un filtro de

membrana de 0,45 u.
3. La dilucién final previa a la inoculacién sobre los cultivos celulares no debe

exceder de 1:100 (v/v). Las diluciones finales de las muestras de fluido ovdrico
o seminal no excederdn 1:20 (v/v).

4, Los cultivos celulares inoculados serdn incubados durante 14 dfas a 15° C.

3. Cuando se analicen virus en peces asintomdticos, y donde las circunstancias
indiquen que existe la probabilidad de que la inoculacién primaria de los cultivos
celulares no pudiera resultar en la deteccién del virus, se aconseja realizar uno
o dos pasajes ciegos. Un pasaje ciego se lleva a cabo extrayendo fluido de los
cultivos celulares inoculados diluyendo 1:100 v/v con solucidn salina amortiguada

e inoculando sobre cultivos celulares nuevos del mismo tipo que los utilizados

para la primera inoculacién.

2.5. Diagndstico de las Enfermedades Virales

Debe comprenderse claramente que el aislamiento de un virus a partir de una muestra
que manifieste enfermedad clfnica no significa per se, que el virus haya causado la enfermedad.

S6lo la correlacién obtenida entre los hallazgos clinicos, histopatoldgicos y microbiolégicos

puede llevarnos a una conclusion sobre el agente causal.

2.6. CULTIVO DE CELULAS

Una de las técnicas que ha resultado tener mayor utilidad en el estudio de los virus es
el cultivo de estos agentes en Ifneas celulares. Existen varios tipos de células: aquellas que se

reproducen permanentemente, que provienen de tumores malignos, y aquellas que se mantienen




sélo durante un cierto nimero de ciclos y que, generalmente, corresponden a tejido embrionario.

Todas ellas se pueden mantener congeladas en nitrégeno liquido durante meses o afos.

En la Tabla I se presentan las distintas lineas celulares de uso mds frecuente y sus

respectivas sensibilidades a los virus.

Tabla I.- Sensibilidad de las lfneas celulares de peces a los virus.

Linea Celu- | Tejido y especie de Sensibilidad a virus

lar orfgen (de > a <)

ﬁm

CHSE-214 Chinook salmon IPN / IHN / VHS /
embryo Herpes virus / OMV

CHSE-114 Chinook salmon IPN / IHN / VHS /
embryo Herpes virus / OMV

EPC Epithelioma papillo- IHN / VHS

sum cyprini

RTG-2 Rainbow trout gonad | Herpes virus / IPN /

VHS / OMV
FHM Fathead minnow IHN / VHS
BF Bluegill fry IHN / VHS

OMYV : Retrovirus salmonis Tipo 2

2.7. Aislamiento del virus

Aislar un virus consiste en separarlo del tejido del huésped, cultivarlo en un cultivo de
tejidos in vitro (como se ha descrito anteriormente), y ponerlo de manifiesto mediante una
técnica adecuada. Cuando un virus infecta una célula, normalmente la destruye, liberando nuevos
viriones. Durante este proceso, la morfologfa bésica de las células se modifica, produciendo una

diversidad de efectos citopdticos (ECP). Por ejemplo, en el caso del IPN (Necrosis Pancredtica
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Infecciosa), las células infectadas conservan su forma alargada caracterfstica, mientras que en

el caso de la Enfermedad de Egtved (septicemia hemorragica viral) las células se vuelven

esféricas antes de necrosarse. Las inclusiones son, muchas veces, caracterfsticas de las células

infectadas por un virus. Ciertos virus producen alteraciones en el niicleo o en el citoplasma que

se manifiestan por una coloracién diferente del resto de la célula y representan acumulaciones

de protefnas viricas, detritus celulares o restos de los lugares de replicacién. De manera general,

los herpesvirus y los adenovirus producen inclusiones citoplasméticas. Las inclusiones mds

evidentes, producidas por los virus de los peces, son aquellas que se encuentran en el citoplasma

de los fibroblastos infectados por el virus de la enfermedad linfoqufstica.

2.8.

Control de calidad de los cultivos celulares

Se tendrdn presente las siguientes consideraciones:

1. Para todos los ensayos virales se usardn células susceptibles, de apariencia normal

y répida divisién. Para la inoculacién de muestras se prefieren células de menos de 72

horas de edad y confluentes en un 80 a 90%. Se recomienda la utilizacién de dos lfneas

celulares para cada prueba con el fin de incrementar la probabilidad de aislamiento viral.

2. Todos los stocks de cultivos celulares usados para los ensayos virales deben ser
probados a intervalos de tres meses para advertir ia eventual presencia de Mycoplasma
spp. Las pruebas pueden hacerse en laboratorios calificados comerciales o universitarios.
3. Pueden obtenerse nuevos stocks celulares de la American Type Culture
Collection (ATCC) u otras fuentes certificadas de células libres de Mycoplasma.

4, Todos los componentes de los medios que no sean esterilizados en autoclave
deben probarse y ser encontrados libres de Mycoplasma spp. y de factores inhibidores
del crecimiento celular y/o de la replicacién viral. Los sueros certificados libres de
Mycoplasma spp. y otros reactivos certificados no necesitan ser probados.

5. Para el trabajo de rutina con cultivos celulares solamente se permite penicilina

(100 Ul/ml) - estreptomicina (100 pg/ml) o gentamicina (100 pg/ml) y micostacina (25

mg/ml).




2.9.

2.10.

Control de los andlisis virales

1. El control positivo debe demostrar que las células son sensibles a todos los virus
de peces que sean analizados. Si ésto no fuera posible, las células deben enviarse
peridicamente a un laboratorio para reafirmar su sensibilidad a los virus de interés.

2. La sensibilidad serd definida como la habilidad de las células de mostrar efectos

citopdticos (ECP) cuando son expuestas a una suspensié del virus de 10? de TCDIy, /ml

o equivalente.
3. En cada ensayo viral deben incubarse controles no inoculados y negativos

(inoculados con solucién salina estéril o con tejido de peces que se sabe no estd

infectado). Estos controles deben permanecer libres de ECP durante todo el perfodo de

incubacion.

Identificacién de Virus por Seroneutralizacién

1. Seleccionar cultivos celulares que muestren un ECP viral tipico y diluir fluido
de ellos hasta 1:1000 y 1:100.000 .

2. Diluir apropiadamente el suero de control (que no contiene anticuerpos contra
los virus de los peces) y el antisuero especifico (que contiene anticuerpos contra un cierto
virus). Generalemente, el proveedor del suero brindard la informacién sobre la dilucién,
pero si ella no se encontrara disponible, diluir el suero con solucién salina amortiguada

(pH 7,9 - 7,8).
3. Mezclar porciones iguales de fluido diluido del cultivo celular del paso | y del

antisuero diluido del paso 2.
4, Mezclar porciones iguales de fluido diluido del cultivo celular del paso 1y del

suero control diluido del paso 2.
5. Repetir los pasos 3 y 4 pero usando un virus de referencia conocido (suspension

conteniendo 500 TCID/ml) en lugar del fluido diluido de cultivos con sospecha de virus

del paso 1.
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6. Mantener todas las mezclas a und temperatura de inoculacién adecuada durante
60 minutos, agitando cada tubo a intervalos de 15 minutos.

7. [nocular una cantidad apropiada (Tabla II) de cada mezcla sobre pares de cultivos
celulares. Para la prueba de neutralizacién debe usarse la misma lfnea celular usada para
el aislamiento primario del agente. Dos cultivos celulares deben inocularse con antisuero
diluido hasta tener una dilucién equivalente a la muestra de prueba antisuero. Este control
de suero identifica la toxicidad del suero. Deben incluirse dos cultivos celulares no

inoculados como controles celulares normales.

8. Incubar todos los cultivos durante 2 a 12 dfas, dependiendo del agente viral, a la

misma temperatura usada para el aislamiento primario.

Tabla I1.- Inoculacién sugerida para varios recipientes de cultivo.

Contenedor | Volumen de la mues- Volumen Final
tra
Botella 175 5 mi 30 ml
Botella 25 1 ml Sml
Tubo fondo 0.5 ml 1 ml
plano
96 pocillos 0.05 ml 0.1 ml
24 pocillos 0.25 ml 1 ml
6 pocillos I ml 3 ml

La aparicién de ECP en los cultivos inoculados con la mezcla suero de control-virus pero

diariamente.
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no en los cultivos inoculados con la mezcla antisuero-virus identifica al agente como relacionado

con el virus usado para la produccién del antisuero. Los cultivos celulares deben ser observados




2.11. Otros Métodos para identificacién de virus.

Existen diversos test inmunoldgicos mds especificos que la seroneutralizacién, los que
han sido utilizados para diferentes agentes virales: inmunofluorescencia, ELISA, inmunoblot,

etc.. Todos ellos pueden ser muy précticos y tiles en algunas situaciones.
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3. BACTERIOLOGIA: Procedimientos de deteccién e identificacidn.

3.1. Introduccién

El diagndstico bacteriolégico de peces es bdsicamente similar al de los animales
superiores incluido el hombre, aunque muchos, del amplio rango de patégenos potenciales son
de géneros no familiares a la microbiologfa clinica o veterinaria. Quizds las diferencias mds
importantes radiquen en que las patologfas en peces no estdn tan bien conocidas y por lo tanto,
de la descripcién de la sintomatologfa, se obtiene un grado menor de informacién que en las

enfermedades de mamiferos y aves.

El aislamiento e interpretacién de resultados también presenta problemas debido a las
caracterfsticas del ambiente acudtico, el cual frecuentemente tiene su propia flora microbiana,
y a la fntima relacién entre la fisiologfa de un poiquilotermo y su ambiente. Un nimero
significativo de enfermedades bacterianas de peces involucran microorganismos que son
componentes de la flora normal del intestino o integumentaria, la cual sélo se hace patégena bajo
la influencia de cambios ambientales tales como una rdpida alteracién de temperatura,

contaminacién, o stress dietario u hormonal. Es asf como la atencion que se preste a la historia

clinica es condicién sine qua non de un diagndstico racional.

Por otra parte, en lo que se refiere a la metodologia empléada para la identificacién del
patégeno, se utilizan los mismos métodos que para la determinacién de patégenos de animales

superiores, si bien no se dispone atin de la diversidad de reactivos comerciales que encontramos

en el diagndstico de enfermedades de mamfferos y aves de interés econémico.
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3.2. Toma de muestras

* Examinar y registrar los signos externos de branquias, piel, ojos y boca.
* Limpiar y abrir los peces en forma aséptica.
* El material procedente de lesiones externas e internas y las muestras de riiién se

siembran en placas con diferentes medios de cultivo.

* Si los peces son de tamafio menor de 4 cm, una vez abiertos se eliminan las
visceras, dejando intacto el rifién, y se realiza un homogenizado del resto del pez
en solucién salina estéril previo a la siembra en los diferentes medios.

En los peces de tamafio mayor, el material procedente de lesiones externas €
internas y las muestras de rifién se siembran en placas con los medios de cultivo.

* Se pueden emplear una variedad de medios a eleccién del laboratorio que realice

los andlisis, pero los medios que bdsicamente se deben usar para aislamientos

primarios son:
- TSA (Agar de Soya Triptica)
- TSA+NaCl (para muestras de peces marinos)
- Agar SHIEH o Cytophaga
- KDM-C o KDM-2 (incubar a 15° C por mfnimo 15 dias)

En el Apéndice | de este manual, se describe la preparacion de estos medios. Las siembras en los diferentes
medios se incuban a 20° C, y se observa si existe crecimiento durante 5 dias,antes de ser eliminadas. En el caso
de los medios KDM-C o KDM-2 se incuban por 15 dfas. Los crecimientos de colonias, obtenidos de las

siembras se analizan bioquimicamente para identificar las bacterias.

* Una vez realizadas las siembras, se procede a hacer frotis de rifién, lesiones

externas, branquias y sangre, para su posterior observacion al microscopio. Los
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frotis se tifien utilizando tincién Gram y se observa bajo microscopio dptico un
minimo de 50 campos con aumento 900 a 1000x.

En el caso de rifién, si se detectan diplobacilos Gram (+) extra e intercelulares,
podrfa ser indicativo de la presencia de Renibacterium salmoninarum, por lo
tanto es conveniente realizar los frotis en duplicado y guardar un trozo de tejido

renal para comprobarlo mediante otros métodos.

* Paralelamente a la siembra en los medios, se deben realizar frotis del rifidn,
lesiones externas, branquias y sangre, para su posterior observacién al micros-
copio.

* Si se observan lesiones tuberculosas o granulomatosas (en los drganos), se debe

obtener frotis de estas lesiones y tefiirlos por el método Ziehl-Nielsen.
Las técnicas de tinciones de Gram y Ziehl-Nielsen asi como las soluciones que se emplean, se describen en el

apéndice 1 de este Anexo.

3.3. Envio de muestras al laboratorio

* Una posibilidad es enviar los peces vivos (si se trata de alevines pequefios), en
una bolsa pldstica con suficiente aire, y recubierta con hielo, en una caja térmica.

* Si no se puede optar por la posibilidad anterior, pueden mantenerse las muestras
refrigeradas (4°C), y trasladarlas dentro de bolsas plédsticas nuevas (sin uso),
cubiertas con hielo, en una caja térmica. Se debe tenerse presente que los

exdmenes en la muestra fresca o refrigerada, deben comenzar dentro de 6 horas

después de haberse tomado.
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3.4, Procedimientos de deteccién e identificacién

3.4.1. Técnicas biogquimicas

* Generalidades

Para diferenciar las colonias que han crecido en las placas se toman en cuenta las

caracteristicas bioqufrﬁicas. El uso de medios selectivos facilita el aislamiento, aunque

un diagnéstico definitivo considera una caracterizacion bioquimica.

Las colonias amarillo-rizoides que han crecido en las placas SHIEH y Agar Citéfaga se

aislan y se les hace ‘un frotis para tincién Gram. Si se observan bacilos Gram negativos,

alargados y delgados y con motilidad positiva, se puede suponer una infeccion

Myxobacteriana. Para confirmar este diagndstico se debe seguir el procedimiento

bioquimico.

Para la siembra en los diferentes medios determinativos, se toma con el asa de nicromo,

esterilizada al calor, una cantidad apropiada de bacterias desde una colonia pura y se

siembra por estrias la superficie de la placa o del tubo de agar inclinado. Para las

siembras en profundidad, se utiliza un asa recta que se introduce en picadura en el medio

empleado.

* Tincién Gram

- Patégenos Gram positivos:Las bacterias Gram positivas son habitualmente m4s
f4ciles de reconocer. Su morfologfa permite la determinaci6n de casi la mayor
parte de las especies, y hasta en el caso dela enfermedad de rifién por Renibacte-
rium salmoninarum, que es extremadamente diffcil de cultivar, el exdmen

morfolégico ha sido hasta hace poco la dnica técnica de diagndstico. Se ha
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descrito una clave (Bullock, 1971) para determinar las bacterias Gram positivas
basada tnicamente en las caracteristicas morfoldgicas de los gérmenes encontra-
dos en los frotis tefiidos, aunque la identificacién de especies como Mycobacte-
rium o Streptococcus exige su aislamiento y estudios bioquimicos.

Patégenos Gram Negativos: Las bacterias Gram negativas pueden clasificarse,
en general en dos grupos: Las Flexibacterias (filamentosas, largas y delgadas) y
los bacilos (mas cortos). Las primeras pueden aislarse en Agar de Citofaga o
Shieh, en donde producen generalmente colonias coloreadas, mientras que los
métodos normales de identificacién de los bacilos cortos Gram negativos consisten

en el empleo de Tripticasa Soya Agar (TSA), para un primer aislamiento.

Como procedimiento general, el siguente paso lo constituyen las pruebas de caracteriza-
cién bioquimica de las bacterias en medios determinativos. Estas se exponen en las

Tablas I1I a VII.
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Tabla III. Caracteres distintivos de Citofagdceos y Flavobacteridceos.
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® ESPECIES

® CARACTERES Flexibacter Cytophaga Flavobacterium
® columnaris psychrophila branchiophila
: Cultivo a 25°C + - +
) Cultivo en NaCl variable + -
® al 0.4%

: Pigmento amarillo + + +
® Oxidasa + - +
: Glucosa variable - +
¢ H»S + - -
®

® Celulosa - + -
® Almiddn - - +
®

o Fuente: Kinkelin et al., 1985
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Tabla IV. Distincién de gérmenes aerobios Gram-negativos de mayor frecuencia en peces.

ESPECIES
CARACTERES
Pseudomonas Acinetobacter
fluorrescens calcoaceticum
Pigmento insoluble
fluorescente - -
Movilidad variable -
Crecimiento a 41°C -
Oxidasa + -
Acido en glucosa + variable
H5S en Kliger - -
ADH + -+
Desnitrificacién variable -
Fuente: Kinkelin et al., 1985
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Tabla V.- Caracteres distintivos de las enterobacterias mds frecuentes en peces.

ESPECIES
CARACTER Citrobacter Edwardsiella Hafnia Yersinia
Sfreundii tarda alvei ruckeri

Movilidad

a22°C + (ex) + (ex) + +

a37°C + (ex) + (ex) variable -
Gas en
glucosa

a22°C + (ex) + - -

a37°C + (ex) + variable -
ONPG + - variable +
LDC - + + +
oDnc variable + + +
Citrato de
Simmons + (ex) - + variable
H,S + (ex) - variable -
Ureasa variable - - -
Indot - (ex) + - -
vp - - + (ex) variable
Gelatina - - - variable
Manitol + - (ex) + +
Inositol variable - - -
Sorbitol + (ex) - - variable
Ramnosa + - + (ex) -
Sacarosa variable - variable -
Melobiosa variable - - -
Amigdalina variable - - (ex) -
Arabinosa + - + -

(ex) = posibles excepciones
Fuente: Kinkelin et al., 1985
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: Tabla VI.- Caracteres distintivos de aeromonas frecuentes en peces.
®
o ESPECIES
o CARACTER Salmonicida .
® A.hydropilaaviae A.sobria  salmonicida masoucida atipico
o Crecimiento a + + + - - -
® 37°C
® .
® Pigmento marrén - - + variable -
® soluble
ovilida + - -
Movilidad + + -
® Nitrato reductasa + + + + + variable
. .
® Gas en glucosa + - variable + + - (ex)
® ONPG + + + + + variable
: ADH + + + + + variable
® LDC - (ex) - (ex) - (ex) - + variable
: Citrato de variable variable variable - - -
Simmons
]
® HZS en GCF + - + - + -
® Indol + + + - + variable
: - VP + - variable - + variable
] Gelatina + + + + + vanable
: Manitol + + + + + variable
® Sacarosa + (ex) + (ex) + (ex) + (ex) + variable
: Melobiosa - - - + - variable
i - + + variable
® Esculina + +
® Saculina + 4 - variable variable variable
®
Crecimiento en
: M70
+ Arabinosa + + - + +
® T Salicina + + -
® 1 Arginina + + - - -
® * Histidina + + - - -
®
: (ex) = posibles excepciones Fuente: Kinkelin et al., [985
®
o
: .
o
®
o
o




CO...QQ.0.0.....‘..-O..‘O...O...............0.'..0...‘.

Tabla VII.- Vibriondceos marinos y pasteurellas.

ESPECIES
CARACTER Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Pasteurella  Pasieurella
alginolyticus vulnificus anguilarum ordalii piscicola
parahaemolyticus plecoglosacida
Crecimiento a - - - - - - -
37°C
Luminiscencia + + + + (ex) - - +
Movilidad + + + + + - -
Reduccién de + + + + - (ex) - (ex) -
NO,
Gas en glucosa - - - - - - -
ONPG - - + + - - -
ADH - - - + - + (ex) -
LDC + + + - - - -
Citrato de + + variable + (ex) - - (ex)
Simmons
Ureasa - - - - - -
Indol + + + + - -
VP + - (ex) - + - - (ex)
Gelatina + + + + + (ex) - (ex) -
Manitol + + variable + + - (ex) -
Sorbirtol - (ex) - - + - - (ex)
Ramnosa - - (ex) - - - variable -
Sacarosa + - - + + - (ex) +
Amigdalina - - + - -
Arabinosa - + (ex) - variable - - -
(ex) = posibles excepciones
Fuente: Kinkelin et al., 1985
22




* Sisterna API 20E
En forma relativamente reciente, estd en €

simplificado de baterfas de andlisis bacteriano. Es el sistema API 20E, una

1 mercado chileno un sistema

versién estandarizada, miniaturizada de los procedimientos convencionales para

la identificacién de Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram negativas.

El sistema API 20E consiste de microtubos que contienen sustratos deshidratados,
los que son reconstitufdos agregando una suspensién bacteriana.

En seguida, se incuba para que los microorganismos reaccionen con el contenido

de los tubos y se lee cuando los diferentes sisternas indicadores son afectados por
los metabolitos o los reactivos agregados, generalmente después de 18 - 24 hrs
incubando a 35 - 37 C. En el caso de peces, se recomienda incubar a 22°C.

El sistema API-20 tiene procedimientos para identificar el mismo dfa y entre 18
y 24 hrs las Enterobacteriaceae asf como para identificar a las 18 - 24 hrs y 36 -

48 hrs otras bacterias Gram negativas. Para algunos casos la bacteria identificada

debe confirmarse mediante serologfa.

3.4.2. Técnicas Inmunolégicas

El diagndstico presunto obtenido para 1a identificacién de las bacterias a través de las

pruebas bioquimicas es confirmado en ocasiones por métodos inmunolégicos. Mediante

la aplicacién de estas pruebas se logra un diagndstico positivo 0 confirmatorio del

patdgeno.

Algunas técnicas inmunol6gicas que han sido desarrolladas o adaptadas para la deteccién

de patégenos en peces son:
- Test de Aglutinacién Bacteriana

- Técnica del Anticuerpo Fluorescente (IFAT)

- Técnica Inmunoenzimdtica (ELISA)
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-TEST DE LA AGLUTINACION BACTERIANA
Las reacciones de aglutinacién estdn entre las pruebas inmunolégicas mds féciles de
realizar, siendo itiles para confirmar la identidad de la mayorfa de los agentes

bacterianos patdgenos de peces. El procedimiento es el siguiente:

i. Resuspender una o mds colonias bacterianas en una pequefa cantidad de
solucidn salina la que puede contener 1,5% de fenol como desinfectante.
La suspensidn debe ser lo suficientemente densa (color lechoso).

2. En un portaobjetos con escavaciones se coloca una pequefia gota de
suspensién de bacterias y como control negativo colocar una suspensién
de otras bacterias.

3. Se anade una gota de antisuero diluido 1:10 a cada suspensién de bacterias
y mezclando suavemente y se incuba a temperatura ambiente,

4. Se examina macroscOpicamente a varios intervalos para observar la
reaccion.

El resultado puede ser examinado con poco aumento microscépico.
Generalmente se registra el tiempo de aglutinacién visible. Una

aglutinacién fuerte deberia ocurrir dentro de 5 minutos.

6. Los resultados pueden ser registrados de la siguiente forma:
aglutinacién completa = + 4+ 4+
aglutinacién fuerte = + 4+ +
aglutinaciéon moderada =  ++
aglutinacién leve = +

no aglutinacién = -
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-TECNICA INDIRECTA DEL ANTICUERPO FLUORESCENTE. (IFAT).

Consideraciones

Esta técnica se prefiere a la directa (FAT) por su mayor versatilidad y sensibilidad. Tiene
la ventaja de que el anticuerpo marcado puede obtenerse comercialmente, evitando los
procedimientos de conjugacién y es mds sensible que la técnica directa.

Se emplean dos anticuerpos, uno anti-Antigeno y otro marcado con fluoresceina anti el
primer anticuerpo. Normalmente el primer anticuerpo es de conejo y el segundo

(fluorescente) de cabra anticonejo.

El siguiente protocolo asume que se estdn usando las diluciones correctas de los
reactivos, €stas deben ser establecidas por el laboratorio probando una serie de diluciones

de ambos anticuerpos, con frotis positivos, y observando la calidad de la fluorescencia.

Procedimiento:

1. Preparar los frotis de la muestra en portaobjetos limpios.
2. Secar con calor o fijar por 5 minutos en metanol.
3. Afiadir una gota de Antisuero de conejo no marcado para el antigeno

deseado, incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.
4, Lavar los portaobjetos con PBS (pH 7,2) y colocarlos en un baiio de PBS

por 5 minutos.

5. Eliminar el exceso de PBS y afiadir el antisuero anticonejo de cabra
marcado.

6. Incubar de nuevo y lavar como antes.

7. Anadir el fluido de montaje (pH 9) directamente sobre la muestra, colocar

un cubreobjeto sobre la muestra y afiadir sobre éste, aceite de inmersién.

8. Se examina un minimo de 50 campos en un microscopio de
epifluorescencia. El diagnéstico positivo revela una bacteria verde
brillante,

9. Usar controles positivos y negativos.
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- TECNICA INMUNOENZIMATICA (ELISA)

Los enzimoinmunoensayos (E.I.A.) utilizan enzimas como marcadores que pueden unirse
a antfgenos o anticuerpos en forma tal que los conjugados resultantes conservan tanto la
actividad enzimdtica como la inmunoldgica.

El EIA heterogéneo que posee mds de una fase es conocido comunmente como ELISA
(enzyme linked inmunosorbent assay = enzima ligada a un inmunoabsorbente). Se basa
en que el antigeno o anticuerpo se inmoviliza en una superficie sélida de soporte para
permitir la fijacién del reactivo marcado que reacciond y la elusién de aquel que no lo
ha hecho. La degradacién enzimdtica de un sustrato cromdgeno produce un factor de
amplificacién que facilita la deteccidn sensible y precisa la presencia de la enzima fijada
a la fase sélida. La técnica ELISA tiene aplicaciones universales ya que puede utilizarse
para detectar haptenos, antigenos o anticuerpos implicados en enfermedades infecciosas

y no infecciosas.

Ventajas:

+ Los reactivos marcados con enzima son de alta estabilidad, por lo tanto, pueden
conservarse por largo tiempo.

+ Permite una completa automatizacién del sistema.

+ Los resultados son de naturaleza cuantitativa.

+ Los antigenos y anticuerpos marcados con enzima pueden ser manejados en
condiciones normales de laboratorio.

- El costo de las microplacas (de usarse éstas como fase sélida).
- La diferente afinidad de los antigenos para adherirse a la fase solida.
- La presencia de reacciones no especificas.

- Pérdida de la actividad del anticuerpo después del marcado con enzima.

En general, los ensayos competitivos representan el inconveniente de que la incubacidn

de los antigenos o anticuerpos marcados con enzima debe realizarse con las muestras problema

(suero, extractos tisulares, secreciones, etc..). Estas soluciones pueden contener sustancias que
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alteren la actividad enzimdtica de la reaccién, problema que se elimina con los ensayos no
competitivos donde la incubacién de la muestra problema es separada de la del antigeno o
anticuerpo marcado con enzima. Ademds, las técnicas ELISA no competitivos tienen otras
ventajas, como el uso de un anticuerpo antiespecie marcado, para medicién de distintos antfgenos

0 anticuerpos y su mayor sensibilidad, Melendez et al., 1987.

Consideraciones ( Stolen et al., 1990)
1. Previo a desarrollar la técnica se debe producir un pool de anticuerpo especffico contra

el antfgeno de interés, el cual puede encontrarse en forma comercial como es el caso de

Renibacterium salmoninarum.
2. Generalmente el antisuero estandar es un pool de suero de alto tftulo obtenido de un
grupo numeroso de peces.

3. Este pool debe ser parcelado en alicuotas en tubos pequeiios para evitar continuos

congelamientos del estdndar y almacenarlos a -20°C.

4, De preferencia el pool debe ser generado de la misma especie de peces del que se

analizaran las muestras.

Técnica ELISA sandwich:

Es la técnica inmunoenzimdtica de uso mds generalizado por su alta sensibilidad y porque

se puede emplear cuando el antigeno estd rodeado de otros componentes.

Etapas:

Adsorcidn a la placa del antfgeno (fase sélida).

1. Adsorber las paredes de los pocillos de la placa ELISA con 100 ul de una
solucién de TNP-BSA al 0,5 ug/ml diluido en buffer de adsorcién, como describe
Stolen et. al, 1990. Cubrir la placa con parafilm e incubar por 1 hora a 37° C en
cdmara hiimeda o toda la noche a 4°C en oscuriddd.

2. Remover la solucién de adsorcién de la placa ELISA invirtiéndola, el exceso de
solucién se elimina golpeando suavemente la placa en una toalla de papel.

3. Aifiadir 200 uml de buffer de bloqueo por orificio para prevenir la adsorcién no

especifica de muestras de suero o conjugados en la superficie de la placa ELISA.
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4, Incubar la placa recubierta en una cdmara himeda a 37°C por 30 minutos.

5. Remover la solucién de bloqueo como se describe en el paso 2 y proceder a lavar
los pocillos.

6. Lavar 6 veces, 3 veces con TTBS seguidos por 3 lavados separados con TBS, Se

puede usar una piseta si no se dispone de una lavadora automdtica de placas.
Cada pocillo debe ser completamente inundado durante los 6 lavados después de
cada lavado remover la solucién sacudiendo la placa sobre el desagiie.

7. Coloque la placa ELISA invertida sobre toallas de papel al final de los 6 lavados

para remover cualquier humedad que permanezca en las paredes.

Estandarizacién del antisuero

El antisuero estandar debe ser corrido sobre cada placa para normalizacién de los datos
obtenidos por las muestras analizadas en esa placa. Este procedimiento asegura que los
datos obtenidos en una placa son comparables a los datos obtenidos en las otras placas,
este estandar es usado ademds para determinar la concentracién relativa de la actividad
del anticuerpo/ul de muestra.

Antes del andlisis de las muestras, éstas son tituladas para determinar el rango de

dilucién para el estandar y un valor para su actividad.

Adicién de las muestras problemas

1. Afiadir las diluciones del estandar y de las muestras a la placa Elisa en triplicado.
A los tltimos tres pocillos de la placa afiadir 100 ul de solucién al 3% BSA-
TTBS los que serdn usados como blanco (BSA Bovine Serum Albumin, Sigma).
Esto permite la determinacién de la densidad dptica de referencia, la cual
subsecuentemente puede ser sustraida de los otros pocillos.

2. Una vez diluidas las muestras serdn afiadidas a la placa, la placa cubierta se
incuba en una cdmara hdmeda a 17°C por 1,5 horas. Esta temperatura es
considerada el éptimo para las reacciones de los anticuerpos de salmdnidos.

3. Remover el suero desde la placa, lavar y secar como en los pasos anteriores.
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Adiciéon de la enzima marcada

Se aftade a cada pocillo 100 ul de la dilucién éptima del anti-cuerpo anti-pez, el cual ha

sido marcado. En este paso se pueden utilizar los anticuerpos monoclonales.

1. Aifiadir 100 ul de conjugado al blanco. Incubar la placa cubierta en cdmara
himeda por una hora a temperatura ambiente.

2. Remover el anticuerpo conjugado de la placa, lavar y secar dando golpecitos con
la placa invertida, sobre toalla de papel.

3. Adicionar 100 ul de Strepavidin-HRPO en dilucién 1/100 en una solucién 3% de
BSA T-TBS a cada pocillo.

4, Incubar la placa cubierta en cdmara himeda por 30 minutos a temperatura
ambiente.
5. Remover el conjugado de enzima de la placa, lavar 6 veces con TTBS y secar.

6. A 10 ml de buffer de 4cido citrico, afiadir 5 ul de H,0O, y 75 ul de ABTS.
Mezclar bien e inmediartamente afiadir 100 ul a cada pocillo.

7. Después que el sustrato se ha afadido, se mide y registra periédicamente la

densidad dptica.
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4. PARASITOLOGIA

4.1. Introduccién

El parasitismo es un fendmeno frecuente en los peces, aunque las enfermedades
parasitarias o parasitosis se manifiestan de preferencia cuando las condiciones del medio
permiten la proliferacion de los pardsitos. Si bien en los peces silvestres los pardsitos estdn
presentes, las parasitosis se presentan en forma mds agudas en peces en confinamiento ya que

la densidad poblacional favorece la transmisi6n y la existencia de reservorios.

Los pardsitos de peces pertenecen de preferencia a dos grandes grupos taxonémicos: la
Clase Crustacea (todos pardsitos externos) y los Vermiformes entre los cuales hay externos que
se fijan a la piel o branquias e internos que usan al pez como huésped de una fase de su ciclo

vital y que necesitan a menudo de uno o varios huéspedes intermediarios.

Los protozoos pardsitos que son responsables de enfermedades infecciosas pueden
pertenecer a los grupos de los Flagelados, Ciliados o Esporozoarios y pueden ser externos o
internos. Los externos pueden ser cutdneos o branquiales como por ejemplo Costia, o bien
subcutdneos como Ichtyophtirius, Chilodonella y Trichodina. 1os internos pueden hallarse en
la cavidad intestinal (Hexamita) o pertenecer a la sangre (Trypanosoma) u otros tejidos

(Myxobolus)

Con respecto a las Myxobolosis por Myxobolus cerebralis, después de los trabajos de
Wolf y Markiu en 1984, ha dejado de tener la importancia que se le atribufa anteriormente, por
su naturaleza incontrolable. El cambio de estatus radica en el descubrimiento del ciclo de
transmisidn en el que interviene un anélido de la familia Turbificidae, presente en las piletas de
tierra. Esta modalidad de cultivo en tierra no se practica en las pisciculturas comerciales de
nuestro pafs, por lo que podria suponerse que los cultivos en Chile estarian relativamente

protejidos de su aparicidn.
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En cambio, dentro de los protozoos del tipo Myxozoa, Ceratomyxa shasta, agente causal
de la Ceratomyxosis, no presente en Chile, podrfa ser una enfermedad que reviste carécter de
alto riesgo para los cultivos considerando lo peligroso que resulta el desconocimiento de su ciclo
de transmisién, la éusencia de tratamiento efectivo y las altas mortalidades ocurridas en la costa
del Pacifico Norte oriental (Estado de Washington, Oregon, Idaho y California)(Kinkelin et al.,
1985), zonas de procedencia de ovas importadas por Chile. Por ello, esta es la tinica enfermedad

parasitaria considerada de alto riesgo no presente en Chile.

La importancia econémica de las parasitosis se puede atribuir tanto a las
mortalidades o bajos rendimientos como a los costos de los tratamientos antiparasitarios. Los
pardsitos mds temibles desde el punto de vista econdmico son los micropardsitos cutdneos
branquiales como Costia, Ichthyiophthirius, Gyrodactylus, Argulus y algunos microsporidios.

Algunos de estos tltimos, podrfan representar un riesgo dada su transmisién vertical, como por

ejemplo Pleistophora sp. (Kinkelin et al, 1985).

Mencién aparte merecen las micosis de los peces las que constituyen un aspecto menos

explorado de la Ictiopatologfa. Kinkelin et al.(1985), distinguen tres tipos de Micosis;

- Micosis superficiales que evolucionan a partir de puntos de colonizacién de los
tegumentos o de las mucosas cuando se producen heridas causadas por distintos
mecanismos como manipulacién infecciones bacterianas o virales, y se les conoce como

proliferaciones algodonosas, clasificindose globalmante como Saprolegniosis.

- Micosis vasculares branquiales: branquiomicosis Aunque algunos autores consideran
indiferenciables los Branchiomyces de las Saprolegnia, se argumenta que las primeras
producirfan infecciones de orfgenes endégenas,a la que las esporas tendrfan un tropismo

con el oxigeno y llegarfan a las branquias por via sanguinea.
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- Micosis profundas: debidas a especies bastante heterogéneas en su estatus taxonémico
pero cuyo cultivo es generalmente posible y certero en su identificacién. Entre ellas se

encuentran Ichthyophonus y Phoma.

En este manual no se expondrdn los procedimientos diagnésticos en detalle de cada una

de las enfermedades parasitarias ni de las micosis ya que las patologias de origen parasitario y

micdtico que afectan a los Salménidos en Chile no revisten peligrosidad como para ser

considerados enfermedades de alto riesgo y son controlables con medidas de manejo preventivo.,

Sélo se exponen procedimientos generales para deteccién de pardsitos de peces y los

procedimientos especificos para algunos patdgenos pueden ser consultados en libros y trabajos

especializados.

4.2.

B
b

Toma de muestras

1. En la medida de lo posible, el examen se realizard siempre sobre peces recién
sacrificados. Esto es de especial importancia en la deteccién de muchas especies de
protozoos que no podrfan verse con facilidad en material conservado o congelado, y es
absolutamente necesario si se van a realizar preparaciones histoldgicas.

2. Antes de la fijacién, en aquellos peces que superen algunos centfmetros de
longitud, es conveniente realizar un corte a lo largo de la cavidad del cuerpo con el

objeto de facilitar la penetracién del fijador.

Envio de muestras al laboratorio:

1. Las muestras deben provenir de peces recién sacrificados. Si ello no fuese
posible, se conservardn en formol al 4% tamponado, o bien congeladas. Este ltimo

método destruye pequeiios helmintos, especialmente monogenea, pero puede utilizarse
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si no se estdn pesquisando estos pardsitos.
Procedimientos para la deteccién de agentes parasitarios:

1. Deteccién de pardsitos_externos.

Se debe examinar cuidadosamente la superficie corporal y las branquias, ya que algunos
ectopardsitos pueden detectarse a simple vista. Aquellos pardsitos que no pueden verse
a simple vista, podrdn ser detectados a través del microscopio estereoscdpico con
aumento 10x. Ectopardsitos de tamaiio ain més pequefios requerirdn aumentos de 100x
a 500x, para lo cual es recomendable preparar montajes en fresco de los filamentos

branquiales y del mucus raspado de la superficie corporal del pez.

2. Deteccién de pardsitos internos
Para el estudio de endopardsitos se debe seguir el mismo procedimiento que para los

ectopardsitos pero, después de haber tomado las muestras bacteriales y virales.

Se observard externamente las visceras a través del microscopio estereoscopico para
detectar quistes, vermes o algin aspecto inusual. Se recomienda ademds examinar los
ojos y el cerebro, colocdndolos en recipientes separados conteniendo agua o solucién
salina al 0,85%. Luego, realizar frotis de contenidos y raspados intestinales, vejiga,

rifién, higado y de cualquier anomalfa interna que se presente, estudidndolas a 100, 200

y 500x.




II. ANALISIS ESPECIFICOS DE ENFERMEDADES VIRALES

1. NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA

Se presentan las enfermedades virales de Alto Riesgo,presentes y presuntas en el pafs.

Agente etiolégico:  Virus de la Necrosis Pancredtica Infecciosa (IPNV)

Signos clinicos con significado_diagndstico

Enfermedad aguda que causa mortalidad en alevines y peces pequefios, ocasionalmente
en peces de 1 afio, en truchas y salmones. Generalmente resultan afectados primero los
alevines y juveniles mds grandes y de aspecto mds saludable. Cuando la tasa de
mortalidad es alta pueden ocurrir movimientos giratorios, los peces nadan girando
alrededor de su eje mayor. Cuando este comportamiento no es obvio, la alarma de los
peces por un golpe seco en la pileta u otro sobresalto a menudo producen la respuesta
giratoria. Un comportamiento anormal puede alternar con reposo durante el cual los
peces yacen sobre el fondo del estanque y respiran débilmente. El movimiento giratorio

es un signo terminal y la muerte se produce generalmente en una o dos horas.

Los signos incluyen el oscurecimiento total, exoftalmia, distension abdominal y, a veces,
hemorragias en las 4reas ventrales incluyendo a la base de las aletas. Internamente
aparecen multiples petequias en la zona de los ciegos piléricos y el higado y bazo se
encuentran palidos. El tracto digestivo generalmente se halla sin comida, de acuerdo con
ello, el estémago aparece blanquecino. En el estémago y el intestino anterior hay un

mucus claro a lechoso.

34



* Procedimientos diagndsticos
-DIAGNOSTICO PRESUNTIVO

Presencia de un ECP tipico en el cultivo celular. Las células de la monocapa se
redondean y se separan unas de otras, algunas se desprenden y flotan en el medio.
Las que permanecen adheridas adquieren forma de huso. Ademds, se deben

observar los siguientes aspectos:

+El exdmen histoldgico revela una pronunciada necrosis pancredtica con
los dos tipos de tejidos afectados, tanto de los acinos como de los islotes.
Tejido adiposo adyacente necrético. Inclusiones citoplasmdticas en las

células pancredticas cerca de los bordes afectados.

+Si se observa la presencia de signos clinicos como los que se

describieron anteriormente.

+Si la historia del establecimiento o del medio natural indica probabilidad

de IPN.

-DIAGNOSTICO CONFIRMATORIO

De los 3 serotipos conocidos del IPNV, el aislado en Chile por McAllister 'y
Reyes en 1984 es el VR-299. Por ésto, el método confirmatorio de
seroneutralizacién es una via factible. Las observaciones histopatoldgicas pueden
ayudar en la confirmacién del diagndstico.

Otra técnica confirmatoria es la inmunofluorescencia en monocapas de células.

2. LEUCEMIA PLASMACITOIDEA

Agente etiol6gico: Particulas como Retrovirus.

Esta enfermedad se incluye en las de Alto Riesgo, debido a que en la informacién

proveniente de Centros y Laboratorios encuestados, fue mencionada. La informacién
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existente es escasa y el presunto virus no ha sido aislado. Esta condicién fue descrita por
Kent et. al, 1990, en salmén Chinook en Canadd. Kent y Dawe, 1993, sugieren que el

microsporidio Enterocytozoon salmonis, estarfa involucrdndose como cofactor de la

enfermedad.

Signos clinicos de significado diagnéstico:

Alta mortalidad en salmones en el mar.
Palidez branquial debida a anemia.

Exoftalmia bilateral. Bazo y rifidn dilatados. Ascitis.

Histolégicamente se observa una proliferacién plasmacitoidea en rifion, Bazo, intestino,

pancreas, higado, corazén y érbita ocular.

-DIAGNOSTICO PRESUNTIVO.
Basado en signos y en la evidencia histopatoldgica.
El uso de microscopio electrénico revelarfa particulas como retrovirus de 105-125 nm

de digmetro. Los intentos por ser aislado en las lineas celulares EPC, RTG-2 yCHSE-

214, no han sido exitosos.

-DIAGNOSTICO CONFIRMATORIO.

Newbound et. al, desarrollaron en 1993 anticuerpos monoclonales a partir de tejido de
peces infectado con Leucemia Plasmacitoidea. Por lo tanto la identificacién confirmatoria
no se ha logrado hasta que el virus no sea aislado y la diagnosis se basa sdlo en las

pruebas presuntas.

3. NECROSIS HEMATOPOYETICA INFECCIOSA (IHN)

Agente etiolégico: Virus de la Necrosis Hematopoyética Infecciosa (IHNYV).

Se ha incluido com enfermedad de alto riesgo presunta, porque aunque no hay
informacién sobre brotes, aparece como diagndstico presunto informada por algunos

Laboratorios de Asistencia Ictiopatolégica (Encuestas a Laboratorios). IHNV, es una
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importante enfermedad viral de truchas y salmones. Un brote de THN puede causar
pérdidas explosivas de hasta el 100% en peces pequenos (alevines). La resistencia a la
enfermedad aumenta con la edad, en peces mds grandes la mortalidad es reducida (25%
o menos) y a menudo llega a ser crénica. Una secuela con repercuciones econdmicas es
la presencia de escoliosis en un 2-4% de los sobrevivientes, los cuales ademds de
permanecen como reservorios de virus que ha menudo vierten durante el desove.

La transmisién natural ocurre horizontalmente a través del agua de portadores desovantes
a peces susceptibles o, esparcida en el agua de alevines infectados o no infectados.

También puede transmitirse verticalmente con los huevos (posiblemente en la superficie

del huevo).

Signos clinicos con significado diagndstico.

Letargia o nado en giros en algunos peces, hinchazén abdominal, exoftalmia, anemia,
base de aletas y musculatura hemorrégicas, coloracion oscura.Internamente se presenta
palidez en higado, bazo y rifién, estémago e intestino llenos de fluido lechoso o acuoso.

Hemorragias petequiales en mesenterio o tejidos viscerales y musculatura.

-DIAGNOSTICO PRESUNTIVO
Se considera las evidencias epizotiolégicas (signos). Aparicién de EPC tfpico en células
susceptibles (CHSE-214, RTG-2 y EPC). Los tejidos empleados son rifién y bazo o

fluidos sexuales. En caso de alevines pequefios se usan enteros (Fryer, 1989).

-DIAGNOSTICO CONFIRMATORIO

Seroneutralizacién de virus aislado.

Winton 1991, hace una revisién de varios mejoramientos Tecientes de los métodos para
detectar THNV incluyendo la aplicacién de ELISA, el desarrollo de anticuerpos
monoclonales y pruebas de DNA y el uso de la Reaccién de la Cadena de Polimerosa

(PCR), que prometen ser rapidos, sensibles, especificos y efectivos en costos.

37



000000000000 00000000000000000000000000000C0F0OCOROCCCOGIOGIOOIOOOTS

III. ANALISIS ESPECIFICOS DE ENFERMEDADES BACTERIANAS

Se han considerado sélo aquellas enfermedades presentes en nuestro pafs y que han

provocado las mayores pérdidas econémicas.

1. ENFERMEDAD BACTERIANA DEL RINON

* Agente Etiol6gico: Renibacterium salmoninarum

* Signos clinicos con significado diagnéstico

Las formas agudas y subagudas de la enfermedad suceden sélo esporddicamente. Es mds
tfpico encontrar la enfermedad en forma crénica.Rara vez ocurre en peces de menos de
6 meses de edad. La enfermedad crénica se caracteriza internamente por un rifién
inflamado, edematoso, que puede aparecer gris y corrugado, generalmente exhibe
lesiones blanquecinas que varfan en tamafio y nimero. Estas lesiones a veces se en-
cuentran también en otros érganos, principalmente en hfgado y bazo. A menudo hay un
fluido turbio en las cavidades abdominal y pericdrdica, especialmente en los peces mds
viejos. Externamente los signos clinicos son de menor valor diagndstico, los peces
pueden parecer normales o mostrar uno o més de los siguientes signos: exolftalmia,

petequiacién de la piel, vesiculas en la piel.

* Procedimientos diagndsticos.

-DIAGNOSTICO PRESUNTIVO
Los frotis de tejido infectado deben contener numerosos diplobacilos pequenios,
Gram positivos, no dcido resistentes que ocurren intra y extracelularmente; el

organismo no crece en TSA a 20°C adn cuando se usan perfodos de incubacién

extensos (por ejemplo 2 semanas).

38



]

CO00 000000000000 00000000000000000000000000000000000000S

-DIAGNOSTICO CONFIRMATORIO

Se realiza a través de la prueba inmunoldgica ELISA. Esta técnica ha sido
ampliamente  desarrollada  para esta enfermedad, presenta  mayor
sensibilidad ,objetividad y capacidad de andlisis. Como alternativa para pequenos
volimenes de muestra puede usarse IFAT. Ambas técnicas estdn implementadas
en la mayorfa de los laboratorios ictiopatolégicos del pafs, segin lo indican las
encuestas realizadas esn este estudio, y los reactivos de andlisis estdn disponibles

en forma comercial.

2. ENFERMEDAD ENTERICA DE LA BOCA ROJA

Agente etioldgico : Yersinia ruckeri

Signos clfnicos con significado diagngéstico

La enfermedad puede ocurrir como una condicién hiperaguda, aguda o subaguda y hasta

crénica. Los signos clinicos de las formas agudas de la enfermedad son muy similares

a aquellos vistos en otras septicemias bacterianas; no obstante, puede ser de algiin valor

diagndstico la presencia frecuente de enrojecimiento en la boca y hemorragias en el

intestino posterior. En las infecciones mds crénicas, los signos clinicos, cuando son

considerados en conjunto con el origen y la historia de los peces, pueden brindar claves

valiosas como para identificar la enfermedad. En infecciones cronicas los peces son

oscuros, letirgicos y cominmente muestran exolftalmia bilateral, la cual puede progresar

hasta ruptura del ojo. Puede haber petequiacidn cutdnea, pero la piel se encuentra intacta.

Hemorragias petequiales ocurren difusamente sobre (y dentro) de las visceras y

musculatura.
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* Procedimientos diagndsticos

El diagndstico se basa en el aislamiento y la identificacién del agente causal. El
aislamiento primario debe hacerse del rifién sobre agar-soya-tripticasa incubado a 20 -
25°C durante 24 a 48 horas. Yersinia ruckeri crece bastante rdpido, y es posible tener
los cultivos antes de 24 hrs.

Los cultivos puros pueden ser identificados fdcilmente por medio de las tablas
diagnésticas convencionales, y luego confirmado por serologfa. Mediante las claves del
API-20, Y. ruckeri puede ser confundida con Hafnia alvei, por lo que en este caso debe
también ser confirmado porteriormente por serologfa. Se puede hacer uso del
serodiagndstico para detectar y diagnosticar infecciones asintomdticas, en particular el

IFAT y aglutinacién bacteriana.

-DIAGNOSTICO PRESUNTIVO.

Para la identificacién presuntiva el organismo debe ser un bacilo Gram-negativo,
citocromo oxidasa negativo que no produce indol en caldo de triptona.En Agar-
Hierro- triple azicar (TSI), produce reaccién alcalina en la superficie inclinada
y 4cido en sélamente en el fondo. Las caracterfsticas adicionales que podrfan ser
también verificadas para el organismo, en las pruebas presuntivas, son su
capacidad para fermentar glucosa (en el medio de glucosa se produce 4cido pero

no gas) y su motilidad.

-DIAGNOSTICO CONFIRMATORIO

Las pruebas confirmatorias se realizan mejor serolégicamente, usando la prueba
de aglutinacién en portaobjetos. En algunos laboratorios se estd implementando
Ja técnica Elisa sandwich (Francke et al. 1994) para esta patologfa. Se conocen

dos serotipos del agente. En Chile ha sido diagnosticado el serotipo 1.
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3. SEPTICEMIA RICKETTSIAL DE SALMONIDOS

Agente etioldgico : Piscirickettsia salmonis

Signos clinicos con significado diagndstico

Los peces pueden mostrar los signos clasicos de enfermedad como coloracién oscura,
letargia y nado en superficie. Algunos peces mueren con muy pocos signos de
anormalidad. Las lesiones externas incluyen branquias pdlidas y heridas en la piel.
Internamente el pez tiene evidencia de ascitis, peritonitis y palidez. El tracto gastro
intestinal, a menudo se presenta lleno de flufdo y sin alimento y junto con la vejiga
gaseosa y las grasas viscerales pueden tener hemorragias petequiales. El bazo, higado y
rifién, estdn a menudo dilatados, estos dos tltimos pueden presentar decoloracién. En

algunos casos el higado presenta. nddulos blanquecinos.

DIAGNOSIS PRESUNTA

Para este diagndstico, Lannan y Fryer (1991) establecieron los procedimientos de cultivos

celulares para la aislacién y deteccién presunta del patégeno,

-Preparacion_de la muestra

1. Tomar una muestra de rifién asépticamente y transferir a un recipiente
estéril. Los tejidos deben guardarse a 4°C o en hielo hasta ser procesados, pero
no deben ser congelados. No se deben usar antibiGticos en ningiin paso del
procedimiento.,

2, El tejido renal se debe homogenizar hasta 1:20 en una solucién salina
balanceada libre de antibidticos (PBS) y enseguida, sin centrifugar, diluir 1:5 y

1:50 en PBS. Las soluciones finales para uso son 107y 107,
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-Inoculacidén en células
1. Se usa la lfnea celular CHSE-214 (ATCC CRL 1681). Los cultivos se

deben mantener en un medio libre de antibidticos.

2. Ambas diluciones (102 y 10?) del homogenizado de tejido renal, deben
inocularse en el cultivo celular. El homogenizado dilufdo debe ser inoculado
directamente (0,1 ml/cultivo) en el medio libre de antibidticos que cubre las
células.

3. Los cultivos celulares deben ser incubados a 15-18°C por 28 dfas y
observarse la aparicién del efecto citopdtico (ECP). El ECP rickettsial consiste
en aglomeraciones en forma de placas de células redondeadas. Con el tiempo, el

ECP avanza hasta destruir completamente la capa de células.

* DIAGNOSTICO CONFIRMATORIO

Lannan et. al. (1991), desarrollan el método del anticuerpo fluorescente (IFAT)
para la deteccién de la Rickettsia, que causé epizootias en salmones cultivados
en Chile,!

En esta prueba, se puede usar los flufdos provenientes de los cultivos celulares
que muestran efecto citopdtico, los que pueden ser colocados directamente sobre
un portaobjetos, segtin las técnicas IFAT y observar directamente al microscopio,
o bien, el flufdo inocularlo en cubreobjetos que contengan una monocapa de
células CHSE-214. Esta debe ser incubada por 5-6 dias antes de proceder con la
técnica IFAT.

' Este método tambi®n puede ser utilizado para un diagndstico rdpido sobre los frotis preparados directamente
del tejido sospechoso. Esta es una alternativa actualmente muy utilizada en Chile.
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4. ENFERMEDAD BACTERIANA DEL AGUA FRIA

Agente etiolégico: Flexibacter psychrophilus.

Esta enfermedad afecta probablemente a todas las especies de salmdnidos (Amos, 1985).
Aparece cuando las temperaturas del agua estdn entre 4-10° C y la severidad y signos
especificos parecen depender del estado de desarrollo del alevin (Wood, 1974). Cuando
los alevines desarrollan la enfermedad pueden ocurrir mortalidades de 30-50% vy los
signos se limitan a erosién en la piel que cubre la yema; la coagulacién de la yema a

menudo precede un brote de esta enfermedad (Inglis, et. al 1983).

Signos_clinicos con significado diagndstico

En nuestro pafs, la enfermedad se presenté inicialmente en trucha arcoiris en 1993, con
severas mortalidades que llegaron a alcanzar el 50-60% (BUSTOS, 1994). Los S1gnos
informados en su trabajo, indican que los peces afectados preéentan letargia, natacidn
superficial, pérdida de apetito y oscurecimiento de la piel. Hay ulceraciones en el
vientre, llegando a perforar la pared y a producir evisceracién parcial. Hay palidez
branquial mostrando éstas hemorragias lineales y puntiformes muiltiples.

Se observan hemorragias en la base de las aletas y a nivel ocular, exoftalmia bilateral y
leve protrusién del poro urogenital. Es comun la distensién abdominal, particularmente
en los casos mas crénicos. Los signos internos mas relevantes son: severa inflamacion,
petequias en bazo, y frecuentemente del rifién e higado. Muchas veces el rifién muestra
severa palidez y aparente atrofia en la mitad anterior (zona hematopoyética) y grisdceo
en el polo posterior (area excretora). Estos tres organos presentan una consistencia
blanda. No hay alimento en el tracto digestivo, muchos peces presentan dilatacién
gdstrica leve, acumulacién de liquido en dicha cavidad, gastritis catarral, enteritis
hemorrdgica o muco-hemorrdgica y petequias en los ciegos piloricos. La grasa visceral,

muestra clara hemorragia asociada o congestién.
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* Procedimientos diagndsticos

-DIAGNOSTICO PRESUNTIVO.
Se deben considerar las siguientes caracterfsticas para la identificacién de F.
psychrophilus:
-Colonjas amarillas convexas en Agar Cytophaga
-Bacilos Gram negativos,delgados y largos (0,5-0,75 x 2-7 pm).
-Temperatura éptima de crecimiento 15-18° C. No crece a 30° C.
-Activamente proteolitico para la gelatina y caseina.
-No produce 4cido desde carbohidratos simples o complejos.
-Las colonias cambian a rojo en presencia de KOH 20%.
-Répidamente Catalasa positivo.
-Crecimiento escaso o nulo en TSA o BHL

_Se observa motilidad deslizante, a veces con dificultad.

-DIAGNOSTICO CONFIRMATORIO

Test de aglutinacién con antisuero para F. psychrophilus.
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APENDICE 1

MEDIOS DE CULTIVO, TINCIONES Y SOLUCIONES DE USO FRECUENTE.

1. Tinciones
1.1. Tincién de Gram
1.1.1. Procedimiento:
Preparar un frotis y fijarlo al calor.
Colocar solucién de cristal violeta durante 1 minuto.
Lavar con agua corriente durante algunos segundos.
Cubrir con solucién yodada durante treinta segundos.
Lavar con agua corriente unos 15 segundos.
Decolorar por 30 segundos con alcohol decolorante,
Lavar con agua corriente.
Teilir con safranina durante 30 segundos.
Lavar con agua corriente.
Sacar y examinar al microscopio con objetivo de inmersidn.
Los micro-organismos Gram positivos se ven de color azul, los Gram negativos, de

color rojo.

1.1.2. Reactivos:

* Soluciéon Cristal Violeta:

a) Cristal violeta 2 g
Alcohol etilico 20 ml

b) Oxalato de amonio 0,8g
Agua destilada 80 ml

Preparar las soluciones por separado y luego mezclarlas.

* Solucion Yodada:
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Yodo lg
Yoduro potdsico 2g
Agua destilada 300 ml

Disolver el Yodo con el Yoduro potdsico en 5 ml de agua, agregar el resto del agua
destilada.

* Alcohol decolorante:
Alcohol etilico 95 ml

Acetona 5 ml

* Safranina

Safranina 0,25 g
Alcohol etilico 10,0 mi
Agua destilada 100 ml

1.2. Tincién de Ziehl Nielsen (Tincién Acido Resistente)

1.2.1. Procedimiento:

Se fija el frotis al calor.

Se tifie con colorante de Ziehl-Nielsen durante 5 minutos, y se calienta la preparacién
a la llama del mechero hasta la emisién de vapores del colorante.

Se lava con agua corriente.

Tincién de contraste con solucién acuosa de azul de metileno al 5%.
Lavar con agua corriente.

Secar y examinar con objetivo de inmersidn.

Los micro-organismos alcohol-dcido resistentes se ven de color rojo. Otras bacterias
y restos celulares se ven azules.
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1.2.2. Reactivgs:

* Solucion A;

* Solucidén B:

Mezclar ambas soluciones. Para tinciones ordinarias se usa sin diluir. Para contra-

Fucsina bdsica
Alcohol etilico 95%

Fenol
Agua destilada

03¢g
10 ml

5S¢
95 ml

tincién en el método Gram, diluir 1:10 con agua destilada.

2. Medios de cultivo

2.1. TSA (Tryptic Soy Agar)

Medio disponible en el mercado. DIFCO, MERCK, BBL.

Para patdgenos marinos adicionar 1-2 g de NaCl.

2.2, Agar Cytophaga (CA) pH final 7,2

Triptona
Extracto levadura
Acetato de Sodio
Extracto de carne
Agar

Agua destilada

2.3. Agar Shieh

pH final 7,2
Peptona
Sodio acetato
Extracto levadura
BaCl H,0
K;HPO,
KH,PO,
MgSO, 7 H,0
CaCl, 2 H,0
FeSO, 7 H,0
NaHCO,
Agar
Agua destilada
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2.4. Agar TSI (Triple Sugar Iron)

Medio disponible en el mercado. DIFCO, BBL, Merck, OXOID.
Se disuelve la cantidad indicada, en agua destilada. Se distribuye en  tubos de
ensayo ,se autoclavan y enfrfan inclinados.

2.5. Medio O/F pH final 6,8 + 0,2
Triptona 2 g
NaCl 5 g
Fosfato dipotdsico 0,3 g
Azul de bromotimol 0,08 g
Agar 2 g
Agua destilada 1.000 ml
2.6. Prueba de indol
Productos disponibles en el mercado: DIFCO: Tryptone broth

BBL : Trypticase broth

Se prepara un medio que contenga un 1% de Tryptona.

2.7. Gelatina, pH final 6,8 + 0,2
Extracto de carne g
Peptona 5g
Gelatina 120 g
Agua destilada 1000 ml

2.8. KDM-C, para aislamiento de Renibacterium salmoninarum, pH 6,8

Peptona 1 g
Extracto levadura 0,05 g
L-Cistefna HCI] 0,1 ¢
Carbdn activado 0,1 g
Agar LS ¢g
Agua destilada 100 ml

Disolver los ingredientes y calentar hasta disolver. Esterilizar en autoclave durante 15
minutos a 121° C,

50




2.9. KDM-2, para crecimiento de Renibacterium salmoninarum

Peptona

Extracto de levadura
Cysteina HCI

Agar

Suero

l g
0,05 g
, g
1,5 g
20 ml

Mezclar y disolver calentando. Ajustar a pH 6,5. Autoclavar a 115°C por 20'. Enfriar
a 45°C y adicionar 100 ml de suero bovino fetal.

2.10. Medio SW, para aislar Yersinia ruckeri.

Triptona
Extracto levadura
Tween 80

NaCl

CaCl, 2 H)0
Azul bromotinol
Agar

Agua

2 g
2 g
10 ml
5 g
0,1 g
0,006 g
15 g
980 ml

Después de esterilizar y dejar enfriar a 50°C, se afiade 10 ml de una solucidén de

sacarosa (0,5 g/ml) esterilizada por filtracién. Mezclar y verter en placas.

2.12. Solucién de montaje para inmunofluorescencia.

Glicerol
Buffer

Buffer:

0,5 M Buffer carbonato / bicarbonato, pH 9,7
0,4 M Na,CO,
0,4 M NaHCO3
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3. SOLUCIONES PARA VIROLOGIA

y esteriliza.

MEM (1X)

Suero Bovino Fetal
Penicilina/Estreptomicina
L-glutamina

3.2. Tripsinizacién de células

PBS
Tripsina-EDTA (10X)

3.3. Tampén Tris (1 Molar)
Tris-Hydrochloride (acid)

Tris-Buffer
Agua bidestilada, aforar a

en el mercado).
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3.1. Medio de cultivo enriquecido para células de peces.

Producto disponible en el mercado bajo en nombre Minimum Essential Medium
(MEM 1X). El medio se rehidrata de acuerdo a las instrucciones del envase, se filtra

MEM-10 Para crecimiento y mantencién de lineas celulares.

395 mi
50 ml
5 ml
5 ml

900 ml
100 ml

106,4 g
394 ¢
1000 ml

Como alternativa se puede utilizar solucidn estéril de Bicarbonato de Sodio (Disponible
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4, SOLUCIONES PARA ELISA

4.1 Phosphate Buffered Saline (PBS), 0,01 M pH 7,2
7,5 g NaCl
0,245 g KH,PO, (monobdsico)
0,809 g Na,HPO, (dibdsico)
1.000 mi H,O csp
4.2 Tween 20 + Tris Buffered Saline (TTBS) pH 8,0
60,7 ¢ Tris Base
4,09 g EDTA
87,0 g NaCl
10 1 tH,O csp

Agregar 10 ml de Tween 20
Ajustar el pH a 8,0, con aproximadamente 10 ml de HCl
4.3 2,2-Azinobis (3-EthylBenzThiazoline Sulfonic Acid) (ABTS)
0,1 g ABTS (sal diamdnica)
10,0 ml de agua destilada
4.4 Buffer de dcido citrico pH 4,0

0,2 g Acido cftrico (monohidrato. PM = 210)
100 ml agua destilada
llevar a pH 4,0

4.5 TNP-BSA

Seroalbtimina de bovino trinitrofenilada. Se prepara de acuerdo a Garvey et al, 1977,

4.6 TNP-KLH

Trinitrophenylated keyhole limpet hemocyanin. Se prepara de acuerdo a Rittenberg y
Amkraut, 1966.
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MANUAL DE PREVENCION Y TRATAMIENTO
DE ENFERMEDADES DE SALMONIDOS DE CULTIVO

INTRODUCCION

El estado de enfermedad de los peces se traduce en la aparicién de anomalias en el
comportamiento y/o lesiones corporales, que conlleva un descenso en los rendimientos y a

menudo Ia muerte de los individuos afectados.

Es claro que el conocimiento de una enfermedad de peces tiene que derivarse no sélo
de la apreciacién del microorganismo invasor sino también de su relacién con el ambiente y
su huésped. Snieszko (1972), fue uno de los primeros en insistir en ésto, al sefialar que las
enfermedades infectocontagiosas en peces pueden ocurrir s6lo cuando un huesped susceptible
y un patégeno virulento se reunen bajo condiciones ambientales adecuadas para la induccidn

de la enfermedad.

Los peces bajo condiciones de cultivo son altamente susceptibles a las enfermedades,
dependiendo bdsicamente del manejo a que son sometidos, en especial a la densidad de carga
en espacios reducidos, lo que dificulta el control y terapia dada la rapidez con que se
propagan los agentes. De alguna manera los riesgos patoldgicos de origen natural o inducidos

son previsibles y exigen medios permanentes de intervencién preventiva.



Como en todas las enfermedades animales que se quiere combatir, en el caso de
ocurrir patologfas en peces se trata de:
1. Identificar las causas.
2 Favorecer la fisiologfa normal del pez.
3. Interrumpir la transmisién de los bioagresores.
4 Detener al agente patgeno que haya ingresado, usando terapias o potenciando

las reacciones de defensa del huésped.

El presente manual reune las medidas de prevencion en uso en instalaciones de cultivo

de salménidos, ademds de la normativa vigente que regula la importacion de ovas e impide

la importacién de peces vivos.

Sobre el aspecto terapéutico, se exponen los métodos de tratamiento y los productos

utilizados.



*

1. PREVENCION

METODOS DE PREVENCION

El manejo preventivo de las enfermedades infectocontagiosas puede ser visto desde los

siguientes aspectos:

1. Prevencién del contacto entre patégeno y huesped.

2. Incremento de la resistencia natural o genética (mejoramiento genético).
3. Inmunizacién (vacunas).

4. Mejoramiento de la respuesta inmune (uso de inmunoestimulantes).

5. Mejoramiento de Ia dieta.

Prevencién del contacto entre patégeno y huesped

Este tipo de prevencién estd sustentado por dos modalidades de intervencion:

1. Intervencién puntual sobre los peces disponibles.
2. Intervencién coordinada a través de programas de prevencion
nacionales o0 internacionales.

1. Intervencidn puntual

Recientemente ha habido mayor comprension de la necesidad de estudiar las

enfermedades en contexto de su ambiente y de la fisiologfa de su huésped, y ésto ha

llevado a la conclusién de que las enfermedades de los peces estdn casi invariable-
mente relacionadas con el estrés. La definicién de estrés es muy dependiente del
usuario, en relacién con las enfermedades de los peces; sin embargo, la definicién de
Brett en 1958 citado por Inglis et. al, 1993, es probablemente la mds dtil: "Estrés es
el estado producido por un factor ambiental u otro, el cual excede las respuestas
adaptativas del individuo mas alld del rango normal, de tal modo que sus oportu-

nidades de sobrevivencia estan significativamente reducidas”. Cuando un pez 0 una



poblacién de peces es afectado por cualquier factor estresante, la ubicuidad de los
agentes potencialmente patdgenos en el ambiente y ain dentro de los mismos peces
portadores es tal, que el pez es ficilmente expuesto y probablemente sucumbe a tal
infeccién. Los cambios exactos que ocurren en el pez y que gatillan la invasién o
multiplicacidn del agente no son conocidos, pero probablemente se relacionan con la
supresidn de las defensas no especificas tales como el sistema reticuloendotelial y

alteraciones en la integridad de superficies mucoides.

Si la capacidad del pez para resistir las infecciones es reducida, los microorganismos,
que ya estdn dentro de los tejidos como es el caso de un pez portador, en el intestino
o en el ambiente externo, son capaces de invadir e inducir enfermedades clinicas. La
capacidad para tal invasién es un componente inherente a cada patégeno. Es asf como
se pueden distinguir patégenos primarios, para los que basta sélo un pequeifio nivel de
estrés para provocar la enfermedad; patgenos secundarios en que el pez tiene que
estar muy estresado o bien existir 1a presencia de un patégeno primario para posibilitar
su invasién; un tercer grupo es el que reune principalmente bacterias que invaden los
tejidos de los peces cuando estdn cercanos a la muerte o post morten, aunque quizds

este grupo no puede ser considerado como patégeno propiamente tal (Inglis op.cit).

Las altas densidades unidas a malas practicas de manejo, en las cuales la aireacién y
el flujo de agua es insuficiente, facilita el ingreso de enfermedades. Puede bastar

solamente un individuo que actiie como reservorio para contaminar el resto del stock.

Es asf como podemos sefialar que, para el caso de la intervencidn puntual, se debe
poner énfasis en las siguientes situaciones que generalmente se encuentran controladas

para salmdnidos en cultivo:
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J)
4)

3

8)

9)

10)
11)

12)
13)

Mantener densidades de carga adecuadas para cada especie en cultivo.
Extremar las precauciones durante las actividades de traslado, cambio de
mallas, muestreos, desdobles, extraccién de mortalidad. Esto implica, entre
otras cosas, realizar las actividades mds riesgosas cuando los peces estén en
ayuno.

Mantener separados los grupos de edades diferentes.

Evitar la presencia de peces muertos por perfodos prolongados (malas
condiciones _sanitarias). Eliminarlos, enterrdndolos en pozos acondicionados
cubriendo con cal o incinerando los peces enfermos y deformes. Por ningtin
motivo se deben desechar al medio (acudtico o terrestre).

Mantener una rutina de muestreos para andlisis de salud ain en poblaciones
aparentemente sanas.

Mantener separados los peces recapturados de los del cultivo.

Desinfectar adecuadamente los materiales que ingresan a la piscicultura. En
especial redes y botas.

Proveer una alimentacién balanceada en calidad y cantidad, de acuerdo a los
requerimientos de cada especie de cultivo.

Adquirir peces y ovas desde lugares que mantengan una rutina de inspeccién
sanitaria al dfa. |

Evitar el movimiento de stocks infectados.

Evitar la acumulacién de materia orgdnica, esto es materia fecal y alimento no
consumido, dentro de las jaulas o piletas.

Evitar la acumulacién de algas y lama en los estanques.

Desinfectar el agua sangre proveniente de la operacién de cosecha,
cualesquiera que sea su destino final. De preferencia usar cloro o productos
yodados en concentraciones adecuadas para asegurar la eliminacién de

patégenos microbianos.



2. Intervencién coordinada

Este aspecto estd relacionado con la intervencidn a través de programas de prevencidn
nacional y/o internacional. Con este método, se trata de interrumpir la transmision de
agentes patogenos en zonas mds o menos amplias. Esto puede llevarse a cabo
destruyendo las fuentes de infeccién (peces o material contaminado) y sustituyendo los
stocks por peces libres de gérmenes especificos.

Las politicas de control son aplicables a aquellos patégenos que no responden
rdpidamente a la terapia y/o a aquellos que, geogrificamente localizados, inducen

enfermedades de importancia socioecondmicas.

Este punto se referird sélo al programa vigente del gobierno chileno para prevenir la
entrada de patdgenos peligrosos a través de la importacién de ovas. Al respecto, se
puede mencionar que la normativa vigente estd sefialada en el Decreto Supremo N°
162 de 1985 del Ministerio de Economfa, Fomento y Reconstruccién y sus
Resoluciones asociadas. Un pequefio resumen de su contenido se explica a continua-

cion:

DECRETO SUPREMO N°® 162, MINISTERIO DE ECONOMIA, FOMENTO Y
RECONSTRUCCION, 18 de Julio de 1985,
Aprueba reglamento sobre control de enfermedades de peces de la familia salmonidae y otras

especies hidrobiolégicas y deroga Decreto N° 291 de 1983,

Del presente decreto interesa destacar lo siguiente:

Se clasifican las Enfermedades en Clase I, II y III, dependiendo de su peligrosidad y
posibilidad de tratamiento. Se establece la exigencia de certificado zoosanitario
otorgado o visado por el Servicio Nacional de Pesca, que acredita la presencia o
ausencia de agentes causales de enfermedades que afectan a las especies hidrobioldgi-
cas. Se autoriza la importacién de especies salmonideas sélo en estado de ovas o
gametos exentos de las enfermedades de la Clase I, excepto para BKD en cuyo caso
se exige certificado de tratamiento profildctico de reproductores y ovas.

Se establece las medidas de control para la aparicion de enfermedades de la Clase I.



RESOLUCION EXENTA N° 2459, SERVICIO NACIONAL DE PESCA,
23 DE NOVIEMBRE DE 1993.
Establece condiciones para importacién de ovas de especies salmonidas, complementarias a
las establecidas en el D.S. N°162 de 1985 del Ministerio de Economfa, Fomento y Recons-

truccidn exenta N°0548 de 1988, del Servicio Nacional de Pesca.

Se destacan las exigencias de desinfeccién en cuanto a productos, tiempos y dosis an-

tes de ser enviadas y a la llegada al pais,previo a ser depositadas en agua corriente.

RESOLUCION N° 2158, SERVICIO NACIONAL DE PESCA,
21 DE OCTUBRE DE 1994,
Establece condiciones de la importacion de ovas de salmonidos, complementarias a las

sefinladas en la resolucidn exenta n°2459 de 1993 del Servicio Nacional de Pesca.

Seiiala el método de diagndstico de la Enfermedad Bacteriana del Rifion que debe ser

aplicado a los reproductores que dan origen a las ovas que serdn internadas en el pais.

* INCREMENTO DE LA RESISTENCIA NATURAL O GENETICA

Los aspectos relacionados con la genética son también de interés en los programas de salud.
Esto debe estar dirigido a la obtencién de poblaciones con buena tasa de crecimiento,
conversién alimenticia y resistencia a enfermedades. La seleccién intensiva para ciertos
caracteres sin una base genética adecuada, da como resultado una perdida de la "fortaleza”

de los reproductores y, consecuentemente, efectos colaterales negativos.

Existen numerosos trabajos que apuntan al valor de las cepas resistentes geneticamente
para reducir el problema de las enfermedades. El objetivo de la mejora genetica desde el
punto de vista de la prevencidn, es oponer a las causas de la enfermedad un terreno genético
menos sensible o mas refractario. Se pueden emplear métodos de seleccion, cruzamiento o

manipulaciones genéticas.

0000000000000 0000000000000000000000000000000000000000¢0



De acuerdo a investigaciones realizadas en este campo habrfa cierta herencia en la

resistencia a algunas enfermedades virales y bacterianas, observdndose fuertes diferencias en

la susceptibilidad entre los lotes.

Herman en 1970 hace una revision de los métodos de prevencidn y control de
enfermedades sefialando que el trabajo inicial de produccién de peces resistentes a
enfermedades fue el de Embody y Hayford en 1925 quienes mediante apareamiento selectivo
aumentaron la resistencia en trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis) a 1a furunculosis. Luego
cita a Wolf quien en 1954 inicio una investigacién dirigida a desarrollar cepas de trucha café
y de arroyo resistentes a la enfermedad ulcerativa y furunculosis, este trabajo fue continuado
bajo la guia de Erlhinger en 1964 quien fue capaz de mostrar el aumento definitivo en la
resistencia a la furunculosis en poblaciones seleccionadas cuando compard con stock no

seleccionados.

Posteriormente, se han logrado avances en la manipulaciones cromosdmicas, en
especial en la obtencidén de poblaciones de monosexo y triploidia en salménidos, lo cual puede
tener incidencia en la reduccién del riesgo patol6gico. Parsons et. al, 1986 compararon el
aumento de resistencia al IHNV de triploides obtenidos de hembras de trucha arcoiris y
machos de salmén coho. En tanto que Bruno y Johnstone en un trabajo publicado en 1990 no
encontraron diferencias consistentes en la susceptibilidad a R. salmoninarum entre diploides

y triploides de salmon Atlantico.

Serd de mucha utilidad el desarrollo de un programa de mejoramiento genético a largo
plazo realizando un seguimiento a la descendencia para observar la inmunidad adquirida a
ciertas enfermedades. Pero cabe tener en cuenta que la cepa o raza mas resistente a un
patgeno no necesariamente lo es a offdé.i Sin 'é.mbﬁrgo este tipo de técnica podria ser titil en

areas en que una determinada enfermedad es enzoGtica,



* INMUNIZACION

La inmunizacién con vacunas implica la incorporacién artificial de antfgenos, para sumunistrar

inmunidad a los peces frente a eventuales nuevos contactos con dichos antigenos.

La vacunacién es muy importante como una herramienta profildctica primaria. Presenta

varias ventajas, entre las que se mencionan:

1. Reduccién de la dependencia de antibidticos y la resistencia resultante.
2. Mejoramiento de la sobrevivencia y la conversién de alimento.

3. Reduccién de los costos de tratamiento.

El primer intento serio en desarrollar vacunas de peces, fue el trabajo de Duff en
1942, quien inmunizé trucha cutthroat (Salmo clarki) contra la furunculosis. Desde entonces,

se han formulado vacunas experimentales contra casi la mitad de las bacterias patdgenas de

peces.

La aplicacién de los procedimientos de inmunizacién requiere mucha investigacion
concerniente a:

1. Sistema inmune bdsico en peces.

2. Caracterizacién de respuestas inmunes protectoras.

3. Factores que influyen sobre la respuesta inmune en peces vacunados.

4. Factores biolégicos que pueden impedir el uso de vacunas orales en ciertas especies

de peces.

Los cultivadores de salménidos conffan que como producto de las investigaciones, se
desarrollen vacunas virales, parasiticas o fingicas. Por ahora existe un escaso nimero de
vacunas desarrolladas y con licencia: Vibriosis, Hitra, Enfermedad Entérica de la Boca Roja
y Furunculosis. En Chile sélo se cuenta con la autorizacién para vacunar contra Yersinia

ruckeri y las empresas autorizadas por el registro del Servicio Agricola y Ganadero para
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operar con esta vacuna son tres, mds una que se encuentra en trmite avanzado. Algunos de

los nombres comerciales bajo Jos cuales se distribuyen son: Yenivac y Yersivacs.

Un punto conflictivo es el costo de las vacunas para los usuarios. En términos
précticos,los piscicultores necesitan controlar enfermedades especificas que los pueden afectar
financieramente por causa de altas mortalidades y demandan productos baratos y faciles de
usar. Desde el lado opuesto, los fabricantes de vacunas necesitan mercados considerables para
asegurar la rentabilidad de, sus productos y esperan obtener precios elevados, para recuperar
los costos de desarrollo y de licencia, y financiar los gastos de operacién y la inversion
futura. Ademds, siendo la industria de acuacultura comparativamente pequeiia, los fabricantes
estdin mds dispuestos a invertir en desarrollar vacunas contra enfermedades de amplia
prevalencia, mds que para aquellas restringidas a pequefias zonas geogridficas o que
corresponden a condiciones nuevas. Aunque los costos varfan sustancialmente de un pais a
otro, seria una iniciativa interesante que una entidad gubernamental o particular interesada,
las proveyera en forma gratuita, ya que en lugares donde una enfermedad estd dispersa puede

ser un buen incentivo para comenzar un programa de profilaxis general.

* VIAS DE ADMINISTRACION
Son varias las vias de administracién que han sido estudiadas, pero ninguna de las
vacunas con licencia estd autorizada para ser suministrada en forma oral debido a su baja

eficacia.

Segun el estudio realizado por Giorgetti (1991) en base a encuestas a varios pafses,
las vacunas son administradas principalmente por inmersién, pero también por inyeccion,
especialmente para inmunizar contra la vibriosis a los reproductores de salménidos. En todo
caso, el mismo estudio sugiere que es deseable un cambio en la via de administracién,
proponiendo mejorar la administracién por via oral, que tiene la ventaja de evitar el estrés al

pez y puede ser usada en ejemplares dificiles de capturar.
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En la actualidad ya se proponen comercialmente formas de administracion de vacunas
orales que presentarian ventajas relacionadas con su absorcidn, dado que la cubierta protege

el ingrediente activo y su formulacién farmacéutica asegura la estabilidad del producto.

Por otro lado, es recomendable hacer pruebas con vacunas polivalentes (proposicidn

en reunién de Asociacién Europea de Ictiopatdlogos, en Santiago de Compostella).

Los requisitos para lograr una buena inmunidad dependen de varias condiciones para
su administracién entre las que se destacan:
1. Propiedades del antfgeno utilizado.
2. Via y la dosis (dependientes del operador).
3. Pardmetros independendientes de la voluntad del operador, como son:
- Temperatura, que condiciona la velocidad de respuesta.
- Edad fisioldgica de los peces.
- Relacion entre la talla del pez y el valor de la vacunacidn.
- Estrés de la manipulacién.

- El azar.

* MEJORAMIENTO DE LA RESPUESTA INMUNE

El complejo sistema inmune de los peces, con todas sus funciones interactuando en
estado normal, deberfa ser capaz para mantener los individuos sanos. Sin embargo, la
dindmica de susceptibilidad generada por el estrés del confinamiento provoca una constante
inmunodepresion, surgiendo asi la necesidad de emplear sustancias quimicas que estimulen

los mecanismos de defensa no especificos.
El uso de inmunoestimulantes, adjuvantes y portadores de vacuna, en cultivo de peces,

ofrece un amplio rango de métodos atractivos para inducir y elevar la proteccidn contra

enfermedades inmunosupresoras.
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Los inmunoestimulantes y adjuvantes pueden ser administrados antes o después de las
vacunas para amplificar la respuesta inmunoespecifica generando elevaciones del titulo de
anticuerpos circulantes y el ndmero de células que secretan anticuerpos. Ademds, los
inmuestimulantes pueden ser usados solos, induciendo actividades elevadas en los mecanismos
de defensa no especificos tales como actividad oxidativa aumentada de neutrdfilos, actividad

aumentada de englobamiento de células fagocitadas, potenciando células citotéxicas.

En aquellos casos donde los brotes de enfermedades son ciclicas y/o pueden
predecirse, las pérdidas pueden ser reducidas elevando los mecanismos de defensa no
especifico y los inmunoestimulantes pueden ser usados anticipandose a los eventos para
prevenir pérdidas por enfermedades, como puede ser el caso de aquellas enfermedades de

dificil tratamiento.

Tipos de Inmunoestimulantes

Uno de los primeios inmunoestimulantes utilizados en animales para elevar la
respuesta inmunoespecffica es el adjuvante de Freund, el que ha sido empleado con
éxito, aplicado en conjunto con la inyeccién de bacterias atenuadas de peces.

Otros adjuvantes, inmunoestimulantes y modificadores de respuesta biolégica que han
sido usados en peces incluyen glucanos, levamisol, bafios de sal, liposacdridos

bacterianos y Complejos vitamfnicos C y E.

Cada sustancia presenta problemas especiales en tiempo y métodos de administracion
(inyeccién, inmersién, oral por alimento, o mediante pulverizacion), ajuste de dosis
por talla y especie de peces, estabilidad de almacenamiento y costos. Debe con-
siderarse que los mecanismos de defensa no especificos y respuestas inmune en peces
son altamente variables entre los individuos y la validacién estadistica requiere de un
nimero de muestras apropiado y experimentos cuidadosamente controlados. Se debe
tener especial cuidado en las advertencias de uso de estas sustancias ya que algunas

de ellas pueden suprimir o alterar la via bioldgica si son usados en forma inadecuada.

13



Investigaciones recientes definen las vfas de acciéon de los inmunoestimulantes,

adjuvantes y portadores de vacunas y ayudan a explicar cémo estas sustancias activan

los mecanismos protectores en peces. En resumen, los inmunoestimulantes usados

solos, encierran un gran potencial de uso en cultivos de peces, pisciculturas e

instalaciones de cultivo para reducir las pérdidas por enfermedades infectocontagiosas.

Por otra parte, se probd que la vitamina C en las dietas era importante para controlar

infecciones con Edwarsiella tarda (Durve and Lowell, 1982).

Se expone a continuacién las caracter{sticas y efectos de algunas de las sustancias

mencionadas:

1.

2.

3.

Glucanos : Actian potenciando la fagocitosis y produccién de superdxidos,
elevando los niveles de lisozimas en el suero y provocando una respuesta de
anticuerpos, que en el caso de utilizar vacunas bacterianas es mayor y sostenida
en el tiempo. La administracién puede ser por inmersion o inyeccion, siendo
la proteccion de ésta tltima de mds larga duracién. En todo caso, su efecto es
muy dependiente de la dosis y del tiempo de aplicacion. Siwicki y Anderson
(1993) sefialan que los glucanos en dosis bajas producen inmunoestimulacién
pero advierten que en dosis altas pueden causar inmunosupresion.

Levamisol : Aumenta la actividad fagocitaria de los neutréfilos. Se administra
por inyeccidn.

Complejos Vitamfnicos C y E: Inducen la produccion de anticuerpos
humorales. La vitamina C estimula la actividad linfética y la vitamina E es
considerada un componente estructural de la membrana mitocondnal
microsomal y de la membrana externa de los eritrocitos, estimula la actividad

del complemento.
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* MEJORAMIENTO DE LA DIETA.

Un drea comparativamente abandonada, es la que estudia Ia influencia dietaria sobre 1a salud
de los peces. Todavia hay muchas interrogantes, aunque se ha establecido que algunos
suplementos dietarios son beneficiosos para la salud de los peces. Ketal (1983) descubrid que
existe requerimiento de arginina y lisina para los alevines de trucha arco iris; la falta de este

dltimo aminodcido provoca la erosién de las aletas.

Paterson et al. 1981, discutieron la importancia de la nutricién en Ja manifestacion del
BKD en salmén del atldntico. Experimentos posteriores demostraron que el nivel de BKD
puede ser reducido al alimentar los peces con niveles altos de elementos traza, en especial

cobalto, cobre, yodo, hierro, fluor y manganeso, y reducir la cantidad de calcio.

La presencia de metales pesados, principalmente cobre, se indica como un factor
iniciador de la vibriosis en anguilas; estos metales los pueden ingerir los peces de la dieta,

o de la contaminacién ambiental,

* METODOS DE PREVENCION PARA LAS ENFERMEDADES ESPECIFICAS.
A continuacién se exponen los métodos de prevencién especificos para las enferemedades de
la boca roja y del agua frfa, y aquellas enfermedades indicadas en este trabajo como de alto

riesgo para las regiones en estudio.

ENFERMEDAD BACTERIANA DEL RINON (BKD)
Agente etiolégico: Renibacterium salmoninarum

Prevencién : Como consecuencia de los problemas précticos para detectar la
infeccién y monitorear en forma precisa su desarrollo, se ha progresado poco en
encontrar tratamientos o medidas de prevencidn efectivas, en comparacion a los

avances hechos en el control de otras enfermedades bacterianas de peces.

El manejo juega un papel muy importante en la prevencién de la transmision
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horizontal de esta enfermedad, en especial evitar las situaciones de estrés. Como
medidas generales de prevencién, se recomienda lo siguiente:
1. Mantener separados el alimento, materiales y equipos empleados en el
manejo de los stocks enfermos y sanos.
2. El centro debe estar abierto tinicamente a) personal autorizado.
3. El personal debe higienizarse prolijamente a la entrada del Centro de
cultivo. Utilizar yodéforo para las manos,
4. Se recomienda utilizar amonio cuaternario para: botas, trajes de agua,
quechas y otro material inerte.
5. Para prevenir la transmisién vertical se recomienda la inyeccion
intramuscular de eritromicina a los reproductores.
Algunos de los R. salmoninarum transmitidos por las ovas, pueden encontrarse
en la yema y no ser destruidos por los desinfectantes. Sin embargo, al inyectar
los adultos con eritromicina para reducir la mortalidad pre-desove, los niveles
terapéuticos del antibiético son depositados en la yema y pueden ser retenidos
por dos o mé4s meses después de la fertilizacion.
Un estudio reciente sugiere que una sola inyeccién de eritromicina en adultos
de salmén chinook 1 o 2 meses antes de desove, reduce pero no elimina,
infecciones con R. salmoninarum en el pez o sus ovas (Lee and Gordon,
1987).
Se recomienda hacer este tratamiento al menos un mes antes del desove,
administrando una dosis de 20-30 mg/Kg peso pez. Si es posible, se recomien-
da aplicar 2 dosis; la primera, 2 meses antes del desove.
6. Otra medida de prevencién sugerida, que implica un mayor costo, es
la realizacién de un screening y desove individual, teniendo en consideracion
lo siguiente:
-Eliminar aquellos peces visiblemente enfermos.
-Tomar una muestra de riién de los peces desovados para andlisis en
el laboratorio, con el fin de detectar la presencia del agente, teniendo

especial cuidado en las hembras por considerdrseles con una mayor
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probabilidad de transmitir la enfermedad. La evidencia experimental
sugiere que los machos contribuyen poco a la transmision vertical de
R. salmoninarum.

“Incubar en ambientes separados y con estrictas medidas sanitarias las

ovas provenientes de reproductores negativos.

El desarrollo de técnicas mds sensibles y cuantitativas para detectar BKD
ayudard a conseguir mayor éxito en los estudios de segregacion de stocks y
otros programas de control de BKD. Se han desarrolado test rdpidos de
enzima-inmunoensayos (Elisa), para chequear gran nimero de muestras con
méxima eficiencia. Se cree que ésta y nuevas técnicas diagndsticas, ayudardn
a conocer el proceso de la enfermedad y facilitar el control del BKD.

7. Desinfecci6n de la superficie de las ovas. Los yoddforos, a 25-100 mg/l
por 5 min han probado ser efectivos para reducir la transmision de la
enfermedad, aunque no eliminan el patdgeno de dentro de las ovas.

8. Obtencién de cepas de peces genéticamente resistentes. Suzumoto et
al.(1977) y Winter et al. (1979) reconocieron la importancia de este concepto

y han entregado reportes sobre cepas resistentes.

ENFERMEDAD ENTERICA DE LA BOCA ROJA (ERM)

Agente etioldgico : Yersinia ruckeri
Prevencién :El desarrollo de vacunas contra este agente, ha sido exitoso, llegando
a desarrollarse vacunas orales. Actualmente se comercializa en Chile una vacuna

fabricada con la cepa nacional Y. ruckeri.
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La primera vacuna contra ERM fue de Ross y Klontz (1965), quienes la administraron
via el alimento, con gran éxito, logrando que un 90% de los peces vacunados
sobreviviera al desafio posterior con Y. ruckeri.

En general, la aplicacién de estas vacunas puede ser por vfa oral, por inyeccién, por

inmersién, ducha o spray. Con el método oral la proteccién es de corta vida; al

. compararlo con la inyeccién, (Anderson y Nelson, 1974) se encontré mayor titulo de

anticuerpos en el segundo caso y el perfodo de proteccién fue mayor.

Al comparar los métodos de inyeccidn, inmersién, ducha y spray, se encontré que la
inyeccién ofrecié la mejor proteccién contra el desaffo artificial con Y. ruckeri.
Lamentablemente la inyeccién es un procedimiento limitado a peces grandes y/o
valiosos y no para grandes grupos de alevines. Sin embargo, las vacunas contra ERM
se han usado exitosamente mediante la administracién por bafio. En peces de 1,0; 2,0
y 4,0 gr, la inmunidad duré aproximadamente 4, 6 y 12 meses, respectivamente
(Johnson y Amend., 1983). Existe también variacién por especie: los salmones coho
y sockeye retienen la inmunidad por més tiempo que el salmén rosado. Lamers y
Muiswinkel (1984) concluyeron que ocurrfa una respuesta inmune secundaria 7 meses
después del contacto primario con el ant{geno, indicando la presencia de una memoria

de larga vida.
Otras dos 4reas en estudio son el uso de dietas mejoradas y de cepas de peces

resistentes a esta enfermedad.

SEPTICEMIA RICKETTSIAL DE LOS SALMONIDOS

Agente etioldgico : Piscirickettsia salmonis

Prevencidén : Se debe tener en consideracién las recomendaciones mencionadas
para R.salmoninarum.

Ha dado buenos resultados el control total de todas las situaciones de estrés, esto es

disminuir al méximo el levantamiento de redes, presencia de buzos, selecciones y tratamientos.
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Ademds, se deben reforzar las medidas profildcticas: higiene de los operarios, uso de
pediluvios y lavamanos con desinfectante, desinfeccidn del material, eliminacion periédica de

los muertos en un pozo con cal o un icinerador.

NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA (IPN)
Agente etioldgico : Virus de la Necrosis Pancredtica Infecciosa [PNV)

Prevencidn :Es vdlido lo mencionado para R.salmoninarum, en cuanto a
transmisién horizontal y vertical, ademds de cuidar que el agua no esté contaminada
con peces infectados.

Se debe exigir, al importar ovas, que todas las introducidas vengan certificadas libres
de este virus, ya que la desinfeccién con yodéforos no es efectiva para eliminar el
virus intraova.

La mejor profilaxis, es la desecacion regular y desinfeccién de los estanques.

La desinfeccién profildctica de los huevos de peces se lleva a cabo preferentemente
con productos yodados como el Wescodyne y Betadine, que contienen el 1,6 y el 1%
de yodo en solucién orgénica; segin Snieszko (1978), se emplean a 50 - 200 ppm y
con un tiempo de accién de 10 - 15 minutos. Estos productos son téxicos para los
peces recién nacidos. La desinfeccién de ovas, segtin la reglamentacion vigente, debe
realizarse con una cantidad mdxima por vez, de 250 ovas/l durante 10 min, con
solucién yodada de al menos 100 ppm/] de yodo libre, y cada litro de dicha solucion

no debe ser utilizada en mds de 2000 ovas.

ENFERMEDAD DEL AGUA FRIA

Agente etiolGgico : Flexibacter psichrophilus

Prevencién: Se recomiendan las normas generales de prevencion destacadas en este
manual. Ante la posibilidad de contaminacién de los huevos con este patégeno se
sugiere, ademds, la desinfeccién con yoddforos, en concentraciones de 25 mg/l de
yodo orgdnico activo. La dosificacién, segin la legislacién vigente, es la misma que

la indicada en el caso anterior,
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2. TRATAMIENTOS

2.1. Antecedentes
Los agentes quimioterapéuticos modernos se definen como productos quimicos, que

cuando se usan en el tratamiento de enfermedades infecciosas, destruyen efectivamente el

agente causal y no dafian (o no lo hacen mayormente) a l0s peces O Sus tejidos.

Técnicamente esta definicién ideal incluye a los antibidticos, pero a causa de su

naturaleza especial se les considera separadamente en los trabajos sobre el tema.

Antes de aplicar un tratamiento a los peces, se debe ver que se cumplan ciertas

condiciones para que éste sea exitoso en eliminar el patégeno o atenuar su virulencia.

Antes que nada, se debe tener presente que las diversas terapias que existen, estdn
dirigidas contra agentes antibacterianos y antiparasitarios; no existen tratamientos antivirales
curativos. Para disefiar la terapia adecuada, primero se deberd analizar la facilidad de realizar
un tratamiento considerando el nimero de peces a tratar. También se deben considerar los

niveles de mortalidad, la prognosis de la enfermedad y el costo del tratamiento.

Una vez definido lo anterior, se deberd suministrar el medicamento adecuado, en la
dosis y vfa de aplicacién correcta, por el tiempo y perfodo recomendado. En general, se
deben cumplir los siguientes requisitos:

- Indicacion adecuada. - Aplicacion 'precoz.

- Dosis correcta. - Esfuerzo terapéutico sostenido.

Ademds debe tenerse presente que los peces tienen que ser tratados en grupos y no individual-

mente.
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2.2.- Indicaciones y metodologia general de las terapias

Una clasificacién general, permite diferenciar dos grandes tipos de terapias

antibacterianas, de acuerdo al tipo de los productos qufmicos empleados:

Tratamiento antiséptico
Corresponde al tratamiento externo del individuo mediante productos quimicos, para

eliminar un amplio espectro de gérmenes. Para €sto, se cuenta entre otros, con los
yodéforos, que se emplean principalmente para la desinfeccién de ovas. Se puede
agregar que también se emplean para sanitizar las manos de los operarios y como

desinfectante de los materiales empleados en el desove.

Otro grupo de antisépticos lo constituyen los productos derivados del amonio
cuaternario, que pueden administrarse mediante bafio. Son eficaces contra infecciones
superficiales y branquiales, sobre todo cuando se trata de Myxobacterias. La Clorami-

na T y formalina, se emplean también con este propdsito.

Antibioterapias

Se agrupan bajo este nombre las terapias con antibidticos, en su sentido estricto, y con
las substancias antibacterianas de sintesis que obedecen a las mismas reglas de empleo

que los anteriores.

Los antibidticos inhiben o destruyen en forma selectiva los organismos patogenos, sin
producir dafio aparente al huésped que estd siendo tratado. La accidén puede ser

bacteriostatica o bactericida, dependiendo de su actividad propia o de la dosis aplicada.

Si la accién es bacteriostatica, afecta la multiplicacién del agente patégeno, retardando
el proceso infeccioso de tal forma que el huésped puede recuperarse y aislar o destruir

el micro-organismo.

Si es bactericida, actia quimicamente sobre el patégeno para finalmente destruirlo.
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El tratamiento con antibidtico debe asegurar la eliminacion de la poblacién bacteriana

causal de la enfermedad.

La via de administracién del medicamento debe ser la mds adecuada para combatir el

tipo de problema observado y depende ademds de la poblacién que se desea alcanzar.

Las vias mds apropiadas en la préctica para administrar terapia sobre una gran masa
de peces, son los bafios y, sobretodo, la incorporacién al alimento, que supone la

absorcién digestiva de las drogas seleccionadas.

Debe hacerse una consideracién econdmica de la terapia a emplear, lo que hace
prohibitivo utilizar productos demasiado caros. Esto lleva a disponer de un nimero
limitado de agentes antimicrobianos ttiles para la acuicultura.

Los productos corrientemente prescritos se reducen a un nimero pequeiio de familias:

Tetraciclinas, Sulfamidas, Furanos y Quinolonas.

La eleccién puede ser ain mds circunscrita por la prohibicién de usar ciertos
antibiéticos en veterinaria, en especial si se contempla la exportacion del producto

final. La reglamentacién mds severa en la actualidad es la de EEUU.

La forma de terapia mds comiin, es la adicién de la droga en el alimento. El alimento,
que sirve de vehiculo en la terapia oral, debe distribuirse en tasas inferiores a la racién
habitual, a fin de evitar perder medicamento y alimento, con el consiguiente dafio
econémico y pérdida de la eficiencia del tratamiento. La terapia se prolonga por el

periodo recomendado por el laboratorio (6 a 15 dias, en general).

Es (til recordar que no todos los antibi6ticos tienen la misma eficiencia y que la
desaparicion de los efectos visibles de una infeccion, no implica la eliminacidn
definitiva de los gérmenes responsables, por lo que es necesario continuar el

tratamiento por el perfodo recomendado inicialmente.
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Finalmente, se debe destacar que los residuos de antibiéticos pueden contaminar la

canal de los peces destinados al consumo, problema que estd directamente relacionado

con la cinética de eliminacidn tisular de la droga.

Al respecto se han realizado varios estudios que han demostrado que su rapidez varfa
segln la naturaleza quimica de cada sustancia, en un fenémeno en que también
interviene la temperatura. La cual es un factor importante en la eliminacién de la
droga desde los tejidos del huésped. Las tasas de eliminacién dependen, ademds, del
tipo de droga y la especie del pez. El trabajo de Ellis (1991), resume el tiempo de
eliminacién de las drogas més cominmente usadas en el control de las enfermedades
de peces. Dichos tiempos han sido incorporados en el andlisis de cada producto
utilizado para el control de patégenos internos y estdn referidos como periodo de

eliminacion,

En forma general se ha determinado un méximo de 8 dias para Cloramfenicol y los
furanos, 3 semanas a | mes para las Tetraciclinas y Sulfamidas y no mds de 48 a 72 horas
para las Quinolonas (Kinkelin, 1991). Estos datos son ltiles para permitir que los peces

eliminen estas drogas antes de ser cosechados.
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Métodos de tratamiento

Se distinguen diferentes métodos de tratamiento, de acuerdo a la forma de aplicacidn

del medicamento. Se pueden mencionar los siguientes:

Incorporacién al alimento

En este caso el medicamento se aplica a través de la alimentacién, para tratar
enfermedades bacterianas y parasitosis internas. Es dtil para tratar un nimero alto de
peces, en forma relativamente ficil, ya que en general no se desvfa la atencién del
personal de la rutina diaria de manejo y alimentacion de un grupo, siendo la técnica
terapéutica menos molesta para el cultivador y los peces.

La dosis aplicada al alimento depende de la biomasa de peces a tratar. En este tipo de
tratamiento es importante conocer exactamente el nimero y peso promedio de los
peces, de manera que el cdlculo de la dosis a aplicar sea lo mds real posible.
Posiblemente la mayor fuente de error provenga de la imposibilidad de alimentar con
la misma cantidad proporcional de alimento, a todos los peces de una pileta o jaula,
por lo que se debe prestar atencidn a alimentar dé acuerdo a las técnicas correctas,

para evitar que se sume este error.

Precauciones:

+ El medicamento debe mezclarse homogéneamente con el alimento para
asegurarse que cada pez reciba la dosis recomendada. Para ello es recomendable
agregar el medicamento junto con los ingredientes del alimento, durante la elaboracidn
en la fibrica. Si la cantidad de alimento es baja, se obtiene buenos resultados al
prepararlo el propio cultivador, mezclando el medicamento con un pequefio porcentaje
de aceite ( 2-3% ) y homogenizdndolo en el alimento.

+ Antes de iniciar la terapia, es recomendable dejar a los peces sin alimentar por
24 horas como minimo, de tal forma que el alimento medicamentado sea totalmente
consumido sin que disminuya la ingesta por problemas de sabor que afecten su
aceptabilidad, m4s aun cuando la fraccién enferma de la poblacién puede estar

inapetente por causa de la patologia.
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Tratamientos en baios medicamentados

Estos tipos de tratamientos son de gran eleccién porque permiten tratar efectivamente
una amplia gama de patologfas, que cubren desde parasitosis externas a infecciones
bacterianas externas. Son utilizados con mucho éxito para infecciones con Myxobac-
tera.

Los tratamientos por bafios se pueden clasificar en varios tipos, segin su forma de
aplicacién, la que dependerd del medicamento empleado y del tipo de patdgeno que

se combate.

Baiio por inmersién
Se usa una solucién medicamentada muy concentrada, en un pequefo estanque,

en donde se sumergen los peces por un tiempo breve (15 a 45 segundos, con
un méximo de 3 minutos).

A causa de la concentracién, el tratamiento es muy estresante y los peces muy
débiles o extremadamente enfermos, probablemente mueran como consecuencia
de él.

En general es muy efectivo para tratar ectopardsitos.

Este tipo de tratamiento se utiliza con cantidades pequefias de peces o para
vacunacion.

Se debe tener la precaucidn de oxigenar el agua antes de tratar cada lote.

Baiio con flujo constante
En este caso se agrega por goteo una solucién concentrada del medicamento

a la entrada del agua al sistema, para que fluya a través de la pileta o canal por
un tiempo determinado.
Se utiliza ampliamente para el tratamiento de ovas. También se emplea para

el tratamiento de alevines contra pardsitos externos.

Tiene la ventaja sobre el baiio por inmersién, de que los peces no sufren

manejo.
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Durante el tratamiento, debe controlarse especialmente que se estd realizando

una buena mezcla del medicamento, en la zona de goteo.

Baiio con flujo detenido
Se cierran la entrada y salida de agua del estanque o pileta que se va a tratar,

y se calcula el volumen de agua involucrada. Se agrega la solucidn del
medicamento por el perfodo recomendado, que por lo general es una hora.
La mayor ventaja que presenta sobre el bafio corto por inmersidn, es que no

requiere manejar los peces.

Recomendaciones:

+ Al igual que en todos los manejos violentos y estresantes, dejar los
peces sin alimentar previo a la aplicacién del tratamiento.

+ Oxigenar o airear el medio.

+ Conocer lo mds exactamente posible el volumen de agua a emplear,
para calcular en forma real la cantidad de medicamento a aplicar.

+ Previo al tratamiento:

a) retirar todos los peces muertos y moribundos, para controlar

claramente una eventual acci6n téxica del ‘medicamento.

b) probar la solucidn terapéutica con un grupo pequeiio de peces,
para controlar que no se ha cometido un error de célculo en la concentra-
cién, o se esté en presencia de factores ambientales o quimicos téxicos.

+ Revisar y controlar las condiciones fisicas y qufmicas del agua.
Controlar el pH de acuerdo a las especificaciones recomendadas por el
laboratorio que expende el medicamento, de otra forma, el medicamento podrfa
precipitar o producir subproductos tdxicos. En caso que la luz afecte al
medicamento, el tratamiento debe hacerse en la oscuridad.

+ Realizar este tipo de tratamiento a primera hora de la manana, para
minimizar el estrés y tener la oportunidad de observar la evolucion de los

peces el resto del dia.
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+ El periodo de aplicaci6n del tratamiento debe cefirse estrictamente a los
recomendado y, en caso de observar anomalias o signos de intoxicacion,
supender el tratamiento, restablecer el flujo de agua y oxigenar o airear el

medio.

Tratamientos por inyeccién

La via parenteral es la mds efectiva y directa disponible para la administracién de
medicamentos y desde 1950 ha sido concebida para ser empleada en peces (Kinkelin
et al, 1991). Sin embargo, por el elevado esfuerzo que requiere, con el consiguiente
costo de mano de obra involucrado, estos tratamientos se aplican preferentemente a
un nimero reducido de peces de alto valor econdémico: réproductores, grupos de
experimentacién, etc. Este criterio cambia si se dispone de mdquinas inyectoras
automdticas, y/o si la mano de obra no es especialmente cara y un estudio de costo lo
permite.

El medicamento puede inyectarse por diferentes rutas, de las cuales las mds

importantes se describen a continuacién.

Vfa subcutdnea

Tiene la desventaja de que la piel del pez no es lo suficientemente flexible
como la de otros animales, y después de la inyeccidn, parte del medicamento
se proyecta hacia afuera, provocando pérdidas dificiles de cuantificar y
controlar (Herwing, 1979).

La inoculacién (subcutdnea dorsal), se aplica en el sinus dorsalis, interespacio
que se ubica entre el tejido subcutdneo grueso superior del lomo en direccién
de la aleta dorsal y la pared muscular blanda bajo éste.

En truchas mayores de 15 cm, el drea de inoculacion se ubica en la zona
alrededor de 1 cm anterior a la aleta dorsal. La aguja se inserta en forma
levemente oblicua y hacia adelante de la aleta dorsal. Luego de inoculado, la
aguja debe removerse suavemente con el fin de evitar el goteo desde el tejido

y la pérdida del indculo desde la zona de puncidn.
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Intraperitoneal

Es el método mds recomendado de inyeccién, siendo mucho mds fdcil de
efectuar que la inyeccién intramuscular o subcutdnea. Se requiere que el
medicamento aplicado sea altamente absorbible y capaz de pasar a través de la
pared intestinal (y otras barreras) e ingresar al sistema del pez. Es la via
recomendada para la vacunacién, porque ofrece un método rdpido para la

absorcién del antfgeno.

Intramuscular
Esta via presenta la ventaja de una mds constante y lenta difusion del antigeno

o vacuna, lo que permite estimular la produccién de anticuerpos. Sin embargo,
para el caso de algunos medicamentos, la absorcién es demasiado lenta y toma
mucho tiempo en hacer algdn efecto terapéutico en el pez. Por otra parte,
quedan zonas alrededor de la inyeccién que presentan una mayor concentracion
de antibidtico, las que pueden necrosarse por este efecto. Esto ocurre, por

ejemplo, para el caso de la oxitetraciclina y las sulfonamidas.

Tratamientos por pulverizacién

La técnica consiste en pulverizar en un aerosol la suspensién de vacuna sobre los
peces, mientras son sostenidos fuera del agua. En un sistema automatizado, para manejar

grandes cantidades de peces, éstos circulan sobre una correa transportadora.

28

J
®
[ J
®
o
®
®
|
L
L
| J
®
|
®
®
®
o
®
®
®
®
o
®
®
®
o
®
o
|
o
|
®
| J
®
o
®
| J
®
| J
®
| J
o
®
[
®
®
®
|
|
o
o
®
®
o




L
®
| J
@
L
¢
L
o
L
o
L
@
o
®
®
®
®
|
|
®
®
o
®
®
o
o
o
o
L
]
o
®
e
|
o
o
®
o
L
®
o
|
®
@
@
|
®
®
o
L
o
»
e
L

2.3. Productos utilizados para el control de patégenos internos

Acido oxolinico

Antibacteriano sintético perteneciente al grupo de las 4-Quinolonas. Es especialmente
recomendado para tratar septicemias bacterianas, furunculosis y vibriosis. También
para el tratamiento de enfermedad columnaris (Flexibacter columnaris) y boca roja
(Yersinia rucken).

La dosis recomendada es 10 mg/Kg pez/dia durante 10 dfas y la tasa de eliminacidn
a 10°C es de 18 dfas.

Dinofloxacina
Antibidtico perteneciente a la familia de las quinolonas. Se aplica en dosis de 15 a 20

mg/kg. Tiene accién de amplio espectro.

Enroflozaxina

Antibidtico perteneciente a la familia de las quinolonas. Se aplica intraperitonealmente
en dosis de 15 a 20 mg/kg. Se recomienda aplicar en dos dosis para combatir el BKD en

reproductores. La segunda inyecci6n se aplica 45 dfas después de la primera.

Eritromicina

Tiocianato de eritromicina, antibiético macrdélido.

Droga de eleccién para tratar la enfermedad bacteriana del rifién (Renibacterium
salmoninarum).

Se administra, via oral en dosis de 100 mg/Kg pez/dfa, durante 14-21 dfas y por
inyeccién en dosis de 10-30 mg/Kg de peso corporal, 30 dfas antes del desove para
el tratamiento preventivo del BKD.

Respecto a la tasa de eliminacién sélo se tiene informacion que, después de inyectar
20 mg/kg , en salmén Chmook a 10°C -los, niveles en el fluido ovdrico no fueron

detectables después de 20 dfas, El 1fm1te detectable por el ensayo fue de 0.26 pug/ml.
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Flumequina:
Antibacteriano perteneciente a la familia de las Quinolonas fluoradas.

Estd indicado especialmente para el control de furunculosis, vibriosis y yersinosis.
Se administra, via oral en dosis de 12 mg/Kg peces, por 6 dfas consecutivos.
La tasa de eliminacion a nivel de tejido muscular es de 72 horas, persistiendo sdlo

niveles bajos en las branquias.

Oxitetraciclina

Util para el control de la furunculosis causada por Aeromonas salmonicida, 1a septice-
mia hemorrdgica bacteriana causada por Aeromonas liquefaciens y las enfermedades
causadas por Pseudomonas sp.

Se administra, via oral en dosis de 75 mg/Kg pez, por dfa durante 10 dias.

La tasa de eliminacidn es de 60 dfas sobre 10°C y 90-100 dfas con temperaturas bajo
60 7°C.

Sulfadoxina y Trimetoprim

Antibacteriano de accién bactericida y sinérgica de amplio espectro. La sulfa inhibe
la sfntesis de dcido folico, al participar en competencia de sustrato con el PABA; el
trimetoprim inactiva la accidn bacteriana del 4cido félico.

Indicado contra la furunculosis (Aeromonas salmonicida), enfermedad del agua fria
(Flexibacter psychrophilus), enfermedad columnar (Flexibacter columnaris), bocaroja
(Yersinia ruckeri), vibriosis (vibrio anguilarum) y otras enfermedades producidas por
Edwarsiella, Flexibacter, Pasteurella y Renibacterium.

Se administra, via oral en dosis de 30 mg de ingredientes activos/Kg-pez, por 5 dfas
consecutivos.

La tasa de eliminacidn es prolongada a temperaturas bajo los 10°C (no menos de 60

dias).
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2.4, Productos utilizados para el control de patégenos externos

Cloramina T

Desinfectante y germicida de amplio espectro. Utilizado para combatir la Enfermedad
Bacteriana de las Branquias y contra Ichthyophtirius muliifilis.
La administracién se realiza por baiio en una dosis de 6-12 ppm por | hr, durante 2

0 3 dfas consecutivos.

Clorurg de Benzalconio
Detergente, bactericida, fungicida.

Se utiliza como tratamiento de enfermedades de las branquias.
La administracién se realiza por bafio a 2 ppm de producto activo durante una hora,

por hasta 4 dfas consecutivos.

Formol
Bactericida, fungicida y viricida
Se utiliza contra pardsitos externos, bacterias, hongos, virus.
Se administra a una dosis 160 ppm por 10 a 15 min. Se aplican al menos 2

tratamientos en un intervalo de 2 a 3 dfas.

Neguvon
Insecticida ultil contra copépodos.
Se administra por bafo, a una dosis de 1 ppm durante una hora, | vez a la semana,

durante 3 semanas consecutivas.
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