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| ntroduccion

Chile ha ido implementando en forma creciente la actividad de acuicultura como base de
sustentacion del desarrollo pesquero. Es asi como las divisas que provienen del sector acuicola

significan casi € 50% del total de las exportaciones pesgueras del pais (Wurmann, 2000).

La situacion artificial en que es mantenida cualquier especie en cultivo, tiende a favorecer
la aparicion y proliferacion de enfermedades Ilegando a ser, en ocasiones, una importante causa
de mortalidad y pérdidas econdmicas. En este aspecto, es importante el impulso que se ha dado al
desarrollo de tecnologias y manegjos destinados a controlar las pérdidas atribuidas a

enfermedades.

Desde € punto de vista sanitario, las enfermedades originadas por agentes infecciosos
suelen ser las que revisten mayor importancia, por las implicancias epidemiolégicas, las que

pueden ser potenciadas por un manejo inadecuado del cultivo.

En Chile, & primer incidente documentado de enfermedades afectando a peces
salmonidos lo realiz6 Wood (1970), a registrar la presencia de 2 6 3 parasitos y un par de
enfermedades bacterianas en perca trucha, truchasy salmones. En estos Ultimos, detecté ademas,
una peligrosa enfermedad caracteristica sdlo de salmones, |a Enfermedad Bacteriana del Rifion
(BKD), la que se disemind desde Rio Blanco (V Region), alas pisciculturas de Polcuray Lautaro
y a otras zonas donde se liberaron peces sobrevivientes, constituyendo éste, €l primer registro de

introduccién y diseminacién de una enfermedad exética (Snyder, 1971).

Desde entonces, las enfermedades mas importantes, registradas en publicaciones y que

han tenido un serio efecto econdmico para laindustria de cultivo de salmones, se encuentran en €l
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documento Historia del Registro de las Enfermedades de Salmonidos y Moluscos en Chile, que

constituye el Anexo 1 del presente infor me.

En moluscos, € conocimiento de las enfermedades que afectan su cultivo estd menos
desarrollado que en el caso de |os peces; en parte, esto se debe a que es un area poco estudiada en
la medicina animal (Elston, 1994). En este aspecto, |as técnicas de diagnostico para la deteccion
de virus en moluscos, es quizas una de las que muestra menor avance, debido al escaso desarrollo
en € &rea del cultivo celular y de tgjidos de estos organismos, debiéndose utilizar microscopia
electronica para su deteccion. Las detecciones precoces de enfermedades son dificiles de llevar a

cabo, porque no se han desarrollado procedimientos de diagndstico inmunol gicos.

El primer reporte de enfermedad en moluscos en el pais, aparece en la publicacion de Mix
& Breese (1980), donde se documentala aparicion del desorden proliferativo celular en ostras de

Chiloé. Otras enfermedades reportadas en publicaciones se describen en el Anexo l.

En e actual estado de desarrollo de los cultivos acuicolas nacionales, es necesario y
oportuno conocer su estado sanitario, contar con la informacion mas completa y actualizada sobre
los laboratorios de diagnéstico de enfermedades de especies de cultivo acuicolay las técnicas por
ellos empleadas para la deteccion de los diferentes agentes registrados, como también un listado
completo de los hallazgos de agentes causantes de enfermedades, realizados por |aboratorios
nacionales y extranjeros. Al mismo tiempo, un esfuerzo por estandarizar las técnicas de
diagnostico, permitira actuar bajo un criterio comun y definido para favorecer la mantencién de
areas libres de patégenos teniendo en consideraciéon que, en ocasiones, €l tradado de material

biolégico es imprescindible.

La estandarizacion de las técnicas de diagndstico de enfermedades de recursos
hidrobiol6gicos, permitird una uniformidad de criterios para un adecuado diagndstico de los
agentes patdgenos y facilitard @ reconocimiento del estado sanitario en Chile, por parte de
organismos internacionales.

Para cumplir con esta tarea, se deberd impulsar la utilizacion de métodos normalizados,

tanto en protocol os de técnicas como en acreditacion de laboratorios de diagndstico.



Objetivos

Objetivo Gener al

Evaluar las técnicas de diagnostico de enfermedades de importancia productiva en recursos

hidrobiol 6gicos, utilizadas por |os laboratorios especiaizados en € pais.

Obj etivos Especificos

4.1  Andizar informacion cientifico tecnoldgica, naciona e internacional, en relacion a

las enfermedades de organismos acuéticos actualmente en cultivo en Chile.

4.2  Andizar informacion cientifica y procedimientos técnicos, nacional e internacional,

en relacion al diagnéstico de las enfermedades de recursos hidrobiol 6gicos en cultivo.

4.3  Andizar, en forma comparativa, las técnicas de diagnéstico utilizadas naciona e

internacionalmente, para cada una de las enfermedades descritas en € objetivo
especifico 4.1.

4.4  Proponer protocolos estandarizados para las diferentes técnicas de diagndstico de

enfermedades de recursos hidrobiol 6gicos en nuestro pais.




Objetivo 4.1 :

Analizar informacion cientifico tecnolégica, nacional e internacional,

en relacion a las enfermedades de or ganismos acuaticos actualmente

en cultivo en Chile

1.1. Antecedentes

Teniendo en cuenta lo publicado por & Servicio Nacional de Pesca (Sernapesca) en su
Anuario Estadistico 1999, y que se resume en €l Cuadro N°1, se puede afirmar que en Chile se

cultiva la totalidad de las especies de salménidos, mitilidos, pectinidos y ostrédos considerados

en €l proyecto.

CuadroN°1l:  Cosecha de Centrosde Acuicultura en 1999, por especie.

ESPECIE Total Cosecha [ton]
Pelillo 31278
Lenguado 1
Salmoén del Atlantico 103242
Salmén plateado 76324
Salmén Rey 208
Trucha Arcolris 50414
Turbot 333
Abalén Rojo 48
Cholga 566
Chorito 16203
Choro a77
Ostién del Norte 20668
Ostra Chilena 291
Ostra del Pacifico 5441
Erizo 2
TOTAL 305496

Fuente: Adaptado de ANUARIO ESTADISTICO DE PESCA 1999, Sernapesca, Pag.102




Las enfermedades que en la actualidad se presentan en dichos organismos acuaticos, han
sido reportadas a través de diversos medios de difusion cientifica y tecnolégica y, a partir de
1998, registradas por € programa de vigilancia epidemioldgica desarrollado por € Servicio
Nacional de Pesca (Sernapesca), labor realizada fundamentalmente con los datos de informacion
mensual enviados por |os laboratorios de diagndstico reconocidos por este servicio.

La informacion esta referida principamente a peces salmoénidos, puesto que la mayor
parte de los laboratorios de diagndstico estén asesorando mas estrechamente a esta industria.

Las enfermedades clasificadas por Sernapesca, que deben ser reportadas por los
laboratorios adscritos a programa de vigilancia, se encuentran en e Cuadro N°2 e incluyen
enfermedades presentesy ausentes en € pais.

Las enfermedades consignadas en esta lista, corresponden en parte a las enfermedades de
declaracion obligadaala OIE y a aguellas enfermedades sefialadas como peligrosas por la OIE.
Ademas, incluyen algunas enfermedades que son de amplia distribucion y poca selectividad de
huéspedes, como Vibrio spp. o V. anguillarum (Teuber et al., 1990), que han sido reportadas en
Mytilus chilensis y salmones coho. En su estudio, los autores sefialan que serian cepas de baja

capacidad patogénica.

% Enfermedades de Salménidos cultivados en € pais

Los patdgenos que han sido reportados, desde €l inicio del programa de vigilancia de
patologias de organismos acuaticos impulsado por Sernapesca hasta la fecha, se listan en €
Cuadro N°3. La mayoria de ellos se caracteriza por estar distribuidos en todas las areas en donde

se cultiva el saimon.



Cuadro N°2: Enfermedadesy agentes a notificar a Sernapesca

ENFERMEDAD

AGENTE ETIOLOGICO

Necrosis Hematopoyética | nfecciosa (IHN)

VirusdelalHN

Necrosis Hematopoyética Epizo6tica (EHN)

Virusdela EHN

Enfermedad Viral del Oncorhynchus masou (OMV)

Virus del Oncorhynchus masou

Septicemia Hemorragica Viral (VHS)

VirusdelaVHS

Encefalopatiay Retinopatia Viral/Necrosis Nerviosa Viral (VNN)

VirusdelaVNN

Necrosis Pancredética I nfecciosa (I PN)

Virusdel IPN

Anemia Infecciosadel Salmén (ISA)

Virus de la Anemialnfecciosa

Enfermedad Bacterianadel Rifion (BKD)

Renibacterium salmoninarum

Piscirickettsiosis (SRS)

Piscirickettsia salmonis

Yersiniosis

Yersinia ruckeri

Flavobacteriosis (internas/externas)

Flavobacterium spp.
F. psychropilum

F. columnare

F. aqualitis

F. hutchinsoni

Furunculosis

Aeromonas salmonicida

Vibriosis de Agua Fria/ Enfermedad de Hitra

Vibrio salmonicida

Vibriosis

Vibrio ordali
Vibrio anguillarum

AnemiaMarina/L eucosis Plasmacitoidea/L eucosis

Virus delaLeucemiadel saimoén

Linfoblastica/L eucemia Linfoblastica

Nucleospora (Enter ocitozoon salmonis)

Necrosis Eritrocitica Viral (VEN)

VirusdelaVEN

Sindrome Eritrocitico de Cuerpos de Inclusion (EIBS)

VirusdelaEIBS

Bonamiosis

Bonamia sp.
Bonamia ostreae

Haplosporidiosis

Hapl osporidium nelsoni
H. costale

H. amoricarum
Haplosporidium spp.

Marteiliosis

Marteiliarefrigens
M. sydneyi

Microcytosis

Mikrocytos mackini
M. roughleyi

Perkinsosis

Perkinsus marinus
P. atlanticus
P. olseni

Enfermedad Viral del Velo dela Ostra

Iridovirus

Fuente: Programa de Vigilancia epidemiol 6gica. Manual de procedimientos. Seccion 5, Sistema de Informacion
Epidemiol dgica, Departamento de Sanidad Pesquera, SERNAPESCA, Marzo del 2000




Cuadro N°3: Patégenos de salmonidos actualmente presentes en Chile, registrados por

Sernapesca

PATOGENOS

ESPECIE HUESPED

Bacterianos

Renibacterium salmoninarum

Todos salmonidos

Necrosis Pancréatica I nfecciosa (1PN)
Leucosis linfoblastica

Piscirickettsia salmonis O. mykiss, O. kisutch, S. salar
Flavobacterium spp. O. mykiss, O. kisutch, S. salar
Flabobacterium columnare O. mykiss, S. salar
Flavobacterium psychrophilum O. mykiss, O. kisutch, S. salar
Flexibacter maritimus O. mykiss, O. kisutch
Flavobacterium aqualitis O. mykiss, S. salar
Flavobacterium hutchinsonii O. kisutch

Yersinia ruckeri O. mykiss, O. kisutch, S. salar
Vibrio spp O. mykiss, O. kisutch, S. salar
Aeromonas spp. O.mykiss

Aeromonas hydrophila O. mykiss, S. salar
Aeromonas salmonicida atipica S.salar

Pseudomonas spp. O. mykiss, S. salar
Pseudomonas aeruginosa O.kisutch

Streptoccus spp S. salar

Enterococcus sp. S.salar

Virales

O. mykiss, O. kisutch, S. salar
O.kisutch

Protozoarios

| chtyobodo necatriz S. salar

| chthyophtirius multifilis S. salar

Chilodonella spp. S. salar

Hexamita spp. O.mykiss, O. kisutch
Microsporidium spp. O.mykiss
Nucleospora salmonis Todos los salménidos
Kudoa sp S.salar

Crustéceos

Caligus spp Todos los salmoénidos
Ergasilus sp. S.salar

Cerathotoa S.salar

Fuente: Programa de Vigilancia Epidemiol 6gica en Acuicultura de Sernapesca

(Informes Julio-Diciembre 1998, Enero-Junio 1999, Agosto-Diciembre 1999 y Enero-Junio 2000).




Entre las patologias de importancia, reportadas a Sernapesca y presentes en Chile, se
puede sefiaar a:
La Enfermedad Bacteriana del Rifion (BKD)
LaPiscirickettsiosis
La Necrosis Pancredtica Infecciosa, IPNV
La Flavobacteriosis (RTFS)
LaMicrosporidiosis

La Furunculosis atipica.

De las restantes patologias presentes en Chile y listadas por €l Sernapesca, agunas son
facilmente controladas a través de medicamentos, como es el caso de los parasitos externos;
otras, como la yersiniosis, son prevenidas a través de vacunas, o simplemente corresponden a
patdgenos oportunistas, de amplia distribucion en los cuerpos de agua y que se hacen presentes
solamente bajo malas practicas de cultivo o condiciones adversas para €l pez, como ocurre con

las bacterias Pseudomonas spp., Aeromonas spp. y Vibrio spp., abundantes en e medio acuatico.

* Enfermedades de M oluscos en cultivo en € pais

El conocimiento de las enfermedades que afectan a los moluscos de cultivo estd menos
desarrollada que en € caso de los samonidos. Los registros de parésitos en poblaciones
naturales, Carvajal (1988), Oliva et a. (1986) y € reporte del desorden proliferativo celular en
ostras de Chiloé realizado por Mix y Breese en 1980, dan inicio a conocimiento de los problemas
sanitarios en moluscos de bancos naturales. Posteriormente, Riquelme et a. (1995) inicia la
publicacién de la investigacion realizada en problemas bacterianos de los cultivos larvales del
ostion del norte.

El primer estudio referido a estado sanitario de moluscos de cultivo que contempla
larvas, juveniles y adultos, se rediz6 mediante € proyecto FIP 95/32 gecutado por la
Universidad Catdlica de Vaparaiso y permitié conocer los problemas patologicos de siete
especies de cultivo en la X region y una de la IV region del pais. Para la detecciéon de las
anormalidades se realizaron cortes histologicos, los cuales permitieron la observacion de siete

condiciones patol6gicas (Campalans et al. 1997).



Posteriormente, a partir de los descubrimientos de este primer catastro de enfermedades
de moluscos de cultivo, fueron publicados los trabajos de la descripcion de la neoplasia en M.
chilensis (Campalans et al., 1998) y en T. chilensis (Rojas et a., 1999), € trabgo de la
descripcion de las anomalias en ostra japonesa (Gonzdlez et a., 1999) y d trabgo sobre la

parasitosis hemocitica en ostra chilena (Campalans et a., 2000).

Por otro lado, como se puede apreciar en Riquelme et a. (2000), los estudios de las
bacterias en cultivo de larvas del ostion del norte han sido conducidos hacia la investigacion de

probi6ticos, para mejorar la supervivencia de esta etapa del desarrollo del ostion.

* Enfermedades de importancia internacional :

Las enfermedades de mayor relevancia por su caracter de transmisibles, y que tienen
repercusiones en € comercio internacional, son sefidadas por la OIE como de “Declaracion
Obligada’ a esta organizaciéon. La OIE informa de la situacion epidemioldgica de estas

enfermedades en cada uno de sus paises miembraos.

De acuerdo a su gravedad, las enfermedades han sido clasificadas en:
= ListaA: (aplicables a enfermedades de mamiferos y aves)
Enfermedades transmisibles que presentan gran poder de difusion y especial gravedad, que
pueden extenderse més ala de las fronteras nacionales, que tienen consecuencias
socioecondémicas 0 sanitarias graves y cuya incidencia en e comercio internaciona de

animales y productos de origen animal es muy importante.
Esta Lista no incluye enfermedades de organismos acuaticos.

= ListaB:
Enfermedades transmisibles que se consideran importantes desde el punto de vista
socioecondmico y/o sanitario a nivel nacional y cuyas repercusiones en e comercio

internacional de animalesy productos de origen animal son considerables.

Las enfermedades que estén incluidas en esta Lista, asu vez se clasifican en:



Enfermedades de Declaraciéon Obligatoria: Considera las enfermedades més peligrosas,
de etiologia comprobada y limitado rango geogréfico. (Cuadro N° 4)

Otras enfermedades importantes. Se refiere a enfermedades de menor trascendencia
econdémica, limitada distribucion geogréfica o descubiertas demasiado recientemente para

clasificarlas como de Declaracion Obligatoria. (Cuadro N°5)

CuadroN°4:  Enfermedadesde declaracion obligatoriaala OlE, por especie de cultivo

= Necrosis hematopoyética epizodtica
" Necrosis hematopoyéticainfecciosa
PECES »  Herpesvirosis del salmén masou

*  Viremiaprimavera delacarpa

" Septicemiahemorragicaviral

. Bonamiosis

. Haplosporidiosis

MOLUSCOS . Marteiliosis

" Microcitosis

. Perkinsosis

" Sindrome de Taura
CRUSTACEOS " Enfermedad de las manchas blancas
" Enfermedad de la cabeza amarilla

CuadroN°5:  Otrasenfermedadesimportantes, por especie de cultivo

= Virosis del bagre de canal

=  Encefalopatiay retinopatiavirales

=  Necrosis pancredticainfecciosa

=  Anemialnfecciosadel Salmén

PECES »  Sindrome ulcerante epizodtico

*  Renibacteriosis

=  Septicemiaentéricadel bagre

" Piscirickettsiosis

=  Girodactilosis

»  [ridovirosis deladoradajaponesa

" Necrosis del pancreas por baculovirus

" Poliedrosis nuclear por baculovirus

. Necrosis hipodérmicay hematopoyéticainfecciosa
=  Sindrome de mortalidad al desove

Fuente: Cbdigo Sanitario Internacional paralos Animales Acuéticos (OIE), 1999

CRUSTACEOS
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* Categorizacion de enfermedades

Un completo listado de enfermedades sera de utilidad para los fines ddl proyecto, si éstas
se clasifican o categorizan en funcidn de su importancia, tanto internacional como para € pais.
Por lo general, €l concepto de importancia de las enfermedades se relaciona con € impacto en la
produccion en cada pais, siendo éste uno de los factores més relevantes que condicionan las

politicas de manejo sanitario en paises donde la acuicultura representa una actividad econdmica.

Una categorizacién internacional de enfermedades la proporciona la OIE, que en la 3ra.
Edicién de su Codigo Sanitario Internacional para los Animales Acuaticos, afio 2000, entrega un
listado de enfermedades consideradas de declaracion obligada. En el caso de organismos
acuaticos, se trata de enfermedades transmisibles que se consideran importantes desde el punto de
vista socio econdémico y/o de salud publicay que tienen repercusion en el comercio internacional

de los recursos acuaticos o sus productos.

Aun cuando la OIE trata de representar en la mejor forma los intereses de todos sus
paises miembros, la categorizacion de enfermedades es un tema complgjo debido a que las
diferentes partes del mundo presentan condiciones ambientales particulares, 10 que hace que los
riesgos asociados sean también diferentes. Es por ello que una categorizacién debe considerar €l
hecho que enfermedades que no son importantes para una especie en una region dada, pueden
llegar a ser importantes si son introducidas a una nueva especie huésped, o s el mismo huésped
no se ha adaptado a organismo patdgeno, (Elston, 1990), por lo cua debe ser o suficientemente
flexible a fin de permitir la modificacién o adaptacion de los criterios, en la medida que éstos

definan mejor los riesgos en cada situacion particular.

Ademés, es necesario tener en cuenta la importancia asignada internacionalmente a cada
enfermedad, lo cua servird para mejorar la confianza en los sistemas reguladores de paises
exportadores. Esta informacion ayudara también a los paises compradores durante € andlisis de

riesgos.

Una buena categorizacion, también debera permitir la actualizacion de los criterios acorde
a las modificaciones de estos a nivel internacional, como la realizada por OIE que, en € codigo
de 1995, considera aspectos socio econdmicos y zoosanitarios para asignar importancia a las

enfermedades y, en la version 2000 del mismo codigo, se reemplaza el aspecto zoosanitario por €l
11



de salud publica. Al respecto, la Comision de Enfermedades de Peces de la OIE (FDC) considera
gue estos criterios de categorizacion de las enfermedades, aln no son los mas representativos
para los organismos acuaticos, puesto que sus enfermedades tienen principalmente un impacto
socioeconémico, a diferencia de lo que ocurre con los animales terrestres donde e aspecto mas

relevante es la salud publica.

Considerando o anterior, la FDC esta tratando de establecer criterios claros para decidir si
una enfermedad en particular debiera ser incluida en € listado del Cédigo Sanitario. Una
situacion similar est4 ocurriendo en la Comunidad Europea, para decidir qué enfermedades
debieran ser incluidas en la nueva legidacion de la EU (comunicacion personal, Dr. Barry Hill).
Para lograr un consenso entre los diferentes paises, la OIE le ha hecho llegar un cuestionario a
cada uno de sus paises miembros. Para €l caso de Chile, los criterios deberan estar tratados de tal

manera que consideren las nuevas tendencias de las normativas internacional es.

En Chile, la primera clasificacion de enfermedades se publica el 13 de Julio de 1985 en €
Diario Oficial, Decreto Ministerial N°162, Reglamento sobre e control de las enfermedades de

peces de la familia sdilmonidae y otras especies hidrobiol gicas.

Dicha reglamentacion define y clasifica las enfermedades en tres clases, de acuerdo a su
peligrosidad. La clase | incluye las enfermedades mas relevantes por su peligrosidad, (VHS, IPN,
IHN, Myxosoma cerebralis BKD); la clase Il incluye las enfermedades que representan menor
peligrosidad (OMV, ERM, A. salmonicida, Vibriosis. V.anguillarum, V.ordalii) y la clase Il
considera las enfermedades de bga peligrosidad (Columnaris (Flexibacter columnaris),
Septicemia por Aeromonas Motiles (A. hydrophila), Septicemia por Pseudomonas (Pseudomonas
spp.), Ictioftiriasis (Ichthyophthrius multifiliis), Costiasis (Ichthyobodo necatrix), Ceratomixosis
de los salmonideos (Ceratomyxa shasta)).

Este reglamento, junto con ser el primero dirigido a conocer y proteger las condiciones de
salud de las especies en cultivo, entrega la clasificacion de enfermedades que serian consideradas
importantes para € pais. No obstante lo anterior, este reglamento no fue € producto de una
investigacion sobre las enfermedades que estaban presentes en las poblaciones de cultivo o
nativas del pais, sino que la importancia fue asignada basandose en la informacién disponible de

patdgenos importantes en otras latitudes.



Posterior a este reglamento, e Titulo IV, parrafo I, Articulo 86 de la Ley N° 18.892 de
1989, sefida la necesidad de reglamentar las medidas de proteccion y control para evitar la
introduccion de enfermedades de alto riesgo y especies que constituyen plagas, aislar su
presencia en caso que esto ocurra, evitar su propagacion y propender a su erradicacion. El mismo
reglamento debia determinar |as patologias que se clasificarian como de alto riesgo y las especies
hidrobiol 6gicas que constituirian plagas.

En 1991, se decreta el texto refundido, coordinado y sistematizado de la Ley N°18.892 y
sus modificaciones, como Ley General de Pescay Acuicultura. En ella, se define enfermedades
de ato riesgo como la desviacién del estado completo de bienestar fisico de un organismo, que
involucra un conjunto bien definido de sintomas y etiologia, que conduce a una grave limitante
de sus funciones normales, asociada a altas mortalidades y de caracter transmisible a organismos

de la misma u otras especies.

Los Decretos Supremos N°96 de 1996 y N°325 de 1999, regulan procedimientos,
certificacion y  otros requisitos sanitarios para la importacion de especies hidrobioldgicas y la
Resolucion N°1930 de 1999, establece la némina de especies hidrobiologicas vivas de
importacién autorizada; sin embargo, ninguno de estos documentos, publicados a partir de la Ley
Genera de Pescay Acuicultura, se refiere a una clasificacion de las enfermedades que afectan a
estas especies.

La categorizacion de enfermedades que se propone esta basada en los criterios
internacionales, especialmente en los de la OIE, en las reglamentaciones de paises importadores y
en larealidad chilena.

La historia de enfermedades en Chile se presentaen el Anexo |.
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1.2. Desarrollo Metodol6gico y Resultados

Para dar cumplimiento a este objetivo especifico, es necesario disponer de informacion
fidedigna y actualizada sobre las enfermedades de organismos acuéticos, asociados a proyecto,

gue se cultivan hoy en Chile.

Para la obtencién de dicha informacion, se disefio la encuesta Técnicas de Diagnéstico en
Enfermedades de Salmonidos, Mitilidos, Pectinidos y Ostréidos, (Anexo Il), en dos versiones.
Una de €ellas (Encuesta a Laboratorios Nacionales de Servicios), se aplicd a la totalidad de los
Laboratorios de Diagndstico chilenos que prestan servicios a la empresa acuicultora, listados en
el Cuadro N°6. La otra versién Encuesta a Laboratorios de Investigacion) se aplicd a los
Laboratorios Nacionales de Investigacion Cientificay Tecnoldgica en el érea, que se listan en
Cuadro N°7. Estos formularios, que fueron disefiados preferentemente en base a preguntas
cerradas, también incluyeron preguntas respecto de variables e indicadores que ayudaron a dar

cumplimiento alos Objetivos4.2 'y 4.3 del presente proyecto.

Para los Laboratorios de Servicio, se utilizé e méodo de envio por correspondencia a
responsable del laboratorio, al cual se le informé previamente, via correo electrénico y correo
normal, de los objetivos de la encuesta. Las no respuestas en el plazo de un mes después del
envio, se trataron mediante entrevista personal al encargado del laboratorio 0 a un profesional

autorizado por éste.

De los 23 Laboratorios de Servicios a los cudes se les envid la encuesta, 15 la
respondieron. El Laboratorio Ceram, la Piscicultura Experimental y Salmovet, no la contestaron
debido a que ellos no realizan diagnostico; € Laboratorio de Marine Harvest no fue autorizado a
responderla y los laboratorios restantes no enviaron sus respuestas, pese a las continuas visitas y

Ilamados solicitandol as.
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CuadroN°6:

Laboratorios de Diagndstico de enfer medades de animales acuaticos.

Nombre del Encargado

Nombre del Laboratorio

Direccién

Sr. Oliver Whener

Acevet (Biosalmo)

Puerto Montt, X Region

Sr. Patricio Bustos

ADL. Diagnostic Chile Ltda.

Castro, X Region

Sra. Soledad Rivera

Alitec

Puerto Montt , X Regién

Sr. Oscar Garate

Aquatic Health

Puerto Montt, X Region

Sr. Ricardo |ldefonso

Aquatic Health

Castro, X Region

Sr. Basilio Pérez

Aquatic Health

Coyhaique, X| Region

Srta. Carolina San Martin Biovac SA. Puerto Aysén, X Region
Sr. Patricio Mansilla Biovac SA. Puerto Cisne, X Regién
Sr. Enrique Madrid Biovac SA. Puerto Montt, X Region
Sra. Miriam Seguel Ceram (U. De Chile) Puerto Montt, X Region
Sra. Olga Ureta Cesmec Ltda. Macul, Santiago

Sra. AnaMaria Sandino Gam S.A. (Diagnotec S.A.) Santiago

Sr. Javier Moya Diagnotec S.A. Puerto Montt, X Region

Sr. Erwin Serén

Especialidades Técnicas Marinas

Castro, X Region

Sra. Beatriz Opazo

Fundacién Chile

Puerto Montt, X Region

Sr. Ricardo Cortés

Fundacion Chile

Puerto Chacabuco, X| Region

Sr. Julidn Briones

Fundacion Chile

Puerto Montt , X Regién

Sr. Raul Castro

IFOP

Coyhaique, X1 Region

Srta. Jessica Montafia

Marine Harvest

Puerto Montt, X Region

Sr. Rodrigo Y afiez

Piscicultura Experimental

Castro, X Region

Sr. Victor Alvarado

Salmovet

Puerto Montt, X Region

Sr. Ricardo Enriquez

Universidad Austral de Chile

Valdivia, X Region

Sr. Juan Kuznar

Universidad de Valparaiso

Valparaiso

En el caso de los Laboratorios de Investigacion se utilizé el método de entrevista personal
a los profesionales responsables. Con € fin de dar un mayor plazo a los entrevistados para la
recopilacion de la informacion solicitada, previamente se les envid una carta informativa acerca
del proyecto y e formulario correspondiente. De los 20 Laboratorios a los que se les envio

formulario, 11 lo respondieron.
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Cuadro N°7: L aboratorios asociados a I nvestigacion Cientificay Tecnologica.

LABORATORIO

DIRECCION

Laboratorio de Peces. Instituto de Biologia Marina,
Universidad de Valparaiso

- Av. Borgofio /n. Refiaca,Vifiadel Mar

Facultad de Medicina Veterinaria
Departamento de Patologia
Universidad de Concepcién

- Av. Vicente Méndez 595, Chillan

Facultad de Ciencias del Mar
Universidad Andrés Bello

- Manuel Montt 367, Providencia, Santiago

Cienciasdel Mar.
Universidad Arturo Prat

- Av. Matta 2065, Iquique

Instituto de Acuicultura
Universidad de Magallanes

- Av. Bulnes 1855, Punta Arenas

Facultad de Veterinaria
Universidad Mayor de Santiago

- Américo Vespucio Sur 357, Las Condes, Santiago

Departamento Acuicultura
Universidad de Los Lagos

- Casilla 933, Osorno

Biotecmar Servicios
Universidad Catdlica de la Santisima Concepcion

- Casilla 297, Concepcidn

Facultad de Recursos del Mar
Universidad de Antofagasta

- Av Angamos 601, Antofagasta

Departamento de Acuicultura
Universidad Catdlica del Norte

- Casilla 117, Coquimbo

Instituto de Biologia Marina. Laboratorio de Moluscos
Universidad de Valparaiso

- Av. Borgofio §/n, Refiaca, Vifiadel Mar

Instituto de Biologia
Universidad Catélica de Valparaiso

- Av. Brasil 2950, Valparaiso

Escuelade Ciencias del Mar
Universidad Catdlica de Valparaiso

- Av. Altamirano 1480, Valparaiso

Facultad de Veterinaria. Laboratorio de Patologia
Universidad Austral de Chile

- Casilla 567 Valdivia

Facultad de Ciencias Veterinarias
Laboratorio Biotecnologia
Universidad Austral de Chile

- Casilla 567 Vadivia

Departamento de BiologiaMarina
Universidad Catdlica del Norte

- Casilla 117. Coquimbo

Medicina Veterinaria
Universidad de Chile

- Av. Santa Rosa 11735, Santiago

Laboratorio de Bioquimicay Virologia, Facultad de
Ciencias. Universidad de Valparaiso

- Errézuriz 2120, Casilla 5030, Valparaiso

Plancton AndinaLtda. (PAL)

- Loteo Sta. Augusta, Parcela 5, Puerto Varas

Shering-Plough Animal Health

- O"Higgins 167, Puerto Montt
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Los Laboratorios de Servicio de nuestro pais, de acuerdo a su ubicacion, se encuentran
divididos en Laboratorio Central y Sucursales. El detalle de los Laboratorios de Diagnésticos
consultados, seguin esta clasificacion, se presentaen el Cuadro N°8.

CuadroN°8:  Laboratorios de Diagnostico consultados, segin ubicacion
UBICACION
NOMBRE L aboratorio Central Sucursales

Aquatic Hedlth Puerto Montt Castro
Coyhaique

Biovac SA. Puerto Montt Puerto Aysén
Puerto Cisne

Diagnotec SA. Santiago Puerto Monitt

Fundacion Chile Puerto Montt Puerto Chacabuco
Castro

ADL. Diagnostic Chile Ltda.. Castro No tiene

Alitec Puerto Montt No tiene

Especialidades Técnicas Marinas Castro No tiene

Instituto de Fomento Pesquero Coyhaique No tiene

Total 8 7

Algunos resultados de interés provenientes de las respuestas de los Laboratorios se

muestran a continuaci on.

CuadroN°9: Laboratorios segin Especialidad por Patogenoy Tipo de Laboratorio
TIPO DE LABORATORIO
ESPECIALIDAD De Servicios Delnvestigacién
Virologia 10 4
Bacteriologia 15 7
Parasitologia 14 6
Micologia 5 3
No responde 0 2
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El Cuadro N°10 muestra la cantidad de Laboratorios de Servicios que afirman haber
diagnosticado, en forma confirmatoria, los agentes gque se listan para las especies de Salmoénidos
indicados. Ademés de los agentes listados, dos de estos Laboratorios diagnosticaron en forma
confirmatoria U2 en Salmén del Atlantico y Hongos Filamentosos en Salmén Coho, Salmén del
Atlantico y Trucha Arcoairis. Por otra parte, un Laboratorio también diagnostico
confirmatoriamente Flavobacterium johnsoniae en Salmén del Atlantico; Diphillobothrium
(plerocercoides), Aniclora montli y U2 en Trucha Arcoirisy U2 en Salmén Coho.

Cuadro N°10: Laboratorios de Servicios con diagnostico confirmatorio, para cada Agente
y Especie de Salmonidos en cultivo.

AGENTE ESPECIE DE SALMONIDOSEN CULTIVO
Salmoén Coho | Salmon del Atlantico | Trucha Arcoiris | Salmén Chinook
Renibacterium salmoninarum 15 15 14 4
Piscirikettsia salmonis 15 15 15 3
Flavobacterium spp. 8 8 8 2
Flavobacterium columnare 7 7 6 0
Flavobacterium psychrophilum 10 10 10 0
Flexibacter maritimus 2 2 1 0
Flavobacterium aqualitis 5 3 3 0
Flavobacterium hutchinssonii 1 2 1 0
Yersiniaruckeri 4 7 5 0
Vibrio spp. 3 5 4 0
Aeromonas spp. 3 4 3 0
Aeromonas hydrophila 5 8 5 0
Aeromonas salmonicida atipica 2 4 0 0
Pseudomonas spp. 4 6 4 0
Pseudomonas aeruginosa 5 5 2 0
Streptococcus spp. 0 4 2 0
Streptococcusfecalis 0 3 0 0
Enterococcus sp. 1 3 2 0
Necrosis pancr eatica infecciosa 10 10 10 3
Anemia infecciosa del salmoén 2 0 0 0
Leucosislinfoblastica 0 2 0 0
I chthyobodo necatriz 1 4 2 0
I chthyophthirius multifiliis 3 8 9 2
Chilodonella spp. 2 5 2 0
Hexamita spp. 4 5 7 0
Microsporidium spp. 3 5 3 0
Nucleospora salmonis 4 5 2 2
Kudoa sp. 1 5 1 0
Caligus spp. 9 10 9 2
Ergasilus sp. 0 4 2 0
Cerathotoa 0 4 3 0
Trichodina sp. 2 5 5 0
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Respecto de agentes que no se han diagnosticado confirmatoriamente en algunas especies,
se debe mencionar que se declararon diagndsticos presuntos en Aeromonas salmonicida atipica
en Trucha Arcoiris, Anemia Infecciosa del Salmoén (ISA) en Salmon del Atlantico y Trucha

Arcoirisy Leucosis Linfoblastica en Salmon Coho y Trucha Arcairis.

Para complementar la informacién de enfermedades obtenida a través de las encuestas y
con € fin de describirlas de la megior forma posible, se realizd una recopilacién bibliogréfica,

cuyos resultados se resumen en los Cuadros N°11y N° 12.

CuadroN°11l: Enfermedadesy Agentes Patégenos de Salmonidos, registrados en
publicaciones cientificas.

AGENTE ENFERMEDAD

VIRUS Necrosis Pancredtica I nfecciosa (I PN)

Necrosis Hematopoiética Infecciosa (IHN)

Necrosis Hematopoiética Epizodtica (EHN)
Enfermedad Viral del Oncorhynchus masou (OMV)
Septicemia Hemorrégica Vira (VHS)

Necrosis Nerviosa Viral (NNV)

Necrosis Eritrocitica Viral (VEN)

Anemialnfecciosa del Salmén (1SA)

Herpesvirus salmonis

Rhabdovirus salmonis

Paramyxovirus del salmén chinook

Virustipo Picornavirus de los salmoénidos

Necrosis Dermética Ulcerativa (UDN)

Enfermedad viral de lafrutilla (Strawberry) de latrucha
Reovirus del salmén chum

Reovirus del salmén coho

Reovirus del onchorynchus masou taiwanés
Reovirus de latruchaarcoiris taiwanesa
Sarcomaviral delavejiganatatoriadel salmén atlantico
Enfermedad pancreética (PD)

Sindrome Eritrocitico de cuerpos de Inclusion (EIBS)
Virus intraeritrocitico de latruchaarcoiris
Enfermedad viral intraeritrocitica del salmén coho
Agente de la papilomatosis del salmén atlantico

VVVVVVVVVVVVVVVYVYVVVVVYVYVYYVY
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BACTERIAS

VVVYYV

Y VVVVY

VVVVVVVVVVVVVYY

Enfermedad Bacteriana del Rifidn, Renibacterium salmoninarum(BKD)

Piscirickettsiosis Piscirickettsia salmonis (SRS)

Yersiniosis, Yersiniaruckeri (ERM)

Flavobacteriosis, Flavobacter psychrophilus(RTFS), F.columnare, F.
Aqualitis, F. hutchinsoni, F. branchiophila, F. spp.

Furunculosis, Aeromonas salmonicida

Vibriosis de AguaFria, Vibrio salmonicida

Vibriosisclésica, Vibrio anguillarum, V. ordalii

Septicemia por aeromonas métiles (MAS), Aeromonas hydrophila

Aletas rotas (Cytophaga aqualitus. C. succinicans, C. jhonsonae, C. rosea)

Enterobacteriosis (Citrobacter freundii, Serratia liquefaciens, Serratia
plymuthica)

Septicemia hemorragica Pseudomonas spp.

Pasteurel osis, Pasteurella piscicida

Epiteliocistis, Clamidya indefinida

Columnaris de agua sal ada, Sporocytophaga sp.

Meningitis eubacterial, Eubacterium tarantellus

Edwarseliosis (Edwarsiellatarda, E.ictaluri).

Nocardiosis, Nocardia seriolae

Carnobacterium (Lactobacillus) piscicola

Acitenobacteriosis, Acitenobacter sp.

Vagococcus sal moninarum

Lactococcus piscium

Streptoverticillium salmonis

Botulismo, Clostridium botulinum

Micobacteriosis (Mycobacterium marinum, M. fortuitum, M. chelonei)

PROTOZOOS

Y

VVVVVVVVVVVVVVVYVYVYY

Enfermedades por parésitos ciliados externos (Ichthyophthirius multifilis,
Trichodina sp.,Chilodonella cyprini, Tetrahymena sp.Chilodonela sp., etc.)

Ichthyobodiosis, (Ichthyobodo necatriz, I. pyrifirmis)

Hexamitiasis, (Hexamita sp.)

Nucleospora salmonis

Licuefaccién del musculo, Kudoa sp.

Amiloodinium ocellatum

Trypanosoma sp.

Trypanoplasma (Cryptobia) sp.

Pleistophoriasis

Ceratomyxosis, Ceratomyxa shasta

Enfermedad del torneo, Myxobolus cerebralis

Mixosporidosis del musculo, Myxobolusinsidiosus

Mixosporidosis del rifion, Parvicapsula sp.

Mixosporidosis de escamas (Myxobolus squamalis, M. minteri)

Henneguya salminicola

Enfermedad proliferativa del rifién (PKD)

Enfermedad proliferativa de labranquia (PGD)

Microsporidiosis branquial, Loma (Pleistophora) salmonis

Microsporidiosisintestinal, Glugea stephani

Microsporidiosis de las células hematopoieticas, Enter ocytozoon salmonis

Microsporidiosis ovérica, Pleistophora ovariae




PARASITOS

Y

VVVVVYYY

Enfermedades causadas por trematodos monogenési cos (Gyr odactylus
salaris, G. Spp., Dactylogyrus spp.)

Ergasilosis

Argulus spp.

Piojos marinos (Caligus elongates, C. spp., Lepeophtheirus spp.)

Ceratothoa spp.

Pseudodactylogyrus spp.

Elmintiosis, Hepatoxylon trichiuri

Lernaea sp.

Enfermedad del gusano de la branquia, Salmincola sp.

HONGOS

VVYVYVY

Saprolegniosis (Saprolegnia parasitica, S. diclina, Sferax, S.sp., Achlya sp.)
Enfermedad del balanceo, |chthyophonus hoferi

Hongo de lavejiga natatoria, Phoma herbarum

Hongo de las branquias, Branguiomyces sanguinis, B. demigrans)
Enfermedad granulomatosa, Exophiala salmonis

ORIGEN
INCIERTO

Y VYV

AnemiaMarina/Leucosis Plasmacitoidea/L eucosis Linfoblastica/Leucemia
Linfoblastica (Virus de la Leucemiadel salmén, Nucleospora salmonis)

Roseta del salmon chinook

Sindrome de la mortalidad nerviosa

Sindrome de la hemorragia del rifion
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Cuadro N°12;

Enfermedadesy Agentes Patogenos de M oluscos, registrados en
publicaciones cientificas, por especie

OSTRAS

AGENTE

ENFERMEDAD

VIRUS

YVVVVYY

Enfermedad Vira del Velo dela Ostra (OVVD)
Enfermedad de la Branquia de la Ostra Portuguesa
Enfermedad de la Infeccién Hemocitica Viral de la Ostra
Enfermedad del Virus Tipo-Herpes de la Ostra
Hipertrofia Gametocitica Viral de las ostras

Infeccion viral tipo-Papova de las ostras perliferas

BACTERIAS

VVVYVYVYVY

“Rickettsiae” Gigante Extracelular de las Ostras

Nocardiosis de las ostras

Enfermedad del ligamento de moluscos bivalvos juveniles
Organismos tipo-Rickettsia y tipo-Chlamydia de las ostras
Vibrio spp. (Vibriosis Larval y Juvenil) delas ostras
Enfermedad del ligamiento de la bisagrade las ostras juveniles
Infeccion bacterial crénica

HONGOS

Y VvV

Ostracoblabe implexa (Enfermedad de laValva) de las ostras
Srolpidium zoophthorum (Micosis Larval) de las ostras

PROTOZOOS

VVVVVVVVVVVVVVVYVVVVYVVYY

Bonamia ostreae de las ostras

Bonamia sp. (Bonamiasis de las ostras de Nueva Zelandia)
Perkinsus marinus (Enfermedad “Dermo”) delas Ostras
Perkinsus ol seni

Perkinsus spp.

Coccidiosis Renal delas Ostras

Haplosporidium nelsoni (MSX) de las ostras

Hapl osporidium costale (SSO) de las ostras

Minchinia armoricana delas ostras

Marteiliosis (Enfermedad de Aber) de las ostras
Marteilioides chungmuensis de las ostras

Marteilioides branchialis delas ostras

Marteilia sydneyi (QX) delas ostras

Marteilia lengehi

Marteilia christenseni

Marteilia spp.

Mikrocytos mackini (Enfermedad de las | slas Denman) de | as ostras
Mikrocytos roughleyi (Enfermedad del Invierno Australiano) de las ostras
Microsporidiosis de | as ostras del dragado

Hexamitiasis de | as ostras (Hexamita nel soni, Hexamita sp.)
Ciliados tipo-Ancistrocoma de | as ostras

Ciliados tipo-Sphenophrya de las ostras

Trichodinidos de las branquias de las ostras




PARASITOS

YVVVVVYVYVYVY

Myticola intestinalis (Enfermedad del Gusano Rojo 1) de las ostras
Mytilicola orientalis (Enfermedad del Gusano Rojo 2) de las ostras
Enfermedad del Trematodo de |as ostras

Copépodos Parasiticos de las branquias de las ostras

Cangrejo enano en las ostras

Poliquetos perforadores de lavalvade las ostras

Esponjas escavadoras de lavalvade las ostras

Caracoles Piramidales de las ostras

Turbellariade labranquiade laostra

ORIGEN
INCIERTO

VVVVYVYYVY

Enfermedad del huevo delas ostras

Neoplasia Hemaocitica de las ostras (HCN)
Enfermedad juvenil de la Ostra del Este
Enfermedad Malpeque de | as ostras

Lesion del tracto digestivo de lalarva de las ostras
Parasitismo gregario de las ostras

MITILIDOS

AGENTE

ENFERMEDAD

VIRUS

Enfermedad tipo-vira de los mitilidos

BACTERIAS

Y

Organismos tipo-Rickettsia y tipo-Chlamydia de |os mitilidos

PROTOZOOS

VVVYVYYVY

Seinhausia mytilovum (Enfermedad del huevo del mitilido)
Marteilia refringens/maurini de los mitilidos

Coccidiosis Renal de los mitilidos

Ciliados Intracelulares de los mitilidos

Ciliados tipo-Sphenophrya de los mitilidos

Ciliado branguia Ancistrum mytili de los mitilidos

PARASITOS

VVVVVVYVYVYYVY

Invasién de lavalva de alga verde-azulada de los mitilidos
Enfermedad del Trematodo del mitilido
Turbellaria de la branquia del mitilido

Mytilicolaintestinalis (Enfermedad del Gusano Rojo) de los mitilidos

Mytilicola orientalis (Gusano Rojo) de los mitilidos
Mytilicola porrecta (Gusano Rojo) de los mitilidos

Cangrejo enano en los mitilidos

Poliquetos perforadores de la valva de los mitilidos
Esponjas escavadoras de lavalva de los mitilidos

ORIGEN
INCIERTO

\ 4

Neoplasia Hemocitica de los mitilidos
Parasitismo Gregario de los mitilidos




PECTINIDOS

AGENTE

ENFERMEDAD

BACTERIAS

VVVVYYVY

Enfermedad Bacteriana Intracellular de Pectinidos

L esiones de Abcesos Bacterianos de Pectinidos
Organismaos tipo-Rickettsia y tipo-Chlamydia de Pectinidos
Vibrio spp.(Vibriosis Larval) de Pectinidos

Enfermedad del ligamento de moluscos bivalvos juveniles
Clamidiosis de Pectinidos

PROTOZOOS

VVVVYVY

Perkinsus sp.de Pectinidos Japoneses en Asia
Haplosporidiosis de Pectinidos

Marteilia sp. de Pectinidos

Perkinsus augwadi (SPX) de Pectinidos
Coccidiosis Renal de Pectinidos

Perkinsus karlssoni de Pectinidos
Tricodinitis de la Branquia de Pectinidos

PARASITOS

YVVVVYY

Copépodo (“bolsade cria’) de labranquia de Pectinidos
Cangrejo enano en Pectinidos

Turbellaria de la Branquia de Pectinidos

Poliquetos perforadores de lavalva de Pectinidos
Esponjas escavadoras de lavalva de Pectinidos

Parésito de labranquiadel ostion (pecten) japonés

ORIGEN
INCIERTO

vV V

Parasitismo Gregario de Pectinidos
Protista G de Pectinidos
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Criterios propuestos para una Categorizacion

Idealmente, una categorizacion de enfermedades deberia redizarse conociendo la
totalidad de las enfermedades que constituyen plagas, tanto en especies de cultivo como en
especies nativas. Teniendo en cuenta que esta tarea es dificil de llevar a cabo, este estudio se
limita sblo a las enfermedades que afectan a las especies de cultivo consideradas en este
proyecto.

Considerando las caracteristicas ambientales presentes en el Hemisferio Sur, los criterios
empleados por Australiay Nueva Zelandia son |os que més se aproximan alarealidad chilena. La
razon se basa principamente en que en ambos casos, |0s salmones corresponden a especies
exoticas, introducidas desde el Hemisferio Norte, por lo tanto, los patdgenos presentes en estas
especies en e Hemisferio Sur, corresponden a patdgenos introducidos desde el Hemisferio Norte,
0 a patdgenos endémicos de amplia distribucion geografica en los cuerpos de agua y/o a
patdgenos presentes en los peces silvestres. Por esta razon, ademas de las enfermedades listadas
por la OIE, como de declaracion obligatoria, seria idea incluir en la Categoria | del listado
chileno, a las enfermedades capaces de causar severo dafio econdémico, no presentes en €l pais, y
que, ain cuando puedan tener control preventivo a través de vacunas, la aplicacion de éstas
implica un mayor costo econdémico y un efecto sobre los peces silvestres libres de estas
enfermedades. Esto no es posible de hacer en esta ocasion, porque no se ha implementado un
sistema naciona de vigilanciay no existe un conocimiento historico de tales enfermedades, tanto
en salmoénidos como en la ictiofauna nativa.

Para la elaboracion de una propuesta de categorizacion de enfermedades en Chile, se
revisaron clasificaciones de enfermedades empleadas por Noruega, USA, Canada, Reino Unido,
Nueva Zelandia, Australiay los criterios publicados por la OIE para enfermedades de declaracion
obligada y peligrosas.

Como resultado de dicha revision y con € respaldo de las conclusiones generadas en la
discusion sobre este tema en @ Seminario Taller realizado en € marco del presente proyecto, se
optd por redlizar una proposicion de categorizacion basada sélo en los criterios OIE, debido a
gue la inclusion de cualquier otro criterio requeriria disponer de una completa informacion
histérica y de la implementacion de un sistema nacional de vigilancia de enfermedades de

organismos acudticos con un laboratorio nacional de referencia para este fin.
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De acuerdo a lo anterior, la categorizacion propuesta para Chile, tanto para salmonidos
como para mitilidos, pectinidos y ostréidos, contempla los siguientes criterios OIE:
Impacto econémico
Repercusion en el comercio internacional
Presencia o ausencia del agente infeccioso en €l pais

Conocimiento etiol6gico de agentes nuevos (escaso o suficiente)

Debido a que las categorias a proponer se definen por la interaccién de dos o més de estos
criterios, en sus diferentes niveles de manifestacion, y que estos criterios de categorizacion no
tienen la misma importancia para salmonidos que para moluscos, esta propuesta de
categorizacion se presenta separadamente para cada grupo de especies. Por otra parte, aun
cuando, para €l caso de los moluscos, se considera que se debe privilegiar € criterio de presencia
0 ausencia del organismo huésped en € pais, criterio nuevo que no esta considerado en los
criterios OIE, éste no seraincluido en esta propuesta de categorizacion.

Para efectos del presente proyecto se ha optado por simplificar e esquema de
categorizacion incluyendo solo las enfermedades mas importantes para los cultivos. Por lo tanto,
los criterios utilizados en estas categorizaciones privilegiaran la importancia econdmica de las
enfermedades presentes en € pais.

Los listados que se presentan con las enfermedades que integrarian las diferentes
categorias (Cuadros N°13 y N°14), estan basados en la informacion recopilada desde las
diferentes publicaciones consultadas y en las respuestas a las encuestas redlizadas a los
Laboratorios Nacionales de Sevicio Ictiopatologico y/o de Investigacion listados en los cuadros
N y N°7.

26



Propuesta de Categorizacion de Enfer medades de Salmoénidos

Categorial:
- Enfermedades infecciosas, de etiologia comprobaday limitado rango geogréfico.

- Enfermedades con serio impacto en la produccién y repercusion en el comercio internacional
de sailmonidos.

Categoriall
- Enfermedades presentes en € pais, de severo efecto econdmico y para las cuales alin no

existen métodos de control y/o prevencion efectivos.

Categorialll

- Enfermedades descritas en el pais, de menor trascendencia econdmica, amplia distribucion
geograficay paralas cuaes existe control através de farmacos.

CuadroN°13: Enfermedades de Salménidos por Tipo de Patégeno, para cada Categoria.

CATEGORIA | I CATEGORIAII I CATEGORIA 11 I

Septicemiahemorragicaviral [ Necrosis Pancredtica I nfecciosa
(VHS) (IPN)

Necrosis hematopoyética Anemia Infecciosadel Salmon
infecciosa (IHN) (ISA)

Necrosis hematopoyética

epizodtica (EHN)

Enfermedad Viral del

Oncorhynchus masou (OMV)

Retinopatiay Encefal opatia

Vird

VIRALES
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salmonicida Renibacterium salmoninarum (Columnaris)

BACTERIANAS

Piscirickettsiosis, Piscirickettsia F.columnare, F.aqualitis, F.
salmonis (SRS) hutchinsoni, F. branchiophila,

Furunculosis atipica (Aeromonas [[Yersiniosis, Yersinia ruckeri (ERM)
salmonicida atipica)

Flavobacteriosis, Flavobacter
psychrophilus (RTFS)

Pasteurel osis, Pasteurella piscicida

Furunculosis, Aeromonas i|Enfermedad Bacterianadel Rifion, [JFlexibacter columnaris ﬂ

IPseudomonas
Acinetobacter
Otras bacterias de amplia
distribucién, no patégenos obligados

PARASI TOS PROTOZOARIOS

Nucleospora salmonis Caligus spp.

Enfermedades por paréasitos ciliados
externos (Trichodina sp.)

Ichthyobodiosis, (Ichthyobodo
necatriz, |. Pyrifirmis)
Hexamitiasis, (Hexamita sp.)

Enfermedades por trematodos
monogenési cos (Gyrodactyl us)

Ceratothoa spp.
Pseudodactyl ogyr us spp.
Helmintiosis, Hepatoxylon trichiuri

Lernaea sp.

HONGOS

Saprolegnia spp.

Enfermedad granulomatosa
(Exophiala salmonis)

ORIGEN
INCIERTO

Leucosis Plasmacitoidea

Ergasilosis

Argulus spp.

Kudoa thyrsites
Lepeophtheirus spp.
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Propuesta de Categorizacion para Enfer medades de M oluscos

Categoriall
- Enfermedades infecciosas, de etiologia comprobada y limitado rango geogréfico.
- Enfermedades con serio impacto en la produccién y repercusion en el comercio internacional

de moluscos.

Categoriall
- Enfermedades presentes en e pais, de severo efecto econdmico y para las cuales ain no
existen métodos de control y/o prevencion efectivos.

Categoriallll

- Enfermedades de menor trascendencia econémica, de amplia distribucion, cuya aparicion en
las especies huéspedes esta relacionada con las précticas de mangjo y no causan patologias
importantes.

CuadroN°14: Listado de Enfermedades de Moluscos por Grupo de Especie huésped,
para cada Categoria

CATEGORIA |

Bonamia ostreae delas ostras
Perkinsus marinus (Enfermedad “Dermo”) de las Ostras

OSTRAS Haplosporidium nelsoni (MSX) delas ostras
Marteiliosis (Enfermedad de Aber) de las ostras

Microcytos mackini (Enfermedad de las | slas Denman) de | as ostras

CATEGORIA 1|
Bonamia sp.
OSTRAS
Infeccion bacterial crénica
PECTINIDOS Poliquetos perforadores de la valva de Pectinidos

Vibrio spp.(Vibriosis Larval) de Pectinidos




CATEGORIA III

OSTRAS

Poliquetos perforadores de lavalva de las ostras
Copépodos parasiticos de las ostras

Neoplasia Hemocitica de las ostras HCN

Hexamitiasis delas ostras (Hexamita nelsoni, Hexamita sp.)
Ciliados tipo Ancistrocomade |as ostras

Trichodinidos de las branquias de | as ostras

MITILIDOS

Neoplasia Hemocitica de los Mitilidos
Poliquetos perforadores de las valvas de los Mitilidos

Ciliados intracelulares de los Mitilidos
Ciliados tipo-Sphhyrnophyra de los Mitilidos




Objetivo 4.2 :

Analizar informacion cientifica y procedimientos técnicos, nacional e
internacional, en relacion al diagnéstico de las enfermedades de

recur sos hidrobioldgicos en cultivo

2.1 Antecedentes:

Diversas técnicas son aplicables a los agentes patdgenos de los animales acuéticos. A
efectos de examen y diagnostico, e Manua de Diagnostico para Enfermedades de Animales
Acudticos (Manua OIE, 1997) ha establecido 3 tipos de procedimientos que son aceptados para
esatarea

- Examen clinico

- Diagnostico presuntivo

- ldentificacién confirmatoria del agente patdgeno

2.1.1. Examen clinico.

Los manuales de procedimientos para diagnostico y tratamiento de las enfermedades de
organismos acuaticos, contienen las indicaciones basicas para e diagnostico de las enfermedades
consideradas de notificacion y certificacion. Estas se inician con indicaciones para la toma de la
muestra en peces y moluscos clinicamente infectados (sintométicos) y peces y moluscos
aparentemente sanos (asintométicos ).

Para los primeros, se establece una muestra de no més de 10 individuos que manifiesten
signos clinicos, o moribundos, los que deben ser capturados vivos y, de acuerdo a las
especificaciones dadas, trasladados al |aboratorio de andlisis.

En e caso de las poblaciones asintomaticas, se debe abarcar un nimero estadisticamente
representativo de individuos, € cua depende de las distintas prevalencias que se asuman para la
enfermedad.
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Los procedimientos de examen clinico, una vez obtenida la muestra, comienzan con €l
examen externo para detectar anormalidades o deformidades, finalizando con el examen
interno o procedimiento de necropsia que se debe realizar en un ambiente estéril.

2.1.2. Diagnostico presuntivo.

% Procedimientos para deteccion de Virus:
Para e caso de los moluscos no existe aln lineas celulares establecidas que puedan
ser utilizadas para cultivo de los virus. En e caso de peces, se comienza con €
procesamiento de las muestras y la inoculacion de éstas en lineas celulares apropiadas.

= Cultivos celulares:

Previo a inocular muestras sospechosas en lineas celulares, se debe redlizar una
preparacion de la muestra que consiste en:

- Homogeneizar los tegjidos para liberar las particulas de virus, luego centrifugar y
eliminar el debris celular.

- Eliminar bacterias y hongos en la muestra incubando € sobrenadante con
antibidticos y antimicoticos o bien por filtracion.

Después de inocular las muestras en los cultivos celulares adecuados, se incuban en
las condiciones apropiadas, generalmente a 20 ¢ 22°C. Estos cultivos se observan
durante 14 dias para busgueda de efecto citopatico, € cual indica lareplicacion vira vy,
dependiendo de sus caracteristicas, puede servir de evidencia presunta de la etiologia
del agente viral.

3% Procedimiento para deteccion de bacterias:
= Cultivos:
La muestra aséptica debe realizarse utilizando un asa bacterioldgica o algodon (tip)
gue se coloca en estrias en uno o més medios de crecimiento, luego se incuba entre 20
a 25°C verificando las recomendaciones de incubacion en caso de patdégenos que
reguieran otra condicion para su crecimiento.
Para esto existen medios enriquecidos no selectivos (crece una amplia variedad de

bacterias) o bien medios selectivos que promueven e crecimiento de determinadas
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bacterias e inhiben € crecimiento de otras. También se debe verificar S son bacterias
de ambiente marino o de agua dulce para adicionar sal alos medios requeridos.
= | dentificacion de bacterias

Se redliza a través de sus caracteristicas bioquimicas que se encuentran detalladas
en los manuales de taxonomia de bacterias, como por gemplo € Manual de Bergey de
bacteriologia sistematica (Staley et al., 1989), y en publicaciones cientificas del tema.

La identificacion de la bacteria por sus caracteristicas bioguimicas constituye una
evidencia presunta del agente bacteriano implicado en una enfermedad.
= Histologia:

Los tejidos seleccionados para esta técnica deben ser fijados inmediatamente en

fijadores y tinciones apropiados. Posteriormente, son analizados microscdpicamente.

3% Procedimiento para la deteccién de protozoos

=  Obtencion de las muestras:

Los organismos infectados deben ser examinados inmediatamente después de su
captura. Deben llegar vivos a laboratorio en e agua de su medio original, porque los
parésitos se pierden facilmente por exceso de manipulacion, agua clorada o grandes
cambios de temperatura.

Especificamente, para parasitos de sangre se colecta una muestra de sangre en un
tubo heparinizado desde e corazon. Los pardsitos externos se examinan
mi croscopicamente en frotis de mucus, raspado desde la piel y branquias.

Para examinar los érganos internos y la musculatura, se hace una incision ventral, se
examina, macroscopica Yy microscopicamente, presionando un pequefio pedazo de
tgjido en un portaobjetos y se cubre.

Generalmente, se toman simultaneamente muestras de tejidos para examen
histol6gico, que, para el caso de moluscos, constituyen la base del diagndstico presunto

de protozoos parasitos.



% Procedimiento para la deteccion de hongos

= Aidacién e Identificacion:

La mayoria de los hongos se cultivan usando métodos similares a los de bacterias. El
crecimiento es tipicamente aerdbico, pero mas lento que e bacteriano. Los medios de
crecimiento de hongos se modifican para inhibir € crecimiento de bacterias, como por
gemplo antibidticos y ata concentracion de azlcar. Habituamente se usa agar
sabourand.

Los hongos se clasifican basandose en su modo de reproduccion, formacion de

micelio y la estructuray formacion de células.

2.1.3. Identificacion confirmatoria del agente patdgeno.

Fundamentalmente, la identificacion se realiza mediante procedimientos seroldgicos, que
estdn basados en la reaccion entre e antigeno y e anticuerpo especifico. Para evidenciar esta
reaccion existen numerosas técnicas, por giemplo, aglutinacion, IFAT, Neutralizacion, ELISA y
sus modificaciones.

En e caso especifico de moluscos, |as técnicas seroldgicas deben ser directas (deteccion
de antigenos). Para esto, €l principal impedimento esta en la disponibilidad del antigeno para
inmunizacion, la que depende de la aidlacion y proliferacion del patégeno. En los moluscos, la
mayoria de los patégenos son protozoos intracelulares, Rickettsiasy virus (Miahe et al., 1992).

Existen en la literatura algunos protocolos para la preparacion de anticuerpos especificos
para Baculovirus, Bonamia ostreae y organismos tipo Rickettsiales, pese a €lo, aln no existe
disponibilidad comercia de los anticuerpos.

L os métodos de diagndstico aceptados por 1a OIE, que se presentan en los Cuadros N°15 y
16, corresponden a los métodos de uso mundia registrados en publicaciones especializadas de

la materia.



Cuadro N°15:  Técnicas de Diagndstico aceptadas por la Ol E para Enfermedades de
Declaracion Obligatoria en or ganismos acuaticos

IENFERM EDADESDE PECES

TECNICASDE DIAGNOSTICO

Necrosis hematopoyética epizottica

Lineacelular (BF-2 0o FHM)
Neutralizacion, ELISA, IFAT y PCR

Necrosis hematopoyéticainfecciosa

Lineacelular (EPC o BF-2)
Neutralizacion, ELISA, IFAT

Herpesvirosis del salmén masou

Lineacelular CHSE-214 o RTG-2
Neutralizacion, ELISA, IFAT

Viremiaprimaveral delacarpa

Lineacelular (EPC o FHM)
Neutralizacién, ELISA, IFAT

Septicemiahemorragicaviral

Lineacelular (BF-2 0 EPC 0 RTG-2)
Neutralizaciéon, ELISA, IFAT

ENFERMEDADESDE MOLUSCOS

TECNICASDE DIAGNOSTICO

Bonamiosis

Impresiones de tejido en porta objetos tefiidos con kit
comercial paracélulas sanguineas
Histologia, observacion de morfologia tipica del
patégeno

Haplosporidiosis

Examen citol 6gico de glandula digestiva. branquiasy
manto en porta objeto tefiidas con kit comercial para
células sanguineas, observar morfologia descrita
Examen histol 6gico de glandula digestiva, observacion
diferentes etapas del parésito

Marteiliosis

Examen citol dgico de glandula digestiva en porta objetg
tefiidas con kit comercial para células sanguineas,
observacion de morfologiatipicadel parasito

Examen histol 6gico de tejido digestivo, observacion de
morfologiadel parésito

Microcitosis

Examen citol dgico de tejido con absceso o Ulcera
tefiidos con kit comercial para células sanguineas,
observar parasito en células sanguineas o libres
Examen histol dgico atejido de zonas que contienen
pustulas, abscesos o Ul ceras, observacion del parasito en
los hemocitosy alrededor de los abscesos

Perkinsosis

Examen histol6gico de la masa visceral, observacion de
los trof ozoitos tipicos descritos

Cultivo en medio de tioglicolato, observacion después
delaincubacion y preparacion con lugol, de morfologia
descritadel parésito




Cuadro N°16: Teécnicas de Diagnostico aceptadas por la Ol E para Otras Enfermedades
I mportantes de or ganismos acuaticos

ENFERMEDADESDE PECES TECNICASDE DIAGNOSTICO
Virosis del bagre de canal Cultivo en células

neutralizacion, ELISA, IFAT
Encefalopatiay retinopatiavirales Histopatologia

ELISA, IFAT, MET, PCR

Necrosis pancreéticainfecci osa Cultivo en células (BF-2 (0] CHSE-214)
Neutralizacion, ELISA, IFAT

Descubrimientos macroscopicos, histoldgicosy también

Anemiainfecciosadel salmon hematol 6gicos tipicos.
Cultivo en células (SHK-1) y Test IFAT
Sindrome ul cerante epizoGtico Histopatologia

Cultivoen KDM-2 , KDMC o SKDM), caracteristicas
Renibacteriosis bioquimicas o

M étodos serol dgicos (aglutinacion, IFAT, ELISA)

M étodos moleculares (PCR)

Septicemia entérica del bagre Pruebas bioquimicas
M étodos seroldgicos (ELISA, IFAT, Aglutinacion)

Cultivo en células (CHSE-214 0 CHH-1 0 RTG-2 0 EPC 0
o o FHM sin antibi6ticos)

Piscirickettsiosis M étodos seroldgicos acultivos desde células FAT
Tincién de Acridina Orange o Giemsa, afrotis de tejidos
Método Molecular (PCR)

Morfologiay morfometria de los ganchos marginalesy de
fijacion.

Girodactilosis M étodos moleculares (PCR)

ENFERMEDADESDE MOLUSCOS | TECNICASDE DIAGNOSTICO

En el Manual de OIE no se describen otras enfermedades importantes para moluscos




2.2  Desarrollo Metodologico

Parte de lainformacion con la cua se trabajo para el cumplimiento de este objetivo,
proviene de las encuestas especificadas en el objetivo 4.1y que seincluyen en e Anexo 2. Por

esta razon, en dichos instrumentos se consulto acerca de variables que permitieran:

Dimensionar la experiencia, capacidades y campo de accion de los laboratorios nacionales
gue redlizan diagnéstico y/o investigan acerca de enfermedades infectocontagiosas de

salmoénidos, mitilidos, pectinidos y ostréidos

Conocer los procedimientos técnicos utilizados por |os laboratorios mencionados.

Las tablas y gréficos que se presentan a continuacién, resumen la informacién
proporcionada por los laboratorios, respecto a su experiencia, capacidades, campo de accion y

procedimientos técnicos que utilizan.

Latotalidad de los Laboratorios de Servicios que respondieron, indicaron experiencia solo
en e diagnostico de enfermedades de Salmonidos. A diferencia de €llos, los Laboratorios de
Investigacion, declararon experiencia tanto en € diagnostico de Salmoénidos como en e de
Moluscos. La distribucion de estos laboratorios, segun los afios que llevan realizando diagndstico
de enfermedades en Salmonidos y/o Moluscos, se presenta en €l Cuadro N°17, para los de

Servicios, y en el Cuadro N°18, paralos de Investigacion.

Cuadro N° 17: Laboratorios de Servicios, segun Afios de Experiencia en € diagndéstico de
enfermedades de Salménidos

ANOS DE EXPERIENCIA N° de Laboratorios
Menosde 1 afio 1
De 1 a4 afios 7
De 5 a 10 afios 0
De 11 a 15 afios 7
Total 15
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Es destacable el hecho que un alto porcentaje (47%) de los Laboratorios de Servicio en

diagndstico de peces, posee entre 11 y 15 afos de experiencia en esta actividad.

Por otra parte, los 15 Laboratorios de Servicios que respondieron la encuesta, declararon

examinar Salmoénidos en etapas de desarrollo correspondiente a Alevin o superior y 10 de €llos

manifestaron que, ademas, trabajan con Ovas.

Cuadro N°18: Laboratorios de Investigacion, segun Afios de Experiencia en el diagnostico

de enfermedades, por Tipo de Organismo

ANOS DE EXPERIENCIA Salménidos Moluscos
Menosde 1 afio 0 0
Dela4afios 3 4
Deb5a 10 afios 1 2
Dellal5afios 3 2
Ignorado 4 3
Total 11 11

De acuerdo con € desarrollo de la acuicultura en Chile, los laboratorios se han ido
multiplicando y creciendo en la medida que lo ha hecho la industria salmonera. Es asi que, en la
actualidad, de los quince Laboratorios de Diagnodstico para peces, los mas importantes (Aquatic
Health, Biovac S.A., Fundacion Chiley ADL) en términos de la fraccion de la industria a la que
prestan sus servicios, por |o general, poseen sucursales, como se aprecia en el Cuadro N°19. Eny
relacion a personal profesional o técnico que laboran en ellos, dicho cuadro permite observar que

esos |aboratorios son los que cuentan con una mayor cantidad (entre 11y 13).

Los Cuadros N° 20 a N° 23 resumen informacion sobre laboratorios de servicio,

clasificados segun las técnicas de diagndstico para peces y moluscos (confirmatorias y presuntas).
Los cuadros N° 24 y N°25 presentan la informacién de las técnicas empleadas por los laboratorios

de investigacion para salménidos y moluscos, segun €l tipo de patégeno.



CuadroN°19:  Numero de Profesionalesy Técnicos, por laboratorio en que trabajan
LABORATORIO CLASIFICACION UBICAC[ON N° de Profesionales o
GEOGRAFICA Técnicos
Aquatic Health Laboratorio Centra P. Montt 9
Sucursal Castro 1
Sucursal Coyhaigue 1
Biovac SA. Laboratorio Central P. Montt 8
Sucursal P. Aysén 4
Sucursal P. Cisnes 1
Fundacién Chile Laboratorio Central P. Montt 8
Sucursal Castro 2
Sucursal P. Chacabuco 2
Soc. ADL Diagnostic | Laboratorio Central Castro 11
Diagnotec Laboratorio Central P. Montt 5
Tgcsrﬁ)lec(;?l\l/ld:r??as Laboratorio Central Llau Llao 2
|FOP Laboratorio Central Coyhaique
Alitec SA. Laboratorio Central P. Montt
GAM SA. Laboratorio Central Santiago
Grafico N°1. Laboratorios de Servicio segun especialidad por Técnica de Diagnéstico.
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Grafico N°2: Laboratorios de I nvestigacion segun especialidad por Técnica de Diagnostico.

N© de Laboratorios

Moleculares Histoldégicas Inmunolégicas Bioquimicas Otras No responde

CuadroN°20: Laboratorios de Servicio, segun Técnica de Diagndstico Confirmatorio, en
Salmonidos, por Tipo de Patégeno

TIPO DE PATOGENO
TECNICASDE DIAGNOSTICO| Virus | Bacterias | Rickettsias | Paréasitos | Hongos
Microscopia Optica 0 1 1 12 3
Microscopia Electrénica 1 0 0 0 0
Tincion GRAM 0 2 2 0 0
Tincion Giemsa 0 1 0 0 0
PruebasBiogquimicas 0 11 0 0 0
Aidamiento en Lineas Celulares 4 0 4 0 0
Seroneutralizacion 3 2 0 0 0
Inmunofluor escencia 6 12 13 0 0
PCR 6 3 3 4 0
Inmunoblot 1 0 0 0 0
Aglutinacion 0 3 0 0 0
ELISA 6 7 7 0 0




Cuadro N°21:

Salmonidos, por Tipo de Patogeno

Laboratorios de Servicio, segun Técnica de Diagnostico Presunto, en

TIPO DE PATOGENO

TECNICASDE DIAGNOSTICO| Virus | Bacterias | Rickettsas | Parasitos | Hongos
Microscopia Optica 0 9 6 6 6
Tincion GRAM 0 12 10 4 3
Tincién Giemsa 0 3 7 5 4
Aidamiento en Lineas Celulares 6 1 1 0 0
Inmunofluorescencia 0 2 2 0 0
PCR 1 1 1 0 0
Cuadro N°22: Laboratorios de Servicio, segun Técnica de Diagndstico Confirmatorio, en

Moluscos, por Tipo de Patdgeno

TIPO DE PATOGENO

TECNICASDE DIAGNOSTICO| Virus | Bacterias | Rickettsas | Parasitos | Hongos
Microscopia Optica 0 0 0 1 0
Microscopia Electrénica 0 0 0 1 0
I nmunofluor escencia 0 1 2 0 0

Cuadro N°23:

Moluscos, por Tipo de Patdgeno

Laboratorios de Servicio, segin Técnica de Diagnéstico Presunto, en

TIPO DE PATOGENO

TECNICASDE DIAGNOSTICO| Virus | Bacterias | Rickettsias | Parésitos | Hongos
Microscopia Optica 0 1 1 2 1
Tincion GRAM 0 0 1 0 0
I nmunofluor escencia 0 1 1 0 0
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CuadroN°24: Laboratorios de Investigacion, segun Técnica de Diagnéstico en
Salmonidos, por Tipo de Patdgeno estudiado

PATOGENO ESTUDIADO

TECNICASDE DIAGNOSTICO| B

O
92}
A
w

RTFS PN Vibrios

=
o

Cléasica

Histoquimica

I nmunohistoquimica

PruebasBioquimicas

IFAT - DFAT

ELISA

Inmunodifusion

Radioinmunoensayo

Aglutinacion

Neutralizacion

Dot Blot

Western Blot

Fijacion Complemento

| nmunoe€lectroforesis

PCR

Hibridacion

Secuenciamiento

North Blot
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Southern Blot
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Cuadro N°25:  Laboratorios de Investigacion, segun Técnica de Diagnostico en Moluscos,
por Tipo de Patégeno estudiado

PATOGENO ESTUDIADO
TECNICASDE DIAGNOSTICO| Virus | Bacterias | Protozoos | Hongos
Clasica 0 1 5 0
Histoquimica 0 0 0 0
I nmunohistoquimica 0 0 0 0
PruebasBioquimicas 0 4 0 1
IFAT - DFAT 0 0 0 0
ELISA 0 2 0 0
Radioinmunoensayo 0 0 0 0
Aglutinacion 0 0 0 0
Dot Blot 0 1 0 0
Western Blot 0 1 0 0
Fijacion Complemento 0 0 0 0
PCR 0 1 0 0
Hibridacion 0 1 0 0
Secuenciamiento 0 0 0 0
North Blot 0 0 0 0
Southern Blot 0 0 0 0




Objetivo 4.3 :

Analizar, en forma comparativa, las técnicas de diagnostico
utilizadas, nacional e internacionalmente, para cada una de las

enfermedades descritas en el objetivo especifico 4.1

3.1. Antecedentes

Uno de los problemas que afectan la produccién de recursos hidrobiol gicos de cultivo,
suele ser la aparicion de enfermedades infectocontagiosas, éstas se ven favorecidas por la
situacion de confinamiento de los individuos, especiamente cuando € manego no es del todo
adecuado.

Laindustria acuicola necesita de rapidez y seguridad en la identificacidn de sus problemas
sanitarios para la toma de decisiones. Debido a que las enfermedades infecciosas constituyen una
de las mayores causas de pérdidas en la produccién de organismos de cultivo, cualquier esfuerzo
para prevenir su incidencia es prioritario. Dentro de estos esfuerzos debemos considerar, en
primer lugar, todas las acciones preventivas necesarias incluyendo, mejora genética para dar
mayor resistencia a las enfermedades, € cuidado en todas las etapas de mangjo y, en caso de
presentarse algun problema sanitario, es indispensable un rdpido y acertado diagnéstico. Con €
objeto de efectuar una correcta evaluacion del problema en cuestion, constantemente se esta
buscando mejorar tanto la toma de muestras como € andlisis posterior de las mismas. Un
diagnéstico seguro y confiable de enfermedades infectocontagiosas es la herramienta méas
poderosa para asegurar su control y, en algunos casos, su erradicacion.

En relacion con las enfermedades infectocontagiosas, cuaquier esfuerzo que se haga para
un diagnostico preciso, medidas de prevencion y tratamiento adecuadas, contribuira a mantener y
mejorar el estatus sanitario del pais.

Existen numerosas y variadas técnicas de diagndstico para las enfermedades de

organismos acuéticos, las que son aplicadas por |os laboratorios de diagndstico nacionales.



Estos laboratorios reaizan esfuerzos individuales en cuanto a aplicar las técnicas mas
avanzadas para € meor diagnéstico, pero no se cuenta con un documento que unifique y
determine cudles técnicas y qué protocolos deben ser los méas adecuados para las diferentes
enfermedades.

Es necesario un esfuerzo comin de todos los involucrados en € diagnéstico de las
enfermedades de manera de unificar criterios y lograr una estandarizacién de técnicas y
protocolos para el diagndstico de las enfermedades consideradas importantes, ya sea por €l efecto
causado o por la amenaza de una eventual introduccion a pais, y asi estar preparados para

enfrentar |os problemas.

Las especies cultivadas son absolutamente diferentes en sus requerimientos y
caracteristicas biolégicas, debiendo ser tomadas en consideracion estas caracteristicas al
momento de escoger las técnicas de diagnostico mas adecuadas, por gemplo, moluscos y
crustéceos, a diferencia de los peces, no producen anticuerpos a los patdgenos, por lo tanto, los
métodos de diagnéstico deben ser directos, |0 que muchas veces representard pérdida de la
sensibilidad del test, porque los antigenos generalmente estdn en menor proporcién que los
anticuerpos y, por lo tanto, serdn mas dificiles de detectar. También deben ser consideradas las
caracteristicas del patdgeno, que muchas veces no son capaces de propagarse en los medios de
cultivo conocidos o, como en € caso de los virus, muchos no producen efecto citopatico, por o
gue no son detectables directamente en cultivo de células.

Continuamente, e avance cientifico permite e desarrollo de nuevas técnicas de
diagnostico de enfermedades y perfecciona las técnicas ya existentes. El objetivo de mgorar las
técnicas, es aumentar la rapidez del diagnéstico, analizar grandes cantidades de muestras y
generar resultados de acuerdo con la redlidad. Uno de los aspectos més importantes para
conseguir resultados correctos es la técnica utilizada.

Toda técnica debe considerar |os siguientes aspectos.

Exactitud, cercania del valor generado con € valor real.
Repetibilidad (Precision), un método es preciso cuando se obtiene una desviacion estandar
pequefia, después de varias mediciones.



Reproducibilidad, es la capacidad de obtener los mismos resultados en varias series de
muestras, realizadas bagjo las mismas condiciones de operadores, instrumentos y laboratorios,
a diferentes momentos, 0 en condiciones diferentes (operarios, instrumentos y laboratorios).
Linearidad, un método es lineal cuando € resultado no varia a tomar muestras de diferentes
tamarios.

Sensibilidad, es cantidad més pequefia de anticuerpo, necesaria para dar una reaccién positiva
en presencia del antigeno. (Madigan et al, 2000).

Especificidad, es la capacidad de una preparacion de anticuerpos para reconocer un antigeno
en particular. Un nivel ideal de especificidad es que un anticuerpo no reaccione cruzadamente
con ningun otro antigeno y, por lo tanto, no entregue resultados “falso positivos’. La
especificidad debe ser definida en términos de reacciones con antigenos controles, positivos
y negativos.

Ademas de estos parametros, es de primordial importancia la rapidez del diagnéstico y a
medida que € nimero de muestras aumenta, gana importancia la capacidad de automatizacién y
simplicidad de la técnica. Otro aspecto importante a ser considerado es la eficiencia de estos
métodos, 0 sea, obtener los mejores resultados con los recursos disponibles y asi lograr € mejor
aprovechamiento de |os recursos.

Aungue en e desarrollo de nuevas técnicas, la atencion se concentra en la calidad del
diagnéstico, sin embargo también se deben considerar aspectos ecol 6gicos como la facilidad de
manegjo y tratamiento de los desechos, gasto de tiempo, de agua, de energia y de material, vida
atil de los reactantes, ademés de la salud del persona de laboratorio. Siempre seran preferidos
métodos en que se produzca rapidez y economia sin afectar la exactitud en los resultados.

La mayoria de las técnicas se pueden aplicar a todo tipo de organismos, pero, por lo
general, se seleccionan con € objetivo de obtener un diagnéstico acertado y eficiente. Asi por
giemplo, la deteccidn de parésitos en casos clinicos, de campo y de cultivo, es relativamente facil
en una observacion macroscépica, y aquellos que no son féciles de detectar, o pueden ser por
una simple observacion a microscopio optico.

Las bacterias son més dificil de detectar, aunque su presencia frecuentemente se puede
visualizar por microscopio optico. El diagndstico especifico, mas ala que su morfologia gruesa,

es casi siempre imposible; sin embargo, la mayoria de los patdégenos pueden ser cultivados en el
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laboratorio y ser identificados por combinaciones de una serie de pruebas simples, tales como:
morfologia, tincién, sensibilidad a los antibidticos, andlisis bioquimicos, dependencia de
nutrientes y sensibilidad a los fagos.

Las infecciones fungicas pueden ser determinadas similarmente. Como algunas pruebas
biogquimicas identifican apenas genéricamente, son necesarias pruebas seroldgicas para la
caracterizacion de especies.

Los virus, sin embargo, han probado ser mucho mas dificiles. Su tamafio y dependencia
absoluta de la célula huésped para propagarse han vuelto indtiles los métodos tradicionales. Hasta
el desarrollo de los cultivos celulares, en la mitad del siglo pasado, su diagnostico dependia
totalmente de la experiencia del clinico. En algunos casos, un patélogo podia detectar infecciones
virales donde existian cuerpos de inclusién o las células afectadas adoptaban una morfologia
especial.

Con la introduccién de la microscopia electronica (ME) en los afios sesenta, fue posible la
visualizacion de las particulas virales en las muestras clinicas, sin embargo, a pesar del
incremento en la complejidad, solo algunos virus con estructuras bien definidas (g. Adenovirus,
poliovirus, herpesvirus y rotavirus) podian ser observados en forma confiable. Diagnéstico por
ME de enfermedades causadas por otros virus, especialmente virus con envoltura, tales como
influenza, no ha sido posible. La Unica excepcidon es cuando las células infectadas contienen
cuerpos de inclusion claramente identificables o estructuras relacionadas a virus, tales como
nucleocépside.

La mayoria de los diagnésticos virales parten de la deteccion de una respuesta
inmunoespecifica, la cua es mas rgpida'y de menor costo que e aislamiento. Aungue la serologia
es satisfactoria para la mayoria de los casos, cas siempre es mas Util en andlisis retrospectivo y
para monitoreo de la dispersion del virus en la poblacion (vigilancia epidemiol gica).

La respuesta inmune puede ser detectada solo después de un tiempo de la enfermedad
inicial del virus. Tales ensayos tradicionalmente han dependido de detectar anticuerpos que
inhiben funciones bioldgicas en € virus e incluyen test de reduccion de placas de neutralizacion
(PRNT), ensayos de inhibicion de hemoaglutinacion (HI) y ensayos de fijacion del complemento.
Estos ensayos pueden ser especificos y confiables en las manos de un profesional con

experiencia, pero son caros, laboriosos y en algunos casos, potencia mente peligrosos.
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311 Clasificacion delas Técnicas de Diagnostico

Las técnicas utilizadas para diagnostico pueden ser clasificadas en histolégicas,
inmunol égicas, microbioldgicas y moleculares.

* Técnicas histolégicas

La histologia puede ser la primera linea de investigacion para € diagndstico, como en €
cas0 de muchas enfermedades de moluscos y crustéceos, 0 puede ser una herramienta
complementaria a otros test microbiologicos. Esta es una disciplina precisa en detalles, pero no
presenta un diagndstico definitivo para problemas microbioldgicos. El propdsito mas importante
es demostrar cambios en la estructura normal de los tgidos, incluyendo células y sus
componentes, para lo cual se realiza una examinacion gruesa ddl tegjido, fijacion, procesamiento y
tincion (Bucke, 1972).

Los méodos més comunes para demostrar microorganismos en tejidos son la tincién
Gram o la técnica Ziehl-Neelsen que pueden evidenciar presencia de bacterias en secciones
histolégicas, muy usados en todos los laboratorios de bacteriologia. Los organismos gram-
negativo son los mas comunes y son reconocidos como causantes de la mayoria de las
enfermedades bacterianas de peces, . Furunculosis, ERM vy vibriosis.

La mayoria de los métodos tradicionales para demostrar hongos en mamiferos no sirven
en peces, porque los hongos patdgenos en organismos acuaticos carecen de la capsula de mucina,
utilizadas en las pruebas corrientes en mamiferos. En peces es posible detectar hongos de tejidos
con tincidn de hematoxilina. EI método de eleccion para hongos como Saprolegnia spp. (en peces
de agua dulce), Aphanomyces spp. 0 Ichthyophonus spp (en peces marinos) es la técnica de
Gomori (GMS).

En relacion alos Protozoos, su ciclo de vida no es siempre fécil de detectar con latincién
Hematoxilina-Eosina (H&E), pero la tincién de Giemsa o sus modificaciones, May-Gronwald-
Giemsa, demuestra la mayoria de los protozoos. Para un buen contraste de color es mejor tratar
con la tincibn Gram o Ziehl-Neelsen y, actuamente, con kit para células sanguineas
(Hemacolor). La tincion de tricromo también puede demostrar muchos protozoos, especialmente
Bonamia ostreae en las ostras (Bucke, 1988).



Los virus en los teidos sdlo pueden ser vistos con ayuda del microscopio electronico, sin
embargo, a partir de los signos clinicos, la patologia gruesa y los cambios histopatol dgicos, se
puede sospechar que esta envuelta una etiologia viral. En peces, las enfermedades virales estan
asociadas con frecuencia a cambios estructurales de los tgidos y 6rganos, que terminan con la
necrosis celular. Por giemplo, en salmoénidos, la necrosis pancredtica infecciosa (IPN) causa
principalmente cambios necrdticos en € pancreas y la septicemia hemorragica vira (VHS) da
lugar a &eas de necrosis en e rifidn y Organos viscerales, ademas una hemorragia petequial
caracteristica, a través del tegjido del musculo esquelético y branquias; estos cambios histol 6gicos

pueden ser vistos en secciones tefiidas con H& E.

Para proporcionar tempranamente, aunque solo un diagnostico presunto, hay técnicas
histol 6gicas més especificas que incluyen numerosas técnicas inmunoquimicas, como e método

anticuerpo fluorescente para demostrar inclusiones virales y antigenos virales por seccion.

* Técnicas microbiol6gicas

Las técnicas de diagndstico microbiologico parten del cultivo puro del microorganismo a
ser estudiado. Después de la aislacion del patdgeno, que normamente se realiza en un medio de
cultivo enriquecido y en las condiciones de temperatura y pH adecuadas, se procede a la
identificacion y cuantificacion del mismo. Como criterios de identificacion son muy usados los
esguemas bioquimicos, sin embargo, en ambientes acudticos, gran proporcion de
microorganismos no producen colonias en placas de agar; en esos casos, se pueden ocupar
algunas otras formas de identificacion, como por gemplo, andlisis morfolégico con ayuda de

métodos microscopicos, tanto de microscopia éptica como el ectronica.

* Técnicas inmunolgicas

La interaccion de un anticuerpo con un antigeno forma la base de todas las técnicas
inmunoquimicas. Se han desarrollado muchas pruebas inmunoldgicas basadas en estas
interacciones, para determinar la presencia de antigenos o anticuerpos en los organismos de

interés. Las pruebas serol 6gicas méas comunes son |as reacciones de precipitacion, resultante de la
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interaccion entre antigenos solubles y anticuerpos; reacciones de aglutinacion, resultante de la
interaccion entre antigenos en forma de particulas (g. Antigenos contenidos en células) con
anticuerpos; reacciones de neutralizacion, en que €l efecto de determinado patégeno (en general,
el efecto citopético del virus en cultivo celular), es eiminado por un anticuerpo especifico;
reacciones de fijacion del complemento, en que ocurre e agotamiento del complemento en
presencia del compleo antigeno-anticuerpo; técnicas de fluorescencia, en que los anticuerpos son
marcados con fluorescencia; ensayo inmunoenzimatico ELISA (enzime-linked immunosorbent
assay), también [lamada EIA, en que la reaccion antigeno-anticuerpo es detectada por la actividad
enzimética de los anticuerpos unidos a una enzima; radioinmunoensayo, donde los antigenos
estan marcados con radiactividad y la cantidad de radiactividad indicara la cantidad de patégenos
de lamuestra. La sensibilidad de cada una de |as técnicas esté indicada en el Cuadro N°26.

Cuadro N°26: Sensibilidad de los ensayos de inmunodiagnostico

ENSAYO SENSIBILIDAD (ng anticuerpo/mL)

Reacciones de precipitina:
- enfluidos 24-160
- engees (inmunodifusion 24-160

doble)
Reacciones de aglutinacion:
- Directa 0.4
- Pasva 0.08
Radioinmunoensayo (RIA) 0.0008-0.008
ELISA 0.0008-0.008
I nmunofluor escencia 8.0

Muchas de estas técnicas pueden ser mejoradas con €l uso de anticuerpos monoclonales
(Mab), que son anticuerpos producidos por hibridomas. La ventga se produce por la ata
especificidad y la repetibilidad producto de la produccién ilimitada de anticuerpos monoclonales,

esto permite la repeticién de la prueba en condiciones semejantes.

Los Mab son especiamente indicados para serotipar microbios, lo que muchas veces es

esencia en la clasificacion, epidemiologia y manejo de enfermedades. Comercialmente, ya se
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encuentra Mab para los virus de peces IPNV, VHSV, IHNV y CCV.
El tipo principa de inmunoglobulinas detectables por 1os métodos serol 6gicos mas usados
son IgG e IgM, siendo que los métodos de aglutinacion y fijacion del complemento detectan

mejor IgM.

Precipitacion en Agar (Inmunodifusion):

Técnica serolOgica utilizada frecuentemente en medicina veterinaria para demostrar y
andizar la reaccion antigeno-anticuerpo, tiene buena precision, procedimiento simple y costo
relativamente bajo.

Esta técnica permite la visualizacion del complejo antigeno-anticuerpo como una linea de
precipitacion, reaccion que es mejor visuadizada en un medio semisolido, tal como agar o
agarosa. La técnica normalmente utilizada en los laboratorios de diagnostico acuicola es la de
difusion dupla, método en € cua e antigeno y € anticuerpo se difunden libremente a través de
un medio semisolido en posicién horizontal, en una placa de Petri 0 portaobjetos. La formacion
de complgos antigeno-anticuerpo depende de la concentracion de iones del medio, pH y
temperatura. Los determinantes méas importantes de la reaccidn son las concentraciones relativas
de antigenos y anticuerpos.

Las ventgjas de esta técnica serol égica son numerosas, pudiendo un técnico de laboratorio
identificar agentes infecciosos y anticuerpos muy facilmente con reactivos de referencia. Las
desventajas son la poca sensibilidad en relacion a otras pruebas seroldgicas y que las reacciones
son més lentas y menos visibles que la aglutinaciéon. La mantencion de un equilibrio adecuado
entre antigeno-anticuerpo es importante para la eficiencia de esta técnica inmune. Esta prueba
serol Ggica detecta principalmente los anticuerpos IgM e I1gG.

Aglutinacion (TA):

Es un fendbmeno seroldgico utilizado para la deteccion de anticuerpos especificos,
“aglutininas’, presentes en la sangre o en e suero. Se caracteriza por la formacion de grumos
(aglutinacion), que indican la presencia del complejo antigeno-anticuerpo. La formacion de
grumos es considerada positiva, pues muestra la reaccion del antigeno frente a anticuerpo
utilizado.
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Los anticuerpos difieren en su capacidad de promover la aglutinacion, siendo las
inmunoglobulinas del tipo IgM consideradas mas eficientes que las del tipo 1gG e IgA debido a
su conformacién pentamérica en la produccion de esta forma de reaccién.

La union de los anticuerpos con los determinantes antigénicos en la superficie de las
células va formando una red de moléculas de antigeno-anticuerpo cada vez mayores, pudiendo
ser observados a ssimple vista o con la ayuda de lentes. La formacién de la red de aglutinacion
ocurre solo cuando hay una equivalencia entre antigeno y anticuerpo; en situaciones de exceso de
uno o de otro, la aglutinacion es inhibida.

Las pruebas de aglutinacion estan disponibles para los patdgenos més comunes y son
Gtiles cuando hay buenas razones para sospechar de un organismo particular; sin embargo, hay
muchos falsos negativos y reacciones no especificas. Esta técnica es mas sensible que las

reacciones de precipitacion.

Hemoaglutinacion (HA):

Algunos virus poseen en su superficie estructuras capaces de combinarse con receptores
especificos, presentes en los eritrocitos de determinadas especies y producir e fendbmeno de
hemoaglutinacién (HA). Tales estructuras, denominadas hemoaglutininas son constituidas
usualmente por glicoproteinas.

El acoplamiento de la hemoAglutinina con € receptor de la membrana del eritrocito de
una especie dada, es regido por la especificidad estructural, factores como el pH, concentracion y
composicion idnica del medio, temperatura, etc.

Al contrario de la reaccién de hemoaglutinacion (HA) que simplemente revela una
actividad biol6gica del agente, lareaccion de inhibicion de la aglutinacion (HI) es un método que
puede ser empleado para identificar un agente especifico o para medir los anticuerpos séricos. La
prueba de inhibicién de la aglutinacion es un método conveniente y econdmico que ha sido
extensamente empleado para € control de diversas enfermedades. Es una prueba seroldgica
cuantitativa, cualitativa, sensible y especifica, midiendo principalmente las inmunoglobulinas del
tipo IgG.
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Neutralizacion (N)

Los ensayos de neutralizacion son utilizados para identificacion viral y para identificacion
y cuantificacién de anticuerpos. Estos ensayos estdn basados en e principio segin el cua €
anticuerpo viral se liga en € virus especifico y neutraliza la infectividad o su accion viral sobre
un sustrato determinado. Estos ensayos pueden incluir la inhibicion de la formacion de placas,
efecto citopatico (CPE), inhibicion metabdlica y hemadsorcion. El empleo de cultivos celulares
en ensayos de neutralizacion, es Util para virus que produzcan efectos citopéticos caracteristicos.

L os ensayos de neutralizacion miden la capacidad del anticuerpo, cuando se mezcla con €
antigeno, de neutralizar su actividad biolégica'y medir los niveles de anticuerpos séricos. Como
método de diagndstico y de investigacion, esta prueba es comunmente empleada para la
identificacion de virus, diferenciacion entre cepas virales o para medir de manera cualitativa y
cuantitativa € nivel de anticuerpos especificos presentes en un suero. Los ensayos de
neutralizaciéon son atamente especificos y extremamente sensibles. Esta técnica detecta

principalmente los anticuerpos del tipo 1gG e IgM.

Prueba Inmunoenzimética (ELISA):

El ensayo ELISA fue desarrollado en los afios setenta. Primeramente fue usado en
medicina humana y més recientemente ha sido empleado para e diagnéstico de muchas
enfermedades de animales, incluyendo virus, bacterias, micoplasmas, parasitos, micotoxinas,
deteccion de drogas, hormonas, proteinas, etc, volviéndose un procedimiento frecuente de
laboratorio, escogido para monitorear anticuerpos y antigenos en poblaciones de peces. La
técnica es simple, especifica, sensible, rdpida, automatizada y permite trabajar con una gran
cantidad de muestras a mismo tiempo.

Es una reaccion serolégica que se basa en € uso de antigenos y anticuerpos marcados con
enzimas, en la cua e complego resultante posee actividad inmunoldgica y enzimética. Por estar
uno de sus componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzimay ligado a un soporte
inmunoadsorbente, el complejo formado queda inmovilizado. De esta manera, agregando un
sustrato cromogeénico especifico a la enzima, ocurrirda €l desarrollo del color. ElI producto
colorimétrico formado puede ser visualizado o medido con € auxilio de un fotocolorimetro o de
un espectrofotometro (Abbas et a., 1997).



Las informaciones obtenidas por medio de ELISA han sido muy Utiles para determinar €l
perfil serolégico de una poblacidn, asi como para monitorizacién epidemiolégica de la mayoria
de las enfermedades importantes, de una manera rapida.

Inmunofluor escencia (FAT):

Técnica de observacion de la reaccion antigeno-anticuerpo por medio de la conjugacion
de uno de los reactantes con sustancias fluorescentes, haciendo uso de un microscopio de
fluorescencia para su visualizacion.

Las sustancias orgénicas (isotiocianato de fluoresceina (FIT), rodamina, etc.), llamadas
fluorocromos, tienen propiedades de emitir luz de longitud de onda mayor que la luz incidente.
La inmunofluorescencia es un método de deteccién de constituyentes celulares o de anticuerpos
sericos y celulares. La técnica directa es muy especifica, presentando menos fluorescencia
inespecifica (ruidos de fondo) que la técnica indirecta, pero la técnica indirecta presenta otras
ventgjas (Santos & Silva, 2000):

- Varias moléculas de antigeno pueden ligarse a un anticuerpo fluorescente

antiinmunoglobulina, haciendo mas evidente la fluorescencia
- Varios anticuerpos pueden ser investigados con € mismo conjugado.
- Posibilitalaidentificacion de clases de inmunoglobulinas

- Permite una determinacion semicuantitativa de los anticuerpos presentes en |os sueros,
por medio de la dilucién de los mismos.

Fijacion del complemento (FC):

El complemento es un sistema complejo de proteinas séricas que pueden ser activadas por
una cascada proteolitica, causando dafios irreparables a las membranas celulares. Este sistema es
activado por la interaccion antigeno-anticuerpo o agregados de gammaglobulinas. Actuamente
numerosas enfermedades humanas y animales han sido diagnosticadas por la reaccion de fijacion
del complemento (FC). La principal desventagja de este ensayo es su complejidad, particularmente
debido ala preparacion y padronizacion de los reactivos necesarios (Santos & Silva, op. cit.).

54



* Técnicas Moleculares (Diagndstico Basado en ADN)

Nuevas técnicas no inmunolégicas como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
estan siendo aplicadas de manera experimental con € objetivo de obtener resultados rapidos y
confiables, adaptados a la rutina de grandes cantidades de muestras. Su uso se incrementara en €l
futuro, a medida que vaya siendo generada la informacién genética necesaria para su aplicacion
(secuencia gendmica del patdgeno) (Abbas et a, 1997).

La amplificacion por PCR est4 probando ser una valiosa herramienta para monitorear
infecciones virales o0 bacterianas. Los procedimientos convencionales de diagnéstico estan
basados en la capacidad de crecimiento de los organismos en cultivo o en la posibilidad de
detectar su presencia en animales usando anticuerpos, lo cual puede requerir algunas semanas
para € diagnéstico. El test basado en PCR es mas sensible y mas rapido que las pruebas
convencionales, detectando las escasas células infectadas entre gran cantidad de células no
infectadas.

El ARN, ADN o proteina de un agente infeccioso en una muestra clinica, pueden ser
utilizados para ayudar a identificar € patdgeno. En muchos casos, € agente se detecta e identifica
de esta manera, aunque no sea posible aidarlo o detectarlo por métodos inmunoldgicos. Las
ventajas de las técnicas moleculares consisten en su sensibilidad, especificidad y seguridad.

En términos de seguridad, las técnicas moleculares no exigen e aislamiento del agente
infeccioso y pueden ser efectuadas en muestras inactivadas o extractos fijados quimicamente. En
virtud a su sensibilidad, es posible detectar muestras muy diluidas o ADN en un determinado
tgjido (g. ADN vird), aunque e agente no se esté replicando o produciendo otras sefiales de
infeccién. La PCR es tan sensible que, con € uso de controles apropiados, puede detectar e
identificar genomas virales en los primeros estados de la infeccion. Ademas, € producto de la
reaccion de PCR puede tener su secuencia de nucledtidos determinada por la confirmacion
inequivoca de la diagnosis. La especificidad potencia de estas técnicas permite la distincion de
las cepas sobre la base de diferencias en € genotipo (mutantes) (Abbas et a, op cit.).

En & Cuadro N°27 se resumen las principal es técnicas Moleculares.



Cuadro N°27:  Técnicas Moleculares, su finalidad y €jemplos clinicos
TECNICA FINALIDAD EJEMPLOSCLINICOS
RFLP Comparacién de ADN Epidemiologia Molecular
. - Diferencias entre cepas viraes
Electroforesisdel ADN Comparacion de ADN (hasta 20.000 | )
Electroforesis en gel de|Comparacion de ADN (Grandes|Comparacion de cepas de
campo pulsado segmentos de ADN) estreptococos.

Hibridacion in situ

Deteccion y localizacion de secuencias
de ADN entgjidos

Deteccion de Virus ADN sin
replicacion (g. Citomegalovirus)

Deteccion de secuencias de ADN en

secuencias de ADN por su tamafio

Dot Blot <ol ucion Deteccion de ADN Virad
PCR gmf’ég;csgfg,\l de  muestras MU | pereccion de virus ADN
RT-PCR Ampuficacion (08 MUESES MUY berercion de Virus ARN
SDS-PAGE ﬁ%l)g:ﬁ;?n de proteinas por peso \Ifi;?iuiemiologl’a molecular de
Western Blot Deteccion y caracterizacion  de|ldentificacion de cepas virales

especificas

En € caso dd test molecular PCR, la deteccion de un patégeno se basa en la

amplificacion de un segmento Unico, relativamente pequefio, de ADN especifico del organismo a

ser estudiado. En € caso de virus ARN, es necesario que el material genético sea convertido en

ADN complementario por la enzima Transcriptase Reversa (RT-PCR), antes de iniciar el proceso
de PCR (Madigan et al, 2000).
En numerosos estudios, PCR estd reveldndose como un promisorio método de

diagnostico, porque €l test es muy sensible y especifico y, en € caso de patdgenos de dificil

propagacién, como es e caso de muchos virus y bactérias intracelulares como la propia

Renibacterium causante de BKD, no necesita del patdgeno en forma viable para obtener

resultados positivos, ampliando grandemente el espectro de muestras Utiles para €l diagndstico.




PCR es una alternativa tan rapida como EIA, pero la sensibilidad puede ser mayor, a pesar
gue las moléculas blanco del EIA son més numerosas que las moléculas blanco de PCR (ADN).
La reaccion en cadena de la polimerasa reproduce exactamente copias ilimitadas de ADN,
permitiendo e acceso a una informacién genémica fundamental en e diagnostico de

enfermedades, principalmente aquellas de dificil diagnéstico por los métodos convencionales.

La desventaja, como en otras técnicas de diagndstico, es que el aumento de la sensibilidad
frecuentemente es compensada por la posbilidad de falsos positivos, esto genera una ata
dependencia de los resultados a las condiciones en que es realizada la técnica. La técnica debe ser
efectuada con especial atencion a la inclusion de adecuados controles positivos y negativos,
ademés de todo tipo de precauciones para evitar contaminaciones con material genético de PCRs

anteriores en el lugar de procesamientos de las muestras.

La aplicacion de PCR es suficiente para la mayoria de los patdgenos, pero en algunos
casos especificos, como la deteccion de especies muy cercanas, bajos titulos, virus ARN, etc.,
puede ser aplicada con algunas modificaciones. Las mas comunes son: RT-PCR (transcriptase
reversa-PCR), nested-PCR (PCR “anidado”), RAPD (random amplified polymorphic ADN), etc.

312 Eleccion del método de diagnostico

La eleccion adecuada de un método de diagndstico depende del objetivo buscado por €
laboratorio, el que puede ser:
= Diagnostico de unainfeccion clinica
= Descubrimiento de portadores
= Caracterizacion de los agentes infecciosos

En los laboratorios de servicio, la rapidez para obtener los resultados condiciona la
técnica que es elegida para e diagnostico. Si los resultados se requieren en forma rpida, se
elegirén los métodos inmunol 6gicos directos desde tejido. Si 1os resultados pueden ser entregados
con mas tiempo, es posible que se elijan métodos de aislamiento de los patégenos previo a

realizar la identificacion.
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Para el caso de los diagndésticos virales, el criterio de rapidez se encuentra estrechamente
asociado a las practicas de cultivo, pues s se requiere € tradado de un lote de peces o la
introduccién de un lote nuevo a un plantel de cultivo, larapidez es un criterio de gran relevancia,
pero en e caso que exista un brote declarado de alguna infeccion viral, e diagnostico puede
esperar algunos dias, sin que ello afecte a curso de lainfeccion.

Se debe tomar en cuenta también a persona técnico especializado disponible, pues las
técnicas IFAT, ELISA y PCR directas desde tejidos exigen que la persona que efectlia e trabajo
dedique todo el dia a€llas (suponiendo que los peces llegan en la mafiana) porque |as operaciones
deben seguir una continuidad. Si se elige e méodo de aislamiento del agente vira en cultivos
celulares una vez que se inoculan las células con la muestra de interés, basta examinar las células
algunos minutos una vez por dia, 10 que permite a anaista disponer de mayor tiempo para
realizar otras actividades. Por esta razdn, la mayoria de las caracterizaciones viroldgicas son
efectuadas por laboratorios de investigacion, pues en estos lugares no se justifica que alguien
dedique todo su tiempo para una sola actividad y por otro lado el aidamiento de los virus en

cultivos celulares permite conservar las cepas virales para posteriores estudios.

Se puede sefialar entonces que:
= |os Laboratorios de Servicio priorizan larapidez y simplicidad de método, y
= |os Laboratorios de Investigacion eligen las técnicas que permiten conservar a los agentes
para posteriores estudios.

3.2. Desarrollo Metodol égico

Dada la diversidad de técnicas de diagnostico, actualmente en uso en Chile y en €
extranjero, identificadas en € objetivo 4.2, se realizé un andlisis comparativo con € objeto de
definir cuales son las que ofrecen mayores ventajas para ser consideradas en |la elaboracion del
“Manual de Técnicasy Protocolos’ propuesto en el objetivo 4.4.

Para este andlisis comparativo se hizo uso de la informacion contenida en la base de datos
de los laboratorios y técnicas empleadas por éstos, emanada tanto de las encuestas a laboratorios

como de la recopilacion bibliogréficay de reportes de laboratorios nacionales.



Se consultaron ademas los manuales de procedimiento aceptados internaciona mente
como son las publicaciones de la OIE, de la Comisién de la Comunidad Europea para la Salud de
los Organismos Acuaticos, de la American Fisheries Society y otras disponibles. Esto se
complementd con revision de publicaciones y consultas a expertos internacionales.

Este andlisis se realizd para cada una de las enfermedades de importancia en funcién de
las ventgjas y desventajas de cada técnica descrita, considerando caracteristicas identificadas para
tal efecto y entre las que se podrian mencionar las siguientes:

- Disponibilidad de insumos

- Precio de insumos

- Costo deandlisis

- Senshilidad

- Confiabilidad

- Equipos, especificidad

- Objetividad de su interpretacion

-  Rapidez

- Posibilidad de automatizacion

- Nivel de especializacion

- Experiencia

Una vez redlizado € andlisis, se propone una jerarquizacion de técnicas, la que se
compara con la actual aplicacion de éstas por parte de los laboratorios. Esto permitira conocer la
distribucion de frecuencias de uso de las técnicas por los laboratorios nacionales para cada
enfermedad y la relacion de esta frecuencia con la jerarquia de la técnica.

L os resultados obtenidos han sido considerados en la proposicién de técnicas y protocolos
del objetivo 4.4

3.2.1. Propuesta de Jerarquizacion de Técnicas de Diagndéstico

Con € fin de establecer una jerarquizacion de técnicas de diagnéstico, en primer lugar, se

asignoé un vaor de laescala de 1 a 3 puntos a cada variable técnica 'y de eficiencia, consideradas
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en este estudio, donde €l valor 1 indica que la variable es de poca importancia dentro de la
técnica.  Luego, a cada técnica se le asigné un puntgje calculado como la suma de las
puntuaciones de sus correspondientes variables. Este procedimiento se explicita en e Cuadro
N©28.

La puntuacion resultante sitla entre las técnicas mas recomendables a ELISA y PCR,
seguidas por la Neutralizacion e IFAT. Esta jerarquizacion coincide con la frecuencia de uso de
técnicas por parte de los laboratorios nacionales, especialmente los de mayor demanda de
servicios de diagndstico.

Cuadro N°28:  Asignacion de puntajes para la Jerarquizacion de Técnicas de Diagnostico,
segun variablestécnicasy de eficiencia

VARIABLES
5
a . O
()] < a o <
< (@) = < N
A o = A =
. - i @ > N <
TECNICASDE m 5 < = LIDJ b PUNTAJE
DIAGNOSTICO @) L '-Z'- L T E DE
m h O 3 < 5 TECNICAS
0] Ll O o X <
ELISA 3 3 3 3 3 3 18
IFAT 3 3 3 2 3 1 15
PCR 3 3 3 3 3 3 18
Neutr alizacion®’ 3 3 3 3 2 1 15
Aislamiento™’ 3 1 3 3 2 1 13
Inmunoblott 3 3 3 2 2 1 14
Inmunodifusion 1 3 3 2 3 1 13
Aglutinacion 2 3 3 2 3 1 14
Histologicas
1 1 1 1 1
(M oluscos) 3 8
(*) En patégenos que producen efecto citopético: 1= escaso, 2= medio, 3=4dlto



3.2.2. Frecuencia de uso delas Técnicasa nivel nacional

De acuerdo a lo informado por los laboratorios nacionaes, e Cuadro N°29 muestra €l
porcentgje de los laboratorios consultados que se han especializado en cada una de los distintos

tipos de técnicas de diagnostico.

Cuadro N°29: Laboratorios segun Especialidad por Tipo de Técnica, para cada Tipo de

Laboratorio
TIPO DE LABORATORIO

TIPO DE TECNICA DE - .
DIAGNOSTICO De Servicios De Investigacion
Inmunologicas 13 5
Bioquimicas 10 6
Moleculares 6 4
Histologicas 2 5

Si se considera el agente investigado, desde € cuadro N°20 del Objetivo 4.2, se puede
observar que, de acuerdo a lo informado por los Laboratorios de Diagndstico, las técnicas
confirmatorias usadas con mayor frecuencia son:

Inmunofluorescencia, RT-PCR y ELISA, seguidas por Aisamiento en cultivos
celulares, para agentes virales,

Inmunofluorescencia seguida por Pruebas Bioquimicas, en agunos casos en forma de
kits (serie APl) y, posteriormente, ELISA, para bacterias,

Inmunofluorescenciay ELISA, en e caso de rickettsias; y

Observacion microscopica, para parasitos y hongos.

Durante e desarrollo del proyecto y a la luz de la discusion realizada en € Seminario-
Taller, se consideré insuficiente la informacion obtenida en la encuesta a los Laboratorios de
Servicios, en relacion a los detalles de las técnicas de diagnostico que utilizan, por lo cual se
procedié a elaborar un nuevo cuestionario. Este cuestionario fue aplicado mediante entrevista
persona sblo alos laboratorios que realizan e mayor porcentaje de diagnosticos a nivel nacional,

incluyendo solo las enfermedades importantes, que correspondian a las de Categoria |1, de
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importancia econdmica y que estan presentes en Chile. De los 5 laboratorios seleccionados, uno

no respondio.

3.2.3.

Encuesta Técnica

Considerando que €l objetivo de este nuevo cuestionario era profundizar en los protocol os

de las técnicas utilizadas para € diagndstico de las enfermedades virales y bacterianas

importantes en Chile y, de esta forma, favorecer la estandarizacion de las técnicas realmente

utilizadas por los laboratorios, se disefiaron 3 formularios, los cuales estaban relacionados con los

siguientes temas:

Procedimientos para la toma y mantencion de las muestras. Aqui se consultdé también
acerca de la frecuencia de calibracion de los equipos. (Formulario C, Anexo I1)
Procedimientos para los andlisis virales( Formulario D, Anexo 11)

Procedimientos para los andlisis bacterianos.( Formulario E, Anexo 1)

L as respuestas obtenidas de |a aplicacion de los instrumentos, se presentan a continuacion.

3.2.3.1. Procedimientos para toma y mantencion de muestras

En relacion con € tema de la frecuencia de calibracion de los equipos, consultado con €l

fin de establecer el nivel de cumplimiento de las normas de los laboratorios de andlisis, se obtuvo

lo siguiente:

- Todos los laboratorios realizan este procedimiento; sin embargo, la frecuencia es

diferente, siendo la menor la frecuencia anual. En general, los instrumentos los calibran
los mismos proveedores, excepto en un caso en que la calibracién la realiza una empresa
especializada (Cesmec).

- Todos los laboratorios llevan registros de la informacidn procesada, donde cinco afios es

el mayor tiempo de mantencion de registros y dos afios € tiempo menor.

Todos los laboratorios realizan, en forma esporédica, la comprobacién de resultados

mediante el envio alaboratorios externos.
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En cuanto al tema de la obtencion de muestras se puede afirmar que:

L os muestreos para peces sintométicos se realizan en forma dirigida.

Para los peces asintomaticos, |0 méas frecuente es tomar 60 g emplares para detectar una
prevalencia de 5%, tal como lo recomienda el Manual de la OIE.

El medio de transporte mas utilizado para las pruebas histolégicas, es la formainaa 10%
y conservacion atemperatura ambiente.

En los cultivos bacterianos, € transporte de la muestra se realiza a bajas temperaturas, sin
medio de transporte y €l tiempo de procesamiento varia entre unay veinticuatro horas.

Los medios con muestras virales se trasladan a bajas temperaturas (max. 4°C), en generd
en medios MEM + Antibidtico y el tiempo de procesamiento varia entre 6 y 48 horas.

En € caso de latécnica RT-PCR no existe uniformidad en la forma del transporte, ya que
algunas veces se utiliza RNA later (fijador) y en otros casos, temperaturas de —20°C.
Cuando las muestras provienen de fuentes externas a laboratorio, € criterio de aceptacion
es € buen estado de las muestras. Para el caso de los alevines de peces, se trasladan vivos
en agua con O, y los peces adultos en hielo.

Todos los laboratorios realizan pruebas hematoldgicas, con toma de muestras desde la
vena caudal.

La mayoria de los laboratorios realizan frotis sanguineos, para los cuales utilizan
diferentes métodos de fijacion.

En cuanto a las pruebas histolégicas, éstas solo se realizan en ausencia de un diagnodstico
positivo con las técnicas rutinarias.

Los frotis de rifibn se realizan mediante impronta 0 macerado del rifion completo,
generalmente 3 frotis por pez, los cuaes se utilizan para Tincion Gram, IFAT y otras

tinciones.



3.23.2. Procedimientos Virales

En relacion con los procedimientos virales se puede apreciar 1o siguiente:

Lineas celulares utilizadas para los aidamientos especificos. todos los laboratorios
utilizan la linea CHSE-214 proveniente de ATCC para IPN y, generamente, utilizan la
linea SHK-1 de origen noruego, para | SA.

En general, los laboratorios hacen un andlisis de sensibilidad de la linea celular, cada 100-
120 pasgjes.

La descontaminacion de los microorganismos se readliza mediante un cocktail de
antibidticos o filtros (0,45-0,22 nm). Todos los laboratorios utilizan las concentraciones y
antibidticos (penicilina, estreptomicina y fungizona) recomendados por la OIE. Estos
antibiéticos se utilizan en e medio de transporte, muestra triturada o sobrenadante de la
muestra centrifugada.

El recipiente méas empleado para el aislamiento vira corresponde a microplacas de pozos
de diferentes diametros.

Se considera una muestra negativa después de realizados 1 a 3 pasgjes ciegos.

El método identificatorio mas comun para IPN e ISA es € IFAT indirecto desde lineas
celulares, ademés del RT-PCR.

Los laboratorios adquieren el anticuerpo especifico para IPN y € conjugado desde
BiosChile.

En el caso del virus ISA, € laboratorio declara que e anticuerpo fue cedido por un
laboratorio de investigacion y € conjugado proviene de Sigma.

En IPN e ISA, los controles positivos provienen del aislamiento readlizado en cada
laboratorio y de diferentes cepas provenientes de Norte América.

En los laboratorios encuestados no se utiliza ELISA, ni tampoco seroneutralizacion, en
forma rutinaria.

Las técnicas moleculares para detectar IPN e ISA (RT-PCR) se realizan desde tgjidos y
cultivos celulares, empleando para la mantencion y transporte, é RNA later o bagjas

temperaturas.



Para la purificacion y extraccion de ARN, los laboratorios utilizan variados métodos a
seguir: tampon de lisis con proteinasa K, la columna Quiagen (Promega), Trizol (Life
Technologies) y Método Fenol-Cloroformo. Especificamente para IPN, se utiliza IPNV-

Genotest |1 de BiosChile.

Laenzima utilizadaes M-MLV transcriptasa reversa (Life Technologies).

Los primers utilizados para ISA son los mencionados en € Manua de la OIE y los
primers usados para |PN son |os descritos por Blake et al. 1995.

L as temperaturas utilizadas en cada ciclo de PCR son:

CICLO IPN ISA
L To 94°C 94°C
Desnaturalizaciéon
Tiempo 60 seg. 60 seg.
To 55°C 58°C

Anillamiento(acoplamiento)

Tiempo 120 seg. 150 seg.

o T° 72°C 72°C
Extension
Tiempo 90 min. 120 min.
Ne° deciclos 35 40
3.2.3.3. Procedimientos Bacterianos

En cuanto alos procedimientos bacterianos, se puede apreciar que:

Los medios de cultivo que se utilizan en forma rutinaria para €l aislamiento primario son:

- TSA/TSA +sd

- SHIEH

- Agar MAOA modificado

- KDM-2 - KDM-C

- Agar MacConkey

El crecimiento se mantiene entre 18 y 25 °C, la mayoria de los laboratorios mantiene los

medios de crecimiento entre 18 y 20°C.



Las placas se incuban a menos durante 5 dias, excepto los medios KDM-2 y KDM-C que
se incuban entre 28-30 dias.

Para €l aislamiento de Aeromonasy Pseudomonas también se utiliza Medio BHIA, Agar
sangrey Medio GSP.

Las pruebas bioquimicas de identificacion presunta se basan en la literatura extraida del
Manua Bergey, Libroy Codigo de API 20-E y otras publicaciones cientificas.

Para Flavobacterias, APl ZYM y APl Strep se utilizael Kit APl 'y API20 NE.
Generadmente, se utiliza ELISA, FAT directo e indirecto y PCR para los patdgenos BKD
y SRS.

Para Yersinia ruckeri y Flavobacterium psychrophilus se utiliza la prueba de aglutinacion.
El resto de las bacterias se determinan mediante pruebas bioquimicasy Kit API.
Generamente, se utiliza un kit de ELISA directo, como procedimiento confirmatorio, el
cua se aplica desde tgidos, tanto para BKD como para SRS.

Ningun laboratorio consultado utiliza PCR para bacterias.

Es preciso hacer notar que, aungque en la entrevista personal con los encargados de los
laboratorios consultados, éste respondio |as preguntas del cuestionario, sin embargo, se limitaron
aentregar respuestas generales, reservandose parte de la informacion especifica requerida.
El andlisis de sus respuestas indica que:
a) todos los laboratorios utilizan como base las recomendaciones del Manua de la
OIE, los procedimientos establecidos en € Blue Book y las indicaciones
proporcionadas por los fabricantes de los kits de andlisis, siendo BiosChile y
DiagXotics los principales proveedores requeridos de estos Kits en €l pais.

b) los criterios que priman para la eleccion de las técnicas, por parte de los
laboratorios, serian en orden de importancia:
- Rapidez
- Disponibilidad de reactivos en el mercado.
- Simplicidad de aplicacion.

Sensibilidad



) las técnicas més utilizadas por los laboratorios chilenos, segun € tipo de patégeno
son:
- IFAT y RT-PCR paravirus.
- |FAT, ELISA y Aglutinacién, para bacterias

d) siendo la neutralizacion, una técnica de ata sensibilidad recomendada por la OIE,

no es utilizada por ninguno de los laboratorios consultados.

A pesar de lo indicado anteriormente, en e Manual de Técnicas de Diagndstico para
Enfermedades de Saménidos se incluyen las técnicas de neutralizacion y ELISA para la
deteccidn de virus, con € fin de contar con una variedad de posibilidades a momento de la

eleccion por parte de los laboratorios.
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Obijetivo 4.4:

Proponer protocolos estandarizados para las diferentes técnicas de
diagnéstico de enfer medades de recur sos hidrobiol 6gicos en nuestro

pais.

4.1. Antecedentes

La importancia de contar con un adecuado plan de vigilancia, prevencion y control de las
enfermedades que afectan a los recursos hidrobiol égicos de cultivo, hace necesario realizar una
revision y seleccion de las técnicas y protocolos de diagnostico, como también de la capacidad de
diagnostico con que cuentan los laboratorios del é&rea. Sumado a esto se requerird impulsar la
utilizacion de métodos normalizados tanto en protocolos de técnicas, como en requerimientos
minimos para acreditacion de laboratorios de diagndstico, establecidos en una proposiciéon de

manual y revisado tanto por expertos nacionales como internacionales.

4.2. Desarrollo Metodol 6gico
Para cumplir con este objetivo se realizaron las siguientes actividades:

» Elaboracién de un manual conteniendo los procedimientos de técnicas de diagnostico para
las enfermedades de mayor relevancia en cultivos de salménidos y moluscos en nuestro

pais, obtenidas en € desarrollo de los objetivos 4.1, 4.2 y 4.3 de este proyecto.

» Redizacion de Seminario Tadler “Politicas de mango sanitario de recursos
hidrobioldgicos de cultivo”, con la participacion de expertos internacionales, enfocado a
la revison de todos los objetivos del proyecto, con énfasis en los requerimientos de
acreditacion de los laboratorios de diagndstico y funciones y deberes de los laboratorios

dereferencia



» Revision de los procedimientos de acreditacion de laboratorios de acuerdo a las normas

estandares y ala realidad nacional, para la elaboracion de una propuesta.

42.1. Manual de Procedimientos

Para la confeccion del Manua de Técnicas y Protocolos Estandarizados destinados al

Diagnostico de Enfermedades de Peces y Moluscos se utilizaron como referencia:
a) las pautas de la OIE, contenidas en sus publicaciones,

b) informativos periodicos de las reuniones de la Comision para las Enfermedades de

Organismos Acuéticos,
c) Blue Book y publicaciones de revistas cientificas especializadas.

Por otro lado, también se considerd la realidad de los laboratorios chilenos, informacion
gue fue recopilada a través de las dos encuestas descritas en e Objetivo 4.1. Los procedimientos
establecidos en los manuales fueron, en lo posible, expresados de manera clara 'y facil de aplicar
por los laboratorios nacionales, dando orientaciones concretas y fundamentadas ante situaciones

nuevas, |o que permitira solucionar y/o evaluar riesgos asociados a enfermedades infecciosas.

Los procedimientos contenidos en este manua podran ser modificados de acuerdo
avance futuro de la ciencia y tecnologia y ante la eventual aparicion de nuevas patologias o la

introduccién de nuevas especies hidrobiol dgicas.

El manual de procedimientos constituye el ANEXO 11l de este informe y se presenta en
documento separado bajo e nhombre de:

“MANUAL DE TECNICASDE DIAGNOSTICO PARA ENFERMEDADESDE SALMONIDOS,
MITILIDOS, PECTINIDOS Y OSTREIDOS'.
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4272 Seminario Taller

Con € objetivo de tener una vision general de lo que ocurre en @ ambito internacional en
el tema de la categorizaciéon de las enfermedades y de recopilar mayor informacion acerca del
papel que deben cumplir los Laboratorios de Referencia, los dias 18 y 19 de Octubre del 2001, se
realiz6 € Seminario Tdler "Politicas de Mangjo Sanitario de Recursos Hidrobioldgicos de

Cultivo".

Este seminario taller fue fundamental mente disefiado para uniformar criterios sobre:

a) Requerimientos minimos para acreditar laboratorios de diagnéstico y, ademas,
funciones y deberes de un Laboratorio de Referencia;

b) Estandarizacion de técnicas de diagnéstico;

c) Categorizacion de enfermedades importantes para Chile; y

d) Andlisis de protocolos que acompafian a las técnicas estandarizadas.

El Seminario Taller estuvo dirigido a investigadores y profesionales que se desempefian
en los laboratorios de diagnéstico de enfermedades y en los laboratorios de investigacion
asociados al diagnéstico de enfermedades de peces y moluscos. A esta actividad asistieron
aproximadamente cuarenta personas por dia, entre las cuales se destaca la participacion de
representantes, tanto de organismos gubernamentales del sector pesguero (Sernapesca,
Subsecretaria de Pesca) como de las Asociaciones de Productores de Salmon y de Moluscos,

ademés de expertos extranjeros.

En las sesiones de este Seminario Taler, se dieron a conocer |los resultados preliminares
del proyecto y los tres expertos de la OIE invitados entregaron antecedentes acerca de las
regulaciones que rigen & comercio internacional de los animales acuéticos y acerca de los
laboratorios de referencia nacionales e internacionales. Los expertos extranjeros invitados fueron:

- Dr. Bary Hill, Secretario Genera de la OIE, quién se refirid6 a los criterios de
categorizacion de las enfermedades en e @ambito internacional y a las politicas
internacionales para € meoramiento de los laboratorios de diagnostico y las

organizaciones que participan en su acreditacion.
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- Dra Ellen Ariel, del Danish Veterinary Laboratory, € cua actla como Laboratorio de
Referencia de la OIE para las enfermedades de peces. Su charla estuvo enfocada a las
funciones y deberes de los Laboratorios de Referencia Nacionales en la Union Europea.

- Dr. Franck Berthe, del Laboratoire de Génétique Aquaculture et Pathologie (IFREMER),
Laboratorio de Referencia de la OIE para las enfermedades de moluscos, quién se refirio
alas regulaciones y procedimientos para €l diagnostico de las enfermedades de moluscos,

de acuerdo alos requerimientos de la OIE y de la Union Europea.

Como resultado del Seminario Taler y de la visita de los expertos, se realizaron
modificaciones tendientes a complementar y mejorar la informacion obtenida sobre |as técnicas,
sus protocolos y los requerimientos minimos de acreditacion de laboratorios de diagndstico de
enfermedades de los grupos de organismos estudiados en este proyecto. Ademés, se tomaron
decisiones respecto de las técnicas y protocolos mas adecuados, tanto para la proposicion de
estandarizacién de técnicas contenidas en los manuales, como para definir 1os requerimientos que

se deberan considerar para la acreditacion de los laboratorios.

Todas las modificaciones realizadas a partir del Seminario Taller fueron incorporadas en

|os objetivos correspondientes.
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423 Revision de Procedimientos de Acreditacion de Labor atorios

Acreditacion es e procedimiento por € cua un organismo con autoridad técnica reconoce
la competencia de un laboratorio que cumpla con requisitos especificos para realizar
determinados tipos de ensayo, por |o tanto, es posible acreditar por areas de ensayo (por gjemplo
quimicas, fisicas, bioldgicas etc.).

Los laboratorios de andlisis, dentro de los que estarian considerados los laboratorios
encargados de realizar diagndsticos de enfermedades de organismos acuéticos de cultivo, estan
sometidos a fuerte competitividad. Esto, sumado a la tendencia mundia de incrementar la
calidad, debido a las exigencias actuales de mejor calidad de vida, proteccion de la saud y €
ambiente, preocupacion por la calidad de los productos a consumir y los que se desechan, obligan
a la implementacion de un sistema de garantia de calidad para estos laboratorios. El beneficio
directo de la implementacion de la garantia de calidad, es proporcionar un aval fundamentado
sobre la credibilidad de la informacién generada.

La propuesta de requerimientos minimos para acreditar laboratorios se basa

fundamentalmente en:

Normas nacionales e internacionales que involucren a los laboratorios de ensayo,
asociada a los requisitos de gestion.

Requerimientos técnicos que competen directamente a los laboratorios de diagndstico
de peces y moluscos.

Readlidad de los laboratorios nacionales, relacionada con los requisitos técnicos. Este
punto incluye las funciones y deberes de un laboratorio de referencia como organismo

fiscalizador de los laboratorios nacional es acreditados.
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4.2.3.1. Normas nacionales e inter nacionales relacionadas con los L aboratorios de
Diagnéstico

La acreditacién es un proceso muy complejo porque parte desde una organizacion
reconocida por e estado, la cua debe conocer todas las normas de caracter internacional. En €
caso chileno, el gobierno ha delegado en € Instituto de Naciona de Normalizacion la autoridad
para estudiar y preparar las normas técnicas a nivel nacional, esta organizacion es, ademés,
miembro de la International Organization for Sandarization (1ISO) y de la de la Comisién
Panamericana de Normas Técnicas (COPANT) representando a Chile ante esos organismos.

La produccion de estandares reconocidos internacionamente, tales como e International
Standard 1SO/IEC 17025 y € incremento en la aplicacion en los laboratorios de las series de
calidad total 1SO/IEC 9000, facilita que los laboratorios tengan un sistema de calidad total
apropiado, visible y uniforme. Esto se logra mediante la acreditacion del laboratorio en cuestion
ante un organismo competente.

A pesar que Chile cuenta con normas de acreditacion de laboratorios de ensayo para
distintos tipos de andlisis, en € caso del diagnéstico de enfermedades de organismos acuéticos no
existen normas de acreditacién especificas para estos laboratorios.

Las normas se refieren, en general, a la competencia de laboratorios de ensayo y
calibracion aparecida recientemente en la norma 1SO 17.025 de 1999, relacionada con los
requisitos de gestion y revisadas en €l curso de Implementacion de SO 17025 en laboratorios de
ensayo INN, 2001, valida para cualquier tipo de laboratorio de ensayo (alimento, quimico,

mecanico, €tc.).

Como consecuencia del crecimiento de la actividad acuicola, la existencia de laboratorios
dedicados a diagnéstico de enfermedades de estos organismos ha ido en aumento. Hasta €
momento, los procedimientos empleados por estos se basan en las indicaciones aparecidas en los
manuales internacionales disponibles para el diagndstico; no obstante, es necesario estandarizar
los procedimientos de diagndstico, en base a criterios como precision y exactitud, practicidad y
disponibilidad de los métodos, y, a su vez, contar con un sistema de acreditacion de los
laboratorios que redizan este tipo de andlisis. Para este efecto, es necesario proponer un

programa que contemple todos los requerimientos para optar a una acreditacion reconocida tanto
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por e o los organismos nacionales autorizados, como por los organismos internacionales

relacionados.

El sistema a proponer, que tiene como objetivo regular y armonizar €l nivel técnico de los
laboratorios mediante reglamentaciones comunes, deberd tener sus propias reglas de
procedimiento y gestion para efectuar la acreditacion y ser supervisada por un organismo que
dirijay administre el sistemay otorgue la acreditacion.

La edtrategia para conseguirlo es a través de la garantia de calidad y mediante la
aplicacion de buenas practicas de laboratorio con una politica y una gestion de calidad, siendo

una condicion bésicala elaboracion, uso y gestion adecuada de un Manua de Calidad.

Por lo tanto, para acreditar un laboratorio es necesario implementar un programa de
garantia de calidad, € cual comprenda auditorias destinadas a revisar la eficacia del control de

calidad. Control y evaluacion adecuados aseguran la calidad.

Un segundo aspecto consiste en tener la seguridad que los resultados que se estén
produciendo son correctos, para esto se pueden elaborar programas sistematicos de andlisis de
muestras de composicion conocida, cuyo proposito es evaluar si €l desempefio del laboratorio se

mantiene en un nivel aceptable. Esto se lleva a cabo mediante ensayos intra e inter laboratorios.

En relacion con las précticas apropiadas del laboratorio, es importante la confiabilidad,
asegurando la validez de los resultados de los andlisis que realiza, ademas de brindar confianza a
los clientes y promover la aceptacion de los resultados de andisis, Sin que sea necesario
repetirlos. Estas caracteristicas contribuyen a aumentar la credibilidad y promover las buenas
précticas de laboratorio, incentivando, ademas, e apoyo e intercambio entre los laboratorios
acreditados. Todo esto facilita el comercio internacional a través de acciones de reconocimiento
mutuo.

Tomando en cuenta que € principal objetivo de un laboratorio de ensayo es producir
resultados fiables y de ata calidad, ésta es la actividad que debe recibir mayor atencion. La
garantia de calidad de los resultados constituye uno de los elementos fundamentales de
administraciéon para el director y su persona. Objetivo de calidad puede definirse como la
seguridad, en la medida de lo posible, de haber obtenido una respuesta aproximadamente

correcta, de forma tal que, de ocurrir cualquier error, éste no afecte la integridad, probidad o
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competencia técnica del personal del laboratorio. La garantia de calidad centra la atencion en los
aspectos pertinentes de las actividades diarias y las necesidades de capacitacion y ayuda al
personal a mejorar su conocimiento y promover su carrera (FAO, 1992).

La garantia de calidad requiere de un sistema planeado de actividades, cuya finalidad
consiste en proporcionar un producto de calidad. En este caso, € producto fina es un
diagndstico.

4.2.3.2. Requerimientostécnicos asociados a los L aboratorios de Diagnostico

Teniendo en cuenta lo anterior, es claro que un programa de garantia de calidad presenta

ventajas tales como:

Proporciona un registro de seguimiento que garantiza la integridad de la muestra con

documentacion para verificar que los instrumentos de laboratorio funcionan

adecuadamente y gue los datos de laboratorio se producen segun los procedimientos

aprobados.

Ahorratiempo y costos a largo plazo.

Contribuye a identificar las necesidades de capacitacion y/o actualizacion de los

analistas.

Crea una mayor confianza de los técnicos andistas a asegurarse que sus resultados

son confiables, lo que redunda en e rendimiento.

Tiene la seguridad que los errores se reducen a minimo o se eliminan.

Proporciona la garantia de credibilidad forense, respaldo de la administracion del

propio laboratorio.

Garantiza la existencia de registros que se conservan por mucho tiempo y que

permiten resolver casos en situaciones de litigio.

Permite la realizacién de un examen de deficiencias, errores o reclamaciones, para

tomar en forma sistemética medidas correctoras con las consiguientes mejoras

intrinsecas.
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Permite optimizar los recursos del laboratorio a medida que se va acumulando

informacién sobre & rendimiento analitico del laboratorio.

Ademés, proporciona beneficios indirectos tales como tener una buena imagen, confianza
de los usuarios/clientes, eliminar repeticiones innecesarias, racionalizar e trabgjo, minimizar la
indecision y promover las buenas précticas del 1aboratorio, entre otros.

Para que un programa de garantia de calidad funcione, cada componente del sistema debe
tener claras sus responsabilidades, por lo tanto, debe establecerse, en primer lugar, una estructura
organizacional bien definida. Ademas, debe existir € fuerte compromiso de la institucion, ya que
el establecimiento de un programa de garantia de calidad significa apoyar plenamente su
aplicacion, lo que muchas veces se traduce en mayores costos a poner en marcha un programa de
esta naturaleza.

Por lo tanto, para conseguir un diagnostico de calidad, en necesario fijar una serie de
requisitos técnicos a los laboratorios que los emiten. Es asi que, teniendo en cuenta los criterios
para la acreditacion de un laboratorio, indicados por la Association of Official Analytical
Chemist (A.O.A.C.), (Acevedo, 1993), se desprende que los laboratorios deberdn tener una
infraestructura minima, persona calificado (Recursos Humanos), y las condiciones para entregar
un diagnéstico preciso, evitando la subjetividad en la interpretacion de resultados. La
estandarizacién de las condiciones de trabajo es especialmente importante tratédndose de
microorganismos, dada su susceptibilidad ante peguefios cambios ambientales, considerando
ademas, que los resultados de una técnica varian ampliamente dependiendo de las condiciones en
gue ésta se realiza. Un procedimiento estandarizado evitara esta variabilidad, disminuyendo asi

las posibles discrepancias de resultados entre |aboratorios.

Parte de las actividades basicas a desarrollar para dar inicio a una evaluacion de los
Laboratorios de Diagndstico en € pais, es la de conocer 10s recursos humanos con que cuenta, su

infraestructuray campo de accion.

En relacion a los recursos humanos, se debe tomar en cuenta, al menos, los siguientes

aspectos:

a) Personal: Cada laboratorio debera tener un nUmero minimo de personal, de acuerdo con

las funciones y especializacion.
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b) Nivel de especializacion: El persona debera tener una especializacion compatible con las

funciones asignadas.

c) Experiencia: Sera deseable contar con persona experimentado en el campo de accién del
|aboratorio.

d) Investigacion: Sera deseable la participacion del 1aboratorio en proyectos de investigacion

y publicacionesrelativas a tema.

€) Actualizacion: El personal deberd estar a tanto de los Ultimos adelantos en el érea del

diagnostico de enfermedades de peces y/o moluscos.

Respecto a lainfraestructura, se debe considerar aspectos tales como:

a) Equipamiento: El laboratorio debe poseer un equipamiento minimo de acuerdo a tipo y

funcién queredliza

b) Espacio fisico: Sera deseable la disponibilidad de areas separadas, dependiendo del tipo y
funcion del laboratorio. En este sentido, se podrian considerar las siguientes
areas:
= Necropsia
*= Microscopia
= Histologia
= Cultivos celulares
» Biologia molecular
» Lavadoy esterilizacion

= Procesamiento general (mesones de trabgo, preparacion medios y
reactivos, etc.)

=  Oficinas, otros aevauar
Al considerar el campo de accién se debe evaluar:

a) Tipo de especie examinada (peces 0 moluscos).
b) Especializacién por patdgeno (bacterias, virus, etc.) y otros a evaluar.



4.2.3.3. Realidad de los Laboratorios de Diagnostico nacionales, relacionada con

los requerimientos técnicos

Para conocer e grado de cumplimiento de los requisitos minimos y establecer la
competencia de los Laboratorios Nacionales de Diagnostico de enfermedades de salmonidos, se
considerd la informacion pertinente recopilada a través de las encuestas efectuadas a estos
laboratorios, la cual se presenta en los siguientes cuadros resumen.

Recursos Humanos:
- Personal:

En este aspecto, se considero las variables nimero de profesionales por laboratorio y
grado de experiencia de los mismos (Cuadro N°30), como también €l nimero de administrativos
(Cuadro N°31).

Cuadro N°30: Laboratoriospor Profesionalesy Técnicos quetrabajan en €

CANTIDAD DE PROFESIONALESY _
N° de L abor atorios
TECNICOS
1 4
2 3
4a6 4
8 2
90mas 2
Total 15

Cuadro N°31: Laboratorios por Personal Administrativo quetrabajaen é

CANTIDAD DE ADMINISTRATIVOS N° de L abor atorios
0 2
1 5
2 2
3 3
Sin infor macién 3
Total 15
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En & Cuadro N°30 se debe destacar a 4 laboratorios con un ato nimero de profesionales
especializados, los cuales coinciden con aquellos laboratorios que reciben la mayor demanda de
servicios de diagnostico. EI Cuadro N°31, por otra parte, muestra que los Laboratorios, en

general, cuentan con un nimero reducido de persona administrativo.

- Especializacion y Experiencia del personal

Cuadro N°32: Profesionalesy TécnicosdelosLaboratoriosy su experienciaen €l area,
por Profesion.

) Tiempo de
PROFESION N° de per sonas experiencia (arios)

Biologo Marino 2 05
Bioquimico 10 6,1
Ingeniero Agronomo 1 6
Ingeniero en Acuicultura 2 2a5b
Médico Veterinario 20 lal3
Microbidlogo 1 14
QuimicoMarino 1 1
Técnico 2 3
Técnico Acuicola 2 05al
TécnicoAgricola 1 05
Técnico Ambiental 2 2
Técnico Microbidlogo 3 0,2a10
Tecndlogo 2 la3
Tecndlogo médico 13 05a12
Otros 3 02al
Sin informacion 1 9

El Cuadro N°32 permite apreciar que las areas de estudio de los profesionales que trabajan
en los Laboratorios de Diagnéstico es bastante variada y que, salvo excepciones, poseen

relativamente poco tiempo de experiencia en cuanto a diagnostico.
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- Investigacion

De los Laboratorios de Servicios consultados, nueve manifiestan evidente preocupacion
por la actualizacion de su personal, puesto que ademas de estar apoyando el perfeccionamiento de
sus profesionales, € Laboratorio ha participado en proyectos de Investigacion. Ademas de estos
Laboratorios, otros cinco también estdn apoyando la asistencia de su personal a actividades de
perfeccionamiento. En contraposicion, dos Laboratorios no desarrollan actividades de

Investigacion y/o Perfeccionamiento.

- Actualizacion (Especializacion por Patdgeno)

De acuerdo alo especificado en los Cuadros N°20 al 23 del Objetivo 4.2, el Cuadro N° 33,
presenta las principales técnicas de diagndstico usadas por |os laboratorios chilenos. Esto permite
apreciar un alto grado de actualizacion de los laboratorios, puesto que estas técnicas son aguellas

aceptadas y recomendadas internaciona mente.

CuadroN°33: Técnicas de Diagnéstico mas usadas por los Laboratorios chilenos, por

Pat6geno
PATOGENO TECNICASUTILIZADAS
Inmunofluorescencia
. ELISA
Virus - . .
Aislamiento en lineas celulares
PCR
Pruebas Bioquimicas
Bacterias Inmunofluorescencia
ELISA
- Microscopia optica
Par asitos PCR
Hongos Microscopia Optica




Infraestructura;

- Equipamiento:
En & Cuadro N°34 se puede constatar que la mayoria de los Laboratorios de Diagndstico

posee tecnologia de puntay capacidad de realizacion de andlisis complejos.

CuadroN°34: Laboratorios de Servicio, segin equipamiento que posee para €
diagnostico de enfermedades

EQUIPAMIENTO N° de L aboratorios %
Autoclave 13 81.3
Balanza analitica 6 375
Balanza precision 14 87,5
Baro termoregulable (Bafio Maria) 9 56,3
Camarade flujo laminar vertical 6 37,5
Camara polaroid 3 18,8
Camarade flujo laminar horizontal 8 50,0
Centrifuga refrigerada 11 68,8
Centrifuga comin 10 62,5
Centrifuga de plancton 2 12,5
Centrifuga de Ependorff 9 56,3
Aparato de electroforesis horizontal 3 18,8
Aparato de electroforesis vertica 5 31,3
Aparato de western blot 1 6,3
Destilador 11 68,8
Freezer 13 81,3
Horno Pasteur (estufa esterilizacién) 8 50,0
Incubador 8 50,0
Incubador de temperatura controlada 11 68,8
Lector de ELISA 9 56,3
Microscopio de contraste de fase 5 31,3
Microscopio de epifluorescencia 14 87,5
Microscopio electrénico 1 6,3
Microscopio estereoscdpico (lupa) 4 25
Microscopio invertido 7 43,8
Microscopio Optico 12 75,0
Micrétomo 2 12,5
Phmetro 10 62,5
Refrigerador 14 87,5
Termociclador 6 37,5
Trans luminador 4 25
Espectofotémetro 3 18,8
Micropipetas gjustables 12 75,0
Agitador magnético 10 62,5
Homogenizador de tejidos 3 18,8
Vortex 9 56,3
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- Espacio Fisico:
Respecto a la planta fisica de la que disponen los laboratorios para la realizacion de las
diferentes técnicas, € Cuadro N°35 muestra que la mayoria (66,7%) posee 5 0 mas salas, 1o cual

estaria indicando que a menos 10 laboratorios cuentan con areas de trabajo especializadas.

Cuadro N°35:  Laboratoriosde Servicio, por cantidad de salas que poseen

N°SALAS N° de Laboratorios
1 2
2 1
3 1
4 1
5 3
6 5
7 0
8 0o mas 2

De acuerdo a lo emanado de la consulta técnica, se pudo observar que entre los
laboratorios nacionales de diagndstico que prestan servicio a la industria salmonera, existe
preocupacion por e tema de la acreditacion y varios de ellos ya han iniciado € proceso de
acreditacion bajo normas SO 17.025 y la serie 9000 ante € INN. Aquellos laboratorios que ya
han iniciado su proceso de acreditacidn, que corresponden a los mas equipados y que, ademas,
tienen una demanda amplia por parte de los productores de salmones, no necesitarian ser guiados

paralograr la acreditacion bagjo estandares internacionales.

Una propuesta de acreditacion bajo los objetivos de este proyecto, solo debiera incluir a
los laboratorios que mostraron menor nivel de desarrollo y a aquellos que se incorporaran a la
oferta de servicios para la industria sdlmonera. Para este fin se propone una categorizacion de
laboratorios la que debiera ser una etapa intermedia para que todos accedan finamente a una
acreditacion internacional. Esta etapa intermedia se ha propuesto para permitir que todos los
laboratorios de servicio estén regulados bajo un sistema de acreditacion. Estos tendrian
requerimientos minimos de nivel intermedio en cuanto a personal, espacio fisico vy

equi pamientos.
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4.3. Proposicion derequerimientos minimos para optar a la acreditacion

4.3.1. Clasificacion delosLaboratorios de Diagnostico

Tomando en cuenta €l nivel de desarrollo de los laboratorios de diagndstico, se propone
gue los laboratorios chilenos sean agrupados en categorias, previo a la acreditacion internacional,
y que sean regulados por un organismo nacional competente. En tanto, los laboratorios més
completos deberdn optar a una acreditacion en forma directa siguiendo la NCh SO 17.025.

Los laboratorios relinen ciertas caracteristicas de estructura y persona que les permiten
realizar algunas de las técnicas descritas anteriormente y, de acuerdo a la profundidad del

diagndstico efectuado y a su funcidn, se pueden clasificar en tres clases:

- Laboratoriosclasel:

Son aquellos cuyo papel primordial es auxiliar a clinico en € diagnostico primario de una
enfermedad infectocontagiosa, especiamente en sectores geogréficos donde las condiciones
tecnoldgicas no sean del todo favorables. Este hecho es importante en éreas como las propias de
cultivo de especies hidrobioldgicas, que por la distancia a los grandes centros urbanos, no

siempre tienen buenas condiciones de trabajo.

Esta clase esta esencialmente constituida por pequefios laboratorios de patologia clinica o
por peguefios laboratorios montados en los centros de cultivo. Estos laboratorios, pieza
fundamental en el diagnostico, participancomo |os responsables en la orientacion adecuada de la
colecta de un determinado material y como ejecutores de una de las etapas primordiaes del
procesamiento de laboratorio, que es la observacién microscopica. De esta forma, los laboratorios
de clase I, normalmente estan restringidos a liberar diagndsticos microscdpicos presuntivos de un
determinado agente patdgeno. Tales laboratorios deben poseer alguna forma de vinculo con un
laboratorio clase |1 o 111, para ser auxiliados en diagndsticos para los cuales la simple observacion

microscépica del material clinico no sea suficiente para orientar a profesional en su conducta

terapéutica.



- Laboratoriosclasell:

Estéan generalmente vinculados a empresas de gran tamafio o a ciertos laboratorios
privados que poseen material, equipamientos y persona adecuados para la realizacion de cultivos
e identificacion de la mayor parte de los patégenos de organismos acuéticos. Estos laboratorios
contribuyen de forma fundamental en la orientacion a la toma de muestras, en el conocimiento de
la microbiota de una determinada poblacidn y en la caracterizaciéon de los principales agentes
patdgenos para la poblacién a la que sirve. Estos laboratorios pueden tener condiciones de
efectuar pruebas de sensibilidad a antimicrobianos, cuando sean solicitados por €l clinico.

A pesar de redlizar un gran nimero de procedimientos de diagnostico, 1os profesionales de
estos laboratorios deben tener siempre en mente que la identificacion no siempre es tarea simple

y por eso deben mantener vincul os estrechos con laboratorios de clase I11.

- Laboratoriosclaselll:

Son |laboratorios especializados, pudiendo dedicarse més profundamente al estudio de los
agentes. Ademas, tienen la responsabilidad de formar persona calificado para € érea, evaluar
eficiencia de medios de cultivo, técnicas y reactivos, organizar metodologias de control de
calidad, proporcionar consgjos técnicos y por ultimo, desarrollar nuevas metodologias
diagnésticas.

De esta manera, los laboratorios clase |11 estdn normalmente vinculados a centros de
investigacion (Universidades, Fundaciones, etc.) ofreciendo tanto alos de las clases | y 1| como a
los profesionales que vengan a consultarlos, subsidios tecnoldgicos y mano de obra calificada
para e auxilio final de un diagnéstico. Estos laboratorios podrian optar a funcionar como
laboratorios de referenciaa cumplir ciertos requisitos.

En funcién a los medios disponibles (equipamientos, profesionales calificados, etc.) los
responsables por cada laboratorio establecen las funciones para las cuales éste es mas adecuado,

determinando €l tipo de establecimiento que sera generado (Clasel, 11 o I11).



4.3.2. Espacio fisico

Las caracteristicas de espacio fisico son bastante variables, dependiendo del tipo de
laboratorio que se tiene en mente. La instalacion y funcionamiento de un laboratorio clase |,
basicamente destinado a la realizacion de exdmenes microscopicos directos y/o tinciones, exige,
fundamentalmente, € area fisica suficiente para la ubicacion y uso de un microscopio. Por lo
tanto, un pequefio meson, parte de una mesa o incluso de un escritorio, que permita la
acomodacion adecuada del microscopio y € profesional pueden ser satisfactorias. Instalaciones
equivalentes a éstas suelen ser encontradas en centros de cultivo. En tales casos, no suele existir
una area separada para la colecta de muestras, siendo esta actividad adaptada a las condiciones de
cada espacio fisico.

Un laboratorio de clase |1 debe estar compuesto, por |0 menos, de cuatro areas diferentes:
una destinada al recibimiento del material, registro y entrega de resultados (secretaria), otra
exclusiva para la confeccion de medios de cultivo, una tercera para los trabajos de laboratorio
propiamente tales y la Ultima para € descarte del material contaminado y esterilizacion.

En los laboratorios clase |11, son observadas instalaciones tales como sector de necropsia,
preparacion de medios de cultivo, secretaria, biblioteca y sala de estudios, laboratorio de
gecucion de procedimientos propiamente dichos, con disponibilidad de espacio para
equipamientos utilizados en la rutina (estufa, camara de flujo laminar, etc.) y espacios para otros
aparatos usados en investigacion (Electroforesis, termociclador, etc.).

Las areas de laboratorio, en general, deben obedecer a principios basicos, tales como: las
paredes deben ser revestidas de material de color claro (Blanco o beige), deben ser de facil
limpieza, incluso lavables (azulgjo, pintura a Oleo, formica, etc.); los mesones donde seran
glecutadas las actividades de laboratorio también deben ser revestidas de material impermeable
(acero inoxidable, férmica o azulgo); la iluminacion debe ser de buena calidad y con
caracteristicas que imiten la luz del dia (lamparas fluorescentes).

El laboratorio debe poseer un nimero razonable de lavatorios, equipados con jabén, de
preferencia liquido y toallas desechables, a fin de facilitar la realizacion de ciertas técnicas (tales

como tinciones) y estimular la préctica de lavar las manos.



Las corrientes de aire deben circular desde areas de bajo riesgo de contaminacion hacia
las de mayor riesgo y nunca al contrario. El aire que circula por €l laboratorio, debe ser eliminado
hacia el exterior.

Las camaras de flujo laminar son equipamientos destinados a proteger al personal de
laboratorio en la manipulacion de material potencialmente dafiino y en ciertas circunstancias,
para proteger también a la muestra de contaminacion externa. Las cAmaras son subdivididas en
tres clases, las de clase 1 permiten que el aire ambiente, no estéril, quede en contacto con la
muestra, sin embargo este aire es filtrado y sale estéril desde dentro de la camara. Las camaras
clase 2 esterilizan por filtracion, tanto e aire que entra en contacto con el material como e que
sde de la camara y, finamente, las de clase 3 son herméticamente cerradas, trabajando con aire
estéril y presion negativa, este tipo de camara es la que ofrece mayor seguridad al personal de
laboratorio. Sin embargo, para todos los laboratorios de este estudio es suficiente una camara
clase 2.

Debe prestarse atencion a sistema de ventilacion del laboratorio, s es realizado por
medio de ventanas, estas deben estar estratégicamente ubicadas en relacion a las corrientes de

aire locales, evitando la circulacién inadecuada y la entrada de insectos voladores a laboratorio.

4.3.3. Material permanente

Se entiende por material permanente a conjunto de bienes materiales presentes en un
laboratorio, con vida media de algunos afios de uso. Asi, instrumentos como estufas,
microscopios y camaras de flujo laminar entre otros, son considerados como permanentes.

Las necesidades de materidles permanentes varian dependiendo de la clase en que €
laboratorio se encuadre, asi en laboratorios clase |, 1o principal e indispensable de material
permanente es el microscopio binocular.

Como los laboratorios clase || son los que realizarén la mayor parte de los diagndsticos de
enfermedades en organismos acuaticos de cultivo, € equipamiento necesario para Su

funcionamiento se listaen & Cuadro N° 36.



Cuadro N°36: Equipamiento minimo necesarios para un Laboratorio Clasell .

MATERIAL PERMANENTE CARAg;;E'ASST'CAS
Autoclave 100-135° C
I ncubador 20-50° C
Refrigerador -4a6’C
Freezer (congelador) 0a20°C
Microscopio Binocular 1000x
Centrifuga 1500 a4000rpm
Bariomaria 30a100°C
Camaradeflujo Clase 2
Horno microondas amplia capacidad

4.3.4. Material fungible

En la gecucion de las técnicas de laboratorio se utiliza gran cantidad de materiales
desechables 0 con un indice de reaprovechamiento muy bajo. Los materiales fungibles son
normalmente utilizados una vez para una finaidad basica (exceptuando la vidrieria). En €
Cuadro N°37 se lista e material fungible indispensable, del cua debe disponer un Laboratorio

Clasell.

CuadroN° 37: Material fungible basico para un Laboratorios Clase 1

MATERIAL
Material devidrio:
- Tubos de ensayo
- Matraces
- PlacasPetri
- Portasy cubreobjetos
- Vasos de precipitados, etc.
M edios de cultivo
- Paramicroorganismos (bacterias, hongos)
- Decéulas
Microplacas de cultivo
Botellas de cultivo de células
Lineas cdulares

87



4.3.5. Funcionamiento
Compete a la direccion del laboratorio establecer a menos, las siguientes normas bésicas
de funcionamiento:

El laboratorio debe funcionar en una jornada normal de trabajo, no necesitando en general,
de turnos u horas extras; en ciertas circunstancias, € material puede ser colectado en un
determinado momento y guardado para posterior procesamiento.
Debe ser formalmente prohibido fumar, alimentarse, beber cualquier liquido en cualquier
area del laboratorio.
Crear horarios de intervalo durante las dos jornadas para cualquier necesidad de los
funcionarios.
Prohibir depositar articulos personales sobre los mesones o deméas estructuras del
laboratorio.
Lautilizaciéon del delantal es obligatoria.
Para € procesamiento de muestras clinicas, usar guantes, los cuales deben ser desechados
después del uso, no siendo permitido realizar otras actividades como atender € teléfono o
abrir puertas con los guantes puestos.
Cuaquier incidente de mayor o menor gravedad, €. Errores en € procesamiento de la
muestra, debe ser comunicado de inmediato a la direccion del [aboratorio.
Orientar a los profesionales técnicos sobre € inconveniente de mantener cabellos largos y
sueltos en el ambiente de laboratorio.
Debe prevenirse la formacion de reactivos volatiles, orientando a los técnicos para no
realizar movimientos bruscos durante el procesamiento del materia clinico.
El mechero debe ser colocado siempre entre €l material procesado y € técnico.
L os tubos de gas deben ser acondicionados en espacio fuera del laboratorio.
Pipetear material usando pipeteador automatico o “pera’ de goma.
No atribuir la exclusividad de una funcién solo a un técnico de laboratorio, pues, en su falta,
otro profesional debera estar capacitado a efectuar la tarea.
El acceso a laboratorio debe ser controlado, no permitiéndose la libre circulacion de

personas extranas.



Visitantes y nuevos funcionarios deben ser orientados desde |os primeros instantes sobre las
normas bésicas del [aboratorio.
Establecer un programa de control de calidad revisando sus actividades bésicas,

involucrando en este programa a todos |os profesionales del laboratorio.

4.3.6. Seguridad en el laboratorio
La seguridad del laboratorio va desde |as medidas padrones utilizadas en €l procesamiento

de las muestras, hasta la utilizacion de equipamientos e instalaciones, a fin de evitar accidentes.
El conjunto de esas medidas debe estar por escrito y estar disponible alos profesionales del area.
Deben ser usadas cdmaras de flujo laminar (camaras de seguridad) siempre que un procedimiento
técnico presente la posibilidad de formar aerosoles.

Agujasy jeringas deben ser usadas |0 menos posible, s6lo cuando no existen otras opciones.

Eliminar objetos punzantes y cortantes en recipientes adecuados, con un desinfectante

quimico (como formalina).

Funcionarios con lesiones de piel deben evitar manipular material contaminado.

El uso de barreras fisicas debe ser practicado para prevenir la exposicion de piel y mucosas.

En el sector de confeccion de reactivos y medios de cultivo, debe existir una ducha de facil

acceso, para uso en caso de contacto de sustancias quimicas con la piel.

Extintores de incendio deben ser dispuestos en puntos estratégicos, para un rpido acceso en

caso de urgencia, debiendo monitorearse la carga mensua mente.

Equipamientos contaminados con fluidos organicos deben ser descontaminados antes del

envio para reparaciones.

Finalmente, se hace notar que la medida principal en el combate de accidentes de trabajo
esta en la educacion de los profesionales en cuanto a los riesgos en la manipulaciéon de los
materiales clinicos, en € conocimiento de las normas bésicas y de las medidas utilizadas para

prevenir infecciones en el ambiente del laboratorio.



4.4. Laboratoriosde Referencia

Desde € punto de vista de las regulaciones internacionales, se hace necesaria la existencia
de al menos un laboratorio de referencia para la region. Este laboratorio, tal como ocurre en los
diferentes paises miembros de la OIE, tiene por misién cumplir con € Programa de Vigilancia

Epidemiolégica Nacional, tendiente a evitar la introduccién y diseminacion de las enfermedades

de alto riesgo para €l pais en cuestion, y deben ser dependientes del Estado.

La informacion entregada a continuacion, corresponde en parte a la recopilacién de
antecedentes a través de publicaciones y reglamentaciones propuestas por la OIE y a lo
observado durante la visita redlizada al Laboratorio de Referencia CEFAS (Centre for

Environment, Fisheries & Aquaculture Science) en Weymouth, Inglaterra

4.4.1. Funcionesy deberesde un Laboratorio de Referencia
De acuerdo ala OIE, los Laboratorios de Referencia deben tener como principal mandato:

- Actuar como un centro de desarrollo y estandarizacion de las técnicas relevantes para el
campo de su especiaizacion, en la o las diferentes disciplinas del diagnostico de las
enfermedades de |os animal es acuéticos.

- Almacenar y distribuir productos biol6gicos usados como referencia 'y de cualquier otro
reactivo usado para € diagnéstico y control de las enfermedades especificadas en las
Categorias| y I1.

- Desarrollar nuevos procedimientos para e diagnéstico y control de estas enfermedades.

- Recopilar, procesar, andizar y distribuir informacion epidemioldgica relevante a su
especiaizacion.

- Los expertos que laboran en estos Laboratorios de Referencia deberan estar dispuestos a

colaborar con la Oficina Internacional de Epizootias (OIE).



Ademéas de lo anterior, los Laboratorios de Referencia deben contribuir a:

Coordinar estudios cientificos y técnicos en colaboracion con otros laboratorios u
organizaciones.

Tipificar y amacenar las cepas de los patdgenos de las enfermedades relevantes para €
pais, pararealizar |os tests serol6gicos y parala preparacion de los antisueros.

Abastecer a los laboratorios de diagndsticos con los reactivos y sueros estandarizados,
paara asi estandarizar las pruebas diagnosticas.

Construir y mantener una coleccion de las cepas y aidados de los patdgenos relevantes
parael pais (cepario).

Organizar periédicamente tests para comparar los procedimientos de diagndsticos
utilizados por los laboratorios de diagndsticos nacionales.

Reunir y cotgjar datos e informacion acerca de los métodos de diagndsticos utilizados y de
los resultados de | os tests realizados por los laboratorios de diagnéstico nacionales.
Elaborar una caracterizacion de los aislados de patdgenos de las enfermedades relevantes
para € pais, utilizando los métodos vigentes y més apropiados para permitir una mayor
comprension de la epizootiologia de la enfermedad.

Mantenerse a dia en los temas de vigilancia, epizootiologia y prevencion de las
enfermedades relevantes a nivel mundial.

Reunir, procesar, analizar y distribuir informacion epizootiolégica relevante a su
especialidad, entre los demas laboratorios de diagndstico.

Mantenerse al dia en € conocimiento de los patdgenos causales de enfermedades
relevantes, ademas de los otros patdgenos no relevantes, permitiendo asi realizar un
diagnostico diferencia répido.

Adquirir un conocimiento cabal sobre la preparacion y uso de los productos veterinarios
utilizados para controlar y erradicar las enfermedades relevantes.

Mantenerse a dia en los nuevos procedimientos de diagnéstico y de control de las
enfermedades relevantes especificadas en las Categorias| y 1.

Informar inmediatamente a la autoridad oficial en el caso que el laboratorio obtenga un
diagnostico positivo de alguna de las enfermedades reportables (Categorias | y 11).
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- Proveer de adiestramiento cientifico y técnico a los laboratorios nacionales, tanto privados
como estatales, con la mision de armonizar las técnicas de diagndstico utilizadas por todos
los involucrados en € tema

- Cooperar activamente en e diagnéstico de brotes de las enfermedades relevantes,
recibiendo muestras de los aislados de |os patégenos para la confirmacion del diagnéstico,
caracterizacion y estudios epizodticos.

- Emitir informes técnicos anuales acerca de | as actividades realizadas en €l afio, incluyendo
infformacion acerca de: los catastros y diagnosticos redlizados (base de datos);
perfeccionamiento y entrenamiento de profesionales en el érea; recepcion de material
para diagnéstico; desarrollo de métodos aternativos de diagnéstico; detalle de los

reactivos y del material para diagndstico proporcionado por el laboratorio, etc.

De acuerdo a lo establecido por la OIE, los laboratorios de referencia deben realizar
inspecciones sanitarias periddicas a todos los centros de cultivos, tomando muestras para
diagnosticar la presencia o ausencia de las enfermedades listadas en la Clase |. Estos catastros en
la mayoria de los paises miembros de la OIE, no tienen costo para los productores, son

financiados por el Estado, quien tiene lamision de velar por la situacion sanitaria del pais.

4.4.2. Obligaciones y deberes de un Laboratorio de Diagnéstico Acreditado frente a un

Laboratorio de Referencia

- Loslaboratorios privados y los centros de cultivos tienen la obligacion de declarar ante el
Laboratorio de Referencia Nacional cuando se esta en presencia de una enfermedad
considerada de ato riesgo para € pais, independientemente de |os catastros periddicos que
sean llevado a cabo por € Laboratorio de Referencia

- Los laboratorios deben tener una infraestructura minimay personal calificado, de acuerdo
asu especiaidad.

- Laestandarizacion de las condiciones de trabajo es especialmente importante tratandose
de microorganismos, dada su susceptibilidad ante pequefios cambios ambientales,

considerando ademas, que los resultados de una técnica varian grandemente dependiendo
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de las condiciones en que ésta se realiza. Un procedimiento estandarizado evitara esta

variabilidad, disminuyendo asi |as posibles discrepancias de resultados entre |aboratorios.

4.4.3. Actividades especificas querealiza el Laboratorio de Referencia CEFAS

Con lafinalidad de lograr un mayor conocimiento acerca de las labores que desempefian
los laboratorios de referencia de la OIE, en Septiembre del 2001 se realizé una visita a
Laboratorio de Referencia CEFAS, lo cual permitio conocer a fondo los deberes y obligaciones
que debe cumplir un Laboratorio de este tipo, ademés de obtener informacion acerca de las
técnicas de diagndstico, equipamiento, caracteristicas de los profesionales y distribucion espacial

de los diferentes departamentos que conforman ese laboratorio.

Este laboratorio es dependiente del Estado y, ademés de lo sefidado en los puntos
anteriores, tiene por misiéon redlizar los catastros sanitarios a todos los centros de cultivos de
peces y de moluscos existentes en Inglaterra, para lo cua cuenta con un laboratorio
completamente equipado para € diagndstico de las patologias viraes, bacterianas y parasitarias.
Cuenta con un equipo de 8 inspectores encargados de tomar las muestras en los centros de
cultivos, coordinados por un inspector jefe. Estos inspectores ademés de tomar las muestras,
estédn encargados de recopilar lainformacion acerca de la situacién sanitaria'y productiva de cada
plantel, lo cua forma parte de la base de datos que manga e laboratorio. La informacion
contenida en la base de datos permite conocer la distribucién y zonificacion de los centros de
cultivos y de cada una de las patol ogias presentes en €l pais.

El Laboratorio CEFAS programa los muestreos durante dos temporadas a afo: dos meses
en primavera y dos meses en otofio, épocas en las que existe la mayor probabilidad de
manifestacion de enfermedades.

Siguiendo los protocolos delineados por la OIE, € labaoratorio realiza las inspecciones
sanitarias para los centros de cultivos nuevos, sin historial epidemioldgico, dos veces a afio,
mientras que las inspecciones para los centros de cultivos declarados libres de las enfermedades
de alto riesgo, de acuerdo a los muestreos semestrales realizados durante los dos primeros afios,

son realizadas cada dos afios.



La toma de muestra esta dirigida a gjemplares anomalos, moribundos, los cuales deben
completar un nimero de 30 giemplares por plantel, independiente del nimero de lotes, nUmero y
tamafio de los peces.

Las muestras son semiprocesadas en terreno y derivadas a laboratorio para su
procesamiento. La toma de muestra siempre esta enfocada a la deteccion de las enfermedades
definida en € programa de vigilancia, por lo genera a las enfermedades categorizadas en la Clase
I. Las muestras son ingresadas con una clave, de tal forma asegurar la objetividad e imparcialidad

en el diagndstico.



ANALISISY DISCUSION DE RESULTADOS,

CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES
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ANALISISY DISCUSION DE RESULTADOS

Técnicas de Diagnostico:

La disponibilidad de técnicas para € diagndstico de enfermedades de organismos
acuéticos es amplia y variada. Los métodos de diagnostico vigentes incluyen desde las técnicas
mas comunes y tradicionales, preferentemente usadas para diagnostico presunto, hasta las mas
avanzadas y de alta sensibilidad, como son algunas pruebas inmunolégicas y, Ultimamente, las
técnicas moleculares, empleadas para diagnosticos confirmatorios. El avance en estas materias ha
sido gracias a la investigacion para e desarrollo de técnicas cada vez més especificas y sensibles
para su utilizacién en medicina humana.

Entre los laboratorios de diagnostico del pais existe una preocupacion permanente, tanto
por actualizar las técnicas, como por adoptar rdpidamente las nuevas metodologias, |0 que los
hace mantenerse a diaen e uso de la llamadas “técnicas de punta’. Esto se explica, en parte, por
la gran competitividad que se da en esta actividad, y porque los laboratorios nacionales son
abastecidos por laboratorios de empresas internacionales, especialmente por proveedores de kits
de diagndstico interesados en que sus compradores implementen las nuevas técnicas. También se
debe tener en cuenta que, en gran medida, obedece a que € producto de la actividad de cultivos
se comercializa preferentemente en el ambito internacional. En este Ultimo aspecto, es importante
para €l paisy para los productores que los laboratorios de diagnéstico empleen las técnicas y
procedimientos recomendados a nivel internacional.

A pesar de lo anterior, en la actualidad no existe en e pais una uniformidad de criterios ni
pautas claras de funcionamiento de los laboratorios. ES preciso llegar a una estandarizacion de
las técnicas y protocolos en uso, desarrollar un sistema de abastecimiento de reactivos estdndares,
establecer la obligatoriedad de una calibracién periddica de los instrumentos, etc., carencias que
actuamente dificultan la comparacion de los resultados de los andisis entre laboratorios de
diagnaostico.



De acuerdo a la informacion recopilada y a la realidad nacional, los laboratorios de
diagnosticos en Chile son todos privados y su funcion principa es lade prestar servicios a la
industria salmonera para mantener bajo control las enfermedades presentes en el pais. Para esto,
los laboratorios estan equipados con tecnologia de punta, la cua asegura la entrega de
diagnosticos répidos y confiables, de tal forma que los productores tomen decisiones productivas
en torno a las enfermedades que afectan a sus planteles de peces. Los procedimientos y técnicas
empleadas, alin cuando se adaptan a lo recomendado por la OIE, no necesariamente estan
gjustadas a lo recomendado por este organismo internacional. Al no existir un ente regulador que
controle y supervise € funcionamiento de estos laboratorios, no existe una estandarizacion de los
protocolos ni de las técnicas de diagndstico para la deteccion de una determinada enfermedad, la
gue sera dependiente de los recursos y experiencia de cada laboratorio.

Es funcidén de un Laboratorio de Referencia Nacional, desarrollar los procesos para la
validacion y estandarizacion de los métodos de diagnéstico, asi como mantener un sistema de
abastecimiento de los laboratorios de diagndstico con los reactivos y sueros estandarizados.

En Chile, s bien existe una diversidad de laboratorios con diferentes caracteristicas en
tamafio y equipamiento, existe una relativa uniformidad en los méodos empleados, ya que en
general todos emplean los métodos recomendados por la OIE, esto se nota, por gemplo, en que
todos tienen implementado el método IFAT.

Actualmente, segun los resultados de la consulta aplicada a los laboratorios de diagndstico
de organismos acuaticos, las técnicas empleadas por cada uno de los laboratorios nacionales que
respondieron el cuestionario, son elegidas dependiendo del objetivo que se persigue. Asi, para
fines de monitoreo o vigilancia, para €l caso de bacterias comunes se emplean pruebas
bioquimicas identificatorias, en tanto de diagnéstico para Renibacterium salmoninarum vy
Piscirickettsia salmonis se emplea IFAT. Si e objetivo perseguido es la identificacion de un
patdgeno durante un brote de la enfermedad, se eligen pruebas adicionaes tales como las
histol6gicas, microscopia electrénica y otras, confirmando con las pruebas moleculares
disponibles.

A modo de comparacion, el andisis de las técnicas de diagndstico que se usan en Chile se
ha hecho en base a cuatro enfermedades importantes, ISA, IPN, BKD y SRS, usando como base

de discusion las técnicas recomendadas por O.1.E., en tanto que técnicas para diagndstico de otras
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enfermedades importantes como Flavobacteriosis, Furunculosisy Yersiniosis estan de acuerdo a

los estandares recomendados por otros manuales de procedimientos como € Blue Book, Manual

de Berger y otras publicaciones referidas a agentes especificos.

Se hace un paralelo parala comparacién de técnicas recomendadas por laOIE y las
utilizadas por los laboratorios en Chile paralSA, IPN, BKD y SRS.

Diagnosticos | SA:

OIE

Chile

Presunto

Confirmatorio

Histologia (descubrimientos)

Hematol ogia (descubrimientos)

Aidacion en cultivo celular
linea SHK-1

Prueba |lFAT con uso de Mab

PCR

Aidacion en cultivo celular
l[inea SHK-1

Confirmacion fueradel pais

Debido a gue la presencia de | SA es de reciente confirmacion en e pais (Kibenge et al.,

2001), no se han implementado |os métodos confirmatorios, debiendo realizarse estas pruebas en

el extranjero. Por otro lado, lalinea celular SHK-1 para laaisamiento del patégeno es alin de

dificil adquisicion por los laboratorios nacionales.

Diagndsticos | PN: OlE Chile

Presunto Aidacion en cultivo celular Aidacion en cultivo celular
linea BF-2 o CHSE-214 linea CHSE-214
maés efecto citopético (ECP) més efecto citopético (ECP)
caracteristico. caracteristico.

Confirmatorio

Pruebas de neutralizacion a
placas con ECP.

Prueba IFAT amonocapas
celularescon d virus .
Prueba ELISA amicroplacas
preparadas con | g especifico
usando anticuerpos mono-
clonales o policlonales.

IFAT y ELISA directos.

Prueba |IFAT directos a frotis
renales.

Prueba|lFAT a aidados en
en cultivo celular.

Kit ELISA.

Kit IFAT.

PCR ('uso deKit).




En e caso de IPN, e méodo PCR no se encuentra entre | as técnicas recomendadas por la
OIE, sin embargo entre |os laboratorios nacionales esta técnica molecular es de alta aceptacion
por su sensibilidad y rapidez.

El uso de técnicas moleculares en diagnostico ha estado en discusiéon en la comunidad de

cientificos y lentamente se haido incorporando para la deteccion de algunos patégenos de peces.

Uno de los puntos en discusién esta motivado por su ata sensibilidad la que conduce a
detectar secuencias de ADN de microorganismos no patdgenos activos, como por gjemplo &cido
nucleico residual de patdgenos muertos o fragmentos de ADN provenientes de organismos
similares a agente, interpretdndose como positivos algunos casos, sin que el pez sea portador del

agente.

L as técnicas moleculares son Utiles para la obtencion de informacion sobre € agente
infeccioso, pero para ser aceptadas con fines de manejo sanitario o regulacién de poblaciones de
peces, sus procedimientos deberan ser validados (Lapatra, 1998).

BiosChile provee de |los Kits de diagndstico parala deteccion de PN, através de un
ELISA de captura (ELISA-PCR) y un Kit de IFAT. Entre los laboratorios nacionales, de acuerdo
alas respuestas a cuestionario aplicado en este proyecto, € més usado es € Kit para IFAT.

Existe también oferta de otros proveedores de Kits para realizar los anadlisis de IPN, como

por g emplo DiagXotics que ofrece Kits ELISA para andlisis de campo y de laboratorio.

Diagnosticos BKD: O.l.E. Chile
Presunto Aislacion en KDM-2 Tincion Gram afrotis renales
KDM-Cy SKDM, més Aidamiento en KDM-C.

caracterizacion bioguimica.

Confirmatorio Prueba de la aglutinacion Pruebas inmunol 6gicas directas
en portaobjetos. al tejido (IFAT).
Inmunoflurescencia Uso deKits: IFAT, ELISA ,PCR
ELISA
PCR PCR




BKD es una de las enfermedades que cuenta con mayor disponibilidad de técnicas para su
deteccién debido a que es una de las primeras enfermedades infecciosas descubiertas en € pais,
lo que ha permitido un mayor entrenamiento para detectarla precozmente.

A pesar de esto, los laboratorios desarrollan investigacion aplicada para mejorar |os

métodos de deteccion.
Diagnésticos SRS: O.l.E. Chile
Presunto Aidacion en cultivo celular Tincion Giemsa o Acridina-Orange

lineas CHSE-214 o EPC. directa afrotis.
Tincién Giemsa a sobrenadantes
de cultivos celulares.

Confirmatorio IFAT acrecimientos en Kit IFAT
lineas celulares. IFAT
IFAT afrotis de tejido. Kit ELISA
Inmunohistoquimica Kit PCR
PCR (nested)
PCR (directo)

Como diagnostico presunto para la Piscirickettsiosis, la O.1.E. recomienda la aislacion en
cultivos celulares en las lineas CHSE-214 y EPC, y la tincion Giemsa aplicada a frotis de

sobrenadante de cultivo celular con efecto citopético caracteristico de esta enfermedad.

De acuerdo a las respuestas de los laboratorios nacionales, € diagnostico presunto se
realiza por |o genera en base a tincién Giemsa de frotis de tgjidos. Sin embargo, en la respuesta
de un laboratorio se incluia € uso de la tincion Acridina-Orange. Esta técnica tuvo una gran
aceptacion cuando aparecié en €l mercado, sin embargo en la actualidad no parece ser de uso
comun. A pesar que esta tincién presenta algunas ventgjas sobre la técnica Giemsa, como es la de
producir un mayor contraste con € material del fondo de la preparacion que permite detectar las
bacterias alin cuando estén en baja concentracion, solo un laboratorio de los que respondieron la
encuesta reconocio usarla en la deteccion de Piscirickettsia salmonis. Podria considerarse como
desventgjas de esta técnica € mayor nimero de pasos que requiere su aplicacion y €l uso de

microscopio de epifluorescencia para la observacion de los frotis, 1o que requiere de personal
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entrenado adecuadamente. Esta técnica no forma parte de las técnicas recomendadas por la O.I.E.

parael diagnostico presunto de P. salmonis.

A pesar de la disponibilidad del Kit ELISA, en las encuestas esta técnica aparece
mencionada por sélo unos pocos laboratorios, prefiriendo la técnica IFAT tanto en Kit como la

desarrollada por los propios laboratorios.

Para esta enfermedad, a igual que en € caso de BKD, existe gran disponibilidad de
técnicas para su diagndstico, debido al gran interés que ha concitado desde su aparicion asociado
a impacto en la produccion. En tiempos recientes, se ha desarrollado mucha investigacion tanto
para su diagnostico como para su prevencion. Por esta razon, los laboratorios de servicio se
mantienen al dia en este aspecto.

Por otra parte, las técnicas de preferencia para la deteccién de Flavobacteria, Aeromonas
y Yersinia por los laboratorios de servicio nacionales son las bioquimicas, a través de las pruebas
bioquimicas en miniatura APl System.

No se redlizan pruebas inmunol 6gicas a excepcion de un laboratorio que declara utilizarla
para e caso de diferenciar Aeromonas salmonicida atipica, redizando € ensayo de la
aglutinacion en portaobjetos

Resulta adecuado emplear solo esta prueba, puesto que la caracterizacién bioguimica llega
a individualizar el género con certeza y una probabilidad menor para la especie. El problema
estaria en la deteccion precoz de la enfermedad que no podria ser detectada a través del
crecimiento de un indculo en medios de cultivo. Esta prueba requiere que la bacteria esté presente
en cierto niumero en el drgano muestreado para que sea detectada por este medio. Y s e objetivo
no es la deteccion de portadores ni conocer la etapa temprana, no hay razén para aplicar métodos
de deteccion maés sensibles.

Una razén puede estar dada por e hecho que los cultivadores se encuentran mas
predispuestos frente a brotes de patdégenos no controlables con terapias, como son los virus y
bacterias intracelulares, que frente a aguellas enfermedades provocadas por patdgenos que tienen
métodos de control y prevencion efectivos. Resulta entonces de mayor relevancia, para los
cultivadores, detectar cuando los lotes de cultivo se infectan y cual es la prevalencia de la

infeccidn, para asi tomar las medidas de resguardo de la produccion.

101



Desde e punto de vista del productor, una enfermedad bacteriana con medidas de
conocidas, no reviste mayor problema ya que existiendo la medicacion adecuada, ésta llevard ala
recuperacion del buen estado de salud del plantel. Diferente debe ser la posicion de un organismo
de vigilancia estatal, el cua debiera estar interesado en la erradicacion y control de toda
enfermedad, evitando €l uso indiscriminado de antibidticos, préctica que puede llegar a ser muy
nociva para e ambiente. Un buen sistema de vigilancia debera llegar a la identificacion especifica
de todos los brotes infecciosos que generen agun problema en los cultivos de organismos
acuaticos, de manera de hacer un seguimiento de ellos y mantener la informacion disponible para

todos los involucrados.

Las técnicas mas utilizada en la actualidad para realizar una identificacion confirmatoria
son aquellas basadas en procedimientos inmunol 6gicos; sin embargo, €l avance de la cienciaen e
desarrollo de procedimientos moleculares para una variedad de patdgenos, permite ir
reemplazando las técnicas inmunoldgicas por las moleculares, gque tienen la ventga de no
necesitar €l crecimiento de los organismos patdgenos, situacion que es necesaria para muchos

patdgenos que no crecen en medios convencionales o bien tienen un crecimiento lento.

Estandarizacion de técnicas

Es imposible unificar los protocolos hasta ahora empleados por los laboratorios
nacionales, debido alareserva de los mismos para sefidlar |os procedimientos que emplean en los

diagnosticos.

Es por esta razdn que hasta no contar con un laboratorio de referencia dependiente del
estado, es conveniente mantener como procedimientos estandares aquellos sefidlados por €
Manua OIE, para las enfermedades que en @ se indican y convenir en e uso de los
procedimientos que aparecen en e Manual Blue Book que contiene los procedimientos estandares
para los laboratorios de USA, ademas de los procedimientos publicados en revistas de difusion

cientifica, para aguellas enfermedades que no se mencionan en los manuales citados.
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Equipamiento e infraestructura

Respecto del equipamiento de los laboratorios, éstos en general estan adecuadamente

equipados para desarrollar las técnicas que usan y cuentan con areas de trabajo especializadas.

En la actudidad la mayoria de los laboratorios estan cambiando y adaptando su
infraestructura y equipos para cumplir con las normas SO 17.025 para laboratorios de ensayo y
calibracion, a fin de optar a la acreditacion a través de Instituto Nacional de Normalizacién
(INN).
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CONCLUSIONES

En genera todos los laboratorios, y en especial los laboratorios que realizan la mayor parte de
las asesorias a la empresa acuicola en relacion a diagnéstico de enfermedades infecciosas,

estdn empleando técnicas de puntay los procedimientos recomendados por O.I.E..

No hay en el pais laboratorios de servicios para e diagnostico de enfermedades de moluscos.
S6lo algunos laboratorios de investigacion desarrollan estudios en patdgenos de estos

organismos.

A pesar que los laboratorios nacionales emplean técnicas de punta, es dificil comparar los
protocolos de las técnicas recomendadas por O.l.E. con las aplicadas en Chile, debido a que
los laboratorios nacionales tienen grandes reservas a momento de sefidlar 1os procedimientos
gue emplean en los diagndsticos, pero analizando la informacién por ellos entregada, es

posible tener unaidea a nivel general de los protocol os empleados.

Un laboratorio de referencia dependiente del estado vendria a unificar inequivocamente los

procedimientos de los laboratorios que pretendan ser acreditados en este sistema.

Los laboratorios de diagnéstico privados estan motivados para lograr la acreditacion por
parte del INN. Para esto, han realizado mejoras y modificaciones de la distribucion de sus
dependencias, han implementado |os criterios de calibracion de los equipos y se encuentran
desarrollando e implementando los protocolos de procedimientos para cada una de las
actividades y técnicas desarrolladas. Esto les permitird poder cumplir fécilmente con los

requerimientos que les imponga un Laboratorio de Referencia.

El Laboratorio de Referencia para Peces puede actuar en forma independiente al Laboratorio
de Moluscos, aln cuando hay paises en los cuales ambos laboratorios funcionan bajo una
misma institucién, como en € caso del CEFAS (U.K). Sin embargo, en paises como Noruega,
el sistema es diferente, existiendo Laboratorios Regionales (estatales) coordinados por un
Laboratorio Central estatal.
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RECOMENDACIONES

Se estima conveniente mantener como procedimientos estandares aquellos sefialados por
e Manua O.L.E. para las enfermedades que en @ se indican y convenir en € uso de los
procedimientos que aparecen en & Manua Blue Book que contiene los procedimientos
estandarizados para los laboratorios de diagndstico en Estados Unidos, ademés de los
procedimientos publicados en revistas de difusion cientifica, para aquellas enfermedades que no

se mencionan en los citados manuales.

Con e fin que los resultados de los andlisis de diagndstico de enfermedades sea
comparable entre laboratorios, se hace necesario que € pais cuente con un organismo autorizado,
es decir un Laboratorio de Referencia Nacional, una de cuyas misiones sea la de actuar como un
centro de desarrollo y estandarizacion de las técnicas relevantes para el diagnostico de las
enfermedades de animales acudticos. Este laboratorio, tal como ocurre en la mayoria de los
paises en los que la acuicultura es una actividad econdémica importante, debe ser financiado por €l

Estado y dependiente de é, de tal forma que se logre laimparcialidad deseada.

Es deseable que todos los laboratorios de servicio logren la acreditacion, por esta razon es
necesario que los que aln no han dado inicio a proceso de acreditacion, lo inicien en € corto

plazo.

Los laboratorios de referencia darén € respaldo necesario a los resultados de los andlisis
obtenidos en los laboratorios acreditados y, por lo tanto, sometidos a todo tipo de regularizacion y
fiscalizacion de sus actividades y procedimientos. De esta manera, |os resultados de los andlisis
redizados en los laboratorios nacionales serdn equivalentes y de acuerdo a estandares

internacional es.

La confianza en los resultados generados en los laboratorios de diagnostico acreditados,
tendré una directa relacion con € nivel de confianza en el laboratorio de referencia nacional, el
cua proveera de los reactivos necesarios para los ensayos, e entrenamiento al personal
encargado de efectuar los mismos y la supervision de los procedimientos en auditorias

sisteméticas, de acuerdo a las pautas designadas.
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El laboratorio de referencia, tanto para salmonidos como para moluscos, debera comenzar
a funcionar en € corto plazo y de a poco podra ir adaptando los procedimientos a los
requerimientos propios de la realidad nacional, de manera de ir validando los métodos y
entregando informacion Util para los laboratorios que trabajan en este ambito. Ademas, tendra la
importante funcion de uniformar las técnicas autorizadas dentro del pais y los equipamientos
adecuados para la redizacion de las mismas. Hasta e momento, esta situacion ha estado
relativamente ausente de la realidad chilena porque los diferentes laboratorios desarrollan las
técnicas que estiman mas adecuadas y |os resultados estén de acuerdo a las limitaciones de cada
método empleado.

Para Chile se debe buscar la mejor combinacion en lo referente a la estructura y ubicacién
geogréfica de los Laboratorios de Referencia de Peces y Moluscos, de tal forma de asegurar que
el Laboratorio de Referencia tenga € nivel técnico y profesiona que logre e reconocimiento y
aceptacion por parte de los laboratorios privados, cuya Unica funcion es la de entregar un servicio
de diagnéstico. En cambio, un Laboratorio de Referencia, tiene como mision evitar la
introduccién y diseminacién de enfermedades de alto riesgo a territorio naciona y entre las

diferentes regiones.
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DE SALMONIDOS Y MOLUSCOS EN CHILE
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INTRODUCCION

En € actua estado de desarrollo de los cultivos acuicolas nacionales, es necesario y
oportuno contar con la informacion mas completa y actualizada sobre los hallazgos de agentes

causantes de enfermedades, realizados por laboratorios nacionales y extranjeros.

Las enfermedades que en la actualidad se presentan en dichos organismos acuaticos, han
sido reportadas a través de diversos medios de difusion cientifica y tecnoldgica y, a partir de
1998, registradas por el programa de vigilancia epidemiolégica desarrollado por el Servicio
Nacional de Pesca (Sernapesca), labor realizada fundamentalmente con los datos de informacién
mensual enviados por |os laboratorios de diagndstico reconocidos por este servicio.

Esta informacion se refiere principalmente a peces salmonidos, puesto que la mayor parte

de los laboratorios de diagnéstico estén asesorando mas estrechamente a esta industria.

Las enfermedades consignadas en documento, son de declaracion obligada a la OIE y/o
sefialadas como peligrosas por la OIE. Ademés se incluyen algunas enfermedades que son de
amplia distribucion y poca selectividad de huéspedes, como Vibrio spp. o V. anguillarum
(Teuber et a., 1990), que han sido reportadas en Mytilus chilensis y salmones coho, sefialando

en su estudio que serian cepas de baja capacidad patogenica.



1. ENFERMEDADESDE SALMONIDOSCULTIVADOS EN EL PAIS

En Chile, e primer incidente documentado de enfermedades afectando a peces
salmonidos, lo realizd Wood (1970), a registrar la presencia de 2 6 3 parésitos y un par de
enfermedades bacterianas en perca trucha, truchas y samones. Wood detectdé ademés, la
Enfermedad Bacteriana del Rifion (BKD), peligrosa enfermedad caracteristica de salmones, la
gue se disemind desde Rio Blanco (V Region), alas pisciculturas de Polcuray Lautaro y a otras
zonas donde se liberaron peces sobrevivientes, constituyendo éste, € primer registro de

introduccion y diseminacion de una enfermedad exdtica Snyder, 1971). Desde entonces, las

enfermedades més importantes, registradas en publicaciones y que han tenido un serio efecto

econdémico para la industria de cultivo de salmones, se listan en e Cuadro A de acuerdo a

orden de aparicion.

CuadroA: Primer registro de enfermedades de Salménidos, de importancia Economica
Afo de Autor y Ailo dela
Aparicion ENFERMEDAD publicacion
1970 Enfermedad Bacteriana del Rifion (BKD). Wood, 1970
Causada por |a bacteria Renibacterium salmoninarum
1984 Necrosis Pancredética Infecciosa (IPN). Mc Allister y Reyes, 1984
1989 Septicemiarickettsia de salmones (SRS) Bravo & Campos, 1989.
Provocada por la bacteria Piscirickettsia salmonis.
1992 Enfermedad Entérica de la Boca Roja (ERMD) Toledo et al.,1992.
Provocada por la bacteria Yersiniaruckeri.
1993 Sindrome del Alevin de la Trucha Arcoiris Bustos et al., 1995.
Provocada por |a bacteria Flavobacter psychrophilus.
1995 Microsporidiosis Bravo, 1996
Causada por € microsporidio Nucleospora salmonis
1995 Furunculosis atipica. Bravo, 2000
Causada por Aeromonas salmonicida atipica.
2000 Mixosporidiosis Chacko et al., 2001

Provocada por Kudoa thyrsites




Enfermedad Bacteriana del Rifion (BKD)

Desde € primer registro en Chile en truchas y salmones de cultivo, realizado por Wood
(1970), esta patologia se ha seguido diagnosticando en forma continua y se ha diseminado
en la medida que ha crecido la distribucién geografica de las zonas de cultivo. En este caso,
el esfuerzo del Estado y de los productores nacionales, ha estado dirigido ala prevencién de
esta enfermedad, aplicando medidas tendientes a la obtencion de progenie libre de este
patdgeno, mediante € conocimiento de la condicién sanitaria de los reproductores. Esta

enfermedad se presenta tanto en agua dulce como en e mar.

Piscirickettsiosis

Causada por un patdgeno intracelular, fue reportada por primera vez por Bravo y Campos
en 1989. En sus inicios fue reportada en samén coho, en agua de mar, provocando
mortalidades cercanas al 90%. Posteriormente se extendid a otras especies de salmonidos
cultivados en Chile, salmon del Atlantico, salmon chinook y trucha arcoiris. Fryer et al., en
1990, aidaron un organismo tipo rickettsial desde salmon coho de agua de mar, € que
posteriormente se identificd como Piscirickettsia salmonis (Fryer et al.1995).

Desde un comienzo, la enfermedad habia sido descrita solo en peces cultivados en agua de
mar, hasta que Bravo (1994) la reporta por primera vez en truchas cultivadas en € Lago
Llanquihue. Gaggero et al. (1995) publican un estudio en que dan cuenta de la primera
aidacion del agente en truchas y salmon coho de agua dulce. En la actualidad, la enfermedad

esta siendo controlada mediante métodos terapéuticos y preventivos.

Necrosis Pancredtica Infecciosa, |PN,

El virus causante de esta patologia fue aidado por primera vez en Chile por Reyes y
McAllister en 1984, en gjemplares de trucha arcoiris en agua dulce, lo que constituye el
primer reporte para Sudamérica. Los autores sugieren gque € virus VR-299 fue introducido
en las ovas de un lote de trucha provenientes de Norteamérica. Posteriormente, en 1996, fue
detectada esta misma cepa VR-299 en una piscicultura de la Region Metropolitana

(Informes técnicos de laboratorio). A partir de 1998 se comienza a reportar en forma

4



frecuente la cepa europea Sp por los laboratorios adscritos a programa de vigilancia de

Sernapesca, 10 que demuestra su amplia distribucion en los cuerpos de agua dulce y en mar.

Flavobacteriosis (RTFS)

Sindrome del alevin de trucha arcoiris, cuya primera aisacion fue reportada por Bustos et al.
en 1995. Es una enfermedad de dificil control, especialmente en juveniles debido a que no
responden a los tratamientos comunes con antibiéticos. En la actualidad, es comin observar
reportes de Flavobacterium psychrophylum en los informes de los laboratorios adscritos a

sistema de vigilancia de Sernapesca.

Microsporidiosis

Patologia causada por € microsporidio Nucleospora salmonis, fue reportada por Bravo en
1996 en los lagos Rupanco y Llanquihue, causando mortalidades de alrededor del 90%.
Actualmente, esta enfermedad ha sido reportada frecuentemente por los laboratorios del
sistema de vigilancia de Sernapesca. Se trata de una enfermedad de dificil o nulo control

dadas sus caracteristicas de organismo intracelul ar.

Furunculosis atipica,

Enfermedad de reciente aparicion en el pais, es considerada dentro de las enfermedades de
importancia por tratarse de un problema creciente para la acuicultura en Chile, debido a las
importantes pérdidas producidas en € cultivo del salmoén del Atlantico. Una revisién
realizada por Bravo en e 2000, indica que la enfermedad ha sido diagnosticada en Chile
desde 1995 desde agua de mar, siendo endémica de éreas especificas.

Esta enfermedad es facilmente controlada con antibidticos y en otros paises se cuenta con

vacunas comercia mente disponibles para su prevencion.

Por otra parte, los patdgenos que han sido reportados, desde € inicio del programa de
vigilancia de patologias de organismos acuéticos impulsado por Sernapesca hasta la fecha, se
listanen e Cuadro B. Lamayoria de ellos se caracteriza por estar distribuidos en todas las éreas

en donde se cultiva el salmon.



CuadroB: Patégenos de salménidos actualmente presentes en Chile registrados por

Sernapesca

PATOGENOS

ESPECIE HUESPED

Bacterianos

Necrosis Pancréatica Infecciosa ()
Leucosis linfloblastica

Renibacterium salmoninarum Todos salmonidos
Piscirickettsia salmonis O. mykiss, O. Kisutch, S. salar
Flavobacterium spp. O. mykiss, O. Kisutch, S. Saar
Flabobacterium columnare O. mykiss, S. Saar
Flavobacterium psychrophilum O. mykiss, O. Kisutch, S. Salar
Flexibacter maritimus O. mykiss, O. Kisutch
Flavobacterium aqualitis O. mykiss, S. Sdar
Flavobacterium hutchinsonii O. kisutch

Yersiniaruckeri O. mykiss, O. Kisutch, S. Salar
Vibrio spp O. mykiss, O. Kisutch, S. Salar
Aeromonas spp. O.mykiss

Aeromonas hydrophila 0. mykiss, S. Sdlar
Aeromonas salmonicida atipica S.sdar

Pseudomonas spp. O. mykiss, S. Sdar
Pseudomonas aeruginosa O.kisutch

Sreptoccus spp S sdar

Enterococcus sp. Ssdar

Virales

O. mykiss, O. Kisutch, S. salar
O.kisutch

Protozoarios

| chtyobodo necatriz S. sdar

| chthyophtirius multifilis S. sdar

Chilodonella spp. S. sdar

Hexamita spp. O.mykiss, O. Kisutch
Microsporidium spp. O.mykiss
Nucleospora salmonis Todos |os salmonidos
Kudoa Ssdar

Crustéceos

Caligus spp Todos los salmonidos
Ergasilus sp. Ssaar

Cerathotoa S.salar

Fuente: Programade Vigilancia Epidemiologica en Acuicultura de Sernapesca

(Informes Julio-Diciembre 1998, Enero-Junio 1999, Agosto-Diciembre 1999 y

Enero-Junio 2000).




Cuadro C: Enfermedades de Salmonidos cultivados en Chile, registrados en publicaciones

nacionales e inter nacionales, por Agente

AGENTE ENFERMEDAD REFERENCIA
VIRUS > Necrosis Pancreética lnfecciosa (IPN) || McAllister & Reyes, 1984
» Necrosis Eritrocitica Vira (VEN) Reyes & Campalans, 1987
» Anemialnfecciosade Samoén (ISA) Kibenge et d., 2001
BACTERIAS » Renibacter salmoninarum (BKD) Wood, 1970
» Piscirickettsia salmonis (SRS) Bravo & Campos, 1989
» Yersiniaruckeri (ERM) Toledo et al., 1992
> Flavobacter psychrophilus (RTFS) Bustos et al., 1995
» Aeromonassalmonicida atipica Bravo, 2000
» Aeromonas hydrophila Septicemia por
aeromonas matiles (MAYS) Reyes, 1983
» Flexibacter columnaris (Columnaris)
» Pseudomonas spp. (Septicemia Reyes, 1983
hemorrégica) Reyes, 1983
>
PROTOZOOS > Ichthyophthirius multifilis Bravo, 1987
» Trichodina sp. Reyes, 1983
Bravo, 1987
» Chilodonella cyprini. Reyes, 1983
Bravo, 1987
» Ichthyobodo necatriz Reyes, 1983
» Hexamitasp. Bravo, 1987
» Nucleospora salmonis Bravo, 1996
» Kudoa thyrsites. Chacko et a. 2001
PARASITOS » FErgasilosis Reyes, 1983
Bravo 1987
» Argulus Bravo, 1988
» Caligus Reyes & Bravo, 1983
» Ceratothoa gaudichaudii Bravo, 1988
> Hepatoxylon trichiuri Reyes, 1982
» Hysterothylaciumaduncum (Nematoda) || Gonzalez, 1998
HONGOS » Saprolegnia sp. Reyes, 1983




2. ENFERMEDADESDE MOLUSCOSEN CULTIVO EN EL PAIS

En moluscos, € conocimiento de las enfermedades que afectan su cultivo esta menos
desarrollado que en el caso de los peces; en parte, esto se debe a que es un area poco estudiada
en lamedicina animal (Elston, 1994).

El primer reporte de enfermedad en moluscos en €l pais, aparece en la publicacion de
Mix & Breese (1980), donde se documenta la aparicion del desorden proliferativo celular en
odtras de Chiloé. Un listado de las enfermedades cuya aparicion en Chile se ha publicado, se

muestran en el Cuadro D.

CuadroD: Primer registro de enfermedades de M oluscos, de importancia econémica
Afo de Autor y Ailo dela
Aparicion ENFERMEDAD publicacion
1995 Trasmision vertica de bacterias del género Pseudomonas | Riquelme et al., 1995

Moraxelasy Vibrios en cultivos larvales de Ostiéon del
Norte (Argopecten purpuratus).

1998 Neoplasiaen Mytilus chilensis Campalans et al., 1998
1999 Neoplasiaen Tiostrea. chilensis Rojas et al., 1999

1999 || Anomalias celularesen larvas de Cassostrea gigas. Gonzdez et al., 1999
2000 Parasitosis hemocitica en ostra chilena Campalans et al., 2000

El conocimiento de las enfermedades que afectan a los moluscos de cultivo estd menos
desarrollado que en € caso de los samonidos. Los registros de parésitos en poblaciones
naturales. Carvaja (1988), Oliva et a. (1986) y € reporte del desorden proliferativo celular en
ostras de Chiloé realizado por Mix y Breese en 1980, dan inicio a conocimiento de los
problemas sanitarios en moluscos de bancos naturales. Posteriormente, Riquelme et al. (1995)
inicia la publicacién de la investigacion redlizada en problemas bacterianos de los cultivos

|arvales del ostion del norte.



El primer estudio referido al estado sanitario de moluscos de cultivo que contempla
larvas, juveniles y adultos, se realizd mediante e proyecto FIP 95/32 gecutado por la
Universidad Catélica de Valparaiso y permitié conocer los problemas patoldgicos de siete
especies de cultivo en la X regidon y una de la IV region del pais. Para la detecciéon de las
anormalidades se realizaron cortes histologicos, los cuaes permitieron la observacion de siete
condiciones patol 6gicas (Campalans et al. 1997). En la ostra chilena (Tiostrea chilensis) fueron
detectados dos tipos de protozoos, uno en la glandula digestiva y € otro en manto, tabulos
digestivos y branquias; ninguno de ellos provocaba reaccion del huésped ni dafio en células. En
esta misma especie se registraron, ademas, otras dos anomalias, una sefialada como proliferacion
anormal del tgjido de glandula digestiva (neoplasia) y la otra corresponderia a una alteracion de
los hemocitos, Ilamada parasitosis hemocitica; ninguna de ellas asociada a signos externos ni

internos.

El ostién del norte (Argopecten purpuratus) fue la Unica especie que presentd signos
asociados a la condicion descrita, tales como retraccion del manto y destruccion de la valva. Se

describe a un protozoo tipo Ascetospora como el causante de esta patologia.

El chorito de cultivo (Mytilus chilensis) presentd dos anomalias, una de ellas descrita
como neoplasia hemocitica afectando, a tgjido digestivo y manto, y la otra se describe como una
parasitosis hemocitica, afectando a células sanguineas. En ninguna de estas dos anomalias los
individuos afectados presentaron signos o mortalidades asociadas. También para esta especie se
describe un protozoo dentro de las células epiteliales de los tdbulos digestivos, aunque no se

observo ningun dafio atribuido a protozoo.

En la ostra japonesa (Crassostrea gigas) se observaron plasmodios semejantes a los que
presentan los protozoos haplosporidios en células epiteliales de manto, branquias, glandula

digestiva y gonadas. Tampoco fue posible asociar dafio en las células o signos externos en los



individuos que presentaron esta condicion. Las larvas de esta especie presentaron dos tipos de
anomalias; una de ellas descrita como esferas gastrointestinales y la otra, como cuerpos

electrodensos en las células ciliadas del velo.

Posteriormente, a partir de los descubrimientos de este primer catastro de enfermedades
de moluscos de cultivo, fueron publicados los trabajos de la descripcion de la neoplasia en
Mytilus. chilensis (Campalans et a., 1998) y en Tiostrea. chilensis (Rojas et al., 1999), e trabgo
de la descripcion de las anomalias en ostra japonesa (Gonzalez et a, 1999) y € trabagjo sobre la

parasitosis hemocitica en ostra chilena (Campalans et al., 2000).

Por otro lado, como se puede apreciar en Riquelme et a. (2000), los estudios de las
bacterias en cultivo de larvas del ostion del norte han sido conducidos hacia la investigacion de

probi6ticos para mejorar la supervivencia de esta etapa del desarrollo del ostion.

CuadroD: Enfermedadesy agentes patdgenos de moluscos cultivados en Chile,

registrados en publicaciones nacionales e inter nacionales, por agente

Agente Enfermedad Referencia
» Pseudomonas, Moraxelasy Vibriosen | Riguelmeet al., 1995
BACTERIAS cultivos larvales de Ostion del Norte
» Vibriosen Argopecten purpuratus Chavez et al., 1994.
» Aeromonas hydrophilay Vibrio Riquelme et al., 1996

alginolyticus asociados a larvas de
Argopecten purpuratus

» Vibrio anguillarum en tracto digestivo | Vid et al., 1988
de Mytilus chilensis

PROTOZOOS » Parasitosis hemocitica (tipo Bonamia) | Campalans et al., 2000
en ostra chilena
> Edotea magellanica cunningham Jaramillo et al., 1981
PARASITOS (Isopoda Vavifera) en Mytilus
chilenss.

» Alga Coccomyxa parasiticaen Mytilus | Gray et al., 1999
edulis chilensis
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» Neoplasiaen Tiostrea chilensis Mix &Breese, 1980
ORIGEN Rojas et al., 1999
INCIERTO

» Neoplasiaen Mytilus chilensis Campaans et al., 1998

» Edferas gastrointestindesen larvasde | Gonzédlez et al., 1999
Crassostrea giges.

> Cuerpos electrodensos en velo de larvas | Gonzalez et al., 1999
de Crassostrea gigas.
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Encuesta a L abor atorios Nacionales de Servicios.

TECNICASDE DIAGNOSTICO EN ENFERMEDADESDE SALMONIDQOS,
MITILIDOS, PECTINIDOSY OSTREIDOS.

I.- ANTECEDENTES GENERALES DEL LABORATORIO

Nombre del Laboratorio:

Direccion:

Nombre de la persona que responde:

Cargo:

NuUmero de Administrativos que trabajan en el Laboratorio

I1.- ESPECIALIDAD

[1.1.-Marque con una X la(s) especialidad(es) de su Laboratorio en el diagndstico de enfermedades
de organismos acuéaticos.

Especialidad por Patdgeno
Virologia| Bacteriologia | Parasitologia| Micologia

Especialidad por Técnica
Moleculares | Histologicas | Inmunoldgicas | Bioquimicas | Otras

I1.2.- Indique los afios de experiencia del Laboratorio, en €l diagndstico de:

Salmoénidos
Mitilidos- Pectinidos- Ostrédos
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[1.3.- Para cada uno de los profesionales que trabgan en su Laboratorio, indique € titulo
profesiona y afos de experienciaen el diagnéstico de enfermedades, segun especialidad*:

*B = Bacteriologia
P = Parasiologia

V =Virologia
| = Inmunologia

M = Micologia
H = Histopatologia

Titulo Profesional

ARos de experiencia en
diagnostico de peces

Afos de experiencia en
diagnéstico de moluscos

B

V

M

P

H{B|V M| P]|I

H

I1.4.- Para cada grupo de especies, marque con una X, la o las etapas de desarrollo que son
examinadas por su Laboratorio:

Salmoénidos

Etapas de desarrollo

Ova

Alevin

Pre-smolt

Smolt

Adulto

Mitilidos-Ostr édos-Pectinidos

Etapas de desarrollo

Larva

Adulto




1%\ Universidad Catdlica Universidad Austral
/5/ deValparaiso de Chile

[11.- TECNICAS DE DIAGNOSTICO

[11.1.- Marque con una X, las técnicas que utiliza su Laboratorio para el diagnéstico presunto (P)
o confirmatorio (C) de los diferentes tipos de patdgenos, en Salménidos

Microscopia Optica

Microscopia Electrénica

Tincion GRAM

Tincion Giemsa

Pruebas bioquimicas

Aislamiento en Lineas
Cdulares

Seroneutralizacion

Inmunofluorescencia

PCR

Inmunaobl ot

Aglutinacion

ELISA

I nmunodifusién

Otras (especifique):

[11.2.- Indique lalinea celular que usted utiliza para el aislamiento de los patdgenos sefialados

BF-2 | CCO | CHSE-214| RTG-2 EPC SHK-1 | Otras

IPN

Rickettsias

IHN

ISA

Otro (especifique):
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[11.3.- Marque con una X, las técnicas que utiliza su Laboratorio parael diagnéstico presunto (P)
o confirmatorio (C) de los diferentes tipos de patdgenos, en Mitilidos, Pictinidosy Ostréidos.

Microscopia Optica

Microscopia Electrénica

Tincion GRAM

Tincion Giemsa

Tincién Hemacolor

Pruebas bioquimicas

Inmunofluorescencia

PCR

Aglutinacion

Histol 6gicas

Otras (especifique):
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V.- EQUIPAMIENTO

IV.1.- Marque con una X, los equipos que posee su Laboratorio para € diagnostico de
enfermedades de organi smos acuéticos:

Equipamiento

Autoclave

Balanza analitica

Balanza granataria

Balanza precision

Bafo Termoregulable (Bafio Maria)

Camara de flujo laminar vertical

Cémara Polaroid

Camara flujo laminar horizontal

Centrifuga refrigerada

Centrifuga comun

Centrifuga de plancton

Centrifuga de Ependorff

Aparato de Electroforesis horizontal

Aparato de Electroforesis vertical

Aparato de Western blot

Destilador

Freezer

Horno Pasteur (Estufa esterilizacion)

Incubador

Incubador de temperatura controlada

Lector de ELISA

Microscopio de contraste de fase

Microscopio de epifluorescencia

Microscopio electronico

Microscopio estereoscopico (lupa)

Microscopio invertido

Microscopio Optico

Micrétomo

PHmetro

Refrigerador

Termociclador

Transiluminador

Espectofotometro

Micropipetas gjustables

Agitador magnético

Homogeneizador de tejidos

Vortex
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IV.2.- Paralos agentes que se listan a continuacion anote una C s alguna vez, su Laboratorio lo ha
diagnosticado en forma confirmatoriay una P s € diagndstico ha sido solo presunto.

ESPECIESDE SALMONIDOSEN CULTIVO

Samoén Samoén Trucha | Samoén Otras
AGENTE Coho del Arcoiris | Chinook | (indiquela)
Atlantico

Renibacterium salmoninarum
Piscirikettsia saimonis
Flavobacterium spp.
Favobacterium columnare
Flavobacterium psychrophilum
Flexibacter maritimus
Havobacterium aqualitis
Flavobacterium hutchinssonii
Yersinia ruckeri

Vibrio spp.

Aeromonas spp.

Aeromonas hydrophila
Aeromonas salmonicida atipica
Pseudomonas spp.
Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus spp.
Streptococcus fecdis
Enterococcus sp.

Necrosis pancredtica infecciosa (1PN)
Anemiainfecciosa del sailmon (ISA)
Leucosis linfloblastica
Ichthyobodo necatriz

| chthyophthirius multifiliis
Chilodonella spp.

Hexamita spp.

Microsporidium spp.
Nucleospora samonis

Kudoa sp.

Cdligus spp.

Ergasilus sp.

Cerathotoa

Trichodina sp.

Otros agentes (especificar)

Si algunavez su laboratorio ha diagnosticado enfermedades de origen desconocido andtelas:
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IV.3.- Paralos agentes que se listan a continuacion anote una C si alguna vez, su Laboratorio 1o ha
diagnosticado en forma confirmatoriay una P s € diagnéstico ha sido sdlo presunto.

ESPECIE DE MOLUSCOSEN CULTIVO

AGENTES Ostion
del
Norte

Ostra
Japonesa

Ostra
Chilena

Choro
Zapato

Chorito

Cholga

Otras
(indiqueld)

Vibrio alginolyticus

Vibrio paraha molyticus

Vibrio vulnificus

Vibrio anguillarum

Vibrio ordalii

Pasteurella piscicida

Pasteurella sp.

Aeromonas hydrophila

Pseudomonas sp.

Moraxella sp.

Enterobacter sp.

Polydora spp.

Bonamia like

Protozoos ciliados externos

Protozoos ciliados internos

Si alguna vez su Laboratorio ha diagnosticado enfermedades de origen desconocido anételas:

V.- INVESTIGACION Y PERFECCIONAMIENTO

V.1.- En los Ultimos 3 afios, su Laboratorio, ¢ha estado vinculado a Proyectos de Investigacion, ya
sea de financiamiento propio o externo?

[Si Indique:

Nombre del Proyecto

Fuente de Financiamiento

|N0




V.2.-En los Ultimos 3 afios, su Laboratorio, ¢ha apoyado actividades de perfeccionamiento para su

persona ? Marque con una X o que corresponda.

Si

No

V.3.- Enlos ultimos 3 afos, ¢El personal de su Laboratorio, ha asistido o asiste, a cursos de

Universidad Austra
de Chile

perfeccionamiento y/o pasantias? Marque con una X o que corresponda.

Si | Indique:

Nombredela actividad

Afo

Especialidad del asistente

No|

V.4.- En los ultimos 3 afos, ¢se han presentado trabajos generados en su Laboratorio, en eventos
cientificos (smposios, talleres, etc.), nacionales o internacionales?. Marque con una X 1o que

corresponda.

Si Indique:

Nombre del trabajo

Evento

ARo L ugar
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VI.- ESPACIO FISICO

V1.1.- En € siguiente cuadro, enumere |as salas con que cuenta su Laboratorio para el diagndstico
y, para cada una de dichas salas, indique las &reas a que son destinadas, utilizando los
codigos de la siguiente lista:

a) Lavado €) Histologia i) Camarafria
b) Esterilizacion f) Cultivos Celulares j) Oficinas
¢) Necropsa g Biologia molecular k) Procesamiento de muestras virales
d) Microscopia h) Bioensayos [) Otros
Ejemplo:
[Salas [Areas |
1 atb+c
2 ]

V1.2.- Su Laboratorio ¢ha establecido convenios de "asistencia técnica con laboratorios Y/o
expertos internacional es?

-— Identifiquelos

V1.3.- Indique la periodicidad con que su Laboratorio ha recibido visita de expertos, en los Ultimos
3 aflos. Margue con una X o que corresponda.

Observaciones:
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Encuesta a L aboratorios de Investigacion
Proyecto FIP 2001/09
TECNICASDE DIAGNOSTICO EN ENFERMEDADES DE SALMONIDOS,
MITILIDOS, PECTINIDOS Y OSTREIDOS,

I.- ANTECEDENTES GENERALES DEL LABORATORIO

I nstitucion:

Direccioén:

i

Nombre del responsable del Laboratorio:

Titulo Y/o Grado Académico del responsable:

I1.- ESPECIALIDAD

[1.1.- Marque con una X la(s) especiaidad(es) de su Laboratorio en lainvestigacion de
enfermedades de organismos acuéticos.

Especialidad por Patdégeno
Virologia| Bacteriologia | Parasitologia| Micologia

Especialidad por Técnica
Moleculares |Histolégicas | Inmunoldgicas | Bioguimicas | Otras

I1.2.-Indicar los afios de experiencia del Laboratorio, en lainvestigacion de:

Salmoénidos
Mitilidos- Pectinidos- Ostreidos
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I1.3.- Para cada uno de las personas que trabajan en su Laboratorio indique € titulo

profesional ¥/o grado académico, y afios de experiencia en investigacion, segin

especialidad*:

*B = Bacteriologia

P = Parasiologia

V =Virologia
| =Inmunologia

M = Micologia
H = Histopatologia

Titulo Profesional

Afios de experienciaen

diagnéstico de peces

B

V

M

P

H

i
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[11.- EQUIPAMIENTO

[11.1.- Marque con una X, los equipos que posee su Laboratorio para lainvestigacion de
enfermedades de organi smos acuaticos:

Equipamiento

Autoclave

Balanza andlitica

Balanza granataria

Balanza precision

Baro Termoregulable (Bafio Maria)

Camara de flujo laminar vertical

Cémara Polaroid

Camara flujo laminar horizontal

Centrifuga refrigerada

Centrifuga comun

Centrifuga de plancton

Centrifuga de Ependorff

Aparato de electroforesis horizontal

Aparato de electroforesis vertical

Aparato de Wester blot

Destilador

Freezer (-80)

Freezer (-20)

Horno Pasteur (Estufa esterilizacién)

I ncubador

Incubador de temperatura controlada

Lector de ELISA

Microscopio de contraste de fase

Microscopio de epifluorescencia

Microscopio electronico

Microscopio estereoscopico (lupa)

Microscopio invertido

Microscopio Optico

Micrétomo

PHmetro

Refrigerador

Termociclador

Transiluminador

Espectof otometro

Micropipetas gjustables

Agitador magnético

Homogeneizador de tejidos

Vortex

Rollex

Secuenciador

HPLC
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[11.2.- Indique cual (es) de |os siguientes patégenos de Salmoénidos, han sido estudiados
en su laboratorio

PATOGENOSESTUDIADOS

TECNICA UTILIZADA BKD SRS RTFS PN IHN | Vibrios Otros
(indiquel o)

Histoldgica:

- Clasica

- Histoquimica

- Inmunohistoquimica

Microbiologicas:
- Pruebas bioguimicas

I nmunol égicas:
- |I/IDIFAT

- ELISA

- Inmunodifusion

- Radioinmunoensayo

- Aglutinacion

- Neutralizacién

- Dot Blot

-  Western Blot

- Fijacién complemento

- Inmunoe€lectroforesis

Moleculares:
- PCR

- Hibridacion

- Secuenciamiento

- North Blot

- Southern Blot

Otras:
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[11.3.- Indique cudl(es) de los siguientes patdgenos de Moluscos, han sido estudiados en

su laboratorio
PATOGENOSESTUDIADOS
TECNICA UTILIZADA Virus Bacterias | Protozoos | Hongos Otros
(indiguelo)
Histoldgica:
- Clasica
- Histoquimica

- Inmunohistoquimica

Microbiologicas:
- Pruebas bioguimicas

I nmunol égicas:
- |/IDIFAT

- ELISA

- Radioinmunoensayo

- Aglutinacion

- Dot Blot

-  Western Blot

- Fijacion complemento

M oleculares:
- PCR

- Hibridacion

- Secuenciamiento

- North Blot

- Southern Blot

Otras:
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V.- INVESTIGACION Y PERFECCIONAMIENTO

IV.1.- Haga un listado con la(s) linea(s) de investigacion principa y sus derivadas en
gue se desarrolla su Laboratorio

Linea de I nvestigacion Principal Lineasderivadas

1-

IV.2.- En los Ultimos 3 afos, e personal estable de su Laboratorio, ¢ha estado
vinculado a Proyectos de I nvestigacion concursable?

Nombre del Proyecto Fuentede Nivel de
Financiamiento Responsabilidad

LSi|

No

IV.3.- En los ultimos 3 afios, ¢El personal de su Laboratorio, ha asistido a cursos de
perfeccionamiento y/o pasantias?

S | Nombredelaactividad | Afo Especialidad del asistente
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IV.4.- En los ultimos 3 afios, ¢se han presentado trabajos generados en su Laboratorio,
en eventos cientificos (simposios, taleres, etc.), nacionales o internacionales?.

Marque con una X |o gque corresponda.

|Si Indique:

Nombre del trabajo

Evento

L ugar

|N0

IV.5.- En los dltimos 3 afios, ¢se han publicado trabajos generados en su Laboratorio?.

Marque con una X lo que corresponda.

|Si Indique:

Titulo

Autor

Afo

Revista

|No

IV.6.- Indique la periodicidad con que su Laboratorio ha recibido visita de expertos, en
los Ultimos 3 afios. Marque con una X |o que corresponda.

Nunca

Unavez al afio

Dos veces al ano

Otra frecuencia (especifique)
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V.- ESPACIO FISICO

V.1.- En € siguiente cuadro, enumere las salas con que cuenta su Laboratorio y, para
cada una de dichas salas, indique las areas a que son destinadas, utilizando los
codigos de la siguiente lista:

a Lavado €) Histologia i) Cémarafria
b) Esterilizacion f) Cultivos Celulares j) Oficinas
c) Necropsa g Biologia molecular K) Procesamiento de muestras viraes
d) Microscopia h) Bioensayos ) Otros
Ejemplo:
Salas | Areas
1 atb+c
2]

Salas | Areas

Obser vaciones:
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PRESENTACION

El presente Manual ha sido estructurado en dos secciones de contenidos, constituyendo
cada uno de ellos un manua completo dedicado a un tipo de organismo. Es asi como en la
primera seccion se describen los procedimientos para €l diagnéstico de enfermedades de

salmonidos y, en la segunda, los procedimientos para e diagnostico de las enfermedades de
moluscos.

En cada uno de €ellos, se comienza con la descripcion de los procedimientos de muestreo
de los organismos en cultivo, continuando con el detalle de las técnicas de diagnostico de uso
rutinario y se finaliza con los procedimientos de diagndstico especificos para las enfermedades
denominadas de importancia en la produccién de los organismos de cultivo.



SECCION 1

MANUAL DE TECNICASDE DIAGNOSTICO DE
ENFERMEDADESDE SALMONIDOS
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INTRODUCCION

El presente manual es una recopilacion bibliogréfica que reline una gama de técnicas y
procedimientos ampliamente usados en la deteccidén de los principales agentes patdgenos de
peces del pais que ha sido complementada con el aporte de algunos laboratorios nacionales que

realizan diagndstico en organismos acuaticos de cultivo.

Se ha empleado como modelo y base & manua de diagnostico de la OIE (version 2000),
mundialmente aceptado como manua de procedimientos para la deteccién e identificacion de
algunos patdégenos de peces, moluscos y crustéceos. Las técnicas que no aparecen en €
mencionado manual, han sido extraidas de Fish Health Blue Book (Thoesen, 1994) y de

publicaciones cientificas especializadas.

En este documento, que se ha organizado en tres partes, se describen las técnicas de
diagndstico de las principales enfermedades que estén presentes en |os salmonidos cultivados en
el paisy que tienen un impacto econémico importante. En su primera parte, se describen los
procedimientos que se deben tener en cuenta para obtener las muestras que han de andlizarse. En
la segunda parte, se presentan los procedimientos generales para el diagndstico de enfermedades
viraesy, especificamente, se describen los procedimientos utilizados para la deteccion de IPN e
ISA. Latercera parte corresponde a los procedimientos para la deteccidn de bacterias, por lo que
se describen los procedimientos para Renibacterium salmoninarum, Piscirickettsia salmonis,
Yersinia ruckeri, Flavobacter psychrophilusy Aeromonas salmonicida atipica. La cuarta parte se
refiere a parassitos, incluidos Kudoa thyrsites y Nucleospora salmonis. En la parte final de este

Manual, se describen los procedimientos para deteccion de hongos.



. PLAN DE MUESTREO Y NECROPSIA

l.1. Plan de muestreo

El primer paso en lainvestigacion de enfermedades es identificar 1a poblacion o lote bagjo
estudio, entendiendo por lote a un grupo de peces de la misma especie y edad, que comparten la
misma fuente de agua'y que se originaron de un desove discreto.

El lote o poblacion de peces a investigar, puede o0 no presentar sintomatologia de la
enfermedad. Es decir, un lote puede ser sintomatico (clinicamente enfermo) o asintomatico y, en
cada caso, € numero de peces (tamafio de la muestra) necesarios para identificar € patdgeno es
diferente. En cualquier caso, los peces deben ser tomados al azar y estar vivos a momento de la
colecta

Para lotes de peces que exhiben signos clinicos, se requiere una muestra de al menos 10

peces moribundos 0 que muestren sintomas.

Para lotes asintomaticos, la muestra debe ser de un tamario tal que garantice con un nivel

de confianza y un nivel de incidencia determinados, que los especimenes infectados seran

incluidos entre los peces muestreados. Debido a que |0 més habitual es considerar un 95%

de confianza y asumir niveles de incidencia de la enfermedad de 2, 5 6 10 %, la Tabla |

presenta los tamafios de muestra minimo para dichos casos, considerando distintos

tamafnos poblacionales.

Por otra parte, € plan de muestreo también se rige por € tamafio y nimero de unidades de
crianza en los cuales se mantienen los peces de cada lote. Si 10s peces se encuentran en mas de
una unidad de crianza, en cada una de ellas deben tomarse submuestras de tamafos

aproximadamente iguales.



Tablal: Tamafio de muestra minimo para encontrar un especimen infectado, con un
95% de confianza, por Porcentaje de Incidenciay Tamaro Poblacional.

PORCENTAJE DE INCIDENCIA DE LA
ENFERMEDAD

TAMANO POBLACIONAL 2% 5% 10%
50 50 30 20
100 80 25
250 110 50 25
500 130 55 30
1000 140 55 30
2500 145 60 30
5000 145 60 30
>=10000 150 60 30

Fuente: Austin, B. y B.A. Austin (Eds.) 1991.

Si los peces no pueden transportarse vivos a laboratorio, se debe realizar la necropsia 'y
obtener las muestras para andlisis, las cuales deben ser almacenadas en bolsas plasticas selladas,

rotuladas y mantenidas en hielo.

l.2. Necropsia1

[.2.1. Condicionesde Asepsia
Para los procedimientos de necropsia, existen 4 niveles de exigencia aséptica para las
muestras que seran obtenidas desde cada pez, los cuales estan determinados por € uso que se le
daré a dichas muestras.
i) Las muestras para aislamiento de patdgenos bacterianos, se deben colectar asépticamente
para ser dispuestas en medios para crecimientos bacteriol 6gicos.
i) Las muestras para virologia que van a ser inoculadas en cultivos celulares y que son

descontaminadas antes de la siembra en células, no requieren una manipulacion aseptica,

1 Adaptado de Thoesen, 1994.



pero deberan ser colectadas 1o mas limpiamente posible para reducir la posibilidad de
contaminacion.

i)  Lasmuestras parainmunodeteccién de patdgenos bacterianos por la prueba del anticuerpo
fluorescente, no necesitan ser colectadas asépticamente, aunque es recomendable evitar la
contaminacion con €l contenido intestinal y € aimento para reducir las reacciones
cruzadas por bacterias contaminantes.

iv) Las muestras para deteccion de parésitos y pruebas moleculares no requieren ser

colectadas en condiciones de asepsia.

.2.2. Embalajey Transporte2

En general, las muestras deben ser transportadas a 4°C. Se debe evitar congelarlas.

L os tubos que contienen muestras de tejido para examen virolégico o andlisis de RT-PCR,
se colocan en contenedores individuales (por gemplo cgas de poliestireno gruesas) con
suficiente hielo o blogues de hielo para asegurar el enfriamiento de las muestras entre 0y 8°C. Se
debe evitar congelarlas. Sélo en circunstancias excepcionales, las muestras para RT-PCR pueden
ser congeladas instanténeamente y transportadas al |aboratorio a—20°C 0 menos.

Los portaobjetos para IFAT se colocan en contenedores de portaobjetos con suficiente
desecante para mantener las impresiones de tgjido secasy frias.

Si los tgjidos de peces son transportados en solucion fijadora para examen histoldgico,
deben ser enviadas en tubos herméticos, colocados en contenedores resistentes a impacto, tales
como cgjas de poliestireno de paredes gruesas.

Los peces enteros pueden ser transportados a laboratorio, cuidando de mantener la
temperatura baja, se deben envolver en papel absorbentey embalar en bolsas plésticas.

Para andlisis de PCR de tgjidos preservados en RNA later, la extraccion de ARN se debe
realizar dentro del tiempo indicado en la Tabla Il, segun la temperatura de almacenagje de las

muestras.

2 Adaptado de Thoesen, 1994.



Tablall: Tiempo maximo para la extraccion de ARN, utilizando RNA later como medio de
transporte, por Temperatura de Almacenaje

TEMPERATURA TIEMPO MAXIMO
37°C 1dia
25°C 1 semana
4°C 1 mes
-20°C | ndefinidamente




1. ENFERMEDADES VIRALES

[1.1. PROCEDIMIENTOS GENERALES

[1.1.1. Procedimiento para obtencién de muestras virales

Lostgidos utilizados en los andlisis viraes, dependen del tamarfio y etapa de vida del pez,

como se muestraen laTabla lll.

Tablalll: Teidosa analizar por Longitud/Madurez del pez
Longitud/Madurez Tegido
Menos de 4 cm. Pez completo (sin saco vitelino)
4a6cm. Todas las visceras (incluyendo rifiones)
Més de 6 cm. Rifiones, bazo.
Sexua mente Maduros Fluido ovarico (FO), rifiones, bazo.

Las muestras se pueden agrupar para que e numero de unidades de ensayo resulte
préctico.
No se debe combinar mas de cinco peces para formar un grupo o pool

<+ No se debe mezclar fluido ovérico con fluido seminal en un mismo pool.
El FO de hembras maduras se debe procesar separadamente de las muestras viscerales.

« También se puede redizar € andlisis solo con € FO, sn matar a las hembras
reproductoras.

+ Los exdmenes virolégicos se deben comenzar 1o mas rgpido posible, no més ala de 48

horas después de colectar las muestras



Obtencion de muestras desde reproductor es (0 hembras madur as)

Con unajeringade 5 mL sin aguja, obtener ImL de FO durante el desove de una hembra
Repetir la operacion utilizando recipientes separados para la colecta de los huevos, hasta
completar un maximo de 5 hembras para formar € pool de FO.

Mezclar por inversion varias veces.

Tapar la jeringa, rotular s es necesario y colocarla en un recipiente con hido o

mantenerlo a 4°C hasta el momento de su procesamiento.

Obtencion de muestras desde tejidos

Redlizar la diseccion del pez en condiciones asépticas adecuadas de acuerdo al andlisis.

Cuando se procesa un mismo lote no es necesario desinfectar |0s instrumentos y equipos que se

utilicen.

)

ii )

Con un bisturi limpio y desinfectado, cortar un trozo de rifibn medio de aproximadamente
0,5 cn? y colocar en un recipiente adecuado a volumen de solucién de mantencion que
seusara.

Cortar un trozo de bazo correspondiente a 1/3 del trozo de rifion. Extraer €l bazo entero
cuando éste sea menor a 1 cnt

Colocar los tegjidos obtenidos dentro de un recipiente limpio y desinfectado (resultan
adecuados |os recipientes para muestras de orina), conteniendo solucion salina tamponada
(PBS 0 HPBS, pH 7,4 — 7,6), 0 medio de cultivo celular. Opcionamente y tomando en
cuenta € tiempo que se requerira para € transporte, se puede agregar al medio de
transporte los antibidtico gentamicina (1000 ng/mL) o penicilina (800 Unidades
Internacionales [IU]/mL) / estreptomicina (800 ng/mL). Se puede incorporar, ademas, un
compuesto antimicotico como Mycostatinad o Fungizonad a una concentracion final de
400 IU/mL. Se recomienda agregar suero o albimina (5-10%), para estabilizar €l virus, si
el transporte excede a 12 horas.

Utilizar como medio de transporte aproximadamente 4 veces € volumen de todos los
tejidos tomados desde los 5 peces. Si se extraen 0,5 g de cada tejido se tendria 7,5 g de
tgjidos por pooal, lo que requiere 30 mL de PBS /antibidtico/ pooal.

Las muestras se deben mantener a una temperatura de entre 4 y 10°C, nunca congelarlas.



11.1.2. Procedimientos para el aislamiento del virusen lineas celulares

Para la inoculacion de las muestras se debe usar células de menos de 72 horas de
crecimiento, preferentemente preparadas 48 horas previas a la inoculaciéon de las muestras, y
confluentes en un 80 a 90%. Se recomienda la utilizacidn de dos lineas celulares para cada prueba
con € fin de incrementar la probabilidad de aislamiento viral.

En cada ensayo viral deben incubarse controles no inoculados y negativos (inoculados con
solucién PBS estéril o con tgjido de peces que se sabe no estd infectado). Estos controles deben
permanecer libres de ECP durante todo € periodo de incubacion.

Las lineas celulares utilizadas para los crecimientos de virus desde |os peces son:

- Bluegill fry (BF-2)

Chanel catfish ovary (CCO)

Embrion de salmén Chinook (CHSE-214)
Epithelioma papulosum cyprini (EPC)
Gonada de trucha Arcoiris (RTG-2)

Las caracteristicas de estas lineas celulares se muestran en la Tabla 1V.

TablalV: Caracteristicas de las lineas celulares utilizadas para € diagnostico de virus
en peces.
LINEASCELULARES

CARACTERISTICAS BF-2 CCO CHSE-214 RTG-2 EPC

Morfologia celular Fibroblastica |Fibroblastica/ | Epitelial Fibroblastica |Epitelial
epitelial

Rango de temperatura (°C) 15-28 15-35 4-25 4-25 10-33
Temperatura  6ptima  de 20 20 20 20 20
crecimiento (°C)
Inéculo 20 35 50 40 30
(N° de cdulas x 10%/cn)
Densidad de saturacion 150 300 300 200 300
(ndmero de células x 10%/cnt)

Fuente: Manual OIE (2000)

Ademas, recientemente se ha incorporado la linea SHK-1 obtenida desde € rifion anterior

del Samoén Atléntico (Atlantic salmon head kidney) para el aislamiento del virus | SA.




> Control de Calidad de laslineas celulares

Todos los stocks de cultivos celulares usados para los ensayos virales se deben probar a
intervalos de tres meses para advertir la eventual presencia de Mycoplasma spp. Las pruebas
pueden hacerse en laboratorios calificados, comerciales o universitarios. Alternativamente, se
puede obtener nuevos stocks celulares desde la American Type Culture Collection (ATCC) u
otras fuentes certificadas de células libres de Mycoplasma.

Todos los componentes de los medios que no sean esterilizables en autoclave se deben
probar y encontrarse libres de Mycoplasma spp., de factores inhibidores del crecimiento celular
y/o de la replicacion viral. Los sueros certificados libres de Mycoplasma y otros reactivos
certificados no necesitan ser probados.

El control positivo debe demostrar que las células son sensibles a todos |os virus de peces
gue sean analizados. Si esto no fuera posible, las células deben enviarse periddicamente a un
laboratorio para reafirmar su sensibilidad a los virus de interés. La sensibilidad sera definida
como la habilidad de las células de mostrar efecto citopatico (ECP) cuando son expuestas a
multiples infecciones de 10° TCIDso (Dosis infectiva del 50% del tejido celular) por célula.

> Aidamiento de virus desde muestras de tgjido
Todo e equipo, incluido el material quirdrgico, se debe esterilizar entre lotes de muestreo.

Los procedimientos para € aislamiento de virus desde muestras de tegjido, se realizan bagjo los

15°C, de preferenciaentre 0y 4°C.

i) Decantar e medio de transporte desde |la muestra de 6rganos. La relacion final entre tegjido
y medio de transporte debe ser gjustada a 1:10

i) Triturar los tejidos con un mortero o con un homogenizador eléctrico (Stomacher®) en el
medio de transporte hasta obtener una pasta. Si se utiliza un homogenizador eléctrico, la
muestra de tejido se coloca en bolsas plasticas y se homogeniza por 1 minuto.

i)  Centrifugar en centrifuga refrigeradade 2 a5°C, entre 2000 a 4000 x g, por 15 minutos.

iv) S las muestras no han sido tratadas con antibidticos antes de la homogenizacion, e
sobrenadante se debe suspender en un medio suplementado con antibiético, por 4 horas a
15°C o toda la noche a 4°C. S el medio de transporte de las muestras fue hecho con

antibidticos, € tratamiento del sobrenadante puede ser omitido. Las muestras de fluido



ovarico se pueden tratar con antibioticos para controlar la contaminacion microbiana. En

ningun caso se pueden diluir las muestras de tejido ni FO més de dos veces.

V) Inocular un volumen minimo de cada muestra sobre los cultivos celulares apropiados, de

acuerdo alo especificado en laTabla V.

TablaV: I noculaciones sugeridas para varios r ecipientes de cultivo.
RECIPIENTES VOLUMEN DE MUESTRA | SUSPENSION DE CULTIVO
CELULAR

Placa de 96 pozos 0.05 mL/pozo 0,10 mL/pozo
Cépsulade 35 mm 0,10 mL/placa Monocapa
Capsulade 60 mm 0,30 mL/placa Monocapa
Placa de 24 pozos 0,25 mL/pozo 1,0 mL/pozo
Placa de 6 pozos 1,0 mL/pozo 3,0 mL/pozo
Botellade 25 cnt 1,0 mL/botella 5,0 mL/botella
Botellade 175 cnt 5,0 mL /botella 30 mL/botella

> Inoculacion en Lineas Celulares

Para prevenir interferencias homdlogas, la suspension de érganos tratados con antibiéticos
seinoculara en las células en dos diluciones

- laprimaria que resultaen unadilucion final de 1:100

- laadicional que resultaen unadilucion final de 1:1000.

En € caso de utilizar fluido ovérico o seminal, la dilucion final no excedera 1:10 (v/v).

i) De cada grupo se inoculard un minimo de dos unidades de cultivo de cada linea celular.
Inocular al menos 2 cnf de la monocapa celular (en placa de 24 pozos, sembrar 2 pozos
con 100 mL de muestra diluida en cada uno).

i) Dejar reposar por 30 minutosa 1 horaentre 15y 22°Cy, sinretirar €l indculo, agregar €l
medio de cultivo celular tamponado a pH 7,6 y suplementado con 2% de suero bovino
feta (1 mL/ por pozo para los 24 pozos de la placa) e incubar a 22°C en un incubador

refrigerado, usando temperatura controlada para asegurar un aislamiento exitoso.
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ii )

La temperatura de incubacion sera impuesta por € virus en consideracion. Durante €l
periodo de incubacion, el pH del cultivo celular se debe mantener entre 7,0y 7,8 o bien
seguir las recomendaciones para la incubacion del virus que se trata de aidar. S las
cdulas se incuban a 5% de CO, atmosférico se requiere tamponar € medio de
crecimiento con bicarbonato para un pH 7,4 — 7,8. Para cubrir |os pozos, se puede usar la
tapa de poliestireno rigida que viene con las placas. Cuando las placas se cultivan en
temperatura ambiente, se puede utilizar una cubierta de plastico flexible y adhesiva
(MylarQ) para cubrir la superficie, sellando arededor de los pozos y bordes de la placa,
0 bien utilizar un medio de cultivo compatible con € ambiente atmosférico, tal como
MEM-10 tamponado con HEPES o usar Liebowitz' L-15 con suero bovino fetal a 10%.

Seguir €l curso de lainfeccion a través de controles positivos y negativos, por medio de la
observacion microscopica diaria a 40X y 100X de aumento, por 14 dias. Se recomienda €l

uso de un microscopio con contraste de fase.

S no se desarrolla ECP en los cultivos inoculados (a pesar de la progresién normal de

ECP en € virus contral), estos se deben someter a subcultivo por 7 dias adicionales. El virus

control debiera debilitarse para desarrollar ECP y € proceso debe repetirse con células

susceptibles frescas y nuevas partidas de muestras.

El procedimiento paralos subcultivos es.

i) Obtener alicuotas del medio de cultivo celular, desde todas las monocapas
inoculadas con diluciones de cada sobrenadante del homogenei zado de 6rganos.

i) Centrifugar a 2000 x g por 15 minutos a4°C y colectar el sobrenadante.

i) Inocular las monocapas celulares e incubar.

Si aln asi no ocurre ECP, € ensayo puede ser declarado negativo.

S aparece un ECP en las céulas inoculadas con las diluciones de los sobrenadantes

homogeneizados, se debe g ecutar inmediatamente 10s procedimientos para la identificacion.
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1.1.3. Procedimientos para la identificacion confirmatoria del virus

Las técnicas comunmente recomendadas y descritas en la mayoria de los manuaes de
procedimientos (OIE, Blue-Book, etc.) para la identificacion confirmatoria de agentes virales, se
basan en e reconocimiento del antigeno del virus. Para llevar a cabo estos procedimientos se
utilizan anticuerpos especificos (poli o0 monoclonales). Existe una variedad de técnicas de estas
caracteristicas en uso, presentando cada una atributos propios en cuanto a sensibilidad, rapidez,
simplicidad de aplicacion, disponibilidad comercia de insumos o reactivos. Se debe agregar que,
comencialmente, en Chile existen kits de diagnostico répido para varias de estas técnicas.

L as técnicas que se recomiendan para la identificacion confirmatoria de virus son:

- Neutralizacion vira

- Técnicadel anticuerpo fluorescente (IFAT)

- Técnica inmunoenzimética (ELISA).

- Ultimamente, comienza a ser frecuente el uso de métodos moleculares, como es el

caso de RT-PCR (Reaccion en cadena de |la polimerasa de tanscripcion reversa).

> Técnica de Neutralizacion Viral

La neutralizacion es una reaccion antigeno-anticuerpo en la cua e efecto de una
exotoxina bacterial o viral es bloqueado por anticuerpos especificos. En esta reaccion los
anticuerpos (Ig G) especificos inactivan €l virus bloqueando sus sitios de ataque a las células
huésped.

Esta prueba es comparativamente compleja y tiende a ser menos comun en |aboratorios

clinicos modernos.

> Test del Anticuerpo fluorescente (IFAT)

Es una técnica basada en la propiedad de las moléculas de anticuerpo, las que pueden
adquirir fluorescencia si se les agrega quimicamente un compuesto organico fluorescente como la
Rodamina B o Isocianato de Fluoresceina (FITC), la cua no modifica la especificidad del

anticuerpo.
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Este procedimiento permite visualizar los anticuerpos adsorbidos por la muestra problema
mediante el empleo de un microscopio de fluorescencia.

Se emplean dos procedimientos de tincion diferentes, el directo y @ indirecto. En €
directo, los anticuerpos contra € organismo son en si mismos fluorescentes. En e método
indirecto, la presencia de un anticuerpo sobre la superficie de la célula queda detectado por €l
empleo de otro anticuerpo fluorescente dirigido contra e mismo anticuerpo especifico. Esto es
posible debido a que las inmunoglobulinas, como todas las proteinas, son antigénicas, y las
inmunoglobulinas de la especie de un animal pueden inducir la formacidn de anticuerpos en otro.
Por esta razdn, las inmunoglobulinas fluorescentes de carnero anticongjo, pueden emplearse para
detectar la presencia de la inmunoglobulina de congjo absorbido por las células. Una ventaja de
este procedimiento es que no se necesita hacer anticuerpos fluorescentes para cada organismo de
interes.

Existen kits para IFAT disponibles comercialmente. En Chile son distribuidos por Bios

Chiley DiagXotics Inc. (Apéndice Il)

> Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA).

Esta técnica, llamada ELISA debido a las iniciales de “Enzime-linked immunoabsorbent
assay”, utiliza los anticuerpos a los que se han enlazado covalentemente las enzimas. Es una
técnica inmunologica ampliamente usada. La unién covalente de enzimas a las moléculas de
anticuerpos sin dterar las propiedades cataliticas de éstas y la especificidad del anticuerpo,
produce una herramienta inmunol 0gica que posee ata sensibilidad y alta especificidad.

Se han desarrollado dos metodologias bésicas de ELISA, una para deteccion del antigeno
(ELISA directo) y otra para anticuerpos (ELISA indirecto). Se describe e procedimiento para
ELISA directo, que es € método utilizado para detectar patdgenos de peces. En dicho
procedimiento el antigeno queda atrapado entre dos capas de anticuerpos, el segundo anticuerpo
contiene una enzima conjugada y es también especifico para el antigeno.

Existen kits de ELISA disponibles comerciamente. En Chile son distribuidos por Bios
Chiley DiagXotics Inc.(Apéndicell)
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> Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Es una técnica molecular basada en la amplificacién rapida de un trozo de la cadena de
ADN, produciendo en pocas horas cantidades suficientes para andlisis.

En esta técnica, una muestra es incubada con dos oligdbmeros (primers), una ADN
polimerasa termoestable {Taq polimerasa) obtenida de una bacteria termdfila, nucledtidos y
tampones.

L os primers son secuencias cortas de ADN que son complementarios a las extremidades
de una secuencia genética conocida del ADN viral. Estos se complementan con la secuencia
apropiada del ADN y actlan como iniciadores para la polimerasa, que copia €l segmento del
ADN. Enseguida, la muestra es calentada para desnaturalizar el ADN (separando |os ligamentos
de la doble hélice) y enfriada para permitir la complementacion de los primers con € nuevo
ADN. Cada copia del ADN se vuelve un nuevo modelo. El proceso es repetido numerosas veces
(20-40 ciclos) para amplificar la secuencia origina de ADN. Por este mé&odo una secuencia
puede ser amplificada un millén de veces.

La técnica RT-PCR, que es una variacion de la PCR, involucra € uso de la enzima
transcriptasa reversa de retrovirus para convertir el ARN viral en ADN antes de la amplificacion
por PCR.

Existen kits para RT-PCR disponibles comercialmente. En Chile distribuye DiagXotics,
Inc. y Bios Chile (Apéndice II).
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[1.2. PROCEDIMIENTOSESPECIFICOS

11.2.1. Necr osis Pancr eética | nfecciosa (IPN)3

La necrosis pancredética infecciosa (IPN) es una enfermedad viral altamente contagiosa en
juveniles de salménidos, mantenidos bagjo condiciones de cultivo intensivo. La enfermedad
comunmente ocurre en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), trucha de arroyo (Salvelinus
fontinalis), trucha café Galmo trutta), salmon del Atlantico (Salmo salar) y otras especies de
salmon del Pacifico. El virus del 1PN también ha sido reportado como causante de enfermedad en
peces marinos sometidos a cultivo.

La enfermedad tiene un amplio rango geografico, se presenta en la mayoria de los
criaderos de salmonidos de paises |ocalizados en Norteamérica, Sudameérica, Europay Asia.

La identificacion inmunoldgica del IPNV, a partir del aislamiento del virus en cultivo
celular, se realiza por medio de las técnicas de Neutralizacion, ELISA e IFAT. Recientemente, se
ha incorporado la técnica molecular RT-PCR como procedimiento identificatorio del IPNV.

Las técnicas IFAT, ELISA y RT-PCR, también se pueden redizar directamente desde
tgidos infectados.

El manual de la OIE indica que, debido a poco conocimiento de las reacciones
serologicas de peces a las infecciones virales, no se recomienda la deteccion de los anticuerpos
como método de diagndstico.

A continuacion se describen los protocol os de las siguientes técnicas:

Aislamiento en cultivo celular
Neutralizacion

IFAT

ELISA

RT-PCR

3 Adaptacion de OI E, 2000
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[1.2.1.a) Aidamiento del IPNV en lineas celulares

Se recomienda utilizar las lineas celulares BF-2 o CHSE-214.

I noculacion de las monocapas celular es

Diluir la muestra conteniendo € virus a una dilucién final 1:100 y una dilucién adicional
de 1:1000 de los sobrenadantes del homogeneizado de los érganos y traspasar un volumen
apropiado de cada una de las dos diluciones a las monocapas celulares, las cuales deben
ser creadas 24 horas antes.  Luego, inocular, al menos, 2 cnf de la monocapa celular sin
el medio de cultivo con 100 pL de cada una de las diluciones.

Dejar reposar por 0,5 a una hora, a una temperatura de 10-15°C, para permitir la absorcion
y, sin retirar lainoculacién, agregar € medio de cultivo celular tamponado a un pH de 7,6
y suplementado con suero fetal de becerro a 2% (FCS) (1 mL/pozo para las placas de

cultivo celular de 24 pozos) e incubar a 15°C.

M onitoreo de la incubacion

Observar € curso de la infeccion en controles positivos y otros cultivos celulares
inoculados, a través del andlisis microscopico a 40X-100X de magnificacion, por un
periodo de 7 dias. Se recomienda utilizar un microscopio de contraste de fase.

Durante la incubacion, mantener e pH del medio de cultivo celular entre 7,3y 7,6. Esto
se puede lograr agregando un tampdn de bicarbonato estéril (para cerrar herméticamente
los recipientes de cultivo celular) o una solucion tamponada de 2M Tris (para las placas
de cultivo celular) a medio inoculado de cultivo celular o, megjor ain, utilizar un medio
tamponado HEPES (HEPES = N-2-hidroxietil-piperazina-N-2-acido etanosulfonico).

En e caso que se presente ECP en |los cultivos celulares inoculados con las diluciones del

homogenizado, realizar inmediatamente los procedimientos de identificacion de IPNV.

Si luego de siete dias de incubacion, no se presenta el ECP (exceptuando los cultivos

celulares de control positivo), realizar un subcultivo de los cultivos celulares inoculados.
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Pr ocedimientos de subcultivo

Someter las monocapas de cultivo celular a un ciclo de deshielo.

Realizar un pool de las alicuotas de los sobrenadantes de todas las monocapas celulares
inoculadas con la dilucion de los homogenizados de érganos.

Diluir /20y 1/100 e inocular las monocapas celulares segin lo ya descrito.

Incubar a 15°C y monitorear como se describi6 anteriormente

Si no se presenta € ECP, declarar negativa la prueba. Si se presenta el ECP, realizar

inmediatamente |os procedimientos de identificacidn de IPNV.

[1.2.1.b) Identificacion del IPNV aislado en cultivo celular

ii )

iv)

Vi)

Test de Neutralizacion

Diluir e fluido que contiene el virus a102y 10™.

Mezclar las alicuotas de cada dilucién con voliumenes iguales de una solucién de
anticuerpo de neutralizacién (NAb) contra los serotipos nativos del IPNV conocidos en la
region. Luego, mezclar las aicuotas de cada dilucién con volumenes iguales de una
solucion de una mezcla NAb contra todos los serotipos de IPNV. De la misma forma,
tratar las aicuotas de cada dilucion de virus con e medio de cultivo celular.
Paralelamente, realizar una prueba de neutralizacion para € IPNV homadlogo (prueba de
neutralizacion positiva). (El titulo de la solucion de NAb debe ser a menos de 2000 para
una reduccion de la placa de 50%).

En forma paralela, se debe realizar pruebas de neutralizacion para:

< unacepahomdlogadel virus (test de neutralizacion positiva)

<+ unacepaheterélogaded virus (test de neutralizacion negativo)

Incubar todas las mezclas a 15°C por una hora.

Traspasar todas las alicuotas de cada una de las mezclas anteriores a las monocapas
celulares (inocular dos cultivos celulares por dilucion).

Incubar a 15°C.
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vii )

Vi)

>

1)

ii )

iv)

Revisar los cultivos celulares para detectar € inicio del ECP y registrar los resultados a
momento que se presenten en los controles no neutralizados, ya sea por un simple andlisis
microscopico (preferentemente de contraste de fase) o después de desechar € medio de
cultivo celular y tefiir las monocapas celulares con una solucion de violeta de cristal al 1%
en etanol al 20%.

La identificacion del virus sometido a prueba (como IPNV) se produce cuando no se
produce o retarda el ECP en los cultivos celulares que recibieron la suspension de virus
tratada con un anticuerpo especifico de IPNV. Por otra parte, el ECP es evidente en todos
los otros cultivos celulares.

En e caso que se desarrolle el ECP en la presencia de un antisuero contra los serotipos
nativos de IPNV, repetir la prueba de neutralizacion utilizando una mezcla de anticuerpo

contra un serotipo no nativo de IPNV.

IFAT
Preparar las monocapas de las células en pozos de 2 ent en placas plésticas de cultivo
celular o sobre cubreobjetos, hasta acanzar cerca de un 80% de confluencia, la cua se
logra dentro de 24 horas de incubacion a una temperatura de 22°C (sembrar 6 monocapas
celulares por cada aislamiento de virus a ser identificado. Ademas, sembrar dos para los
controles positivos y dos para los negativos). Es posible reducir el contenido de FCS del
medio de cultivo celular a 2-4%.

Inocular las suspensiones de virus que desee identificar realizando diluciones en base 10
directamente a los pozos de cultivo celular, una vez que las monocapas estén listas para
ser infectadas (el mismo dia o € dia después de la siembra).

Diluir la suspension vira de control de IPNV de la misma forma, para asi poder obtener
una titulacion del virus de cerca de 5000-10.000 unidades de formacion de placa
(PFU)/mL en el medio de cultivo celular.

Incubar a 15°C por 24 horas.

Extraer el medio de cultivo celular, enjuagar una vez en solucion tamponada de fosfato de

0,01 M (PBS), con pH 7,2, y, posteriormente, enjuagar 3 veces en acetona fria
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Vi)

Vi )

Vil )

Xi)

xii )

il )

Xiv)

(almacenada a -20°C) para los cubreobjetos o en una mezcla de acetona 30%, etanol 70%,
también a—20°C, paralos pozos plésticos.

Dejar que € fijador actlie por 15 minutos. El volumen adecuado para 2 cn de monocapa
celular esde 0,5 mL.

Degjar secar las monocapas por 10 menos por 30 minutos y procesar inmediatamente o
congelar a—20°C.

Preparar una solucion de anticuerpo o suero purificado para IPNV en 0,01 M PBS, pH
7,2, que contenga Tween 80 a 0,05% (PBS-T), de acuerdo a la dilucion apropiada
(establecida anteriormente o proporcionada por e fabricante del producto).

Rehidratar 1as monocapas celulares secas, realizando 4 enjuagues con soluciéon de PBS-T y
extragr completamente este tampdn después de terminado €l Ultimo enjuague.

Tratar las monocapas celulares con la solucion de anticuerpo por una hora, a una
temperatura de 37°C en una camara himeda. Evitar que se produzca evaporacion.
Utilizar un volumen de solucién de 0,25 mL. por pozo de 2 cnt.

Enjuagar con PBS-T tal como se explico anteriormente.

Tratar las monocapas celulares, por una hora, a 37°C, con una solucién de anticuerpo
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) para lainmunoglobulina (1g) utilizada
en la primera capa y preparada de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los
anticuerpos FITC corresponden generalmente a anticuerpos de conejos o cabras.

Enjuagar 4 veces con PBS-T.

Andizar inmediatamente las monocapas celulares en las placas plésticas 0 montar los
cubreobjetos utilizando solucion salina de glicerol con un pH de 8,5 antes de analizar en
el microscopio.

Andlizar bgjo luz UV incidente, utilizando un microscopio con ocular 10X y lentes de
objetivo 20-40, los cuales deben poseer una ata apertura numérica. Los controles
negativos y positivos deben arrojar los resultados esperados antes de realizar cualquier

otro andlisis.
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Vi)

iX)

Xi)

Xii )

xiii )

ELISA

Cubrir los pozos de las microplacas disefiadas para ELISA con las diluciones apropiadas

de la |Ig especifica purificada para IPNV, en un tampdn de carbonato de 0,02 M con pH
9,5 (200 pL/pozo). Se puede utilizar una Ig policlonal o monoclonal de congo o raton.
Utilizar anticuerpos monoclonales (MAbs) especificos para ciertos dominios de la
proteina de la capside paralograr laidentificacion del IPNV.
Incubar toda la noche a 4°C.
Enjuagar dos veces con PBS a 0,01 M.
Bloquear con albimina de suero bovino (1,5% en tampon de carbonato) o cualquier otra
solucion blogueadora, por un periodo de una hora, a 37°C (300 L/pozo).

Enjuagar 4 veces en un PBS que contenga Tween 20 a 0,05% (PBS-T).
Agregar un volumen igual de PBS-T ala suspension de virus que desea identificar.
Colocar 100 pL/pozo de la segunda o cuarta dilucion de la suspension del virus a
identificar, del cultivo celular no infectado (control negativo) y del virus de control de
IPNV (control positivo). Dejar actuar con el anticuerpo cubierto para € 1PNV por un
periodo de 30 minutos, a 37°C.
Enjuagar 4 veces con PBS-T. Entre cada enjuague, dgjar decantar por 3 minutos.
Agregar a los pozos un anticuerpo policlonal o un MADb para IPNV conjugado con
peroxidasa de rébano (HRPO) conjugada para IPNV. También es posible agregar 19gG
policlonal para IPNV o MAb para una proteina especifica de capside para asi obtener un
dominio diferente a del MAD de coberturay previamente conjugado con biotina.
Incubar por 30 minutos, a una temperatura de 37°C.
Enjuagar y lavar con PBS-T, tal como se explicd en el paso viii).
Agregar 200 pL de estreptavidina o ExtrAvidin (Sigma) conjugada con HRPO alos pozos
alos que se les agregd e anticuerpo conjugado con biotinay repetir 10s pasos X) y Xi).
Agregar 200 pL del substrato cromogeno. Detener @ curso de la prueba cuando

reaccionen los controles positivos y ver |os resultados.
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>

RT-PCR

Extraccion del Acido Nucléico

)

vi)

Incubar las muestras de virus (100 uL de fluidos extraidos de cultivos celulares
infectados) en 400 pL de tampon de lisis (sulfato dodecil de sodio, SDS, a 1%;
0,15M NaCl, 1,25 mM EDTA, 0,1 M TrisHCI [pH7,5]) y 6,75 pL de proteinasa K
(10 mg/mL) en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) por un periodo de 3
horas, a 37°C.

Agregar un volumen de fenol-cloroformo (1:1), mezclar los contenidos y centrifugar
la mezclaa 10.000 x g, por un periodo de 5 minutos.

Recuperar la capa acuosa y mezclar con 0,1 volumen de acetato de sodio 3 M y 2,5
volUimenes de etanol absol uto.

Mantener las muestras por toda la noche a —20°C vy, luego, centrifugar a 15.000 x g,
por un periodo de 30 minutos.

Extraer 1os pellets de acido nucléico utilizando etanol a 70%, dejar secar y volver a
suspender en 10 pL de tampon TE (10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA [pH 7,5]).

Almacenar a—70°C.

Sintesis del cDNA

)

i)

ii )

Caentar las muestras por 5 minutos a 95°C, enfriar en hielo y centrifugar por un
periodo breve (5 seg) a10.000 x g.

Agregar 3 nL de cada muestra de ARN a 17 pL de una mezcla reactante que
contenga 5 mM MgCh, 1 mM (cada uno) de trifosfatos dioxidoribonucledtido, 40 U
de RNAsIn, 1,25 mM de primer hexamero aleatorio y 200 U de virus de leucemia
Moloney Murine RT en un tamp6n de PCR libre de Mg (Promega, Inc., Madison,
Wis)).

Mezclar 1os contenidos dedl tubo e incubar la mezcla a 37°C, durante una hora
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3. PCR
i) Utilizar un protocolo unico de PCR con los cuatro sets de primers.
i) Caentar las muestras por 5 minutos, a una temperatura de 95°C y enfriar en hielo.
iiil) Redizar e PCR en un volumen total de 100 uL de tampdn de PCR que contenga 2
mM MgChb, 42 pmol de cada primer y 2,5 U de Taq polimerasa.
iv) Luego de agregar 70 UL de aceite mineral para evitar la evaporacion, someter las
muestras a 35 ciclos (desnaturalizacién por 30 seg a 94°C, anillamiento por 30 seg, a

58°C y una extension de un minuto a 72°C) en un termociclador.

PrimersparalPN segun Blakeet al., 1995

PrA, 5 -TGAGATCCATTATGCTTCCAGA-3
PrA, 5 -GACAGGATCATCTTGGCATAGT-3
PrB1 5 -GCCGACATCGTCAACTCCAG-3

PrB, 5 -GACAGGATCATCTTGGCATA-3

PrC, 5 -AAAGCCATAGCCGCCCATGAAC-3
PrC, 5 -ATCCTGGTTTGACCACTCATAC-3
PrD, 5 -AAAGCCATAGCCGCCCATGAAC-3
PrD, 5'-TCTCATGAGCTGGCCCAGGTAC-3

[1.2.1.c) ldentificacion del IPNV aisado desdetejidos del pez

> IEAT

i) Desangrar € pez.

i) Redizar improntas de rifibn en portaobjetos limpios o en € fondo de los pozos de una
placa pléastica para cultivo celular.

i)  Almacenar los trozos de rifién junto con otros érganos necesarios para € aislamiento del
virus (esto en caso gque sea necesario mas adelante).

iv)  Dgar secar laimpronta por 20 minutos.
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Vi)

Vi)

Vil )

iX)

Fijar con acetona o etanol/acetonay secar como se explicd en IFAT dell.2.1.b)

Rehidratar las preparaciones anteriores y blogquear con leche descremada a 5% o
albuimina de suero bovino al 1% en PBS-T, por un periodo de 30 minutos, a 37°C.
Enjuagar cuatro veces con PBS-T.

Tratar las improntas con la solucion de anticuerpo para IPNV y enjuagar como se explicod
IFAT dell.2.1.b)

Bloguear y enjuagar siguiendo el procedimiento descrito en los pasos vi) y vii).

Revelar la reaccion utilizando € anticuerpo especifico apropiado de conjugado de FITC,

enjuagar y analizar como se explicoen los pasos xii)-xv) , IFAT dell.2.1.b)

S € resultado es negativo, procesar las muestras de érganos amacenadas a 4°C

destinadas a aislamiento de virus en cultivo celular, siguiendo el procedimiento descrito para

realizar la identificacién en cultivos celulares.

ii )

ELISA
Separar una alicuota de ¥4 de cada homogenizado, para el caso que sea necesario readlizar
el aislamiento de virus en cultivo celular.

Agregar a homogenizado un volumen de 100 mM de fluoruro de fenil metil sulfénido
(PMSF) para obtener una concentracion final de 2 mM de PMSF. Mezclar suavemente.

Completar el procedimiento siguiendo los pasos descritos en ELISA dell.2.1.b)

Si los resultados de la prueba son negativos, procesar las muestras de drganos destinadas

al aislamiento del virus en cultivo celular y que fueron amacenadas a 4°C, siguiendo e

procedimiento descrito parael aislamiento en cultivo celular.

>

RT-PCR

Se procede en forma andloga a lo descrito para RT-PCR en 11.2.1.b), teniendo en cuenta

gue, en este caso, las muestras de virus provienen de homogenizados de muestras clinicas.
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11.2.2. Anemia I nfecciosa del Salmén (1SA)*

La anemia infecciosa del salmén es una enfermedad causada por un virus del tipo
Orthomyxo. El sailmo6n del Atléantico (Salmo salar) es la Unica especie susceptible que se sabe
desarrolla la enfermedad; la trucha arcoiris y la trucha cabeza de acero (Oncorhynchus mykiss)
han mostrado experimentalmente actuar como vectores asintométicos del agente infeccioso.

Hasta ahora, existen informes sobre su presencia en Canada (New Brunswick y Nova
Scotia), Noruega, Idas Faroey e Reino Unido (Escociay las Idas Shetland).

Los procedimientos de diagnostico de ISAV actuales estén basados en cambios clinicos,
histopatol 6gicos y hematol 6gicos, deteccion de ISAV através del cultivo del virus o la deteccion
del virus a través de una prueba indirecta de anticuerpos inmunofluorescentes, la cual se puede
utilizar para confirmar la presencia de un antigeno viral en las lesiones tipicas y solucionar los
casos que presentan signos no decisivos de la enfermedad. Recientemente, se han desarrollado
métodos de deteccion de los nucledtidos especificos de ISAV, através de la reaccion en cadena

de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR).

[1.2.2.a) Aidamiento del ISAV en lineas celulares

Se ha establecido una linea celular (SHK-1) susceptible a ISAV desde € rifién anterior
del salmon Atlantico. Se harealizado una propagacion de ISAV en otras lineas celulares, tales
como ASy CHSE-214. Lalineacelular SHK-1 se cultiva a 20°C en un medio de cultivo celular
L-15 de Lebovitz complementado con suero bovino feta (5%), L-glutamine (4mM),
gentamicina (50 ng/mL) y 2-mercaptoetanol (40 miM). Se desarrolla un efecto citopético (CPE)
después de la inoculacion con tejido homogenizado (10%, wi/v), luego de incubar por 10-14 dias
a 15°C o luego de una serie de traspasos de un medio de cultivo celular a nuevos cultivos
celulares. La apariencia del ECP tipico es de células vacuolizadas que mas tarde se retnen y

desligan de la superficie de crecimiento.

# Adaptacion de OI E, 2000
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11.2.2.b) Identificacion del | SAV aislado en cultivo celular

La identificacion del virus aidado se puede realizar a través de la prueba indirecta de

anticuerpos fluorescentes (IFAT), utilizando como anticuerpo primario uno monoclona anti-
ISAV (Mab) o mediante la técnica RT-PCR.

[1.2.2.C) I dentificacion del 1SAV aidado desde tejidos del pez

> IEAT

i) Fijar los portaobjetos, por 3 minutos, en metanol/acetona (1:1) y dejar secar.

i) Antes de comenzar con la tincién, analizar cada portaobjeto y delimitar las regiones
apropiadas del portaobjeto utilizando un [4piz ImmEdgea . Dejar secar.

i)  Colocar los portaobjetos en una solucion blogueadora (leche descremada al 6%) e incubar
mAc/mL agitando levemente a temperatura ambiente, por 30 minutos.

iv)  Enjuagar cada portaobjeto con PBS y colocarlos horizontalmente en un contenedor de
portaobjeto que contenga papel mojado para asi mantener la atmosfera hUmeda.

V) Cubrir cada impronta con una solucién anticuerpo monoclonal 3H6F8 para ISAV y cerrar
lacga

vi)  Incubar por 60 minutos, agitando levemente, a temperatura ambiente. Generalmente, €l
anticuerpo se diluye desde 1:10 a 1:100 en leche descremada al 1%; no obstante, es
necesario determinar la dilucion real para cada lote.

vii)  Lavar 3 veces los portaobjetos con PBS-T a 0,1% (PBS-T), por un periodo de 2 minutos.

viii)  Cubrir cada impronta con una solucién que contenga conjugado de FITC de cabra
antiratdn, diluido en leche descremada a 1% e incubar en un ambiente hiumedo, por un
periodo de 60 minutos, a temperatura ambiente.

ix)  Lavar 3 veceslos portaobjetos con PBS-T a 0,1%, por un periodo de 2 minutos.

X) Cubrir cada portaobjeto con solucion CITIFLUORA (500 ul de CITIFLUORA mezclado
con 1,5 mL de Tween 20 al 0,2% (v/v) en PBS) durante 10 minutos.

xi)  Lavar los portaobjetos tres veces con PBS-T a 0,1%.

xii)  Cubrir cada impronta con yoduro de propidio (propidium iodide) en PBS-T a 0,1% e
incubar por 2 minutos a temperatura ambiente.

xiii)  Lavar 3 veces |os portaobjetos con PBS-T a 0,1%, por 2 minutos.
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xiv)  Decantar los portaobjetos y montarlos en CITIFLUORA .

xv)  Almacenar en la oscuridad a 4°C, antes de someterlos a andlisis microscopico.

Incluir 4 tipos de controles para cada | ote de portaobjetos con tincion para |FAT:
Impronta de rifion de un salmoén Atlantico no infectado (control negativo).

<+ Impronta de rifion de un salmoén Atlantico infectado con ISAV (control positivo).
Cultivo celular SHK-1 no infectado (control negativo).

< Cultivo celular SHK-1 infectado con ISAV (control positivo).

En & caso que se obtenga un resultado positivo en cualquiera de los controles negativos,
considerar invélida la prueba para todos los portaobjetos del lote. Si todos los portaobjetos del
lote, incluyendo los controles positivos, arrojan resultados negativos, considerar la prueba
invalida para todos los portaobjetos del lote. En aquellos casos en que defectos en los controles
invalidan un lote de portaobjetos, destruir los portaobjetos y realizar otra prueba utilizando

improntas duplicadas.

> RT-PCR
La amplificacién de parte del segmento 8 del genoma ISAV se puede llevar a cabo en €l
tgjido de un pez 0 ISAV en cultivo, utilizando € méodo de Mjaaland et al. 1997.

1. Extraccion de ARN

i) Extraer el RNAlater de cada muestra Agregar 1mL de dH,O tratada con DEPC a
cada tubo y centrifugar los tubos a 13.000 rpm por 5 minutos, a una temperatura de
4°C.

i) Extraer e sobrenadante de cada muestra y agregar 800 ni de TRIzol (Life
Technologies) a cada muestra'y crear un tubo de control que contenga el material de
control adecuado (400 nL de dH,O o homogenizado de rifion de un pez especifico
libre del patdgeno).
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ii )

Vi)

Incubar los tubos a temperatura ambiente, por 54 minutos. Agregar 160 nL de
cloroformo a cada tubo y mezclar por 3 minutos. Luego, centrifugar a 13.000 rpm
por 15 minutos a una temperatura de 4°C.

Extraer la capa superior acuosa y colocarla en un tubo rotulado de microcentrifuga
de 1,5 mL que contenga 500 m de isopropanol e incubar los tubos, por 10 minutos, a
temperatura ambiente. Luego, centrifugar a 6.500 rpm por 5 minutos, a una
temperatura de 4°C.

Extraer e sobrenadante y agregar 1 mL de etanol a 75% a un pellet de ARN.
L uego, centrifugar a 6.500 rpm por 5 minutos, a 4°C.

Extraer e sobrenadante y dejar los tubos abiertos por aproximadamente 3 minutos
para permitir que se evapore € etanol restante. Agregar 15 nmlL de dH,O tratada con
DEPC para resuspender |os sedimentos; agitar Si es necesario.

Utilizar un espectrofotdbmetro para calcular la concentracion de ARN y purificacion
de las muestras. Medir las densidades Opticas a 260 y 280 nm.

viii ) EI ARN gue se va a utilizar inmediatamente (el mismo dia), se puede almacenar, en

forma temporal, a 4°C. Almacenar a -80°C e ARN que no se utilizard
inmediatamente.

Transcripcion reversa

i)

Diluir 2 mg de ARN en dH,O tratada con DEPC en tubos de microcentrifuga de
1,5mL. En e caso que la concentracion de ARN de la muestra sea demasiado baja
para permitir el uso de 2 g en la reaccion RT, utilizar la cantidad méxima posible de
ARN. Incubar el ARN diluido a 55-60°C por 10 minutos.

Luego, colocar los tubos con ARN en hielo y agregar reactivos RT para lograr las
concentraciones finales de 1 x tampén, 1 mM dNTPs, 100 ng hexdmeros aeatorios,
20U de inhibidor de RNAsey 200 MMLV-RT en un volumen total de 20 ni.

Incubar los tubos a 37°C por una hora.

Almacenar el cADN a 4°C hasta que sea necesario y utilizarlo en e PCR tan pronto

como sea posible.
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PCR

1)

ii )

Agregar 5 nL de cADN a 45 nL de mezcla de PCR para lograr concentraciones
findes de 1 x tampdn, 1,5 mM MgCh, 0,2 mM para cada dNTP, 25pmol para cada
primer y 1 U de Tag polimerasas Los primes son ISA+ (5-
GGCTATCTACCATGAACGATT-C-3)  (primer  directo) y ISA- (5-
GCCAAGTGTAAGTAGCACTCC-3) (primer reverso). Incluir controles negativos
parala extraccion y los pasos de RT y PCR.
Colocar los tubos en un termociclador e incubar a 94°C por 5 minutos. Luego,
realizar 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto y 72°C por un minuto.
Finalmente, incubar a 72°C por 5 minutos.
Determinar los resultados del PCR luego de la electroforesis, utilizando gel de
agarosa al 2 % con tincién de bromuro de etidio e incluir marcadores de tamafio en
todas las muestras. Considerar un solo producto de PCR como prueba de la presencia
de ISAV. Ademés, considerar que las muestras que contengan un producto adicional
(310 pb), también presentan ARN de ISAV. Por otra parte, las muestras que
presentan multiples productos de PCR, incluyendo alguno de aproximadamente 155
pb, también pueden presentar ISAV. Todo esto se puede analizar més profundamente
utilizando pruebas de ADN o secuenciacion nucleotidica.
<« Confirmacion através de la prueba de ADN.
La especificidad del producto de 155 bp de PCR se puede lograr practicando una
prueba utilizando un oligonucledtido que tiene la capacidad de hibridizarse en
unaregion del producto del PCR, que se encuentre a interior de los primers.
= Someter los productos del PCR a electroforesis en un gel de agarosa a 1%
con marcadores de tamarfio y un control positivo.
= Transferir el ADN hacia una membrana (Southern blott) e incubar €l
oligonucledtido  (5-CGGGAGTTGATCAGACATGCACTGAAGGTG-3)
marcado, junto con la membrana.
= Eliminar las pruebas no enlazadas o enlazadas no especificamente de la

membranay visualizar la prueba enlazada

28



= Si laprueba se enlaza a un fragmento de 155bp (y se observa 310bp) significa
gue existe especificidad del PCR y, ademés, indica la presencia de ARN de
ISAV en la muestra.

+ Secuenciacion delos productosde PCR.

La especificidad del PCR se puede lograr através de un andlisis de la secuencia

nucleotidica del producto 155 bp del PCR.

= Purificar el producto del PCR para extraer el gel o solucion de agarosa.

= Secuenciar & fragmento utilizando |os mismos primers utilizados en el PCR.

= Comparar la secuencia nucleotidica con e segmento 8 de ISAV disponibles
en la base de datos de la secuencia nucleotidica de EMBL (nimeros de acceso
Y 10404, AJ012285, AJ242016).

= La presencia de una secuencia que corresponda al segmento 8 de ISAV

demuestra la presenciade ARN de ISAV en la muestra.
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1. ENFERMEDADES BACTERIANAS

[11.1. PROCEDIMIENTOS GENERALES

.21 Manipulacién delas muestras

S se trata de alevines pegueios una posibilidad es enviar los peces vivos en una bolsa
plastica con suficiente aire y recubierta con hielo, en una cajatérmica. Si no se puede optar por la
posibilidad anterior, mantener las muestras refrigeradas (4°C) y trasladarlas dentro de bolsas
plasticas cubiertas con hielo, en una caja térmica.

Se debe tener presente que los examenes en la muestra fresca o refrigerada, deben
comenzar dentro de un plazo maximo de 6 horas posterior ala tomade la muestra.

» Regidtrar y analizar |os signos externos de las branquias, ojosy boca,
» Limpiar y abrir los peces en forma aséptica.
» Sembrar en medios de cultivos bacteriolégicos e materia procedente de lesiones externas e
internas. Siempre sembrar desde € rifion.
» Es posible emplear una variedad de medios a eleccion del |aboratorio que redlice los andlis's,
pero los medios que basicamente se utilizan para los aidamientos primarios son:
- TSA (Agar de Soya Triptica)
- TSA+NaCl (peces marinos)
- Agar SHIEH, Agar Cytofagao Agar MAOA ( Flavobacterias)
- KDM-CoKDM-2
Mac Conkey

En & Anexo | de este manual se describe la preparacion de estos medios. Incubar a 20°C
las siembras en los diferentes medios y observar, durante 5 dias, para detectar la presencia de
crecimierto antes de eliminarlas. En € caso de los medios KDM-C o0 KDM-2, incubar por 15
dias. Andizar en forma bioguimica los crecimientos de colonias obtenidos de las siembras para,
asi, identificar las bacterias.

Paralelamente a la siembra en los medios, redlizar frotis del rifion, de las lesiones externas
de branquias y sangre, para su posterior andisis al microscopio. Se recomienda redlizar por [o menos
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4 frotis de rifion para estudio microscopio, incluyendo las pruebas inmunoldgicas del anticuerpo
fluorescente (FAT). Redlizar la tincion de los frotis utilizando la tincién adecuada a patdgeno
sospechoso y  observar bajo microscopio éptico, un minimo de 50 campos con aumento de 900 a
1000 X.

S se observan lesiones granulomatosas (en los 6rganos), se recomienda  redizar frotis de
estaslesionesy tefiirlos utilizando € método de Ziehl-Nielsen.

Las técnicas de tinciones de Gram, Giemsa y Ziehl-Nielsen asi como las soluciones que

se emplean, se describen en el apéndice | de este Anexo.

[1.1.2. Procedimientos de deteccion eidentificacion

Para la siembra en los diferentes medios determinativos, se toma con e asa bacteriol 0gica,
esterilizada al calor, una cantidad apropiada de bacterias desde una colonia puray 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 € medio empleado.

Se debe tomar en cuenta las caracteristicas bioquimicas para diferenciar las colonias que han
crecido en las placas. El uso de medios sdectivos facilita e aidamiento, aunque un diagnéstico
definitivo considera una caracterizacion bioquimica

En e caso de los crecimientos en Agar especifico para flavobacterias, Agar SHIEH, Citofaga
u otros, aidar las colonias amarillo-rizoides que han crecido y redizar un frotis para Tincion Gram.
S se observan bacilos Gram negativos, aargados, delgados y con motilidad positiva, se puede
suponer una infeccion por Flavobacteria. Para confirmar este diagnostico, es necesario redizar €
procedimiento bioguimico.

31



[11.1.3. Procedimientos de | dentificacion Confirmatoria

La identificacion de las bacterias a través de las pruebas bioguimicas, es considerada como
un diagndstico presunto. Para obtener un diagnéstico confirmatorio o positivo del patégeno, se debe
aplicar métodos inmunol égicos adecuados.

La eeccion del método a emplear, depende del objetivo buscado por € laboratorio y por la
rapidez con que se requieren los resultados. El objetivo puede ser

- Diagnostico de unainfeccion clinica (priorizala rapidez)
- Descubrimiento de portadores (priorizala sensibilidad)
- Caracterizacion de agentes infecciosos (prioriza la seguridad més la informacion.

El Cuadro N° 26 del documento principa de este informe, resume la sensibilidad de los
métodos inmunoldgicos.  Se puede sefidar que, frente a los mé&odos que se citan para cada
patdgeno, las técnicas disponibles, en orden decreciente, son:

- Prueba ELISA (0.008-0.008 mAc/mL)?
- Adglutinacion (0.08-0.4 mAc/mL)
- IFAT (8.0 MAc/mL)

> Test dela Aglutinacion Bacteriana

Las reacciones de aglutinacion estan catalogadas entre las pruebas inmunolgicas menos
complicadas de redizar, sendo Utiles para confirmar la identidad de la mayoria de los agentes
bacterianos patdgenos de peces. El procedimiento es € siguiente:

i) Resuspender una 0 mas colonias bacterianas en una pequefia cantidad de solucion salina la
gue puede contener 1,5% de fenol como desinfectante. La suspensién debe ser lo
suficientemente densa (color lechoso).

i) Colocar una pequefia gota de suspension de bacterias en un portaohjetos excavados y, como
control negativo, colocar una suspension de otras bacterias.

i)  Agregar una gota de antisuero diluido 1:10 a cada suspension de bacterias. Mezclar
suavemente e incubar a temperatura ambiente.

iv)  Andizar macroscOpicamente a varios intervalos para observar la reaccion.

® Ac : cantidad méas pequefio de anticuerpo requerida para dar una reaccion positiva en presencia del antigeno
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v)

Vi)

>

Es posible andlizar € resultado con poco aumento microscopico. Generalmente, se registra el
tiempo de aglutinacion visible. Una aglutinacion fuerte deberia ocurrir dentro de 5 minutos.
Registrar 1os resultados de la siguiente forma:

aglutinacion completa = ++++
aglutinacion fuerte = 44+
aglutinacion moderada = ++
aglutinacion leve =+

no aglutinacion = -

Técnica de anticuer pos de fluorescencia indirecta (IFAT)

Técnica de doble capa para la identificacion de un patdgeno especifico. En la primera

capa, utilizar un anticuerpo especifico preparado en congo. En la segunda capa, utilizar un

anticuerpo de cabra marcado con una tincion de fluorescencia contra un 1gG de congjo. La

ventaja de esta técnica es la posibilidad de obtener el anticuerpo marcado de fuentes comerciales

y, ademas, la persona encargada del diagnéstico no se involucra en los procedimientos de la
conjugacion (Abbas et al, 1997).

i)

i)

i)
iv)
V)
Vi)
Vii )

viii )

iX)

Preparar portaobjetos limpios y colocar € antigeno desconocido o frotis de tgjido en €
areacircular del portaobjeto, dispersando una capa fina.

Secar en un horno o incubador por 5 minutos a una temperatura de 60°C (o fijar en
metanol por 5 minutos).

Agregar una gota de antisuero de congjo no marcado especifico a antigeno deseado que
tedricamente se encuentrasobre el frotis.

Redlizar controles positivos y negativos del suero en frotis idénticos.

Incubar a temperatura ambiente por un periodo de 5 minutos.

Enjuagar los portaobjetos utilizando PBS (pH 7,2) y colocarlos en una gradilla apropiada
en un bafio de PBS, por un periodo de 5 minutos.

Dejar secar |os portaohjetos.

Agregar inmunoglobulina de cabra anti suero de conejo marcada con FITC.

Volver aincubar y enjuagar como se explicé anteriormente.
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Xi)

Xii )

xii )

Secar |os portaobjetos utilizando toalla de papel absorbente.

Agregar fluido de montgje a pH 9,0 directamente a la muestra. Colocar un cubreobjeto en
lamuestray observar a microscopio, con aceite de inmersion.

Detectar |la presencia de fluorescencia positiva (color verde manzana). Los datos pueden
estar basados en la intensidad o cantidad de particulas fluorescentes.

Almacenar |os portaobjetos en oscuridad a4 °C

Prueba Inmunoenzimatica (EL1SA)

La técnica llamada ELISA (debido a las iniciales de Enzime-linked inmunoabsorbent

assay) utiliza los anticuerpos a los que se han enlazado covaentemente las enzimas. ES una

técnica inmunol égica ampliamente utilizada. La unién covalente de enzimas a las moléculas de

anticuerpos sin alterar las propiedades cataliticas de éstas y la especificidad del anticuerpo

produce una herramienta inmunol 6gica que posee ata sensibilidad y alta especificidad.

Se han desarrollado dos metodologias basicas de ELISA, una para deteccion del antigeno

(ELISA directo) y otra para anticuerpos (EL1SA indirecto). Se describe el procedimiento para

ELISA directo que es € méodo utilizado para detectar patdgenos de peces. En dicho

procedimiento € antigeno queda atrapado entre dos capas de anticuerpos, el segundo anticuerpo

contiene una enzima conjugada y es también especifico para el antigeno

1)

Cubrir los pozos de la microplaca para ELISA con 100 L de una dilucién apropiada de
inmunoglobulina de conejo purificada especifica para el antigeno deseado, en una cubierta
de tampon acalino, (pH 9,6) 0,05M, tal como tampdn boro o carbonato.

Incubar las placas a 4°C durante 16 horas o toda la noche.

Lavar cuatro veces con 0,01 M PBS conteniendo 0,05% Tween 20 pH 7,2 (PBS-T ).
Bloguear con leche descremada (5% en PBS-T) u otra solucion blogueadora por 30
minutos a 22 °C.

Lavar cuatro vecescon PBS-T

Colocar 100 mi/pocillo de la solucién conteniendo la bacteria para identificacion y la
bacteria control, degjar reaccionar con la cubierta de anticuerpos por 60 a 90 minutos a
22°C.
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vii)  Lavar cuatro veces con PBS-T. Colectar € fluido desechado y autoclavar antes de
eliminar.

viii)  Agregar alos pozos 100 i de una dilucion apropiada (en PBS mas Tween 20 a 0,05%)
de un segundo anticuerpo, usuamente anticuerpos para € antigeno especifico extraido de
cabra. Este puede 0 no ser conjugado a biotina. Degjar actuar por 60 a 90 minutos a 22 °C.

ix)  Lavar cuatro vecescon PBS-T.

X) Agregar e substrato cromoégeno. Detener e curso del ensayo cuando el control reacciona
positivo, lo que se puede lograr afladiendo 100 mL de &cido sulfurico 3N a cada pocillo.

Leer los resultados.

Las muestras positivas se reconocen a simple vista por € cambio de color. Sin embargo
para que no pase inadvertida ninguna muestra positiva, es preciso leer por espectrofotometria (en
un lector ELISA) la absorbancia del pozo de la microplaca a 492 nm. Se consideran positivos
todos los pozos cuya absorbancia sea mayor que e doble de la absorbancia media de los pozos
negativos de control, presentes en la misma placa.
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111.2. PROCEDIMIENTOSESPECIFICOS

[11.2.1. Enfermedad Bacteriana del Rifion (BK D)

La enfermedad bacteriana del rifion (BKD) es una enfermedad infecciosa tipicamente

cronica, de curso prolongado y una naturaleza insidiosa, provocada por una bacteria coryneforme
Gram positiva, que es la Unica especie perteneciente a género Renibacterium. Esta enfermedad
se ha presentado desde Norteamérica, Japdn, Europa Oriental y Chile y tiene importancia
econémica para los salmoénidos de cultivo, especialmente para los peces del género
Oncorhynchus (Salmon del Pacifico).

El diagndstico depende del incremento de la mortalidad, cambios clinicos y patol 6gicos
clasicos asociados con la enfermedad, y el aislamiento de Renibacterium salmoninarum en medio
de cultivo enriquecido con cisteina (KDM2) o en el medio selectivo SKDM desde lesiones o

gjemplares portadores del patdgeno.

[11.2.1.a) Aidamiento

Renibacterium salmoninarum es un organismo de crecimiento lento que requiere una
prolongada incubacién (2-3 semanas, algunas veces mas, a 15°C) para producir colonias. Para su
crecimiento requiere Cisteinay suero o sustitutos de suero. Se han propuesto diferentes medios o
ingredientes para megjorar su crecimiento y reducir €l desarrollo de microorganismos asociados.
L os dos medios especiales que generalmente se utilizan son:

Medio enriquecido con suero (KDM2) o carbén (KDMC)
Medio selectivo (SKDM)

La suplementacion del medio KDM2 con antibidticos puede reducir e problema de
rapido crecimiento de otros organismos (bacterias y hongos), sin embargo, también puede inhibir
alaR.. salmoninarum. Otra posibilidad, es analizar las placas regularmente aintervalosde 2 - 3
diasy extraer, asépticamente, |las colonias producidas por organismos de rapido crecimiento. Para
mantener la viabilidad de R..salmoninarum, se recomienda la preparacion de suspension de tejido
en sal isotonica (0,9% wi/v) enriquecido con peptona (0,1% wi/v).

Después de un periodo suficientemente largo de incubacién en KDM2, KDMC 0 SKDM,

R.. Salmoninarum produce colonias con apariencia redondeada, pequefia, lisa 'y blanca cremosa
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de 2 mm de tamafio. Las bacterias aisladas desde peces enfermos producen colonias después de
2-3 semanas en promedio, sin embargo, se han observado casos en los cuales e crecimiento
inicial ha tardado hasta 8 semanas en KDM2 y 12 semanas sobre el medio selectivo SKDM.

R.. salmoninarum aparece como un bacilo pequefio (0,3-1,5 x 0,1-1 nm), Gram positivo,
PAS positivo, asporongenous, no maotil, no écido-resistente, frecuentemente en pares, cadenas
cortas o formas pleomorficas como letras chinas, especialmente en € tgjido de peces.

R.. salmoninarum es catalasa positiva y oxidasa negativa. Su caracteristica fenotipica ha
sido establecida usando € sistema API-Zym y pruebas convencionales. Sin embargo, €l lento
crecimiento del organismo no logra, en la practica, que estas pruebas sean muy exitosos. Los

métodos serol 6gicos son usua mente empleados para confirmar laidentidad de la cepa aislada.

[11.2.1.b) Deteccion e identificacion por métodos ser ol 6gicos.

Aunque han sido reportados algunos riesgos de reaccion cruzada con otras bacterias, la
homogenidad antigénica de R. salmoninarum es una caracteristica que favorece e uso de
antisuero especifico en los procedimientos de identificacion. Tales técnicas se han aplicado para
la deteccion directa de R. salmoninarum en peces infectados y se favorecen por la existencia de
un factor antigénico soluble, estable al calor, abundantemente liberado en tgjido infectado. EI mas
importante de estos productos se denomina proteina p57, debido a su peso molecular de 57 Kd..

Las pruebas rgpidas inmunoldgicas son de amplia aplicacion en monitoreos de brotes de la
enfermedad y andlisis de los reproductores para seleccionar a los peces aparentemente no
infectados para propodsitos de reproduccion, los procedimientos de aglutinacion son ahora
reemplazados por lostest de FAT, IFAT y ELISA.

> IFAT

Los métodos de inmunofluorescencia directa (FAT) e indirecta (IFAT) han sido
comunmente usados para demostrar la presencia de la bacteria en tgjidos. En e primer caso, son
usadas inmunoglobulinas conjugadas de anti- R.. salmoninarum en conejo o cabra para FITC. En
el segundo caso, las inmunoglobulinas heteroespecifico son marcadas contra € suero anti- R
salmoninarum . Es posible adquirir los reactivos y conjugados desde fuentes comerciales, tales
como BiosChile, Sigma, etc. Ademas, también se encuentran disponibles los kits de diagnéstico

rapido (Apéndice proveedores de kits).
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> ELISA

ELISA puede ser usado para la deteccion del antigeno soluble extraido desde € tegjido
infectado, y es probablemente el método més sensible. Permite testar un gran nimero de muestras
y esta especialmente bien adaptado para los requerimientos de certificacion sanitaria. La técnica
mas comun es e sandwich de doble anticuerpo: anticuerpos especificos son cubiertos sobre la
superficie de poliestireno o PVC de los pozos de la microplaca, y las muestras conteniendo €l
antigeno, conjugado y sustrato son agregados sucesivamente.

Se han usado dos procedimientos de ELISA para antigenos solubles. Uno utiliza un
antisuero policlonal que reacciona con determinantes antigénicos estables a calor, mientras los
otros MADbs son usados para determinantes antigénicos sensibles a calor. El tratamiento de calor
limita la reaccién cruzada, pero no completamente. Los MAbs parecen ser mas especificos. Las
muestras pueden ser mantenidas frias o congeladas después del muestreo. Peces enfermos y
subclinicamente infectados dan reacciones de ELISA gue son claramente distintivas de los peces
no infectados.

L os reactivos necesarios para detectar R. salmoninarum através de ELISA son:

Muestra parala pruebay preparacion del diluyente de control
Solucion salina tamponada de fosfato (PBS), pH 7,4 suplementado con Tween 20 a 0,05%

(v/v) y Timerosal a 0,01% (p/v) que actuara como preservante. Paral litro:

NaCl 8.00 gramos
KH2POy4 0.20 gramos
NaHPO,4 1.09 gramos
KCI 0.20 gramos
Timerosal 0.10 gramos
pH 7.4 confirmado
Tween 20 0.5mL

+ Antigeno de Control Positivo
Céulas de Renibacterium salmoninarum (células envasadas humedas a 0,5% (p/v)) en PBS
de pH 7.4 + Timerosal. Es posible liofilizar las células bacterianas por largos periodos de
almacenamiento. Normalmente, las bacterias liofilizadas contienen un compuesto portador,

como por gjemplo la dextrosa, que sirve para la estabilidad.
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i) Almacenar la preparacion liofilizada a 4°C. Mantener estable por lo menos por un
ano.

i) Rehidratar 1as bacterias liofilizadas con 1.0 mL de agua ultra pura.

i) Preparar las soluciones necesarias, 1:100, 1:500, 1:1.000 y 1:5.000 (v/v), en PBSTy
almacenar a—70°C.

« Tampodn de cobertura
Carbonato de sodio, pH 9,6 o una solucion de cobertura disponible en € comercio.
i) Preparar tampones frescos para cada ELISA.

i) Carbonato de sodio, pH 9,6. Almacenar a temperatura ambiente y dejar por 30 dias.

Para un litro:
Na&COs3 1.59 gramos
NaHCO3 2.93 gramos
Timerosal 0.10 gramos
pH 9.6

iii)  Concentrados de soluciones de cobertura disponibles en el mercado. Almacenar €
concentrado, luego de abierto, a 4°C. Generamente, sera necesario estabilizarlo por

lo menos por un afio. Diluir siguiendo las instrucciones del proveedor.

D

»  Anticuerpo de cobertura
Inmunoglobulina purificada de afinidad a R. salmoninrum. Normalmente, cada frasco
contiene 1.0 mg de inmunoglobulina liofilizada.

i) Almacenar la preparacion liofilizada a 4°C. Estable por 10 menos por un afio.

i) Rehidratar €l anticuerpo de cobertura liofilizado, primero, mezclando 1.0 mL de glycerol
+ 1.0 mL de agua ultra pura que contenga timerosal a 0,2 % (2x); luego, transferir 1.0 mL
de la solucién de glicerol a 50 % para cada frasco de producto.

i) Rehidratar los contenidos de una cantidad suficiente de frascos para probar la cantidad

anticipada de peces a muestrear, para una estacion de desove dada. Agrupar los

contenidos de todos los frascos y luego colocarlos en frascos para congelamiento y

almacenar a- 70°C.
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Solucion de Lavado

PBS-T o0 una solucion de lavado disponible en el comercio que contenga Tween 20.

i) Preparar soluciones frescas para cada ELISA.

i) Preparar € PBS-T tal como se describi6 anteriormente.

i)  Concentrados de Soluciones de lavado disponibles en e comercio. Almacenar el
concentrado, luego de abierto, a 4°C. Generalmente, estable por |0 menos por un afio.

Diluir siguiendo las instrucciones del proveedor.

Diluyente del Conjugado

PBS-T o leche en polvo descremada a 2% (p/v) 0 un tampdn de borato. Se encuentran

disponibles en el comercio productos en forma de concentrados que generalmente se

comercializan como diluyentes o soluciones bloqueadoras.

i) Preparar un conjugado fresco para cada ELISA.

i) PBS-T. Preparar segin se explicO anteriormente. Es posible sustituir la leche
descremada por Tween 20, 2 gramos de leche descremada o leche a 2 % (p/v) hasta
100 mL en PBS con pH 7,4.

i) Concentrados de solucion bloqueadora o diluyente disponible en e comercio.
Almacenar e concentrado a 4°C después de abierto. Generalmente, estable por a

menos un afio. Diluir siguiendo las instrucciones del proveedor.

Conjugado de cabra anti-R. salmoninarum

Inmunoglobulina purificada de afinidad con el R.. salmoninarum marcado con peroxidasa de

rébano. Generamente, cada frasco contiene 0,1 mg de conjugado liofilizado.

i) Almacenar la preparacion liofilizada a 4°C. Estable por |o menos por un afio.

i) Rehidratar el anticuerpo de cobertura liofilizado, primero mezclando 2.0 mL de
glicerol + 1.0 mL de agua ultra pura que contenga thimesoral de fuerza a 0,2% y
luego transferir a 1.0 mL de solucion de glicerol a 50% a cada producto frasco.

i) Rehidratar los contenidos de una cantidad suficiente de frascos para una cantidad
anticipada de peces a muestrear en una estacion de desove dada. Agrupar los
contenidos de los frascos y luego colocarlos en varios frascos para congelamiento y

almacenar a—70°C.
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+ Sustrato de ABST-cromoégeno de peroxidasa
Se encuentran disponible productos comerciales y, generamente, se les encuentra en
sistemas que consisten en dos partess e cromdgeno ABTS, 0,6g/L 2.2'-azino-
di[etilbenzotiazolina sulfinato] en un tampon de glicina y un sustrato de peroxidasa de

hidrogeno, perdxido de hidrogeno al 0,02 % en un tampdn de acido citrico.

Solucion de detencion

Dodecil sulfato de sodio a 5% (v/v).

i) Almacenar a temperatura ambiente. Estable por 10 menos por un afio.

i) Combinar 4 partes del concentrado con 1 parte del agua justo antes de usarlo.

1. Antesderealizar ELISA
i) Preparar € reactivo.
i) Determinar las concentraciones de trabajo de las preparaciones de inmunoglobulina
anti R.. salmoninarum.

- Primero, determinar las concentraciones de trabajo del anticuerpo purificado de
cabraanti R.. salmoninarum (anticuerpo de cobertura) y el anticuerpo de cabra
anti R.. salmoninarum conjugado (HRP) de peroxidasa de rabano, utilizando la
titulacion de la microplaca con € anticuerpo de coberturay e conjugado HRP.

- Aplicar € anti R. salmoninarum a los pozos de la microplacaa 1 pug por mL. La
dilucion se realiza desde una preparacion de anticuerpo concentrado a 1 mg/mL y
ladilucién de trabajo del anticuerpo del conjugado HRP es de 1:2.000 (v/v).

i) Extraccion y preparacion de la muestra

- Preparar los tgjidos de peces 0 muestras de fluidos corporales para realizar el
ELISA.

- Calentar cada muestra a 100°C, por un periodo de 15 minutos. Luego, centrifugar
a8.000 a10.000 x g por 10 minutos, a 4°C.

- Derretir las muestras antes de calentarlas, en caso que hayan sido congeladas.

- Almacenar las muestras, procesadas y calentadas a 4°C, o congelar a —70°C para

pruebas posteriores.
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DialdeELISA:

Cubrir los pozos de la microplaca con inmunoglobulina (anticuer po de cobertura).

Utilizar una microplaca disefiada para ser utilizada en inmunoensayos, como ELISA.
Estas microplacas se pueden adquirir desde diferentes proveedores, incluyendo Corning
Glass Works, Costar, Dynatech Laboratories, Inc., y Nunc, Inc. El rendimiento de estas
placas es variable y para un ELISA determinado, serd necesario probar placas de
diferentes proveedores para determinar cua es la mas Util.
Se recomienda separar un set de instrumentos de vidrio Unicamente para preparar los
reactivos de ELISA. Esto es muy importante para los laboratorios que realizan en forma
continua cultivos de R.. salmoninarum. Es posible que queden restos de proteinas
extracelulares de bacteria, en especial del antigeno p57, en la superficie de los
contenedores después de los lavados con detergentes convencionales y esterilizacion con
Vapor.
Incluir varios controles en cada ELISA.
Para determinar la cantidad de pozos de la microplaca a los cuales se le agregara €
anticuerpo de cobertura, preparar mapas de la microplaca, los cuaes deberdn mostrar la
ubicacion de cada copia de un control 0 muestra de prueba especifica. Luego, enumerar
las microplacas.
Cdcular la cantidad de tampdn de cobertura o anticuerpo de cobertura necesaria para
cubrir cada microplaca en un ELISA particular. Preparar un volumen adiciona de
anticuerpo de cobertura para asi compensar la solucién que se pierde durante la
preparacion y pipeteo.
Ejemplo: Célculo del volumen total de anticuerpo de cobertura a 1 pg/mL necesario
para agregar 200 uL de anticuerpo a los pozos de 5 microplacas.
(5 placas) (96 pozos/placa) (200 pL/pozo) = 96.000 pL =96 mL
Preparar 105 mL de anticuerpo de coberturaa 1 pg/mL
X (1000 pg/mL) = 105 mL (1 pg/mL)
X =0,105mL =105 pL
Mezclar 105 pL de IgG de anti — R. salmoninarum concentrado con 105

mL de tampdn de cobertura.
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Diluir € anticuerpo de cabra concentrado para R. salmoninarum en un tampén de
cobertura carbonato-bicarbonato, pH 9,6, o una solucion comercial de cobertura
Cuando se utiliza una solucién de cobertura, realizar preparaciones frescas para cada
ELISA. Generdmente, desechar €l tampon carbonato-bicarbonato luego de 30 dias.
Utilizar agua de grado reactivo o equivalente.
No agregar anticuerpo de cobertura a conjugado de control (CC) ni a los pozos de
control substrato-cromégeno (SC). Agregar 200 pL de tampdn de cobertura en cada uno
de estos pozos.

Agregar 200 pL de anticuerpo de cobertura a los blancos (B) pozos de controles
negativos (N), pozos de controles positivos (diluciones 1:100, 1:1.000, 1:2.000 y
1:5000) y los pozos disefiados para las muestras de la prueba

Sellar cada placa con un sellador adhesivo después de agregar € tampon o anticuerpo de
cobertura. Colocar las placas en una camara himeda e incubar a 4°C por 16 horas.

Dia2deELISA

Lavar las microplacas para eliminar cualquier resto deinmunoglobulina.

Preparar la solucién de lavado PBS-T o diluir un concentrado comercial de solucién de

lavado en agua ultra pura. Almacenar toda la noche a 4°C. Agitar para asegurar la

mezcla antes de agregar la solucion de lavado.

Durante e ELISA, es necesario que € tampdn de lavado permanezca a temperatura

ambiente.

Este procedimiento se utiliza para todos los lavados siguientes.

= Lavar las placas en orden numeérico.

= Eliminar cuaquier resto de anticuerpo de cobertura, lavando 5 veces las placas,
dejando decantar por 30 segundo cada vez que se vuelvan a cubrir los pozos.
Eliminar cualquier exceso de tampon de lavado de cada placa, luego de terminar con
los cinco lavados.

= Colocar las alicuotas de las muestras de prueba y control en los pozos de la

microplaca.
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= Agregar 200 uL del diluyente de la muestra de prueba (solucion salina de tampon de
fosfato, pH 7,4 suplementada con Tween 20 a 0,05%) a los siguiente pozos de
control:
< Blanco (B)
< Conjugado de control (CC)
< Control de substrato-cromogeno (SC)
< Agregar € tgjido o fluido corpora alos pozos de tejido de control (N).
= Sellar los pozos con sellador adhesivo y, luego, cargar los controles positivos.
= Agregar 200 uL de aicuotas del control positivo alos pozos apropiados.
= Sellar los pozos con otro sellador adhesivo antes de cargar las muestras de prueba.
= Agregar 200 uL de aicuotas de cada muestra de prueba a los pozos adecuados.
= Cubrir cada placa con un sellador adhesivo. Escribir sobre las placas la hora de
término.
= Incubar por 3 horas, en una cdmara himeda a 25°C.
- Lavar 5 veces las microplacas, tal como se explico anteriormente.
- Agregar e conjugado HRP de cabra anti- R. salmoninarum.
= Primero, calcular la cantidad necesaria de anticuerpo de conjugado HRP (200
pL/pozo)
Ejemplo: Caculo del volumen de una dilucion de 1:2.000 del conjugado HRP
necesario paralas 5 microplacas.
(5 placas) (96 pozos/placa) (200 pL/pozo) = 96.000 pL =96 mL.
Nuevamente, realizar ~10 mL extra o 105 mL.
1/2000 = X/105 mL
X =0,0525 mL =52,5 L
Mezclar 52,5 pL del conjugado de stock HRP anti R. salmoninarum con
105 mL de diluyente.

= Preparar € anticuerpo conjugado de HRP: leche en polvo descremada al 2% (p/v) en
PBS, pH 7,4 o un concentrado comercial de solucién bloqueadora/diluyente de leche.
= Agregar 200 pL del conjugado disuelto alos pozos adecuados.



= Agregar una cantidad equivalente de diluyente sin anticuerpo conjugado a los pozos de
control sustrato-cromégeno (SC).

= Sellar cada placa con un sellador adhesivo de placas e incubar en una camara hiumeda a
25°C, por un periodo de 2 horas.

Lavar 5 veces lamicroplaca, tal como se explicd anteriormente.

Reaccién substrato-cromogeno

El tiempo es muy importante en la reaccion sustrato-cromégeno. Detener la reaccion a

los 20 minutos exactos,

El volumen de la solucion de detencion “stop solution” (SDS) debe ser igual a 50 L, lo

gue permite asegurar €l perfecto relleno de los pozos.

Preparar la SDS desde un concentrado a 5% (v/v), de la siguiente forma:

4 partes de concentrado + 1 parte de agua

Para comenzar |a reaccién sustrato (peroxido de hidrégeno) — cromégeno (ABTS):

= Colocar la cantidad necesaria de camaras humedas (sin las placas) en un incubador a
37°Cy dejar que se equilibren antes de comenzar la reaccion sustrato-cromaogeno.

= Almacenar las placas limpias en otra cAmara himeda a temperatura ambiente o
dejarlas en un mesdn con cubierta de plastico, s es que no existe la cantidad
suficiente de camaras humedas.

= Colocar € timer a 20 minutos para cada placa (no comenzar €l proceso aln).

= Preparar la solucion de sustrato-cromogeno.

= Agregar 200 pL de solucion sustrato-cromogeno a cada pozo. Apenas se comience a
agregar la solucion, hacer funcionar e timer. Llenar todas las placas siguiendo un
orden numeérico.

= Una vez que todos los pozos tengan sustrato-cromégeno, sellar inmediatamente la
placay colocarla en una camara himeda a 37°C.

Para detener la reaccion sustrato-cromégeno y medir la absorbancia:

= Mientras se desarrolle la reaccion substrato-cromégeno a 37°C, preparar la solucion

de detencion. Agregar 50 L a cada pozo.
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= Unavez completado el periodo de incubacion, agregar inmediatamente la solucion de
detencion “stop solution”. Cada pozo debe recibir la solucién en la secuencia exacta
que se utiliza para agregar la solucion sustrato-cromogeno.

= Eliminar cualquier resto de condensacion que se encuentre en € fondo de la placa 'y

medir, inmediatamente, |a absorbencia a 405 nm.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) ©
En & caso del Renibacterium la region amplificada de ADN pertenece a la codificacién

del gen para la proteina p57. El sistema més utilizado produce la amplificacion de un fragmento

de 501 pares de bases, limitada por los sitios de unién de los dos primers, cuyas secuencias son:

ii )

5 -CAAGGTGAAGGGAATTCTTCCACT-3
5-GACGGCAATGTCCGTTCCCGGTTT-3..
Para la extraccion del ADN:
Extraer el ADN de muestras clinicas utilizando el método fenol-cloroformo.
Luego de la homogeneizacion, mezclar 100 nL del tejido sospechoso en 1 mL de tampdn
Tris EDTA de sodio (4cido tetra acético diamino etileno) (100 mM NaCl, 100 mM EDTA
y 50 mM Tri/HCI, pH 8,0) y disolver utilizando 10 mL de dodecil sulfato de sodio a 20%
(SDS).
Redlizar los ciclos de extraccion utilizando fenol cloroformo o cloroformo y agregar 10
ng de 10 mg/mL de ARNSse para asi permitir la digestion del ARN. Este procedimiento se
[leva a cabo durante una hora, a una temperatura de 37°C.
Luego del segundo ciclo de extracciones, precipitar el ADN utilizando etanol absoluto
frio; enjuagar en etanol a 70%, secar y volver a disolver en un tampén de 75 nlL de
TriYEDTA (50 mM TrigHCl y 10 mM EDTA, pH 8).
Hace muy poco se descubrié que los tgjidos de los rifiones podian producir algin efecto
inhibidor y, ademés, reducir la sensibilidad de la prueba. Para minimizar estos efectos, se
sugiere utilizar linfocitos ya disueltos y no tegjidos frescos. Por otra parte, se describe un

procedimiento de extraccién simplificado.

® Adaptacién Manua OIE, 2000
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vi)  Redizar laamplificacion en 50 nL de una mezcla de reaccion que contenga 10 mM de
Tris’/HCl, de pH 8,3, 50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCl y una mezcla de 0,5 mM de
nucledtido trifosfato (ANTP).

vii)  Luego, agregar primers de 50 pmol, 2,5 unidades de polimerasa de ADN Taq y cerca de
5-8 ng/mL de templados de ADN.

viii)  Pareciera que 30 ciclos de amplificacion realizadas en un termociclador automético (94°C
por 1 minuto, 48°C por un minuto y 72°C por 2 minutos) son suficientes.

ix)  Luego, andizar los productos obtenidos después de la migracion por electroforesis en gel

de agarosa 'y compararlos con los marcadores moleculares estdndar para su identificacion.

[11.2.2. Piscirickettsiosis

La piscirickettsiosis es una condicion septicémica de los salménidos causada por la
bacteria Piscirickettsia salmonis, que se presentd por primera vez en e samon coho
(Oncorhynchus kisutch). La enfermedad esta presente en Chile desde 1989 y hasta ahora se ha
presentado en Canad, Irlanday Noruega.

Se ha detectado P. salmonis en e salmén coho (O. kisutch), salmén chinook (O.
tshawytscha), salmon sakura (O. masou), trucha arcoiris (O. mykiss), salmoén pink (O. gorbuscha)
y salmon del Atlantico (Salmo salar). La especie mas susceptible es el salmén coho.

Para realizar un diagnostico confirmatorio o positivo del P.salmonis existen las técnicas
inmunologicasy las moleculares. En las primeras se destacan dos tipos de procedimientos:

a) Deteccion directa del agente a partir de tejido infectado

b) Deteccion del agente a partir de crecimientos en lineas celulares.

En ambos casos se utilizan las técnicas IFAT y ELISA paralaidentificacion del agente.

La técnica molecular de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), recientemente

implementada para P. salmonis, se rediza a partir de tgjido de peces infectados o no

sospechosos, 0 desde crecimientos de cultivos celulares del patdgeno.
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[11.2.2.a) ldentificacion de P. salmonis en frotis de tgjido tefiido con Acridina-Orange

El método de la Acridina Orange fue recomendado por Lannan y Fryer (1991) para la
deteccion de P. salmonis y forma parte de los procedimientos de identificacion presunta del
patdgeno. La ventga de esta técnica sobre los otros procedimientos de deteccién mediante
tinciones, es que proporciona gran contraste entre la Piscirickettsia salmonis y & material de
fondo y, ademas, comparada con la técnica de Tincion Giemsa, resulta mas fécil observar los
organismos, cuando estos se encuentran en bajo nimero.

Cabe hacer notar que las tinciones directas de tegjidos, en frotis, tienen una baa
sensibilidad y que, por lo general, se requiere que las bacterias estén en concentraciones elevadas
para que puedan ser detectadas por medio de estas técnicas. Con Tincidn Gram, se requiere que la
bacteria esté en concentraciones de 10° bacterias/gr. de tejido para ser detectada (Fryer com.pers.,
1992).

No existe informacion para cuantificar  nimero de bacterias que se requeriria por gramo
de tgjido para ser detectada por la Técnica Acridina Orange, no obstante, en base a criterios de
calidad de los resultados, se deduce que es mas sensible que Giemsa.

Para la preparacion de la Tincién Acridina-Orange, se sugiere utilizar la siguiente
formulacion de tincién . (Lannan & Fryer, 1991):

i) Agregar 20 gm de polvo de AO a 190 mL del tampdn de acetato de sodio (100 mL 1 M

CH3COONa—-3H,Oy 90 mL 1 N HCI).

i) Ajustar € pH a3,5con 1 N HCI.

i)  Almacenar en unabotella café, atemperatura ambiente.

Parala preparacion y andlisis de los portaobjetos:

i) Preparar frotis de impresiones de rifion, higado y bazo, dejar secar y fijar por 5 minutos en
metanol absoluto.

i) Irrigar los cubreobjetos con tincién AO por 2 min., lavar con agua potable y dejar secar.

i) Andizar los cubreobjetos usando aceite de inmersién con un microscopio de
fluorescencia, equipado con los filtros bloqueadores apropiados.

iv)  En las preparaciones de tincién OA, las rickettsias pueden aparecer rojo-anaranjado

brillante o de color verde. Los organismos individuales tienen entre 0,5-1,5 nm de
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diametro, son pleomorficos, predominantemente cocoidales. Generalmente, también se

observan como anillosy pares de bastones curvados.

[11.2.2.b) Tincion Giemsa

Latincion Giemsa de frotis de fluidos desde las células infectadas o de frotis de tgjido de

organos infectados, muestran organismos pleomorficos tefiidos de azul obscuro, de foma cocoidal

o anillos, frecuentemente en pares, con un didmetro aproximado de 0,5-1,5 mm

[11.2.2.c) Aidamiento deP. salmonis en cultivo celular

1)

La preparacion del tejido para el aislamiento de la bacteria en cultivo celular, consiste en:
Extraer € rifion en forma aséptica y traspasarlo a un contenedor estéril. No utilizar
antibidticos en ninguna etapa del proceso de aislamiento. Mantener € tejido a 4°C o sobre
hielo hasta que sea procesado. No congelar.

Homogeneizar €l tejido rena a 1/20 en solucion salina tamponada PBS libre de antibidtico
y luego, sin centrifugacion, realizar diluciones 1/5y 1/50 en PBS libre de antibidtico,

para inocular sobre cultivo celular. Las diluciones finales para uso son de 10? y 10°.

Para la inoculacién de la monocapa celular:

Inocular una dilucién de 107 y 10° de los érganos homogeneizados en cultivo celular.
Mantener los cultivos en medios libre de antibidticos.

Inocular directamente e homogenizado diluido (0,1 mL/cultivo) en el medio de cultivo
libre de antibiotico sobre las células.

Incubar € cultivo celular a 15-18°C por 28 dias, analizar para detectar la aparicién de
ECP. El ECP rickettsial consiste en células redondeadas o racimos similares a placas. Con
el tiempo, el ECP progresa hasta que todas las células son destruidas.

S el ECP no ocurre (excepto en los controles positivos), incubar los cultivos a 15-18°C

por 14 dias adicionales.

[11.2.2.d) Ildentificacion de P. salmonisaisladas en cultivo celular

Utilizar las técnicas IFAT, ELISA y Moleculares.
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>

IFAT

Hacer un frotis en portaobjetos con una suspension extraida de los cultivos celulares que
muestran ECP y analizar utilizando el método del anticuerpo fluorescente (FAT).

Los frotis de tgjidos a ser examinados a través del FAT, deben corresponder a preparados
frescos 0 almacenados a -20°C. Los resultados preliminares indican que la temperatura de

almacengje a-4°C no es recomendable.

i)  Aplicar e anticuerpo primario a los frotis preparados.

iv)  Incubar los portaobjetos por 30 minutos a temperatura ambiente, en la oscuridad, en una
camara humeda (pH 7,2).

V) Lavar 10 veces con PBS'y secar antes de aplicar € segundo anticuerpo.

vi)  Aplicar e conjugado FITC previamente diluido en PBS (siguiendo las instrucciones del
proveedor.

vii)  Incubar los portaobjetos por 30 minutos.

viii)  Lavar 10 veces con PBS (pH 7,2) y dejar secar.

ix)  Contratefiir por dos minutos con verde metilo a 1%, para asi reducir la fluorescencia no
especificadel fondo. Lavary secar.

X) Preparar e medio de montgje utilizando glicerol tamponado, pH 8,0.

xi)  Detectar la presencia de fluorescencia positiva (color verde) utilizando un microscopio de
fluorescencia

» PCR

Se hadesarrollado un PCR para detectar e ADN gendmico de P. salmonis, usando primers

bacteriales generales 16S rADN en la primera amplificacion y primers especificos en la segunda

reaccion. Los dos primers especificos para P.salmonis - PS2A2 (223F) y PS2A2 (690R)- tienen
las siguientes secuencias.  5-CTAGGAGATGAGCCCGCGTTG-3' vy

5-GCTACACCTGCGAAACCACTT-3, respectivamente.
Para la preparacion de los tejidos infectados
Digerir 0,1 g de tgjidos de rifion y bazo, por un periodo de 3 horas y a una temperatura de
65°C, en 250 mL de tampdn de lisis (50 mM KCI, 10 mM Tris, pH 7,8, 2,5 mM MgCh,
gelatina a 0,1%, NP40 al 0,45% y Tween 20 al 0,45% con 1 mg/mL de proteinasa K, la

cua se debe agregar justo antes de comenzar).
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Hervir los tgidos por 10 minutos, enfriar con hielo y centrifugar para eliminar los restos

de células.

Utilizar volumenes de 5 mL de sobrenadante como un templado de la amplificacion PCR.

Reaccion en cadena de polimerasa anidada (Nested)

)

Vi)

Agregar 5 mL de lisado de ADN de P. salmonis a 45 mL de la mezcla de reaccion,
consistente en tampon de PCR (10 mM Tris/HCI, pH 9, 1,5 mM MgCl2, 50 mM
KCl y Triton X-100 a 0,1%), 200 mM de dATP, dCTP, dTTPy dGTP a cada uno,
1 mM de primer EUbA 1 mM primer EubB y 2,5 unidades de Taq polimerasa de
ADN.

Cubrir la mezcla con 50 mL de aceite mineral.

Desnaturaizar la mezcla a 94°C, por un periodo de 2 minutos y, luego, amplificar
a través de 35 ciclos a 94°C, por un periodo de 1 minuto, 50°C por 2 minutos y
72°C por 3 minutos.

Redlizar la segunda amplificacién, agregando 3 mL de los productos del primer
PCR a la mezcla de reaccion, la cual debe contener 2 mM de primers PS2S y
PS2AS, y no los primers EubA y EubB, siguiendo las siguientes condiciones de
reaccion: 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, 61 °C por 2 minutos y 72°C por 3
minutos.

Analizar el ADN amplificado (476 bp) (10 mL de la mezcla de reaccion PCR) a
través de electroforesis en un gel TAE de agarosa a 2% (40 mM acetato Trig/l
mM EDTA [&cido tetra acético diamine etileno], € cua debe contener 1 mg por
cada 50 mL de bromuro de etidio.

Para confirmar la identificacién, digerir 10mL de alicuotas de la mezcla de
amplificacion PCR con EcoR1y Pst1 siguiendo las instrucciones del proveedor
(productos esperados. EcoRI 994, 546; Pstl 541, 519, 480).
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2. Reaccion en cadena de polimerasa directa

i) Agregar 5 mL de lisado de ADN de P. salmonis a 45 mL de una mezcla de
reaccion que contenga tampén de PCR (10 mM TrigHCI, pH 9, 1,5 mM MgCh,
50 mM KCl y Triton X-100 a 0,1%), 200 mM de dATP, dCTP, dTTPy dGTP a
cada uno, 2 mM de primer PS2S y PS2AS a cada uno y 2,5 unidades de Taqg
polimerasa de ADN.

i) Cubrir la mezcla con 50 mL de aceite mineral. Cuando se agrega un paso de
desnaturalizacion de 2 minutos a 94°C, redlizar e PCR directo bgjo la mismas
condiciones de reaccion que se utilizaron para el segundo paso del PCR anidado
(nested).

[11.2.3. Yersiniosis o Enfermedad Entérica de la Boca Roja (ERM)

La enfermedad de la boca roja (ERM), causada por Yersinia ruckeri, aparece mas
frecuentemente en aguas célidas de alto contenido organico después de algun estrés o dafio
resultado de mango, parasitos externos, bajo contenido de oxigeno o malas condiciones en
genera. Es normamente una septicemia generalizada con signos clinicos virtuamente
indistinguibles de otras septicemias; pero la presencia frecuente de enrojecimiento en la boca,
hemorragias en € bgjo intestino y una descarga amarilla del ano puede orientar el diagndstico.

La enfermedad puede ser peraguda (mortalidades sin lesiones gruesas) y aguda
(hemorragia de branquias y 6rganos internos, fluidos sanguinolentos en la cavidad del cuerpo) a

subaguda y cronica.

[11.2.3.2) ldentificacion presunta

i) Utilizar un bacilo, gram-negativo, citocromo oxidasa-negativo y que no produzca indol.

i) Analizar |as placas de agar MacConkey con un dia de incubacion.

i) Desechar las colonias rojas 0 mucoides.

iv)  Seleccionar las colonias pequefias (1-2 mm didmetro), planas, incoloras o color rosa
paido.

V) Realizar las pruebas bioguimicas adecuadas.
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Prueba agar Fenilalanina deaminas
Agregar 2-3 gotas de solucion de cloruro férrico a 10% en agar inclinado. Si se observa un
color verde significa que €l resultado es positivo..

Test del indol
Agregar 0,2-0,3 mL de reactivo de Kovac. S se observa un color rojo profundo en la

superficie del crecimiento significa que la prueba es positiva.

Test V-P
Agregar 0,6 mL de afanaftol y agitar bien. Agregar 0,2 mL de solucién de NaOH a 40%
con creatinay agitar. Leer los resultados después de 4 horas. Si se observa un color rojo rubi

0 rosado en & medio, significa que & resultado es positivo.

Test dela Pirazinamidasa

Después del crecimiento del cultivo en agar de pirazinamidasa inclinado a temperatura
ambiente, agreguar 1 mL de sulfato de amonio ferroso a 0,1% recién preparado, sobre el agar
inclinado. El desarrollo de color rosado dentro de 15 minutos es positivo, indicando presencia

de &cido pirazinoico formado por la enzima pirazinamidasa.

Test Beta-D- glucosidasa
Agregar 0,1 g de 4 nitrofenil-beta-glucopiranosido a 100 mL de 0,666 M NaH>PO4(pHs).
Disolver y esterilizar por filtracion.

Reaccion en Cadena de Polimerasa PCR para Yersinia ruckeri (segun Gibello et a 1999)
desde molécula de ARN (secuencia 16S)

[11.2.3.b) Diagnostico Confirmatorio

Lamejor forma de redlizar la prueba es usar € Test de Aglutinacion en portaobjetos, o la

técnica del anticuerpo fluorescente indirecta. Esta Ultima técnica se puede aplicar directamente

sobre €l tgjido, de este modo facilita un diagndstico anticipado de ERM .
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Extraccion de ADN cromosomal

)

Vi)
vii )
viii )

iX)

Extraer las bacterias de colonias puras desde placas de agar y suspender en agua destilada
estéril. Centrifugar a 2000 x g. —4000 x g.

Resuspender el sedimento en 500 ni. de tampon TES [N-Tris (hidroximetil) metil-2-&cido
aminoetano sulfonico] que contenga 50 ng de lisosina (Sigma) e incubar a 37°C por 30
minutos.

Agregar 5 nL de solucion de proteinasa K 10 mg/mL.

Incubar la mezcla a bafio Maria, a 65 °C por dos horas.

Agregar 50 nL. de dodecil sulfato de sodio (SDS) y colocar nuevamente al bafio Maria, a
65°C por 10 minutos més.

Tratar 2 veces la solucién con fenolcloroformo 1:1 y recuperar la fraccion acuosa..
Precipitar e ADN con 2 volimenes de etanol puro; centrifugar a 2000 x g y secar.
Disolver en 50 nL de agua destilada estéril que contenga 2 U de ARNsa.

Almacenar a -20 °C.

» Amplificacion ADN

Unavez extraida la muestra de tejido o colonia bacteriana, proceder de la siguiente forma:

1)

i)

ii )

Utilizar 100 L de la muestra que contiene el ADN genomico (aproximadamente 70 ng de
ADN bacterial) 0 20 mL de ADN extraido de tejido de peces.

Utilizar 1 mM de cada primer, 2 mM de cada trifosfato de oxinuclettido, 10 mi_ de
tampdn de polimerasa Taq (Biotools) y 1 U de polimerasa Taq (Biotools).

Redlizar lareaccion de amplificacion en un termociclador de PT-100 utilizando 25 ciclos
de desnaturalizacién por un periodo de 1 minuto a92 °C, acoplamiento alatemperatura
seleccionada (57 0 602 C) por 1 minuto, otro minuto a 72 °C y seguido por una extension
final de 72 °C por 5 minutos.

Incluir controles negativos (ADN no modelado) y positivos (50 ng de ADN purificado
extraido de Y. ruckeri CECT 956) para cada lote de mezclas de PCR.

Detectar los productos generados de PCR, utilizando gel de agarosa a 1% sometiendo a

electroforesis 10 m de la mezcla de amplificacion.



Primerspara amplificacion PCR deYersinia
Yer 8 (5-GCGAGGAGGAAGGGTTAAGTG-3)
Yerll |(5-CACTTAACCCTTCCTCCTCGC-3)
Yer10 |(5-GAAGGCACCAAGGCATCTCTG-3)
Yer12 |(5-AGTAATGTCTGGGGATCTGCC-3')

[11.2.4. Furunculosis

Esta enfermedad se ha presentado en América del Norte, Sudamérica, Europa, Asia'y
Africa, y es causada por Aeromonas salmonicida..

A pesar que generamente se le asocia con peces de agua dulce, se cree que los peces de
agua de mar también son susceptibles.

El diagnostico se basa en el andlisis de los signos clinicos caracteristicos de la enfermedad
y e aidamiento de los organismos causantes. El aidamiento primario se lleva a cabo de mejor
forma con siembra del rifién, ya sea en TSA o BHIA, a una temperatura de 20-25°C por 24-48
horas. Existen algunos indicios gue existen ciertas cepas de la Aeromonas salmonicida que no

crecen en TSA.

[11.2.4.2) Diagnéstico Presunto
L as caracteristicas que presenta el organismo cultivado en TSA o BHIA son:
Tamafo pequefio (1,2 x 0,8 nm).
No motil.
Bastones con gram negativo que representa una oxidasa positiva.
Glucosa positiva.
Gelatinasa positiva.

La mayoria de las cepas producen una pigmentacion café difusa. Ademés, se describe un
aislamiento negativo de oxidasa.

Se han utilizado diferentes técnicas inmunol égicas para lograr un diagnéstico rapido de la
furunculosis directamente desde los tejidos de los peces clinicamente enfermos. Entre estas
técnicas se encuentran: aglutinacion de globulos de létex; coaglutinacion de estafilococos,
prueba de ligacion inmunoenzimatica (ELISA, Austin et a. 1986).
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[11.2.4.b) Diagnostico Confirmatorio

Es posible identificar las Aeromonas salmonicida aisladas en un cultivo, utilizando

procedimientos serolégicos, como por giemplo FAT o pruebas de aglutinacion (microtitulo o

portaobjeto). Se debe poner especia cuidado cuando se utilice las pruebas de aglutinacion, ya

gue muchas de las cepas de Aeromonas salmonicida se autoaglutinan en la solucion sdlina. Se

han utilizado pruebas modificadas de aglutinacién, por g emplo, aglutinacion de globulos de latex

0 coaglutinacién estafilococo como una manera de evitar el problema de la autoaglutinacion. Por

otra parte, es posible identificar |os organismos a través de una identificacion fenotipica extensa.

Paralas pruebas IFAT se procede segun los protocol os entregados.

» Hemoaglutinacion.

1)

i)

ii )

iv)

v)

Vi)

Vi)

Vil )

Suspender el inéculo de la colonia bacteriana en 0,5 mL de solucion salina gjustada a pH

11 con NaOH en tubos de ensayo pequefios.

Calentar en agua hirviendo por 15 minutos.

Clarificar por centrifugacién y reservar el sobrenadante.

Transferir € sobrenadante a un tubo conteniendo 0,04 mL de glébulos rojos de oveja

formalizados (GR-0O), suspender las células e incubar en agua a 37°C por 15 minutos.

Sedimentar y lavar los GR-O con solucion salina 'y suspender en 0,25 mL de solucion

sdina

Mezclar una gota de suspension de hemocitos (GR-O) con una gota de suero anti-A.

salmonicida en un portaobjeto limpio; observar la aglutinacion.

Preparar una mezcla para control positivo usando GR-O sensibilizado con e antigeno

homalogo preparado previamente.

Preparar controles negativos de la siguiente manera:

<+ Una gota de antisuero y una gota de suspensién de hemocitos (GR-O) no
sensibilizados.

<+ Unagota de solucion salinay una gota de hemocitos sensibilizados.

Una evidencia rgpida macroscopica de formacion de grumos (aglutinacion) en la muestra

en cuestion y en e control positivo (pero no en los controles negativos) congtituye la

confirmacion.
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[11.2.5. Flavobacteriosis

Flavobacterium psychrophilum es el agente causante de la “enfermedad del agua fria”’
(cold-water disease) y del sindrome del alevin de la trucha arcoiris (RTFS), dos enfermedades
comunes de salmonidos, principalmente trucha arcoiris y salmén coho. Estas enfermedades
causan grandes pérdidas en la mayoria de las éreas con cultivo intensivo de salmonidos, taes
como Estados Unidos, Canada, Chile, Europa, Japén y Tasmania. Esta bacteria ha sido aislada
ocasionalmente en no salmonidos como anguila (Anguilla anguilla) y otros. (Urdaci et al., 1998)

La presenciay persistencia de F. psychrophilum en ambientes acuéticos naturales no ha
sido registrada, una razén para eso puede ser la carencia de métodos apropiados para deteccion.
El aisamiento de esta bacteria usando cultivo en placas de agar es en muchos casos inadecuado
debido al lento crecimiento de las células (Wiklund et al., 2000).

El diagnostico estd basado en los signos clinicos seguido por e aislamiento e
identificacién del agente. El aislamiento primario debe ser hecho de lesiones o del bazo en agar
citéfaga. En Chile se usa e medio MAOA modificado (Anexo |). Los cultivos son incubados a
temperatura de 15 —20 °C por 3-5 dias.

[11.25.a) Diagnostico presunto

Esta dado por la presencia de bacilos largos, Gram negativo, en lesiones de piel y muasculo
observados a partir de frotis teflidos, utilizando la técnica Gram y la observacion en microscopio
optico y @ crecimiento de colonias amarillas convexas en agar citofaga. La identificacién de

bacterias, segun las caracteristicas bioquimicas, se presentaen las Tablas VI, VII, VIl y IX.

[11.2.5.b) Diagnostico confirmatorio

El diagndstico es confirmado a través de identificacion serol 6gica positiva por medio de la
aglutinacion en portaobjetos o la técnica de FAT indirecto. Los pasos para realizar estas técnicas
se describen a comienzo de este capitulo. Recientemente se esta incorporando la técnica de PCR
para la identificacion de este agente.

Se describe la técnica PCR a partir de los trabgjos de Urdaci et al., 1998 y Wiklund et al.,
2000.
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Primer s oligonucledtidos para F. psychrophilum
Primer directo FP1 5-GTTAGTTGGCATCAACAC-3 |186ala203 bp
Primer inverso FP2 5-TCGATCCTACTTGCGTAG-3 |1278 ala 1261 bp

Condiciones de la amplificacion

i) Preparar una mezcla de 25 mL que contenga 25-50 mg de ADN gendmico de la bacteria o
1 a10 nmL de ADN extraido de tejido del pez, 10 pM de cada primer, 50 mM de cada
dNTPy 1 U de Tag ADN polimerasa, en 2,5 m de tampén PCR 10x. Agregar una gota de
aceite mineral.

i) Redlizar lareaccion de amplificacion de la siguiente manera:
Desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por
30 segundos, acoplamiento a 54°C por 1 minuto y extension a 72°C por 10 minutos.

i) El producto de la PCR seré detectado sometiendo |a mezcla de la reaccion a electroforesis
en gel de agarosa a 1% (w/v) con bromuro de etidio, por un periodo de 1 hora, a 10 V/cm
en tampon tris borato (89 mM Tris-base, 89 mM &cido borico, 2 mM EDTA). Visualizar

en transiluminador.
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Tabla VI. Caracteres Bioguimicos distintivos de Citofagaceos y Flavobacteriaceos.

ESPECIES
CARACTERES Flexibacter Flavobacterium  Flavobacterium
columnaris psychrophilus branchiophila

Cultivoa 25°C + - +
Cultivo en NaCl Variable + -
al 0.4%

Pigmento amarillo + + +
Oxidasa + - +
Glucosa Variable - +
HyS + - -
Celulosa - + -
Almidén - - +
Gram - -

OF 0 0

Nitrato + -

Fluorescencia - -

Motilidad - -

Gelatina + +

Esculina - -

Indol - -

H,S - -

Catalasa + +

Voges-Prosleasa - -




TablaVII. CaracteresBioquimicosdistintivos de las enter obacterias mas frecuentes en peces.

ESPECIES
CARACTER Citrobaqt_er Edwardsiella Hafnia alvel Yersinia ruckeri
freundii tarda
Movilidad
A 22°C + (ex) + (ex) + +
A 37°C + (ex) + (ex) variable -
Gasen Glucosa
A 22°C + (&) + - -
A 37°C + (ex) + variable -
ONPG + - varigble +
LDC - + + +
OoDC Vaidble + + +
Citratode + (ex) - + Variable
Simmons
H2S + (ex) - variable -
Ureasa Variadle - - -
I ndol - (ex) + - -

VP - - + (ex) Varidble
Geatina - - - Variable
Manitol + - (ex) + +
Inositol Vaidble - - -
Sor bitol + (eX) - - Varidble
Ramnosa + - + (ex) -
Sacar osa Vaidble - variable -

M elobiosa Vaidble - - -
Amigdalina Variable - - (ex) -
Arabinosa + - + -

60



Tabla VIII. Caracteres distintivos deAeromonas fr ecuentes en peces.

ESPECIES
A. A. caviae| A. sobria | Asalmonicida | A.salmonicida | A.salmonicida
CARACTER hydrophyla salmonicida masoucida atipica
Crecimientoa + + + - - -
37°C
Pigmento marron - - - + variable -
soluble
Motilidad + + + - - -
Nitrato reductasa + + + + + Vaiable
Gasen glucosa + - Vaiable + + - (ex)
ONPG + + + + + Vaiable
ADH + + + + + Vaiable
LDC - (&) - (&) - () - + Variable
Citrato de Vaidble | Vaiadble | Vaiadle - - -
Simmons
H,Sen GCF + - + - + _
Indol + + + - + Vaiable
VP + - Varidble - + Vaiable
Gelatina + + + + + Vaiable
Manitol + + + + + Vaiable
Sacar osa + (ex) + (eX) + (eX) + (eX) + Vaidble
M elobiosa - - - + - Vaiable
Esculina + + - + + Vaiable
Saculina + + - Vaiable varidble Vaiable
Crecimiento en
M70
Arabinosa + + - + +
Salicina + + -
Arginina + + _ _ _
Histidina + + _ _ _
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TablalX. Caracteristicas de Renibacterium salmoninarum

CARACTERISTICA RESPUESTA CARACTERISTICA RESPUESTA
» Produccién de » Degradacion de:
Acido phosphataso + ARN -
Alcalino phosphataso + Starch -
Butirato esteraso - Testoterona -
Caprylato esteraso + Tributyrin +
Catalaso + Tween 40 +
Chymothrypsinasa - Tween 60 +
Cystina arylamidasa - Tween 80 -
a-Fucosidasa - Tyrosina -
a-Galactosidasa - Xanthina -
b-Galactosidasa - Acido para produc.aziicar -
b-Glucosamidasa - Growth on/at:
a-Glucosidasa + PH 7,8 +
b-Glucosidasa - Bile salts, 0,025% ,(w/v) -
b-Glucoronidasa - Crystal violeta, 0.0001% (w/v) +
L eucina arylamidasa + Azul metileno 0.001% (w/v) -
a-Mannosidasa + Azul nilo 0.00001% (w/v) +
Myristata esterasa - Fenol 0,025% (w/v)
Oxidasa - Potasio tiosanato 1% (w/v) -
Tripsinaza + Clorurodesodio 1% (w/v) + (poor)
Arylamidasa valina - Sodio selenita 0,01% (w/v) -
Nitrato reduction - Acetato de thallous 0,001% (w/v) -
» Degradacién de: > Usode:
Adenina - 4-umbelliferyl (4MU)-acetato +
Aesculin - AM U-butyrate +
Arbutin - 4M U-b-D-cellobiopyranoside -
monohydr ate
Casein + AMU-claidate -
Chitin - 4AMU-a-L -ar abinopyr anoside -
Chondroitin - 4AM U-2-acetamido-2-deoxy-b-D- -
ADN - AMU-b-L -fucopyranoside -
Elastin - 4PU-heptanoate +
Gelatin - 4PU-laur ate +
Guanine - 4PU-nonanoate +
Acido hyaluronic - 4M U-oleate +
Hypoxanthine - 4AM U-palmitate -
L ecithin - AMU-propionate +

Fuente: Diagnostic Manual for Aquatic Animal Diseases 2000
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IV. ENFERMEDADES PARASITARIAS

IV.1. PROCEDIMIENTOS GENERALES

La primera parte de un programa de rutina de monitoreo o un proceso de diagndstico
puede ser un examen externo parasitolégico. Un examen interno parasitol égico debe preceder a
un examen bacteriol6gico, € cua se debe practicar en condiciones asépticas. Cuando se
requieran multiples muestras ictiolégicas para bacteriologia, histologia, virologia o parasitologia,
los métodos de muestreo y € orden de los procesos dependeran de la cantidad de muestras de
muestras disponibles. En el caso que la cantidad no sea restrictiva, € tamanio de la muestra
aumentara de acuerdo a las necesidades y se utilizardn muestras bacteriol 6gicas sacadas de peces
seleccionados especialmente para este proceso. Las muestras de tejido para practicar pruebas
viroldgicas, parasitol égicas y/o histol égicas se deben tomar de los peces restantes.

La recuperacion e identificacion adecuada de los parasitos de |os peces depende del estado
de frescura del huésped, por 1o que se prefiere utilizar muestras de peces vivos. Si esto no es
posible, e orden de preferencia para la presentacion de las muestras es € siguiente:

ad) Recién muerto y conservado en hielo.
b) Preservado con un fijador apropiado
c¢) Congelado.

Analizar los sedimentos de cada contenedor para detectar la presencia de parasitos
externos que se hayan soltado o parasitos internos regurgitados o eliminados via anal.

La sobrevivencia de los parasitos, posterior a la muerte del huésped, dependera de la
temperatura en que se mantenga € pez. Mientras més baja es la temperatura en la que se
mantiene el huésped, mayor es la tasa de sobrevivencia de los parésitos. Es posible que algunos
parasitos muestren ciertos cambios morfol 6gicos después de la muerte del huésped. Ademas, es
probable que los paréasitos internos emigren de sus lugares de infeccién y que los parésitos
externos se desprendan del huésped muerto. Sea cual sea € proceso por e cual se tomen las
muestras del pez huésped para ser enviada a un laboratorio de diagnéstico, se debe preparar €l
huésped inmediatamente después de su muerte.
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En algunos casos es muy dificil analizar un pez preservado en su totalidad, debido a la
rigidez y fijacion de los musculos. Bagjo ciertas condiciones, sera necesario eliminar in toto las
visceras, cuando no sea préctico 0 no sea necesario analizar materiales frescos, realizando un
corte en la union faringealesofégicay € ano. Ademés, en este momento también se eliminan los
rifiones y la vejiga natatoria. Luego, se deberan fijar las visceras y amacenarlas para su posterior
andisis. Por otra parte, cuando las visceras ya estén fijadas, se podran transportar envolviéndolas
en una toalla de papel empapada con formalina a 5-10% y colocandolas en una bolsa pléstica
sellada. Para evitar cualquier pérdida de contenido, amarrar los extremos del esofago y ano con

un pedazo de hilo.

V.11 Procedimientos gener alesde Necropsia

IV.1.1a) AnalisisdeSangre

En caso que se necesite redizar un examen de sangre para detectar parésitos, sacar la
muestra de un pez recién muerto, antes que se produzcan coagulos y/o hemalisis.

Para sacar la muestra de sangre se podran seguir cualquiera de los siguientes métodos y
ubicacion del huésped:

a) Puncion cardiaca con una jeringa o tubo de microhematocrito (Goede, 1989).

b) Penetracion de la aorta dorsal via cavidad bucal o através de lalinea lateral.

C) Desde la vena cauda por medio de unajeringa o0 separando € pedinculo caudal.
d) Cortando uno de los vasos de la branquia.

Realizar una heparinizacién del vaso de recoleccidon, sin importar la ruta o método
utilizado, para evitar la coagulacién. Cuando se realiza inmediatamente la transferencia de sangre
al vaso recolector, no es necesario heparinizar lajeringa de recoleccion.

Los parésitos vivientes matiles, como por g emplo los neméatodos larvales y flagelados, se
podrén examinar en una gota de sangre fresca diluida en suero fisiolégico. Luego de redlizar la
centrifugacion microhematocritica, es muy facil recuperar los parasitos flagelados de la capa
intermedia 0 célula blanca de una muestra de sangre. Para facilitar el examen, mezclar la sangre
fresca con una cantidad igual 0 mayor de solucion salina.
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Para exdmenes posteriores sera necesario preparar una solucion de sangre, para lo que se
necesitara sOlo una gota de ésta. Este es un procedimiento muy fécil que se logra a tocar € tubo
microhematocrito que contiene sangre con uno de los extremos del portaobjetos. Luego, colocar
un segundo portaobjetos contra € borde de la gota para asi crear una pelicula gruesa de capa
celular. Secar la solucion a temperatura ambiente, fijar 10 minutos en metano y realizar una

tincion con tincion Romanovsky (Humason, 1979).

IV.1.1b) ExamenesExternos

Redlizar un cuidadoso andlisis de la superficie total del pez, incluyendo la cavidad bucal y
opercular, orificios de lanariz, branquias y aletas. En €l caso que no exista un periodo de fijacion
0 Se examine una gran cantidad de peces, realizar la deteccién de los parasitos externos a través
de un examen de la mucosa de diferentes partes del cuerpo, incluyendo cabeza, aetas pectorales
y caudales. Es posible andlizar |a superficie externa de un pez pequefio con la ayuda de un
microscopio de diseccion. Por otra parte, para los examenes a los peces mas grandes sera Util
usar una lupa manual.

Para eiminar los protozoos y trematodos monogénicos de la superficie externa y
branquias, colocar € pez o tgidos individuales en una solucién de formalina a 1:4000. Es
mucho més facil manipular los pardsitos més pequefios utilizando una pipeta Pasteur. Luego,
andlizar los orificios de la nariz haciendo un lavado con solucion salina haciendo uso de una
pipeta Pasteur y hacer un montaje himedo o realizar un frotis del fluido.

El mucus se puede extraer pasando por un costado del pez e portaobjetos o €
cubreobjetos o utilizando e extremo no cortante de un bisturi y luego colocandolo en €
portaobjetos. Cuando se trabagja con una preparacion fresca, mezclar e mucus con solucién
salina 'y luego examinarla en un microscopio compuesto, utilizando un objetivo de 10X - 40X.
Para reconocer los protozoos, se recomienda utilizar contraste de fase. Se debe tener mucho
cuidado a colocar € cubreobjetos sobre € material en estudio al momento de preparar una
solucion fresca, ya que, a aplicar demasiada presidn, se pueden producir artefactos. El agua
destilada podra ser sustituida por una solucion salina en cualquiera de las preparaciones expuestas
en estos procedimientos. Sin embargo, € uso de este tipo de solucion puede ser decisivo en la

mantencion de las condiciones osmaticas Optimas de ciertos parasitos.
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Para que no se produzcan burbujas de aire, colocar suficiente solucion salina en €l
portaobjetos y, luego, ubicar en forma apropiada e cubreobjetos. Para eliminar el exceso de
solucién salina, tocar € borde del portaobjetos con una toalla de papel absorbente. En el caso
gue la solucion salina no sea suficiente, agregar més por uno de los extremos del portaobjetos.

Si durante los examenes se observan quistes de protozoos o helmintos enquistados, aplicar
un poco de presion con € portaobjetos para liberar dichos organismos. Los gusanos enquistados

deben ser liberados antes de practicar la fijacion.

» Opérculosy branquias

Cortar los opérculos, colocarlos en una placa Petri y examinarlos con un microscopio de
diseccion. Los arcos branquiales se deben extraer en forma separada, para luego colocarlos
en una placa Petri con solucién salina y examinarlos en un microscopio de diseccion. Para
examinar més detalladamente filamentos branquiales, utilizar un microscopio compuesto. Si
se esta trabagjando con un pez demasiado pequefio, colocar todo € arco branquia en un
portaobjetos con solucion salina y cubrir con un cubreobjetos. Si no es e caso, cortar una
seccion del arco branquial, colocarlo en un portaobjetos, cortar |os filamentos utilizando un
bisturi y eliminar el arco branquial. En caso que €l pez sea demasiado grande, cortar parte de
los filamentos branquiales con una tijera y colocarlos directamente en un portaobjetos con
solucion salina. S se desea, se puede seccionar las preparaciones de las branquias que se
encuentran en los portaobjetos, utilizando un bisturi y, asi, facilitar la deteccién de los
parésitos. Parafacilitar la deteccion de protozoos, colocar una o dos gotas de tincién nuclear
azul de metilo a 1% o verde metileno a 1%. Estas metodologias también son aplicables a
las aletas y preparaciones de mucus.

» Ojos
Examinarlos cuando aln se encuentren en las orbitas. Extraer cada ojo utilizando pinzas o
tijeras y, luego, colocarlos en una placa Petri con suficiente solucion salina como para cubrir
el 0jo. Redlizar un corte para abrir € 0jo y examinar € cristalino, humor y retina. En caso
que se extraiga el cristalino, preparar un montagje himedo con los restos del contenido del

0jO y examinar con un Microscopio compuesto.
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IV.1.1.c) Examenesinternos

S ademas de los exdmenes parasitoldgicos se desea realizar examenes bacteriol bgicos,
desinfectar la superficie externa del pez antes de exponer la cavidad del cuerpo.

Colocar e pez sobre uno de sus costados y abrir desde la regiéon de la boca a la and,
realizando una incision ventral. Utilizar un par de tijeras de diseccién, colocando la punta roma
hacia la cavidad del cuerpo, lo que permite disminuir €l dafio a los 6rganos internos. Es posible

eliminar la musculatura interna, pero es una opcion individual .

» Cavidad Abdominal
Primero, examinar la cavidad del cuerpo para detectar posibles parédsitos enquistados.
Luego, extraer € corazén y colocarlo en una placa Petri con solucién salina.  Extraer las
viscerasin toto realizando un corte desde la union faringoesofagica, incluyendo los intestinos
gruesos, hastad ano. Luego, colocar las visceras en una placa Petri con solucion salina. Si
se necesita realizar exdmenes mas detallados, extraer higado, vejiga natatoria, bazo, eséfago,
ciegos piléricos /pancreas e intestino (subdividido si es necesario) y colocarlos en placas
Petri individuales para su andlisis. Se debe tener mucho cuidado de no desinflar la vegjiga
natatoria, ya que es mucho mas facil de analizar cuando esta llena. En esta etapa es posible
extraer y examinar rifiones, uréteresy vejiga urinaria
Es posible preparar soluciones de los contenidos del uréter, vejiga gaseosa y vejiga urinaria,
vaciando estos érganos en un cubreobjetos o utilizando una aguja y jeringa de tuberculing,
para asi eliminar los contenidos de los dos ultimos érganos. Ademas, también se podran
preparar improntas de estos érganos, a igua que de los rifiones, higado y génadas.
Para eliminar los quistes, colocarlos en un portaobjeto de microscopio y, luego, separar las
paredes enquistadas para liberar los contenidos. S esto no es posible, colocar un
cubreobjetos sobre € quiste y aplicar la presiéon suficiente para aplastar €l quiste. Liberar los
helmintos enquistados antes de redlizar lafijacion.
Extender los segmentos del canal aimenticio en una placa Petri y redizar un corte
longitudinal para examinar €l contenido. Realizar soluciones (himedas o fijas) del epitelio y
contenidos intestinales para analizar la posible presencia de pardsitos. Inundar e tracto
digestivo de un pez grande con solucion salinay examinar |os contenidos géastricos separados
de lapared del tracto.
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>

>

Es posible examinar una cantidad representativa de ciegos piléricos extrayendo sus
contenidos. Este no es procedimiento dificil y se lleva a cabo extrayendo los ciegos de su
extremo intestinal utilizando pinzas. Utilizar otro par de pinzas para dedlizar cada ciego
individual con la punta roma hasta € extremo abierto y aplastar su contenido. En general, no
es muy préactico abrir grandes cantidades de ciegos, a menos que sea necesario realizar un

andlisis cuantitativo.

Cerebro

Generalmente, € Ultimo 6rgano que se extrae es el cerebro de un pez, debido a que no es
facil de acceder. No es necesario que € cerebro esté absolutamente intacto al momento de
practicar un examen parasitolégico. En peces menores a 15 cm, sera necesario cortar e
neurocraneo en forma longitudina utilizando unas tijeras de diseccion. Colocar la punta
roma en la boca y la punta aguda en linea directa con los 0jos. En general, sera necesario
realizar un solo corte, con & cua quedard al descubierto € cerebro. Extraer utilizando
forceps, aplastar y, luego, examinar. Para |os peces de mayor tamafio sera necesario utilizar

una tijera corta huesos.

Musculatura
Generalmente, la musculatura es lo Ultimo que se somete a andlisis, para lo cual se sigue €
siguiente procedimiento:

a) Cortar lamusculatura epaxia en intervalos regulares.

b) Extraer los dos filetes, cortarlos y/o iluminarlos.
La iluminacién consiste en transmitir una luz a través del filete del pez, lo que permite
iluminar y detectar |as etapas parasitol gicas presentes en la musculatura. La eficacia de este
método dependera del grosor del filete. Ademas, es posible que sea necesario aplastar €l
filete para detectar posibles quistes. La digestion en polvo de pepsina del 0,5% en agua y

HCI a 37°C puede fecilitar los andlisis cuantitativos.
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IV.1.1.d) Fijaciény Tratamiento de los Parasitos

Existe una amplia gama de fijadores Utiles para la preservacion y almacenamiento de los

parésitos de los peces, entre los que se encuentran Formol-alcohol (por . AFA), Bouin's y

formalina (Humanson, 1979). El fijador mas comun es la formalina, aunque existe confusion con

relacion a su uso.

En la Tabla X se presenta un resumen de los métodos recomendados, clasificados por

grupo, para la preservacion de los parasitos.

>

>
1)

i)
ii )

Soluciones acuosas de Protozoos/Helmintos pequeios

Existen dos formas para crear una preparacion temporal de solucion de protozoos o

helmintos pequefios. Para almacenar una preparacion durante toda una noche:

i) Colocar unatoalla de papel humeda en e fondo de una placa Petri;

i) Colocar encima e portaobjeto con € espécimen; colocar la tapa y amacenar en un
refrigerador a 4°C.

En el caso que se quiera mantener una solucién por varios dias:

Agregar un anillo de quita esmalte o jalea de petréleo arededor del perimetro de la tapa, 10

gue permitira evitar la deshidratacion y almacenamiento en un refrigerador.

Cuando sea necesario fijar cualquier solucion temporal, agregar un fijador en uno de los

extremos del tapon, lo que permitira que € papel absorba la solucion salinay, asi, crear una

accion capilar bajo € tapon, lo que dirigird el fijador hacia la muestra.

Helmintos, Acantocéfalosy Sanguijuelas
Fijar bajo presién de luz de un tapon o portaobjeto de vidrio a los tremétodos, céstodos y
sanguijuelas vivientes, cuando sea necesario.
Reemplazar lentamente la solucion salina por un fijador tibio.
Antes de la fijacién, limpiar todos los parasitos helmintos, 1o que se logra colocando €
parésito en un frasco de tamafio apropiado lleno de solucion salina, tapandolo y
agitandolo vigorosamente.
La mejor forma de manipular los parésitos pequefios es succionarlos con una pipeta
Pasteur, 1o que permitira disminuir los dafios, por otra parte, la mejor forma para

manipular los parasitos de mayor tamafio es utilizando pinzas.
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Vi)

Vi )

viii )

Xi)

Luego, decantar €l fluido y repetir € procedimiento s es necesario.

Fijar los tremétodos, céstodos, acantocéfalos y sanguijuelas en formalina tamponada en
forma neutral a 5-10% por un periodo de 24 horas 'y, luego, transferirlos a etanol a 70%
para su amacenamiento y/o transporte.

Antes de la fijacion, se puede relgar muchos de los parasitos helmintos en agua fresca.
Algunos parasitologos aconsgan relgjar |os céstodos en agua a 80°C y, luego, reemplazar
el agua por un fijador. Si se utiliza agua o fijador demasiado caliente, se pueden producir
burbujas en el tegumento o cuticula de ciertos parésitos, por lo que se recomienda utilizar
formalinatibia (50°C) pararelgjar y fijar los parésitos vivos.

Degjar e acantocéfalo en agua destilada y refrigerar toda la noche para inducir la eyeccién
de la probosis antes de fijar en formalinatibia.

Quizas sea necesario hacer orificios en los nematodos y acantocéfalos de mayor tamafio
utilizando agujas finas de diseccién. Para este propdsito lo mejor es colocar afileres
entomol dgicos en el extremo de las clavijas pequefias de madera, asi como también para
manipular pequefios parasitos delicados.

Para fijar los nemétodos y crustaceos vivos, utilizar una solucién tibia de glicerina a 5-
10% en etanol a 70%, por un perodo de 24 horas y, luego, transferirlos a una solucién
fresca para su posterior almacenamiento. Ademés, también se pueden fijar en formalina
al 10%y luego traspasarlo a glicerina/etanol para su posterior almacenamiento.

Asegurar la adecuada rotulacion de todos los contenedores, sin importar su contenido.
Las etiquetas se deben escribir con lapiz grafito y colocar a interior del contenedor. Se
debera colocar una segunda etiqueta en la parte exterior del contenedor, no obstante, la
etiqueta interior es de mayor importancia.
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Tabla X: Métodos recomendados para la preservacion de Parasitos destinados a la

I dentificacion.

Grupo Procedimiento de Fijacion Almacenamiento | Preparacion Final para

De Parasitos Relajacion la | dentificacion

Monogeneos | Ninguno es necesario para | AFA Caliente AFA o ETOH Someter a tincion y montar

/Digeneo los gusanos més pequefios; | (desde 55° a 65°C) o en forma permanente en un
aplastar suavemente con un | NBF caliente. medio de montgje.
cubreobjeto e inundar el
cubreobjeto con un fijador
por un periodo de 5
minutos.

Céstodos(*) |Agua fria (4° a 8°C) o|AFA cdliente, NBF| AFA o ETOH Someter a tincién y montar
solucién salina, por un|caliente o ETOH en forma permanente en un
periodo de 1 a 12 horas; | caliente. medio de montaje.
aplastar suavemente con un
cubreobjeto e inundar el
cubreobjeto con un fijador
por un periodo de 5
minutos.

Nematodos (*) | Ninguno es necesario para| AFA caliente o|AFA, ETOH o]Aclarar los nematodos mas
los gusanos més pequefios; | ETOH caliente glicerol; ETOH. pequefios utilizando
extender los gusanos mas glicerol: ETOH y montar
grandes sosteniendo los en forma permanente en
extremos con bisturi y jalea de glicerol. Aclarar
agregar un fijador por un los nematodos méas grandes
periodo de 5 minutos. y montar en forma temporal

en glicerol: ETOH.

Acantocéfalo |Agua fria (4° a 8°C o|AFA cdiente, HBF | AFA 0o ETOH Pequefios. con tincién y
solucion salina por unjcaiente o ETOH montaje. Mas grandes: sin
periodo de 1 a 12 horas. caliente (puncién de tincibn 'y montados en

lacuticula) glicerol: ETOH.

Hirudineos Tricaina; pentobarbitol de| ETOH caliente ETOH Pequefios: con tincion y
sodio. montaje. Més grandes:

glicerol: ETOH.

Artroépodos No es necesario ETOH frio (4° a|ETOH Sin tincién y aclarados en

8°C) KOH a 10% o un medio de
montaje Hoyer.

Ciliados (**) |Noaplica Frotis secados al| Redizar la tincion|Realizar la tincion

aire (+) inmediatamente utilizando tincién de Wright
o Klein plateada y cubrir
con un cubreobjeto en
forma permanente, el cual
debe contener un medio de
montaje  (Permount o
equivaente).

Flagelados(**) | No aplica Frotis secados al| Readlizar la tincién | Realizar la tincién

dare

inmediatamente

utilizando una tincién de
Wright y cubrir con un
cubreobjeto  en  forma
permanente, el cual debe
contener un medio de
montgje  (Permount o
eguivalente).
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Amebas (**)

No aplica

Frotis secados al
are

Redizar la tincion
inmediatamente

Redlizar la tincién
utilizando una tincién de
Wright y cubrir con un
cubreobjeto en  forma
permanente, el cual debe
contener un medio de
montaje  (Permount o
equivalente).

Mixozoas

No aplica

Frotis secados al
are

Redizar la tincién
inmediatamente

Realizar la tincion
utilizando una tincién de
Wright y cubrir con un
cubreobjeto  en  forma
permanente, el cual debe
contener un medio de
montgje  (Permount o
equivalente).

Microsporidios

Noaplica

Frotissecadosal aire

Redlizar la tincion
inmediatamente

Readlizar la tincion utilizando
una tincién de Wright o Gram
y cubrir con un cubreobjeto en
formapermanente, el cual debe
contener un medio de montaje
(Permount o equivalente).

Fuente : Adaptado de Noga, 2000.
AFA : &cido acético formalinay alcohal;

M BF: formalina neutratamponada a 10%;

ETOH: etanol a 70%;
glicerol: ETOH: glicerol a 100%: etanol al 70%.

(*)  Antesde comenzar el proceso de preservacion, extraer de la capsula las larvas encapsuladas en forma manual

o digerir la cdpsula con pepsinaa 0,2% en 0,1 M HCI.

(**) Verlalistade problemas que se presentan en otras técnicas de diagnostico.

(+)  Este procedimiento es mucho menos confiable en la identificacion de protozoos que la histologia de ruting;

sin embargo puede ser muy Util a enviar especimenes a los laboratorios de referencia para su posterior

identificacion.
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IV.2. PROCEDIMIENTOSESPECIFICOS

Se presentan los procedimientos de diagndstico para la identificacion de los parasitos
Kudoa thyrsithe (Myxosporidio) y Nucleospora salmonis (Microsporidio), por ser ambos
parésitos, agentes causales de dos condiciones patoldgicas que afectan la sobrevivencia y
comercializacion de los peces salmonidos de cultivo en €l pais.

K. thyrsite es el agente causal de la patologia de “ Sindrome del Tegjido Blando” que afecta
ala carne de los peces, provocando un grave dafio a su comercializacion.

N. salmonis es el agente de una condicién anémica aguda, cuyos sintomas son similares a

los causados por la leucemia plasmocitoidea (PL), la cual tendria un origen viral.

V.21 Microsporidiosis

Los microsporidios son patdgenos intracelulares obligatorios, pertenecientes al Phylum
Microspora.  Se les considera organismos eucarioticos primitivos porque carecen de
mitocondrias, peroxisomas, membranas de Golgi y otros organelos tipicos de las células
eucariotas. Los parasitos se caracterizan por la estructura de esporas, que poseen un compleo
mecanismo de “ estrucion” tubular, utilizado para inyectar € materia infeccioso (esporoplasma)
en las células. Su divison nuclear es considerada primitiva.  La ubicacion intracelular del
parésito en las céulas linfociticas, € gran tamafio de sus esporas y la gran cantidad de flagelos
polares, diferencian claramente a N. salmonis de otros miembros reconocidos del género.
Barlough et al., (1995).

Los microsporidios poseen distribucién mundial, con una amplia variedad de huéspedes
entre animales vertebrados e invertebrados (Murray et al., 2000).

Afecta a varias especies de peces salménidos marinos y de agua dulce, como samoén
chinook de cultivo, trucha arcoiris, trucha cabeza de acero.

Cabe hacer notar que alin no esta claro s la condicion causada por € N. salmonis es la
misma conocida como Leucemia Plasmocitoidea. (Kent y Poppe, 1998).

L os peces afectados pueden presentar exoftalmia uni o bilateral y extrema palidez de las
branquias. Internamente se presenta una hinchazén moderada a severa de rifion y bazo,

enrojecimiento e inflamacion intestinal.
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En preparaciones histologicas se observa abundancia de linfoblastos, las células stem
infectadas poseen nlcleos grandes e irregulares que contienen uno o més plasmidios (inclusiones
ovoides).

La infeccién por N. salmonis, cuando se presenta en salmon chinook adultos y juveniles,
se caracteriza por la anemia y una linfoblastosis aguda y crénica que tiene caracteristicas
parecidas a leucemia.

Los rasgos patologicos de la enfermedad son muy parecidos a los de la Leucemia
Plasmocitoidea cuyo origen puede ser viral y que se ha registrado en los chinook cultivados en
agua de mar en British Columbia (Kent et al., 1990).

El diagndstico presunto se realiza mediante la observacion del microsporideo por

impresiones de tejidos teflidas con Gram, o secciones histoldgicas.

IV.2.1.a) Preparaciony tincién defrotis de 6rganos hematopoyéticos
i) Cortar una seccién de rifion o bazo.

i) Redlizar las impresiones sobre un portaobjetos.

i)  Tefir con Tincion Gram o Lieshman/Giemsa.

iv)  Observar las esporas (tefiidas de azul con una vacuola central mas clara)..

IV.21b) CortesHistoldgicos

i) Redlizar cortes de érganos hematopoyéticos

i) Llevar a cabo los procedimientos de fijacion e inclusién en parafina como se describi6 en
la seccion de histologia de este manual .

i)  Tefir con Hematoxilina—Eosina.

iv)  Observar en microscopio, l0s parsitos se presentan como cuerpos esféricos eosindfilos de

tamafio 2 -4 mm dentro de los hemoblastos.

IV.2.1.c) Diagnostico Confirmatorio

Se realiza mediante la observacion de la espora en microscopia el ectronica.

La prueba molecular PCR anidado (nested PCR) para € diagnéstico de este agente, fue
desarrollada por Barlough et a. (1995), basada en la secuencia de DNA ribosomal. La region
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amplificada corresponde alafraccion del gen que codificalaregion 407 bp de un gen ARNr 16S

del parésito.
Primer s utilizados para la prueba PCR anidado
Primers (o iniciador) Secuencia ® 3
Primer 1 (externo) ES-1a CTTGTGAACCCAGACGG
Primer 2 (externo) ES-2a TGCCTTAGTGAGACACTGTTAC
Primer 3 (interno) ES-3a GACATTCTCTGTCCAGCGG
Primer 4 (interno) ES-4a GAGCTAATCCTGCTCATCC
Ciclos de Amplificacion de un primer y segundo PCR
Primer PCR Segundo PCR
Desnaturalizacion 1 min. a94°C 1 min. a94°C
Acoplamiento 2 min. a45°C 2min. a45°C
Extension 1,5 min. a72°C 1,5 min. a72°C
Numero de Ciclos 35 ciclos 35 ciclos

IV.2.2. Myxosporidiosis, Enfermedad del Tgjido Blando

Parasito Myxosporideo de amplia distribucion en los océanos del mundo que afecta la
musculatura de varias especies de peces marinos como atun, jurel, merluza del Pacifico, pez sol,
(Moran et al., 1999)

La infeccion no causa mortalidad, pero cuando € pez muere € parésito libera enzimas
proteoliticas que degradan la musculatura del pez.

L os peces infectados como consecuencia de la musculatura blanda 'y en casos extremos de
la mioliquefaccion de los tejidos tienen escaso valor comercial (Kent y Poppe, 1998).

K. thyrsites ha sido identificado como un problema en salmon del Atlantico de cultivo en
Irlanda, Francia, Estados Unidos, Canada y recientemente en Chile (Lopez y Navarro, 2000;
Chacko et al., 2001)
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Fue reportado en salmones de cultivo en Chile por Lépez y Navarro (2000) y en peces
planos (Paralichthys adspersus) por Castro y Burgos (1996). No obstante, €l estudio molecular
realizado por Whipps et d.,(2001), sugiere que e pardsito Kudoa aislado en Chile, en esa
oportunidad, no seria K thyrsites.

Las esporas de K.thyrsite tienen forma estrellada con cuatro vadvulas y cuatro cdpsulas
polares. Después de la infeccion por la etapa actinosporidea € esporoplasma migra a las fibras
musculares formando |os pseudoquistes, dentro de los cuales se desarrolla la etapa de espora. En
infecciones mas intensas puede aparecer una inflamacion severa alrededor de la fibra del muisculo

infectado y se observan esporas liberadas dentro de los macréfagos.

IV.2.2.8) Diagnostico Presunto
Preparacion humeda de tejido muscular y observacion de esporas con forma estrellada

seguin los siguientes procedimientos A o B.

A- Cortar un pequefio trozo de tgiido muscular del pez (0,5 x5 cm2), colocar en un
portaobjeto, cubrir con otro portaobjeto y presionar. Observar en microscopio con
aumento 40X.

B- Examinar € fluido colectado desde un corte superficial de la carne.

En ambos procedimientos (A o B), se debe observar esporas con forma estrellada y cuatro
cpsulas polares en cada extremo. Las esporas miden aproximadamente 13 a 15 nm de punta a
punta, (Kent and Poppe, 1998).
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V. ENFERMEDADES POR HONGOS

V.1. PROCEDIMIENTOSGENERALES

No es muy comun utilizar un cultivo de hongos para € diagnéstico rutinario de
enfermedades de peces porgue los patdgenos de hongos més comunes (Oomicetes) se pueden
diagnosticar sin realizar un cultivo. No obstante, es necesario realizar cultivos para algunas
enfermedades provocadas por hongos que no son muy comunes y, asi, lograr un diagnostico
definitivo. Generamente, no se realizan cultivos para los que no son Oomicetes, a menos que se
observen |os organismos de hongos tipicos en los montajes himedos o via la histopatol ogia.

En los cultivos de hongos:

Inocular |as placas con una pequefia masa (app. 12 mnT) de un tejido infectado con el
hongo e incubar a temperatura ambiente.

Una vez que se detecte e crecimiento del hongo (en general varios dias después), se
aconsgja transferir e extremo crecido del micelium a una placa con cultivo fresco,
cortando en forma aséptica una peguefia porcion del agar que contenga el extremo
principal de crecimiento. Esto permitira eliminar cualquier contaminante bacteriano

presente en la muestra de tgjido.

Para los que no son Oomicetes, uno de los medios mas Utiles, que se encuentra disponible
en e mercado y sirve para cuaquier propésito y permite e aidamiento de casi cuaquier
patdgeno, es el Agar de Dextrosa Sabouraud (SDA).  Si se sospecha la presencia de un patdgeno
de hongo no Oomicete:

Inocular las muestras de tgjido en la inclinacién de SDA e incubar a temperatura
ambiente. Se debe tomar en cuenta €l hecho que las esporas de hongos trasmitidas en
el aire pueden contaminar los cultivos.

Asegurarse gue €l tipo de hongo aislado en el cultivo sea similar en su morfologia al

del tipo de hongo que se observaen lalesion.
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En € caso que € hongo no se desarrolle en e SDA, intentar con otro medio

especializado o enviar las muestras a un laboratorio especializado.

La mgor forma de aidar los Oomicetes es utilizando un agar de trigo, YpSs, o cualquier
otro medio con bajos nutrientes, para asi inhibir el desarrollo de bacterias contaminantes. A pesar
gue es muy fécil aidar los Oomicetes, € cultivo de estos desde las lesiones infectadas con
bacterias puede resultar muy dificil, debido a que las bacterias inhiben a los Oomicetes, en
especia aquellos que presentan formas de crecimiento lentas, como por g emplo e Aphanomices.
En las lesiones que presentes altos indices de contaminacion, agregar penicilina (app. 500 U/mL)
y/o estreptomicina (app. 0,2 pg/mL), para asi megorar los resultados. No obstante, los
antibiéticos pueden inhibir en gran forma algunos tipos de Oomicetes, en especia los
Aphanomices. Dos de los géneros de Oomicetes que generalmente se aislan desde los peces y
gue no presentan inhibicion son Saprolegnia 'y Achlya.
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MEDIOS DE CULTIVO

M edios de cultivo solidos
TSA (Tryptic Soy Agar)
Aqgar Citofaga (CA)

Agar Shieh

KDM-C

KDM-2

Medio SW

Agar Aeromonas

Medio Watman & Shotts
Medio SKDM

Agar MAOA
Agar TSI
Medio O/F
Gelatina

M edios de cultivo L iquidos
Cddo Koser Citrato
Cado Lactosado
Cddo Nitratado
Caldo Nutritivo
Cado Peptonado
Cado Sabourand
Suero Fisiolégico

TINCIONES
Tincion GRAM
Tincion GIEMSA
ACRIDINA ORANGE

Tincion Esporas
FucsinaBasica
Verde Maaguita
Tincién de Ziehl Nielsen

PRUEBAS BIOQUIMICAS
Hidrdlisis de la Gelatina
Produccion de Indol a partir de Triptofano
Produccion de HS
Produccion de Amonio a partir de Urea
Reduccion de Nitrato
Hidrdélisis del Almidon
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Prueba de V oges — Proskauer

Produccién de Gasy Acidos a partir de Lactosa
Utilizacién de Citrato como Unica fuente de Carbono
Hidrdlisis de Lecitina

Prueba de la Catalasa

Prueba de |la Oxidasa

Reactivos Pruebas Bioquimicas
Ehrlich — Kovacs
Frazier
Griess—llovay’'s

Rojo Metilo
Soluciédn de montaje para inmunofluorescencia

SOLUCIONES

M edio de cultivo enriquecido para células de peces
MEM-10
Tripsinizacion de cdlulas
Tampon Tris (1 M)
PBS

FIJADORES
A.FA.

ELISA
Phosphate Tamponed Saline (PBS)
Tween 20 + Tris Tampoéned Saline (TTBS)
Acido 2,2-Azinobis (3-EtilBenzoTiazolina Sulfonico) (ABTYS)
Tampdn de &cido citrico
Tampon de cobertura
PCR
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MEDIOSDE CULTIVO

Medios de cultivo sdlidos
(para crecimiento)

TSA (Tryptic Soy Agar)

Medio disponible en € mercado. DIFCO, MERCK, BBL, OXOID.
Para patdgenos marinos adicionar 1-2 g de NaCl.

Agar Citofaga (CA)

Ajustar apH 7,2
Triptona 0,5 g
Extracto levadura 0,5 g
Acetato de Sodio 0,2 g
Extracto de carne 0,2 g
Agar 11,0 g
Aguadestilada 1000 mL
Agar Shieh
Ajustar apH 7,2

Peptona 0,5 g
Sodio acetato 0001 g
Extracto levadura 0,05 g
BaCl H,O 0001 g
K2HPO, 0,01 g
KH2PO, 0005 g
MgSO, 7 H,O 0,03 g
CaCl, 2H0 0,00067 g
FeSO, 7 HO 0,0001 g
NaHCO3 0005 g
Agar 1,1 g
Agua dedtilada 100 m



KDM-C

para aidamiento de Renibacterium salmoninarum, gustar a pH 6,8

Peptona 1
Extracto levadura 0,05
L-Cisteina HCI 0,1
Carbén activado 0,1
Agar 15
Aguadestilada  100mL

(oN(eN(oN{oN(e]

Disolver los ingredientes y cdentar hasta disolver. Esterilizar en autoclave durante 15

minutos a 121° C.

KDM-2

para crecimiento de Renibacterium salmoninarum

Peptona

Extracto de levadura
CigeinaHCl

Agar

Suero

1
0,05
0,1
15
20

Q@

L

Mezclar y disolver calentando. Ajustar a pH 6,5. Autoclavar a 115°C por 20minutos.
Enfriar a45°C y adicionar 100 mL de suero bovino feta.

Medio SW
paraadar Yersinia ruckeri.

Triptona
Extracto levadura
Tween 80

NaCl

CaCl,-2 H,0
Azul bromotimol
Agar

Agua

10

15
980

2
2

=

5
01
0,006

S 3@

=

Después de eterilizar y dejar enfriar a 50°C, se afiade 10 mL de una solucion de sacarosa
(0,5 g/mL) eterilizada por filtracion. Mezclar y verter en placas.



Agar Aeromonas

(Ryan) (Medio Comercia Oxoid, Difco, Merck)

Xilosa 3,75 g/L
Lactosa 15 gL
Inositol 25 gL
Sorbosa 3 gL
L —lisnaHCI 35 gL
Extracto de levadura 3 gL
Proteosa peptona 5 gL
Tiosulfato de sodio 10,67 g/L
Sales biliares Oxoid N°3 3 gL
Citrato de Amonio férrico 08 gL
Cloruro de Sodio 5 gL
Azul de bromotimol 0,04 g/L
Azul de timol 0,04 g/L
L —arginina HCI 2 gL
Agar 12,5 g/L
Aguadestilada 1L

Hidratar y calentar hasta disolver. Ajustar pH 8,0 +/- 0,1. Enfriar a50° C y agregar
Ampicilina a una concentracion final de 5 mg/L.

Medio Waltman & Shotts

%6(p/V)
CaCIsz 0,01 g
NaCl 0,059
Tween 80 109
Triptona 0,29
Extracto de levadura 02g
Azul bromotimol 0,0003¢g
Agar 159
Sucrosa 05¢9
Ajustar apH 7,4

Medio SSKDM

Peptona 10 g/L
Extracto de levadura 059g/L
Agar 12 g/L

L-cisteina HCI 1g/L



Aguadestilada 900 mL

Mezclar y disolver calentando. Ajustar pH 6,5. Autoclavar 115°C por 20minutos.
Enfriar a45° Cy adicionar 100 mL de suero fetal de becerro(*), y los antibidticos en
las concentraciones finales que se sefial an:

Sulfato de polimixina B 0,00125%
Ac. Oxolinico 0,00025%
Ciclohexamida 0,005%

D-cicloserina 0,00125%

(*) El suero fetal puede reemplazarse por carbon activado.

Agar MAOA

Ajustar apH: 7.2
(Modificado Anacker y Ordal)

Peptona 05 g
Acetato de Sodio 0.001g
Extracto de Levadura 0.05 g
Agar 15 ¢
Agua destilada 100 mL

Disolver todos los ingredientes en un poco de agua destilada. .
Llevar a100 mL.

M edios de Cultivo (Determinativos)

Agar TS
(Triple Sugar Iron)
Medio disponible en e mercado. DIFCO, BBL, OXOID, MERCK.

Se disudve la cantidad indicada, en agua destilada. Se distribuye en tubos de ensayo, se
autoclavan y enfrian inclinados.



Medio O/F
Ajustar apH 6,8+ 0,2

Triptona 29

NaCl 50

Fosfato dipotasico 0,39

Azul de bromotimol 0,089

Agar 29

Agua destilada 1.000 mL
Gelatina

Ajustar apH 6,8+ 0,2

Extracto de carne 39
Peptona 50
Gdatina 120 g
Aguadestilada 1000 mL

Medios de cultivo Liguidos

Caldo Koser Citrato

Medio para detectar la utilizacion de citrato como Unica fuente de carbono.

Citrato de sodio 29
MQgSO4 0,29
Na(NH4)HPO4 159
KH2PO, 19
Ajustar apH: 7,0

Caldo Lactosado

Medio para detectar la produccion de &cidos y gases

Peptona 59
Extracto de carne 39
Lactosa 59

Ajustar apH: 6,0-7,0



Caldo Nitratado

Medio para detectar la reduccion de nitratos

caldo peptonado 1000 mL
KNO; 029
Ajustar apH: 7,2

Caldo Nutritivo

Medio tipico de crecimento

Peptona 59
Extracto de carne 39

Ajustar apH: 7,0-7,5

Caldo Peptonado

Medio tipico de crecimiento

Peptona 109
NaCl 509
Ajustar apH: 7,2

Caldo Sabourand

Medio para aislar hongos o levaduras

Peptona 109
D-Glucosa 409

Ajustar apH: 5,0
Suero Fisiolgico
Para preparar disolucionesy frotis

NaCl 854
H,OD 1000 mL



Preparacion: Todos los medios de cultivos anteriormente indicados se preparan de la
siguiente manera:
-se mezclan los ingredientes con agua destilada
-se calienta la mezcla unos minutos hasta la disolucion completa
-a continuacion se distribuyen los medios en recipientes adecuados, para luego esterilizar en
Autoclave a 120° C por 20 minutos.

Nota: Para otros medios de cultivo consultar |os manuales citados en la bibliografia.

L os medios con azucares deben ser esterilizados (por la técnica de vapor fluente)
autoclave 20" a 120° C o por filtracion.

Productos disponiblesen € mercado: DIFCO: Tryptone broth
BBL : Trypticase broth
Se prepara un medio que contenga un 1% de Tryptona.
TINCIONES
Tincion GRAM
Reactivos
Cristal Violeta

Paratincion simpley tincion Gram

cristal violeta 059
Aguadestilada 100 mL

Mezclar bien y luego filtrar
Lugol

Paratincion Gram y deteccion de amilasas

Y odo 1g
Y oduro de Potasio 29
Aguadestilada 300 mL

Pulverizar en un mortero € yodo y yoduro de potasio, luego afadir agua destilada
hasta completar 300 mL. Filtrar.



Safranina

Paratincién Gram

Safranina 1g
Etanol de 95% 10 mL
Aguadestilada 90 mL

Disuelva la safranina en etanol y luego afore a 100 mL con agua destilada. Filtrar.

Alcohol decolorante

Etanol 95 mL
Acetona 5mL

Procedimiento
Preparar un frotisy fijarlo a calor
Colocar solucién de cristal violeta durante 1 minuto
Lavar con agua corriente durante algunos segundos
Cubrir € portaobjetos con solucion yodada durante 30 segundos.
Lavar con agua corriente unos 15 segundos
Decolorar por 30 segundos con alcohol decolorante
Lavar con agua corriente
Secar y examinar a microscopio con objetivo de inmersion.

Resultado:
Microorganismos Gram positivos se tifien color azul
Microorganismos Gram negativos se tifien rojo.

Tincion GIEM SA

Método |
1.- Diluir la solucion basica de Giemsa inmediatamente antes de usar (1 gota por ml de
agua destilada)
2.- Sumergir € tejido fijado en la solucion recién preparada
3.- Dgjar durante 15 minutos a 1 hora
4.- Enjuagar con agua corriente y dejar secar
5.- Sumergir 5 segundos en acetonay dejar secar

Método |l (rapido)
1.- Preparar una solucion 1:1 con Giemsa y metanol
2.- Dgjar caer gota a gota esta solucién sobre la preparacion
3.- Tefiir durante 2 a5 minutos
4.- Lavar con aguay dejar secar
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ACRIDINA ORANGE

Ajugtar a pH. 3.5 (paraPiscirickettsias)

Acridina Orange 20 mg

Acetato de Sodio Tampon 190 mL

Acetato de Sodio tampdn: 100 ml 1 M CH3;COONa x 3H,0O
90 ml 1N HCI

Ajustar  pH con HCI.

Almacenar en botella oscura a temperatura ambiente.

Observacién:
Las muestras deben secarse d aire y fijarlas con metanol absoluto.
Observar en microscopio de epifluorescencia

Rickettsas, Setifien color Rojo-naranjao verde

Tincién Esporas

Fucsina Basica

Paratincion de esporas

Fucsinabasica 01g
Etanol de 95% 10 mL
Aguadestilada 90 mL

Disuelva la fucsina basica en etanol y luego a 100mL con agua destilada. Filtrar.
Verde Malaquita
Paratincion de esporas.

Verde malaquita 05¢g
Aguadestilada 100 mL

Mezclar bien y luego filtrar.
Tincién de Ziehl Nielsen
(Tincién Acido Resistente).
Procedimiento:
Fjar e frotisa caor
Tedir con colorante Ziehl-Nielsen durante 5 minutos y se calienta la preparacion ala
[lama del mechero hastala emisién de vapores del colorante.

Lavar con agua corriente
Secar y examinar con objetivo de inmersién

11



PRUEBASBIOQUIMICAS

Hidrdlisisdela Gdatina

Sembrar la bacteria problema en placas de Agar-Gelatina por puntos compactos.
Incubar alatemperatura Gptima de crecimiento por 2 — 14 dias.

Resultado: Agregue alaplacal —2 mL del reactivo de Frazier.
Prueba positiva: Halo transparente en torno a la colonia.
Prueba negativa: Precipitado de color blanco alrededor de la colonia.

Produccion delndol a partir de Triptofano

Sembrar la bacteria problema en Caldo Peptonado.
Incubar alatemperatura Optima de crecimiento por 2 — 7 dias.

Resultado: Agregue 1 mL de xilol al tubo. Agite. Espere unos 30segundos. Agregue
algunas gotas de Reactivo de Ehrlich-Kovacs dejandolas deslizar por |as paredes del
tubo hasta la capa de xilol.

Prueba positiva: Coloracion rojo cereza en la capa de xilol.
Prueba negativa: Ausencia de coloracion.

Producciéon de H»S

Sembrar la bacteria problema en tubos de Agar Acetato de Plomo con asarecta,
picando al fondo del tubo y retirandola linealmente por la superficie del agar.
Incubar alatemperatura 6ptima de crecimiento, por un tiempo de hasta 7 dias.

Resultado: Prueba positiva: Ennegrecimiento del medio.
Prueba negativa: Ausencia de coloracion.

Produccién de Amonio a partir de Urea

Sembrar la bacteria problema en tubos de Agar Christensen Urea con asa recta,
picando al fondo del tubo y retirandola linealmente por la superficie del agar.
Incubar alatemperatura 6ptima de crecimiento por 1 — 7 dias.

Resultado: Prueba positiva: Coloracion del medio.
Prueba negativa: Ausencia de coloracion.

12



Reduccion de Nitrato

Sembrar la bacteria problema en Caldo Nitratado.
Incubar alatemperatura 6ptima de crecimiento por 2 — 7 dias.

Resultado: Agregar 1 mL de los Reactivos de Griess-Hosvay’'s 1y 2 al tubo.
Prueba positiva: Coloracion rojadel medio.
Prueba negativa: Ausencia de coloracion.

Hidrélisisdel Almidon

Sembrar la bacteria problema en placas de Agar Almidon por puntos compactos.
Incubar alatemperatura Optima de crecimiento por 2 — 14 dias.

Agregue alaplacal—2 mL de Lugol (laempleada en tincién Gram).
Prueba positiva: Halo transparente en torno ala colonia.
Prueba negativa: Presencia de color violeta, correspondiente al complejo
lugol-almidon.

Prueba de Voges — Proskauer

Con esta prueba se detecta la presencia de acetona o acetil-metil-carbinol,
intermediario del la formacién del alcohol 2,3 butileno glicol.

Sembrar la bacteria problema en Caldo de Clark-L Ubs.

Incubar alatemperatura Optima de crecimiento por 2 — 7 dias.

Resultado: Vacie 1 mL del cultivo a un tubo de Hemadlisis.
Agregue 0,5 mL delos Reactivos A (sol. Alcohdlica de L-naftol al 6%)
B (sol. Acuosade KOH al 16%).
Agite € tubo y luego dgelo reposar por 30 minutos.
Prueba positiva: Coloracion roja encarnada del medio.
Prueba negativa: Ausencia de coloracién.

Produccion de Gasy Acidos a partir de Lactosa

Sembrar la bacteria problema en tubos con Caldo Lactosado provistos de Campana
de Durham.
Incubar alatemperatura Optima de crecimiento por 2 — 7 dias.

Resultado: En caso que haya produccion de gas se apreciara dentro de la Campana de

Durham una burbuja. En caso contrario no hay produccion de gas. Para detectar
la produccion de acido agregue a tubo unas 5 gotas de una solucién de Rojo Metilo.
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Prueba positiva: Coloracion rojadel medio.
Prueba negativa: Ausencia de coloracion.

Utilizacion de Citrato como Unica fuente de Carbono

Sembrar |a bacteria problema en tubo con Caldo Koser citrato (contiene como Unica
fuente de carbono citrato de sodio) con asa recta. El indculo conviene tomarlo de un
medio liquido.

Incubar alatemperatura Gptima de crecimiento por 7 dias.

Resultado: Prueba positiva: El crecimiento en e medio se denota por laturbidez de
éste
Prueba negativa: Transparencia del medio.

Hidrdlisis de L ecitina
Incubar la bacteria problema en placas de Agar Y ema de Huevo estriando unavez a
través de la superficie del medio.
Incubar alatemperatura Optima de crecimiento por 1 —4 dias.

Resultado: Prueba positiva: Se forma un halo transparente alrededor del crecimiento
microbiano.
Prueba negativa: Ausencia de halo.

Prueba dela Catalasa

Se detecta la presencia de la enzima catal asa que descompone el perdxido de
hidrégeno (H20-) en aguay oxigeno libre.

Incubar la bacteria problema en tubos con Caldo Nutritivo.

Incubar alatemperatura 6ptima de crecimiento por 1 — 2 dias.

Resultado: Tome 1 mL de cultivo y vacielo a un tubo de Hemdlisis. Afiada 1 mL de
H,O, (10 vol )

Prueba positiva: Efervescencia producida por la liberacion de O..

Prueba negativa: No hay efervescencia

Prueba de la Oxidasa

Disponible en e mercado (MERCK, OXOID, SIGMA.
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Reactivos Pruebas Bioguimicas

Ehrlich — Kovacs

Para detectar la produccion indol.

p- Dimetil aminobenzaldehido 59
Alcohol isoamilico 75 mL
HCI concentrado 25mL

Disuelvad adehido en el alcohoal, luego afiada lentamente €l acido. Filtrar.
Frazier

Para deteccion de proteasas

HgCh 15¢
HCI concentrado 20 mL
Aguadestilada 100 mL

Disuelva el MgCh en € &cido y luego afore a 100 mL con agua destilada. Filtrar.

Griess—Ilovay’'s

Para detectar |a produccion de nitritos.

Reactivol.
Acido sulfanilico 08¢g
Acido acético5 N 100 mL

Mezclar bien y luego filtrar

Reactivo
L — naftilamina 0549
Acido acético5 N 100 mL

Mezclar bien y luego filtrar.
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INDICADORES

Rojo Metilo

Para detectar |a produccion de acidos.
Rojo metilo 0,02¢g
Etanol de 95% 60 mL
Aguadestilada 40 mL

Disuelva el rojo metilo en acohol y luego afore a 100 mL con agua destilada. Filtrar.

Solucion de montaje para inmunofluor escencia

Gliceral 90%
Tampon 10%
Tampon: 0,5 M Tampodn carbonato / bicarbonato, pH 9,7
0,4 M NaCOs
0,4M NaHCO3
VIROLOGIA
Soluciones

Medio de cultivo enriguecido para células de peces

Producto disponible en e mercado bgo en nombre Minimum Essentid Medium (MEM
1X). El medio se rehidrata de acuerdo alas instrucciones del envase, sefiltray esteriliza.

MEM-10

Para crecimiento y mantencion de lineas celulares.

MEM (1X) 395 mL
Suero Bovino Feta 50 mL
Penicilina/ Estreptomicina 5 mL
L-glutamina 5 mL

Tripsinizacion de células

PBS 900 mL
TripsnaEDTA (10X) 100 mL
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Tampon Tris (1 M)

Tris-Hidrochhloridoe (&cido) 106,4 g
Triss Tampon 39449
Aguabidestilada, aforar a 1000 mL
Como dternativa se puede utilizar solucion estéril de Bicarbonato de Sodio (Disponible
en € mercado).
PBS
Ajustar apH 7.3
NaCl 80 ¢
KCl 02 g
NaHPO, 1159
KH,PO,4 0.2 g

Medir aproximadamente 800 mL de agua destiladay agregar |os ingredientes de a uno,
disolviendo por medio de agitacion. Ajustar € pH con HCI. Agregar € resto de agua hasta aforar
aun litro.

Fijadores

Bouin

Acido picrico (sol. Acuosa saturada) 75 mL

Formalina (40 %) 25 mL

Acido acético 5 mL

Disolver e acido picrico calentéandolo (sin hervir).Dejar enfriar antes de

mezclar con laformalinay € &acido acético. No congelar ni refrigerar.
A.FA.

Acido acético 5mL

Formalina 10 mL

Etanol al 85 % 85 mL
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Formalina Tamponada

Ajustar apH 7.0
Formalina 100 mL
Aguadestilada 900 mL
NaH,PO4H,0 (Fosfato de Na monobésico) 49
NaHPO, (Fosfato de sodio dibasico) 6.59

Disolver los ingredientes en un poco de agua destilada .

Agregar € resto de aguay laformalina

ELI

Soluciones:
Phosphate Tamponed Saline (PBS)
PBS0,01M gustar apH 7,2
75 g NaCl
0,245 ¢ KH2PO, (monobésico)
0,809 ¢ NaHPO, (dibasico)
1.000 mL  HxO csp
Tween 20 + Tris Tampoéned Saline (TTBYS)
Ajustar apH 8,0
60,7 ¢ TrisBase
4,09 ¢ EDTA
870 ¢ NaCl
10 L H,O (aguadestiladay desmineralizada)

Agregar 10 mL de Tween 20
Ajustar & pH a 8,0, con aproximadamente 10 mL de HCI

Acido 2,2-Azinobis (3-EtilBenzoTiazolina Sulfonico) (ABTYS)

0,1gABTS(sd diamonica)
10,0 mL de agua destilada
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Tampon de acido citrico
Ajustar apH 4,0
0,2 g Acido citrico (monohidrato. PM = 210)
100 mL agua destilada
llevar apH 4,0
Tampon de cobertura
Ajustar apH:9.6

Se prepara fresco para cada ELISA.
Carbonato de Sodio para un litro,

159 g NaCOs
293 ¢ NaHCGO;
010 g Timerosal

Almacenar atemperatura ambiente y desechar a cabo de 30 dias.

PCR
Tampén 5X:
250 Mm TrisHCI
375mM KCI
15 mM MgCbh
DTT 100 mM

10 M de DNA amplificado es analizado en gel de agarosa d 2% en tampon TAE(40 mM
Tris acetato/ImM EDTA (&cido etilendiamino tetraacético) conteniendo 1 mg por 50mL
de bromuro de etidio.

Disponible en e Mercado nacional (GIBCO, MERCK, BIOS CHILE)

19



REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

Krieg N.R. and Holt (Eds). 1984. Bergey s Manual of Systematic Bacteriology. Vol 1y 2.
Williams & Williams Co. U.SA.

McFaddin, J.F. 1977. Biochemical tests for Identification of Medical Bacteria Waverly Press.
Inc. U.S.A. 312 pp.

Merck. 1990. Manual de Medios de Cultivo. Merck-1goda Division Diagnostico.
Barcelona.356 pp.

Seeley, H.W. 1973. Manual de Laboratorio para microbiologia. Microbios en Accién.
Editorial Blume.

Toranzo, A.E. and Baria, J.L. 1993. Fry Mortality Syndrome (FMS) in spain. Isolation of the

causative bacterium Flexibacter psychropHilus Bull. Eur. Ass. Fish Pathol., 13(1)30-
31.

20



I1.- KITSDE DIAGNOSTICO: PROVEEDORES




KITS DE DIAGNOSTICO

En la consulta realizada a los cinco laboratorios que realizan el mayor porcentaje de
diagnostico de enfermedades de organismos acuaticos de cultivo en Chile, se pudo
constatar que existe una alta frecuencia de uso de kits de diagnéstico, especialmente en el
caso de las técnicas inmunoldgicas como IFAT y ELISA.

Los usuarios de técnicas moleculares como PCR y RT-PCR para diagnéstico de
patogenos de organismos acuaticos, también cuentan con kits comerciales que permiten dar
respuestas rapidas.

Por otro lado, los métodos tradicionales de pruebas bioquimicas para la
identificacién de bacterias, estan siendo reemplazadas por kits para tal efecto. En este
sentido, la totalidad de los laboratorios consultados hace uso del sistema Api en sus
distintas modalidades.

Los laboratorios de diagnostico chilenos disponen de estos kits comerciales en el
mercado nacional, siendo los principales proveedores para Chile los que se mencionan en el
siguiente cuadro:

Proveedores Nacionales de Kits para Diagnéstico de Enfermedades de Salménidos

Proveedor ] Tipo de Kit Direccion
BiosChile 1.G.S.A. Técnicas inmunologicas Avda. Marathon 1943,
IFAT, ELISA, Moleculares, Santiago.
PCR. fono (02) 238 18 78
fax (02) 239 42 50
E-mail:

ventas@bioschile.cl

Diagxotics®, Inc. Técnicas inmunologicas, P.O. Box 16589 Correo 9,
Distribuidor en Chile: Carlos | ELISA molecular, PCR. Santiago
Rivas Padilla y Cia. Ltda. f/£(02) 292 11 49
. (02) 292 65 49
E-mail: rilab@entelchile.net
BioMerieux Chile S.A. Pruebas Bioquimicas, API Avda. Manuel Montt 2559,
system Nufioa, Santiago.

fono: (02) 274 90 50
fax: (02) 274 41 48

En este anexo se presenta una recopilacion realizada a través de las paginas web de
los principales proveedores de kits comerciales mencionados por los laboratorios que hacen
uso de ellos.
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virus
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Kits de Analisis de Campo
basado en ELISA

DISPONIBLES PARA

Avagprd g Faddeenn

T R Fuowe ik bpect s
Furoneniosis  Feronkowikd™
o by Fi b vt

By R TR T

* Aprobado por la USDA

® Kit con todo incluido; completo y listo para usar

® Mayor uniformidad y especificidad definida

Lotes de produccidn consistentes que proporcionan
resultados de diagndsticos confiables, afio tras afio

B Eliminacion de falsos positivos; sin reaccidén cruzada

Puede ser utilizado con el fluido ovarico y el suero, asi
como con el rifion

Resultados semi-cuantitativos en 1 hora y 40 minutos

MATERIALES ¥ REACTIVOS INCLUIDOS EN EL KIT

Ll:):%il Le:aulbiertos con Anticuerpo Solucién de Lavado
algzlggol}]c;tlulada con Anticuerpo R
Conjugado de HRP o - Gotero de 30 mi
Stop Buffer Soluciéon ABTS
Buffer de Dilucién de Muestra Controles Positivos Fuerte, Bajo
Per6xido de Hidrégeno Hisopos de algodéon
Tubo Cénico de 15 ml Folleto de Instruccién

http://www.diagxotics.com/Spanish/ELISAField-Spanish.html

Kwik-Dtect DiagXotics Field Diagnostic Test Kit for Bacterial Kidney Disease ( BKD ) .. Pagina 1 de 1
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ELISA Format Field Diagnostic Test Kits for Salmon and Trout

Kits de Analisis de Laboratorio

basado en ELISA

DISPONIBLES PARA

TRV (UM 5 R e "
s b Pt oo b, 1

Eb R LD * e ot )

Furunculosis FurunDtect™

SRS RicDiect™

IPMNY IPNYDbect™

*Aprobado ﬁor la USDA

= Mayor uniformidad y especificidad definida

Lotes de produccion consistentes que proporcionan
® resultados de diagnésticos confiables, afio tras afio

como con el rifidon

m Resultados cuantitativos en 2 horas y 40 minutos

MATERIALES ¥ REACTIVOS IMCLUIDOS EN EL KIT

Placa de 96 celdas recubierta de
Anticuerpo Monoclonal
Anticuerpo Monoclonal Ligado a la
Biotina

Streptavidina-HRP Buffer de Dilucién de Muestras 5X

ABTS Soluciéon
Antigeno Control Positivo Fuerte,

Stop Buffer
Peréxido de Hidrégeno

Folleto de Instruccion

Kit con todo incluido; completo y listo pafa usar

Eliminacion de falsos positivos; sin reaccién cruzada

Puede ser utilizado con el fluido ovarico y el suero, asi

Solucién de Lavado

Informacidn de

Pagina Principal Pedido DiagXotics

http://www.diagxotics.com/Spanish/ELISALab-Spanish. html

Pagina 1 de 1
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ICA Format DiagXotics Diagnostic Test Kit for Salmon and Trout . Pagina 1 de 2

Muevo en el 2001

FishStix™

Kit de analisis individuales para la deteccion de:

e Virus Infeccioso de Necrosis Pancreatica (IPNV)
e Renibacterium salmoninarum (BKD)
e Piscirickettsia salmonis (SRS)

® Line on left appears when test is
positive for pathogen

® Line on right is the built-in
cantrol

|
Jd]

Basado en un sistema de Ensayo
Inmunocromatogrifico (ICA) que utiliza
Anticuerpos Monoclonalesde propiedad de
DiagXotics.

» Enformaciéon en Tiempo Real

» tin solo paso, facil de usar

» Mo requiere equipoes adicionales
% Preparacion de la muestra en 1 minuto

» Resultados en 15 minutos

» Almacenaje a Temperatura Ambiente; 18 Meses de
tiempo de duracion

» Puede ser utilizado con fuentes de muestra pequefas,
incluyendo muestras de tejido solidas y lHquidas

» De facit inkterpretacion
» BSensible y exacto

Lans v Beneficios
» Analisis Pen-side (para realizarlo »; Simple de usar y de interpretar

junto a net-pens) los resultados

% Angllisis Individual o de grupo » No requiere habilidades técnicas
» Un solo kit para uso de Campo o

Laboratorio

» Deteccion de patogenos del
salmon desde alevinaje hasta

http://www.diagxotics.com/Spanish/ICA-Spanish.html 06-01-02

» Todos los reactivos vienen en
botellas tipo gotero listas para



ICA Format DiagXotics Diagnostic Test Kit for Salmon and Trout Pagina 2 de 2

engorde

»> Herramienta rentable de manejo para la
deteccion e informacion temprana

Pdgina Principal Pedido

http://www.diagxotics.com/Spanish/ICA-Spanish. html

tra s

» No necesita refrigeracién
»» Control incorporado para cada analisis

» Herramienta de seleccion para
prevenir la transmision vertical

Informacion de
Contactenos

06-01-02
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B |
| Kit de Primer Simplex

Para la deteccion del ADN gendémico de
Renibacterium saimoninarum,
Piscirickettsia salmonis

Agentes causantes de:
Enfermedad Bacteriana del RifAdn (BKD)
Salmonid Rickettsia Septicemia (SRS)

Kit de Primer Simplex de un Solo Paso para la Deteccién del
ADN Genoémico

= prese de w b namin, 12 ; fl!f B

o Mo sensivihdad deoide sl necuelio tamafio de ar
2y

weoPssaitacos en solemeris 3 bores

w0 el v e duracton

Gts nara cuhrir toxds

e Forng

f
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e ——— e — |
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EVR. setmoninaram y ¢b P solwonis puede prodocir grandes pérdidas, pero mas
frecuentermente causa enfermedades cromicas que scasionan serias reducciones en s
ganancias debido al decreciwiento de la tasa de conversion alimenticia, el incremenin
e costos de mann de obra, la predisposicidn a otros paldeenns v s pérdidas por
diferencias de calidad en la cosecha.

LNy BEMWEFRCION
e Seleccion de reproductores en el desove para prevenir la transmision vertical
e Monitoreo de alevines para prevenir la dispersion en toda la instalacion

® Monitoreo de juveniles durante el engorde para una detecciéon temprana que
permita una intervencion rentable

http://www.diagxotics.com/Spanish/SXBKD-Spanish. html 06-01-02
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e Confirmacion de resultados por medio de analisis basados en anticuerpos

e Analisis mas sensible disponible en la actualidad

B kit PCR de Primer Simplex
esta disponible en 3 formatos:
Basico
Regular
Super Combo
Simplex-Componentes de Kit

Informacidn de

Pagina Principal Pedido Diagxotics Contactenos
http://www.diagxotics.com/Spanish/SXBKD-Spanish.html - 06-01-02



Diagnostic Test Kits for pathogens of Trout and Salmon

DiagXoticse, inc

Pagina 1 de 1

"Protegiendo la Salud de los Animales Acuaticos

de la Concepcion del Consumo™

Kits de Analisis de Diagnostico para Peces

Basado an Basado
Hrticuerpo Monoolonal en ADN
Elisa } Kits de
- Primer
A“:'e'"‘ Anélisis ICA para
Enfermedades de Lab PCR
Campo
BKD Renibacterium .
salmoninarum X x X X
Furunculosis
Aeromonas x
salmonicida (Identifica i
tipicos & atipicos)
SRS Piscirckettsia X X X
salmonis
IPNV Virus de )
necrosis pancréatica X X X
infecciosa
Basado en ADN
Kits de Primer .
Thity B A LAEL BKD;SRS Pedido
Simplex para PCR e
Basado en Anticuerpo Monocional
ELISA Field .- BKD, Furunculosis, IPN, SRS Pedido
ELISA Lab BKD, Furunculosis, IPN, SRS Pedido
FishStix™-ICA BKD,IPN Pedido
Informacion de
Pagina Principal Pedido Contactenos

http://www.diagxotics.com/Spanish/Fishhome-Spanish.htm]

06-01-02
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Simplex Primer Kits

AVAILABLE FOR for the detection of genomic DNA from
Renibacterium Salmoninarum,
Piscirickettsia salmonis

Causative agents of

Bacterial Widney Disease {BKD),
Salmonid Rickettsia Septicemia (SRS)

A One-Step Simplex Primer Kit for PCR Detection of Genomic I

b AR LA R ARk P HER

e lamimien sensilivioe cue Lo smas amphcun stee (202000

ss an omiy 3 hours

w e R oty avy all customer neads

Containing our New Salmonid Specific Internal Control

e Verifies that DNA is present and intact
e Ensures that PCR setup is correct and that amplification has occurred
e Included in primer solution - no extra steps required

. selenoninarnn and P saleronis can canse acute animal losses, but more olfien
resules in sevious profit reduction due to decreased feed conversion raies. increased
Ethor costs, predisposition to other pathogens and loss in carcass valoe at harvest,

USES and BENEFITS:

e Broodstock screening at spawning to prevent vertical transmission

® Monitor in hatchery to prevent spread throughout facility

http://www.diagxotics.com/SXBKD.html 06-01-02
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—

intervention
e Confirmation of antibody based test results

o Most sensitive test available

Chor Simplex Primer Kit for PCR
is available in 3 it Formats:

Basic
Regular
Super Combo

http://www.diagxotics.com/SXBKD.html 06-01-02
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ELISA Format Field Test Kits For:

Fax

EpE] Fowt it
B ibe Bl et
Furuneulosis  FuruaRwik'

o S e gl

i{ H:_H- j'l,ul .%* ,E ﬂju 114 .II‘I'““‘Q‘ 1,,1,-‘5 ;-h o]

*USDA Approved

® All inclusive kits; complete and ready to use
® Dependable uniformity and defined specificity
B Consistent production lots result in reliable diagnostics

® Elimination of false positives; no cross-reactions

- Can be used with ovarian fluid and serum, as well as
—  kidney

® Semi-quantitative results in 1 hour and 40 minutes

MATERLALS AWND REAGENTS INCLUDED IN THE KIT
Monocional Antibody Coated Test Tubes Wash Solution
Monoclonal Antibody Biotin Labeled Tween 20
HRP Conjugate 30 mi Dropper Bottle
Stop Buffer _ ‘ ABTS Solution
Sample Dilution Buffer Positive Controls-High, Low
Hydrogen Peroxide Cotton Swabs
15 ml Conical Tube Instruction Booklet

Home Order About Us Contact Us

http://www.diagxotics.com/ELISAField.html 06-01-02
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ELISA Format Laboratory Test Kits For:

P By it

B e
Furuncolosis  ForunDieer™

g ol B Inte g™

BT Y TP % etV

*USDA Approved

All inclusive kits; complete and ready to use

Dependable uniformity and defined specificity

Consistent production lots resulting in reliable
diagnostics

Elimination of false positives; no cross-reactions

Can be used with ovarian fluid and serum, as well as
kidney

® Quantitative results in 2 hours and 40 minutes

MATERIALS AMND REAGENTS INCLUDED IM THE KIT

Monoclonal Antibody Coated 96 Well Plate Wash Solution
Monoclonal Antibody Biotin Labeled Tween 20
HRP Conjugate 5X Sample Dilution Buffer
Stop Buffer ABTS Solution
Hydrogen Pyroxide Positive Controls-High, Middle, Low

Instruction Booklet

Home Order About Us Contact Us

http://www.diagxotics.com/ELISALab. html | 06-01-02
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Kits de Analisis de Diagnéstico
DISPONIBLES PARA
Sindrome de Rickettsia del Saimén

Analisis de Campo
Por Analisis de Laboratorio, uso RicDtect

#  Kit con todo incluido; completo y listo para usar

#® Mayor uniformidad y especificidad definida

#® Lotes de produccidn consistentes que proporcionan
resultados de diagndsticos confiables, afio tras afio

#® Eliminacion de falsos positivos; sin reacciéon cruzada

# Puede ser utilizado con el fluido ovarico y el suero, asi
como con el rifién

# Resultados semi-cuantitativos en 1 hora y 40 minutos

MATERIALES Y REACTIVOS INCLUIDOS EN EL KIT

Tubos recubiertos con Anticuerpo

Soluciéon de Lavado
Monaclonal

Biotina Rotulada con Anticuerpo

http://www.diagxotics.com/Spanish/RIcKwik-Spanish.html

Monoclonal

Conjugado de HRP

Blue Stop

Tween 20

Gotero de 30 ml
K Blue Max

Buffer de Dilucion de Muestra Controles Positivos Fuerte, Bajo

Tubo Cénico de 15 ml Hisopos de algodén

Folleto de Instruccion

RicKwik-Resumen del Procidimento

Informacidn de

Bagira Frincips i H i
Paging Fringipal Pedido DiagXotics

Contactenos




irunKwik DiagXotics Field Diagnostic ...it for Furunculosis in Finfish-Spanish

"

FurunKwik™

Kits de Analisis de Diagnéstico
DISPONIBLES PARA
Furunculosis

Tafata e taratetaraletatatatalaln el 8 a e e te e e et e .

Analisis de Campo
Por Analisis de Laboratorio, uso FurunKit

# Kit con todo incluido; completo vy listo para usar

# Mayor uniformidad y especificidad definida

# Lotes de produccién consistentes que proporcionan
resultados de diagnésticos confiables, afio tras afio

#® Eliminacion de falsos positivos; sin reaccion cruzada

Puede ser utilizado con el fluido ovérico y el suero, asi
como con el rifidn

# Resultados semi-cuantitativos en 1 hora y 40 minutos

MATERIALES Y REACTIVOS INCLUIDOS EN EL KIT

Tubos recubiertos con Anticuerpo

http/www.diagxotics.com/Spanish/FurunKwik-Spanish.html

Solucién de Lavado

Monoclonal

Biotina Rotulada con Anticuerpo

Monoclonal Twean 20
Conjugado de HRP Gotero de 30 mi
Stop Buffer Solucion ABTS

Buffer de Dilucion de Muestra

Peroxido de Hidrégeno

Tubo Conico de 15 ml

Controles Positivos Fuerte, Bajo

Hisopos de algoddn
Folleto de Instruccion

FurunKwik-Resumen del Procidimento

Infor ion de
3 - Pt s) i =
Pagina Pringipal Pedid DiaaXotics Contac
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Lideres en Biotecnoio

Ensayo de ELISA para Renibacterium salmoninarum.

La enfermedad bacteriana del rifién (BKD, por Bacterial Kidney Disease), es ur
las enfermedades infecciosas importantes que afecta la actividad salmonicultol
agente etiolégico de esta enfermedad es Renibacterium salmoninarum, inicialr
diagnosticado como el agente de BKD en Escocia y posteriormente en Es
Unidos, Japén y Europa. Dado el gran impacto econémico que produce 'a accit
esta bacteria en la actividad salmonicultora, se hace indispensable contar
ensayos que permitan un diagnostico rapido, seguro y oportuno.

El Test BKD ELISA desarrollado por Bios Chile I.G.S.AA. es un er
inmunoenziméatico en fase sélida para la deteccién de Renibacterium salmonin
en muestras de tejidos y fluidos bioldgicos de peces. El ensayo incorpora
novedosa tecnologia de activacion de placas de microELISA consistente ¢
utilizacion de un adhssivo biclcgico para la fijacion de anticuerpos especificos pe
salmoninarum a la placa. Esta nueva técnica de activacién aumenta la estabilid:
los anticuerpos adheridos a la placa, aumenta la sensibilidad del ensayo de EL
disminuye el ruido de fondo. El Test permite el analisis simultaneo de un gran nc

de muestras.

http://www.bioschile.cl/2d_3.html 06-01-02
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SKD FLUOROTEST DIRECTO E INDIRECTO

Ensayo de Inmunofluorescencia Directa e Indirecta para
Renibacterium salmoninarum.

La enfermedad bacteriana del rifion (BKD, por Bacterial Kidney Disease), es ur
las enfermedades infecciosas importantes que afecta la actividad salmonicultor
agente etiolégico de esta enfermedad es Renibacterium salmoninarum, inicialr
diagnosticado como el agente de BKD en Escocia y posteriormente en Es
Unidos, Japén y Europa. Dado el gran impacto econdémico que-produce la acci
esta bacteria en la actividad salmonicultora, se hace indispensable contar
ensayos que permitan un diagnéstico rapido, seguro y oportuno.

La técnica de Inmunofluorescencia es un ensayo altamente sensible y especifico
detectar la presencia de Renibacterium salmoninarum en muestras de tejidos.
Chile 1.G.S.A. ha desarrollado dos variantes de esta técnica: BKD FluoroTest Dire
BKD FluoroTest Indirecto, ambos basados en la utilizacion de una mezcl
anticuerpos monoclonales altamente especificos para Renibacterium salmonin:
En el test Directo los anticuerpos monoclonales estan conjugados con isotiociane
fluoresceina (FITC), mientras que en el test Indirecto, se utiliza un anticuerpo an
de ratén conjugado con FITC. BKD FluoroTest Directo e Indirecto, son ens
altamente sensibles, especificos y reproducibles para la deteccién de Renibact:
salmoninarum.

http://www.bioschile.cl/2d_4.html 06-01-02
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Ensayo de EI.iSA para Piscirickettsia salmonis.

Una de las enfermedades de mayor impacto en la actividad salmonici
desarrollada en Chile, es el Sindrome Rickettsial de Salmonideos (SRS), cuyo a
etiologico es la Piscirickettsia salmonis, bacteria de estricto crecimiento intrace
Dado el gran impacto econémico que produce la accién de esta bacteria «
actividad salmonicultora, se hace indispensable contar con ensayos que permit:
diagnostico rapido, seguro y oportuno.

El Test SRS ELISA desarrollado por Bios Chile |.G.SA. es un er
inmunoenzimatico en fase sélida para la deteccién de Piscirickettsia salmon
muestras de tejidos y fluidos biolégicos de peces. El ensayo incorpora una nove
tecnologia de activacién de placas de microELISA consistente en la utilizacion «
adnesivo bioidgico para la fijacion de anticuerpos especificos para P. Salmonis
placa. Esta nueva técnica de activacion aumenta la estabilidad de los anticu
adheridos a la placa, aumenta la sensibilidad del ensayo de ELISA y disminu

ruido de fondo. El Test permite el analisis simultaneo de un gran nimero de mues

http://www.bioschile.cl/2d_1.html 06-01-02
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SRS FLUOROTEST DIRECTC E INDIRECTO

Ensayo de Inmunofluorescencia Directa e Indirecta para
Piscirickettsia salmonis

Una de las enfermedades de mayor impacto en la actividad salmonici
desarrollada en Chile, es el Sindrome Rickettsial de Salmonideos (SRS), cuyo a
etiolégico es la Piscirickettsia salmonis, bacteria de estricto crecimiento intrace
Dado el gran impacto econdémico que produce la accién de esta bacteria «
actividad salmonicultora, se hace indispensable contar con ensayos que permit:
diagnéstico rapido, seguro y oportuno.

La tecnica de Inmunofluorescencia es un ensayo altamente sensible y especifico
detectar la presencia de Piscirickettsia salmonis en muestras de tejidos. Bios
I.G.S.A. ha desarrollado dos variantes de esta técnica: SRS FluoroTest Directo y
FluoroTest Indirecto, ambos basados en la utilizacion de una mezcla de anticu
monoclonales altamente especificos para Piscirickettsia salmonis. En el test D
los anticuerpos monoclonales estan conjugados con isotiocianato de fluores
(FITC), mientras que en el test Indirecto, se utiliza un anticuerpo anti-IgG de
conjugado con FITC. SRS FluoroTest Directo e Indirecto, son ensayos altar
sensibles, especificos y reproducibles para la deteccién de Piscirickettsia salmon

http://www.bioschile.cl/2d 2.html 06-01-02
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Ensayo de ELISA-PCR para la deteccion del Virus de la Necrosit
Pancreatica Infecciosa (IPNV)

El virus responsable de la Necrosis Pancredtica Infecciosa (IPNV) pertenece
familia de los Birnaviridae y afecta tanto al Saimén del Atlantico (Salmo salar) cc
las Truchas. Dado el gran impacto econémico que produce la infeccié
salmonideos por este virus, se hace indispensable contar con ensayos sensit
especificos, que permitan un diagnéstico rapido, seguro y oportuno. Bios
[.5.5.A ha desarrollado el ensayo PRy -GercTest |, que se basa en la amplific
del genoma viral por RT-PCR y la posterior deteccion del producto de amplific
mediante un ELISA de captura.

El Test incluye los reactivos para la extraccion del genoma viral de muestras de
y fluidos biologicos de peces, tales como plasma, células sanguineas, li
celomico y liquido espermético. En una primera etapa se sintetiza el «
correspondiente al RNA genomico viral, luego el cDNA se amplifica mediante P
el producto amplificado se denatura para ser capturado en la placa de E
mediante hibridizacién especifica con un oligonucleétido complementario que he
previamente inmovilizado en la placa. Finalmente el producto amplificado se de
mediante un ensayo de ELISA.

http://www.bioschile.cl/2d_6.html 06-01-02
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Ensayo de Inmunofluorescencia Indirecta para el Virus de la
Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPNV)

El virus responsable de la Necrosis Pancredtica Infecciosa (IPNV) pertenece
familia de los Bimaviridae y afecta tanto al Salmén del Atléntico (Salmo salar) cc
las Truchas. Dado el gran impacto econémico que produce la infeccid
salmonideos por este virus, se hace indispensable contar con ensayos sensit
especificos, que permitan un diagnostico rapido, seguro y oportuno. La técni. -
Inmunofluorescencia es un ensayo altamente sensible y especifico para la dete
de patégenos en muestras de tejidos de peces.

Bios Chile 1.G.S.A. ha desarrollado el ensayo IPNV FluoroTest Indirecto, basado
utilizacién de una mezcla de anticuerpos monoclonales especificos para el virus
del serotipo Sp y VR-299.

Estos anticuerpos reaccionan con antigenos especificos del virus y la reaccic
detecta con un anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado con FITC. La presenc
virus se visualiza como una intensa fluorescencia verde y puntiforme en el citopl
de las células infectadas.

http://www.bioschile.cl/2d_5.html 06-01-02
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API, bacterial identification

The APl identification products comprise strips,

Bl cenerally containing 20 miniature biochemical tests.

§ and databases. The API range currently offers 18

identification products covering almost alt bacterial

o croups and over S50 different species. This range is

- 48l Lpdated regularly to allow identification of certain

l bacteria which are becoming increasingly important :

Corynebacterium, Campylobacter. Listeria. Neisseria,
etc.

Innovation and know how

The concept of the API strip was a real revolution in bactericlogy when it was created in
1870 -

- miniaturization and standardization of conventional techniques which were extremely
difficult to perform and interpret,
- association of a strip of biochemical tests and a database.

With AP, identification became easy, quick and safe. API's innovation also covered the
development of numerical identification, a caiculation method which made it possible to
develop software for quicker and more precise identification.

- : i Ly m:@gu
, 'E-" .v -n ‘n {¥ 'wcu -n}-’«nb%-r' “H

Today, the experience with APl is the base for biolMerieux’s bacterial identification know
how : over 1000 different biochemical tests performed regularly, in-depth knowledge of
bacterial metabolisms and perfect control of manufacturing technigues. -

The world wide reference for identification

Adopted by bactericlogists throughout the world for its ease of use and its performance, the
APl range quickly became the world wide reference for identification.

- over 1500 scientific publications refer to API products

- APl systems are used as reference technigues to assess other identification products

- new species of bacteria have been detected with AP| preducts, such as Staphylococcus
lugdunensis for example.

< I [
http://www.biomerieux.com/cgi-bin/frame5.pl?id=enprod05a 06-01-02




SECCION 2

MANUAL DE TECNICASDE DIAGNOSTICO DE
ENFERMEDADESDE MOLUSCOS




INDICE

INTRODUCCION
PROCEDIMIENTOS GENERALES
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Muestreo por zonas
Periodo de muestreo y frecuencias
Tamario de la muestra
Transporte delas Muestras
2.- Diagnoéstico
2.1.- Andlisis Macroscopico
2.2.- Métodosde Diagnéstico
Histologia
Fijacion dd tgido
Deshidratacién, Impregnacion e Inclusion de las Muestras
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. INTRODUCCION

El conocimiento sobre las enfermedades de moluscos se encuentra menos desarrollado que
en los peces, es asi como son escasos los libros sobre procedimientos generales de diagnostico,
prevencion y tratamiento. En la actualidad, se dispone de los manuaes de diagnéstico de la OIE
(version 2000) y del "Blue Book™" (Thoesen, 1994 y péaginas actualizadas, 2000). Esta obra, segin
Elston (1994), marca la partida en un area poco estudiada de la medicina animal, como es la de
moluscos, cuya biologia es substancia mente diferente ala de los peces.

Dentro de las técnicas de diagndstico, € érea concerniente a los virus es quizas una de las que
muestra menor avance, debido a escaso desarrollo en los cultivos celulares y de tgjidos de estos
organismos, motivo por e cua la deteccién de dichos agentes se redliza mediante € uso de
microscopia electronica

Los invertebrados no producen anticuerpos tal como se conoce en peces por lo que los
procedimientos inmunoldgicos, Utiles en deteccion precoz serian dificiles de llevar a cabo. Es asi
como en la mayoria de los casos no existen métodos para detectar infecciones subclinicas.

Las herramientas de diagndstico més modernas no estén todavia disponibles para ser aplicadas a
diagnostico practico de las enfermedades de moluscos, por esto la mayoria de los procedimientos en
este sentido se basan en d andlisis histoldgico, € cua es un proceso relativamente lento S se aplicaa
un campo de la produccion en que muchas veces se requieren respuestas rapidas para actuar en
forma oportunay acertada.

En la primera parte del presente manua se presentan los procedimientos generales de toma y
mantencion de las muestras y en la segunda se incluyen los protocolos de las técnicas de
diagnéstico recomendadas por la OIE y otros manuales de diagndstico para enfermedades
especificas de los moluscos de interés.

La presentacion de las enfermedades seguida por sus protocolos de diagnostico se ha ordenado
de acuerdo a la categorizacion de enfermedades de moluscos realizados en € objetivo 4.1. De esta
forma, se comienza con la descripcidn de las enfermedades correspondientes a la categoria 1, que
no estan presentes en € pais pero que son de importancia internacional. A continuacion y en los
casos que corresponde, se mencionan las enfermedades agrupadas en la categoria 2 que tienen

importancia nacional por haber sido diagnosticadas en € pais.



. PROCEDIMIENTOS GENERALES

En € Manual de Diagnéstico de Enfermedades de Animaes Acuaticos, OIE 2000, se
distinguen 3 niveles de procedimientos de andlisis:

1.- Procedimientos rutinarios para vigilancia, en los cuaes se utilizan principamente las
técnicas histologicas parae andisis.

2.- Procedimientos especiales cuando se presentan indices anormales de mortalidad. En este
caso <e utilizan varios métodos de diagndstico, en forma adiciona alas técnicas histol dgicas.

3.- Procedimientos especificos para identificar patdgenos descubiertos en los procedimeinrtos
previos. Se utilizan técnicas moleculares o de microscopia electronica

Frente a un cuadro anormal, se recomienda utilizar como primer paso la histologia, como
procedimiento previo o adicional a otros examenes, ya que proporciona una gran cantidad de datos.
Esto es particularmente importante porque € examen macroscopico, generamente no proporciona
signos patognonicos. Por otro lado € indice de mortalidad se puede deber a distintos patdgenos o a
problemas fisioldgicos, como por gemplo, pérdida de condicion post desove, |0 que solamente se

determina utilizando histologia.

1.-Toma de Muestras

Muestreo por zonas

En e Manual para Diagnostico de Enfermedades de Animales Acuéticos (OIE 2000), se
indica que para maximizar las probabilidades de detectar patdgenos, se deben seleccionar
diferentes sitios de muestreo en zonas definidas. Ademés, se deben considerar |os pardmetros que
tienen un efecto en e desarrollo del agente infeccioso, tales como la densidad del stock, € flujo
de aguay € ciclo de desarrollo de los moluscos Se recomienda, ademas, seleccionar 3 puntos de
muestreo de una poblacion, por zona geogréfica. La cantidad de puntos de muestreo debera
aumentar en aquellas zonas muy extensas, en las cuales existen diferentes areas de cultivo de la
especie susceptible. Por otra parte, hay que considerar la toma de muestras desde los bancos
naturales de moluscos. Las muestras tomadas, debieran cubrir € rango de tamafio de los distintos

grupos y se deben muestrar también, moluscos que muestren anormalidades, (crecimientos
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anormales, valvas abiertas, indices anormales de mortalidad), para hacer asi més representativa la

muestra.

Periodo de muestreo y frecuencias

La periodicidad y frecuencia de los muestreos debe estar determinada por € ciclo de
infeccion del patégeno y periodos de mayor susceptibilidad a las infecciones, ya que la intensidad
de infeccion de los patégenos estd asociada a la pérdida de condicion del huésped después del
desove. Se recomienda tomar las muestras después que éste finalice.

En los periodos de muestreo se debe tomar en cuenta € trasado de los moluscos, 1o cud

generalmente ocurre en primaveray otofio. Se deben tomar muestras, a menos, dos veces a afio.

Tamario de la muestra

Durante el periodo inicial de muestreo que precede a otorgamiento de pais o zona libre
(seguin Cadigo OIE, 2000), se debe extraer de cada sitio de muestreo un nimero de gjemplares no
menor de 150 o la cantidad suficiente para asegurar la deteccién de un portador de patdgenos con
un nivel de confianza del 95%, suficiente para asumir la prevalencia del patogeno. Este
porcentaje se deberd mantener en los afios siguientes (dos afios minimo), debido a los problemas
gue existen para conservar las zonas marinas.

Si los bivalvos son tradadados desde bancos naturales a un establecimiento de cultivo o a
otro banco natural en zonas diferentes, se debera tomar muestras de una gran cantidad de bivalvos
debido a la baga frecuencia de los parésitos en bancos naturales, un gemplo es @ de Audralia
occidental, donde se ha detectado en bancos aidados la presencia de |os patdgenos Marteilia sidneyi,
M. lengehi y Perkinsus sp, en prevaencias de 0.1%, estos bancos no habian sido intervenidos por €l
hombre. Sin embargo, |a probabilidad de deteccidn de la infeccion puede aumentar manteniendo los
bivavos en cuarentena por periodos prolongados y sometiéndolos a estrés (sobredensidad,

manipulacion, cambios de temperaturay salinidad, etc.).

Los miembros de las especies de Arcidee (Ara, Barbatia), Madleidae (Malleus),
| sognomonidae, Chamidae (Chama ) y Tridacnidae (Tridacna) toleran dtas frecuencias de infeccién



de Perkinsus y son buenos indicadores de su presencia . S se detecta en |as especies mencionadas se

podria asumir que Perkinsus esta presente en las ostras u otros bivalvos

Transporte delas Muestras

Las muestras de los moluscos deberan ser enviadas a los laboratorios de diagnostico
aprobados, dentro de las veinticuatro horas siguientes a muestreo, embalados.de tal forma de
mantenerlos vivos. Se debe rotular cada una de las muestras, indicando claramente e lugar donde

se tomd la muestra, origen e historia de la produccién (si existe).

2.-Diagnostico

Analisisde Stocks ante la presencia de mortalidades anor males

Este tipo de mortalidad corresponde a una mortalidad repentina considerable (mas del
15% del stock) que se presenta durante un corto periodo entre dos observaciones (15 dias). En
los hatcheries, ésta se produce por una falla en las producciones sucesivas de larvas provenientes
de diferentes reproductores.

Siempre que se produzca este tipo de muerte en los stocks de los moluscos bivalvos, se
deberareaizar una investigacion urgente para determinar la etiol ogia.

La muestra debe estar conformada por 100-150 moluscos y su andlisis se debe realizar de
acuerdo a procedimiento definido para € andlisis histologico y los otros andlisis, como por §:
microscopia electrénica.

Por otra parte, y siempre que estén disponibles, se deberan fijar moluscos de control 0 no
infectados, para realizar comparaciones histologicas con los tegidos anormales. Sin importar €l
fijador utilizado, es muy importante extraer la concha del bivalvo para permitir el facil ingreso
del fijador.



2.1.-Andlisis M acr oscopico
Abrir los moluscos cuidadosamente para no dafiar |os tejidos blandos. Registrar cualquier

anormalidad o lesidén de los tgjidos, asi como también cualquier deformacion de la concha,

organismos perforadores de lavalvay los parasitos que habitan el manto.

Procedimientos para examen deLarvas:

Las larvas y podt-larvas deben ser examinadas vivas en forma visua para registrar la
presencia de signos de enfermedad. Los individuos que presenten signos aparentes de enfermedad
deben ser seleccionados y colocados en una placa Petri conteniendo agua de mar y examinadas bagjo
microscopio estereoscopico. Cuando sea necesario las larvas pueden ser tranquilizadas o aetargadas
mediante hipotermia.

Se preparan montajes himedos y se observan en microscopio para la deteccion de bacterias,

hongos o protozoos.

Procedimientos par a examen de Juvenilesy Adultos:

Los procedimientos para € examen externo son generamente similares para todos los
Moluscos.

Los individuos seleccionados deben ser abiertos cuidadosamente, cortando primero e
musculo abductor, teniendo la precaucion de no dafiar los tgjidos, en particular € manto, branquias,
corazon y glandula digestiva. Se deben registrar las anormalidades y lesiones de los tgidos como
también las deformidades de la concha, organismos que la perforan y parasitos que habitan en d
manto. Se examinan bgjo microscopio estereoscopico para detectar anormalidades o parésitos en los

Organos. Se preparan montgjes hiumedos de los diversos tgjidos y se observan en microscopio éptico.



2.2.-M étodos de Diagnostico
Histologia

Esta técnica se utiliza para analizar la estructura de las células y tejidos bajo microscopio.
Para la preparacion de los tgjidos existen diferentes pasos, incluyendo la fijacion del tejido,
deshidratacion, impregnacion e inclusion de las muestras, preparacion de los cortes histol6gicos,
tincion y montaje en portaobjetos.

Las condiciones Optimas para la toma de muestras de tejidos la proporcionan los animales
moribundos o aquellos gue acaban de morir (pocos minutos). Tomar una seccion estandar a
través de la gldndula digestiva e incluir, siempre que sea posible, branquias, manto y palpos. Otra
aternativa para los especimenes de gran tamafio es tomar varias secciones para asi incluir los
tgjidos importantes.

Fijacion detgjidos

La funcién de los fijadores es mantener la morfologia de los tegjidos, 10 més parecida la
morfologia in vivo posible y, ademés, evitar la necrosis. Los fijadores que se recomiendan para €l
andlisis de los moluscos marinos de mayor tamafio son la solucion de Davidson y la solucion de
Carson. Para los especimenes més pequefios se recomienda € uso de los fijadores GHF u otros de
glutaraldehido, ya que son compatibles con el uso del microscopio eectronico. Para asegurar una
buena fijacion, la relacion fijador/volumen de tejido debe ser 10:1.

Solucion de Davidson

Aguade Mar 1200 mli
Alcohol a 95% 1200 ml
Formaldehido al 38% 300 ml

Glicerol 400 ml

Acido acético glacial 10% (agregar extemporaneamente)

Solucién de Car son

NaH2PO4'2H20 23,8 g.
NaOH 524

Aguadestilada 900 mi
Formaldehido al 40% 100 ml

Ajustar el pH a7,2- 7,4

En e caso de que ninguno de estos fijadores esté disponible, utilizar formalina a 10 %

mezclada con agua de mar. La solucién de Davidson es la meor alternativa para preservar la
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estructura de los tejidos, debido a que contiene agua de mar. Ademas, es posible realizar tincion
en las secciones de los tgidos fijados con la solucion Davidson, utilizando diferentes métodos
histoquimicos, asi como también, hibridacién in situ con examenes de ADN. Para estos
propésitos es importante evitar la sobrefijacion (mas de 24 horas).

Es muy probable que la solucion Carson no sea tan Gtil como la de Davidson cuando se
practiquen andlisis histolégicos. Sin embargo, esta solucion permite preservar adecuadamente la
ultraestructura y se puede utilizar para preservar las muestras para su posterior andisis en un
microscopio electrénico. Debido a que e microscopio electrénico representa un accesorio muy
valioso en el diagndstico y confirmacion de las infecciones de los moluscos, se debe considerar 1a
fijacion de algunas muestras, en especial la més pequefias, utilizando un glutaraldehido. De otra
forma, se podra realizar una nueva fijacion (de los materiaes fijados con la solucion Carson), en
aquellas muestras que se compruebe la presencia de patdgenos. Este procedimiento sirve para

asegurar lafijacién de todos los tgjidos/érganos en ambos fijadores.

Deshidratacién, Impregnacion e Inclusion de las Muestras

Existen diferentes pasos para la inclusion las muestras en parafina, durante los cuales se
reemplaza el agua que contienen los tejidos, primero por acohol y luego por un xileno o
cualquier solucion equivalente de menor toxicidad y, finamente, por parafina.

Luego de fijar las muestras con solucion Carson o Davidson, transferirlas a alcoholes
graduados (70 — 95 % [v/v] antes de lograr su deshidratacion final en etanol absoluto, eliminar el
alcohol presente en los tgjidos, sumergiéndolos en xileno. Después, impregnar los tegjidos con
parafina, la cua a una temperatura de 60° C es soluble a xileno. Todos estos pasos se pueden
[levar a cabo en forma automatizada.

Al dgar los tegidos enfriarse en moldes con parafina sobre una superficie fria, se
produciran bloques. El enfriamiento e hidratacion son esenciales para redlizar € corte de las

secciones.



Preparacion de las Secciones

Luego que los blogues se hayan enfriado en una placa fria (permitiendo asi la
solidificacion de la parafina), cortar secciones histologicas de 2 — 3 nm, utilizando un
micrétomo. Recuperar las secciones en un portaobjeto, dear filtrar y secar a una temperatura de
60° C durante toda la noche. Esta temperatura permite eliminar el exceso de humedad presente en

las muestras y, de esta forma, permitir que las secciones se adhieran a los portaobjetos.

Tincién y Montaj e en los portaobj etos

Antes de proceder a la tincion, se debe eliminar la parafina de las secciones cortadas,
sumergiéndolas por 10 o 20 minutos en xileno u otra solucién aclaradora (menos téxica). Este
proceso se repite una sola vez y después se elimina e solvente sumergiéndolas en dos bafios
sucesivos de etanol absoluto, cada seccion por un periodo de 10 minutos y, luego, rehidratar
sumergiéndolas en agua potable por un periodo de 10 minutos. Después, redizar tinciones
histoquimicas diferentes.

Cuando se utiliza tincion con hematoxilina-eosina o equivalente, las estructuras nucleares
y bastfilas se tornan de un color azul o parpura oscuro, €l reticulo endoplédsmatico se torna azul y
el citoplasma se torna gris. Con la eosina de tincién de &cidos, € resto de las estructuras se tornan
rosadas. Esta es una técnica fécil y reproductible y, a pesar que sblo permite lograr una
diferenciacion limitada de las estructuras celulares, permite detectar cualquier anormalidad en las
estructuras celulares y de los tgjidos. Existen otras técnicas que permiten, segun las necesidades,
demostrar la presencia de caracteristicas y estructuras particulares (por g. Tricromo para tejidos

conectivos y granulos citopldsmaticos).



Microscopia Electronica

Redizar la fijacion para € microscopio electronico justo antes de la fijacion para la
histologia. Para ésto sdlo serviran las muestras extraidas rapidamente de animales vivos. La
preparacion de las muestras para microscopia electronica se redliza de la siguiente forma
fijacion del tgjido, descalcificacion de las muestras (Siempre que sea hecesario), deshidratacion,
impregnacion e inclusion de las muestras y, ademas, preparacion y tincion de los cortes de las

SECCiones.

Fijacion delos Tgjidos

Es muy importante realizar correctamente la fijacion de los tgjidos que se analizan bajo
microscopio electronico, para asi evitar dafios mayores en la ultraestructura. Realizar cortes en
los especimenes de tal forma, que e ancho no exceda los 3-4 mm, ya que asi se logra que las
soluciones penetren rgpidamente en las muestras.

El proceso de fijacion de las muestras directamente en glutaraldehido al 3 % por un
periodo de una hora. Si la fijacién se redliza por un periodo mas largo, es probable que se
produzcan artefactos membranosos. Lavar tres veces las muestras en un tampon, luego, fijar en
un &cido 6ésmico a 1 % y volver lavar dos veces en un tampon. Existen diferentes formulas de
fijadores glutaraldehidos que también funcionan.

Para evitar dafios mayores en la ultraestructura, tratar las muestras con soluciones que
tengan una osmolaridad o més parecida a la de los tgjidos. De esta forma, los tegidos de los
moluscos se tratan con soluciones que presenten una osmolaridad cercana a los 1000 mOsm.
Ajustar la osmolaridad de las soluciones a NaCl. Debido a que los tgjidos de las ostras son casi
iSo-0osmoticos con agua de mar, es posible preparar € glutaraldehido con agua de mar filtrada de
0,22 mmy, luego, utilizar esa agua de mar filtrada para e resto de los lavados.

Si sefijo y amacend las muestras en solucion de Carson, lavar varias veces en un bafio de

tampdn antes de redlizar lafijacion con el glutaraldehido a 3 %.



Deshidratacion, Impregnacion e Inclusion de las Muestras

Deshidratar las muestras en bafios consecutivos realizados con etanol: una vez con etanol
a 70 %, dos veces con etanol a 95 % y tres veces con etanol absoluto. Completar la
deshidratacion con dos bafios de 6xido de propileno, € cual permite la posterior impregnacion
con Epon y otro tipo de resina.

Impregnar las muestras en forma progresiva. Luego del primer bafio realizado con una
mezcla de 6xido de propileno-Epon (50/50), colocar las muestras en un bafio de Epon. Mientras
mas largo sea €l periodo de incubacién, mayor sera laimpregnacion de los tejidos.

Colocar las muestras en moldes con resina Epon para llevar a cabo la Inclusion. Colocar en cada
blogue una etiqueta de identificacion de la muestra'y luego colocarlos a una temperatura de 60° C

(enlacua se polimeriza laresina Epon) por un periodo de 48 horas.

Preparacion de los cortesy la contratincion

Cortar los bloques de un tamafio apropiado utilizando una hoja de afeitar, luego, cortar las
secciones utilizando un ultramicrétomo. Cortar secciones mas delgadas (0,5-1 mm) y colocarlas
en portaobjetos. Estas serviran para controlar la calidad de las muestras con un microscopio de
luzy, asi, detectar las &reas interesantes en las secciones.

Redizar la tincion de las secciones mas delgadas a una temperatura de 90-100°C,
utilizando una solucién azul toluidina al 1%. Luego de secar, colocar los cubreobjetos sobre los
portaobjetos, agregando una gota de resina sintética. Observar bajo microscopio de luz.

Colocar las secciones ultra delgadas, de 80-100 nm, sobre una grilla de cobre para su
andlisis de microscopia electrénica. Utilizar acetato de uranilo y citrato de plomo para la tincion
de los cortes de las secciones ultra delgadas.

Los siguientes procedimientos de examen (larvas, juveniles y adultos) formar parte de la
recopilacién de antecedentes para e desarrollo del proyecto FIP 95-32 “Desarrollo de un programa

de deteccion y tratamiento de enfermedades de moluscos cultivados en Chile”
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Procedimientos para deteccién devirusen larvas:

Debido a que no se encuentran disponibles en e comecio las lineas celulares de moluscos, el

diagnostico vira de las larvas se redliza mediante técnicas de microscopia electrénica de transmision
(MET), siguiendo € procedimiento empleado por Hine (1992).

a)

f)

Fijar las larvas en glutarddehido a 2,5% en agua de mar filtrada (0,22 mm) por un periodo de
una a dos horas.

Lavar 2 veces en agua de mar filtrada para eliminar € fijador

Centrifugar paraformar un pellet y eliminar e agua de mar sobrenadante

Colocar d pdlet en un fluido de agar d 2%

Transferir € pellet en agar a un portaobjeto y cortar en pequefios trozos que se ponen en
tampdn Cacodilato 0,1 M

Redlizar un post-fijado en Tetroxido de Osmio a 1% en buffer Cacodilato 0.1 M por una
hora

Descacificar en EDTA d 5% en Cacodilato 0.1 M por 30 a45 minutos

Deshidratar en una serie de Etanol (50 a 100%)

Lavar 2 veces por 10 minutos en Oxido de Propileno

Infiltrar durante una hora en Oxido de Propileno/Resina Epoxica (Araldite) 50/50

Redlizar inclusiones en resinaa 100% toda lanochey dejar secar por 48 horas a 60°C

Cortar secciones ultrafinas y tefiir con Acetato de Uranilo en Etanol 50% por 10 minutos y
con Citrato de Plomo en agua destilada hervida por 5 minutos

Analizar en microscopio eectronico de transmision (MET)
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Bioquimicos

Los patdgenos bacterianos son una de las principales causas de mortalidades en los cultivos
de moluscos y € impacto en la produccion en e pais corresponde a la presencia de especies de
Vibrios que causan atas mortalidades en los cultivos larvales de Pectinidos. Los trabgjos de
Riqueime et al. 1995, informan que las mortalidades asociadas a estos patégenos acanzan hasta un
96,6%. Asociados a las especies de Vibrio, ha sido reportada la presencia de Pseudomonas y
Moraxella en larvas, pero con un menor impacto en la sobrevivencia. Las especies de Vibrio que han
sdo identificadas corresponden a Vibrio anguillarum, V. alginolyticus y Vibrio sp.. La
caracterizacion bioquimica de estas especies se detallaen tablall

Los procedimientos para €l aidamiento de las bacterias por etapas de desarrollo (juvenilesy

larvas), se describen a continuacion:

Juvenilesy Adultos;

Lavar y desinfectar los individuos seleccionados para este andisis, sumergiendo las partes
blandas en solucidn desinfectante, o bien en agua de mar estéril. Luego, colocar en una superficie
limpia 'y tomar los inoculos para siembra con un asa o térula estéril en un medio selectivo para
bacterias marinas. Utilizar e medio Thiosulphato Citrato Bile Sats Sucrosa (TCBS) para identificar
Vibrio, agunos autores recomiendan suplementar e medio con un 1% de NaCl (w/v), (Elston,
1990). Incubar las placas con las Sembras a una temperatura Smilar a la del agua de la cual se
tomaron los individuos. Ademas, es posible utilizar un Agar de Soja Triptica (TSA) suplementado
con 2% de NaCl.

Individualizar y aidar las colonias que crecen para su posterior identificacion, a través de pruebas
bioquimicas.

Larvas

En € caso de las larvas se recomienda sembrar en las placas Petri preparadas con medios de
crecimiento TCBS o TSA més NaCl, para asi detectar fuentes de contaminacion microbiana desde
tres origenes:

- Sistema de agua de mar
- Reproductores
- Fuentes de microalgas.



Diluir las muestras para proveer colonias contables en la placa. El grado de dilucion
dependera de las condiciones locaes, sin embargo, una dilucién inicia va desde la no diluida hasta
0,0001 en agua de mar estéril o0 solucion sdina.

En foma adicional, tomar muestras de las larvas en cultivo, separando las larvas de fondo de
las de la columna de agua; utilizar una jeringa de 1,0 ml esté&il, permitiendo que las larvas
sedimenten hacia al extremo de la jeringa y, luego, colocar los 0,5 ml del extremo donde estan las
larvas en un tubo con 2,0 ml de agua de mar estéril 0 solucion sdlinaa 1 o 3% (w/v). Colocar la
muestra en un equipo que permita triturar las larvas, como por gemplo un Tissue Teator u otro
smilar (Ten-Broeck tissue grinder). Luego de homogeneizar las larvas, sembrar cuantitativamente
como se indico anteriormente, (Elston, 1990).

Existen otros medios de crecimiento mas especificos que pueden complementar la
informacién de las bacterias contaminantes de las larvas y sistemas, como podria ser € caso del
medio para las bacterias dedizantes 0 Myxobacterias marinas, las cuaes necesitan pocos nutrientes
como es e caso del Agar Citofaga de Agua de mar (SWCA), e que se puede utilizar en conjunto
con los otros medios (TCBS 0 TSA), en especia cuando se sospeche la presencia de la "Enfermedad
del Ligamento delos Moluscos'.

Se debe cuantificar, caracterizar e identificar las colonias que hayan crecido, utilizando
procedimientos bioquimicos estandares.

Los procedimientos para confirmar la identidad de las bacterias caracterizadas mediante
pruebas bioquimicas contemplan las pruebas inmunoldgicas para aguellas bacterias donde existan
anticuerpos disponibles, como por gemplo, agunas especies de Vibrio.

Elston (1991), describe un procedimiento para € diagnostico répido de Vibrio en larvas, €
cual contempla un procedimiento de descalcificacion histolégicay cuando éste se haya completado,
sugiere neutralizar la solucion utilizada por medio de tampon fosfato y, finamente, reemplazar €
tampon con solucion salina 1,5% (w/v). Luego, redizar lainclusion de las larvas en medio “cryostat
cutting” y dejar enfriar rgpidamente a—70° C. Cortar secciones de 4 mm y redlizar la tincion con €
conjugado ddl antisuero para luego andizar las secciones en microscopio de epifluorescencia y

registrar las bacterias postivas.
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Tabla |: Caracterizacion bioguimica de las cepas de Vibrio aisladas por Riquelme at al. 1995 en
larvas de Argopecten purpuratus cultivadas en Chile

Caracteristicas

Vibrio
anguillarum

Vibrio
alginolyticus

Vibrio spp.

Gram

Motilidad

+

+

Oxidasa

+

Catdasa

+|+]|+]

V oges-Proskauer

Produccion Indol

+

Utilizacién Citrato

Produccion H2S

O/F (Glucosa)

Gas desde Glucosa

VP

+ 1 TI 1

Crecimiento5° C

Crecimiento 15°C

Crecimiento 25° C

+|+]

Crecimiento 37°C

Crecimiento 42°C

Crecimiento 0% NaCl

Crecimiento 3% NaCl

=+

Crecimiento 5% NaCl

Crecimiento 8% NaCl

Crecimiento 10% NaCl

Crecimiento TCBS

+ amarillo

+ |+

Arginina

+

+/-

Lysina

+/-

Ornithina

Lipasa (Tween 80)

++ |+

ONPG

+ [+

Ureasa

Gelatinasa

+

+/-

Amilasa

+/-

Hemolisis (profundidad)

Produccién Acido desde
Glucosa

+ |+ +]

Manosa

Gdactosa

Fructosa

+ |+ [+ [+

Sucrosa
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Ramnosa

Arabinosa

+ 1

Amigdalina

Melibiosa

=+

Manitol

Inositol

Sorbitol

Sensibilidad/resistencia
a:0/129

w

Novobiocina

Ampicilina

Cloramfenicol

Tetraciclina

Oxitetraciclina

Estreptomicina

Eritromicina

Kanamicina

Acido Oxolinico

Furazolidona

(|| —|O|—|D|D[—| |0

Trimetropim-
sulfametoxazole

Fuente: adaptado de Riquelme et a 1995
F: Cepafermentativa  R. Resistente S: Sensible 1. Intermedio




Procedimientos inmunol 0gicos

Debido a la carencia de la respuesta inmune mediada por inmunoglobulinas en los
invertebrados, € diagnéstico inmunolégico de las infecciones depende de la disponibilidad de
anticuerpos especificos. Estos anticuerpos representan e componente mas importante en cualquier
inmunoensayo. La disponibilidad de antigenos para la inmunizacion depende de la posibilidad de
aidar y purificar los patégenos, 1o que resulta problematico en los moluscos, ya que la mayoria de
los patdgenos son protozoos intracelulares, Rickettsias y virus (Miahe et a., 1992). A pesar de €llo,
algunos autores han descrito protocolos para la preparacion de anticuerpos altamente especificos, es
el caso delos Baculovirus, Bonamia ostreae y organismos tipo Rickettsiales.

Las experiencias redlizadas para obtener anticuerpos policlonales y monoclonales han
permitido probar los ensayos de Fluorescencia y ELISA para los patdgenos Bonamia ostreae de
Ostrea edulis, Rickettsa branquial de Pecten maximus, Lynphocystivirus asociado con peces y
Vibrio P1, € agente de los anillos café en la dmega Tapes philippinarum. Sin embargo, alin no

existe disponibilidad comercia de los anticuerpos

Moleculares

Miadhe et a, (1992) sefida que debido ala falta de informacion genética de los patdgenos de
los moluscos y camarones, la mayoria de las pruebas de acidos nucleicos preparadas consisten en
fragmentos de compuestos gendmicos de ADN clonados de secuencias especificas para ciertas
especies 0 cepas, pero la condicidon esencial sigue siendo la obtencion de patdgenos aidados y
purificados. Por lo tanto, las experiencias que se han realizado se reducen a trabgjos de investigacion
con los patégenos que se han purificado y que son los mencionados en € punto anterior. Aun asi se
necesita un mayor conocimiento de la biologia molecular de los patdgenos para lograr un mayor
avance en este tipo de técnicas de diagnostico.

Recientemente se han publicado trabgjos relacionados con métodos moleculares para la
deteccion de agentes especificos como es € caso del trabgo de Pernas et al. 2001 quienes
desarrollaron € “nested” PCR parael diagnostico de Marteilia refringens
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111.-PROCEDIMIENTOSESPECIFICOS

La informacion que se entrega a continuacion fue estructurada tomando en cuenta la
especie afectada 'y a grupo de afiliaciéon taxondmica del agente causal de la enfermedad. Se ha
seguido la secuencia utilizada en € Manual de la OIE para describir cada una de las
enfermedades. Al final de cada descripcion se incluye la técnica de diagndstico recomendada por
la OIE, para los casos que corresponda y en los casos de enfermedades no mencionadas por la

OIE, se ha utilizado informacién a partir de las publicaciones cientificas.

A.-OSTRAS

BONAMIQOSIS

En el Manua de la OIE (2000) Bonamiosis se refiere solamente a enfermedades en ostras
causadas por Bonamia ostreae en el Hemisferio Nortey Bonamia sp. en € Hemisferio Sur. Si se
detecta Bonamia spp. fuera del rango conocido se debera utilizar la microscopia electrénicay las
pruebas moleculares, si estan disponibles, para identificar y distinguir e organismo detectado de
otras especies de microcélulas. (gemplo. Mikrocytos mackini y M. roughlery). La presencia de
estos patégenos en algun bivalvo debe considerarse como potencialmente grave y se debera

consultar a un laboratorio de Referenciade la OlE

Bonamia ostreae
Nombre comun y generalmente aceptado para €l organismo o agente de la Enfermedad de
la microcélula, Bonamiasis, Enfermedad Hemocitica de la ostra plana, parasitosis
hemacitica

Nombre cientifico o afiliacion taxondmica: Bonamia ostreae.
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Distribucion geografica: Europa, costa desde Espafia a Dinamarca, Irlanda y Gran

Bretafia (excluyendo Escocia) y costa oeste (Californiay Washington) y este (Maine)
de Estados Unidos.

Especies huésped: Ostrea edulis y experimentalmente en Ostrea angasi y Tiostrea

chilensis, (=Tiostrea lutaria). Crassostrea gigas no ha podido ser infectada
experimentalmente. Se ha encontrado |a presencia de microcelulas en las células de
los tgjidos conectivos vesiculares de Ostrea conchaphila (=Ostrea lurida) de Oregon,
USA aparentando ser B. ostreae (Farley et al. 1988). Sin embargo, Elston (1990)
indicé que aunque experimentos sugieren que O. conchaphila puede contraer la
enfermedad, no se ha demostrado su presencia en forma positiva.

Impacto en & Huésped

Aungue algunas ostras infectadas parecen normales, otras pueden tener decoloraciones
amarillas y/o lesiones graves (giemplo, Ulceras perforadas en las branquias y en €
manto). La patologia aparece relacionada con destruccion de hemocito y diapedesis,
debido ala proliferacion de B. ostreae. Las lesiones ocurren en € tejido conectivo de
las branquias, manto y glandula digestiva. Aunque algunas ostras planas mueren con
infecciones leves, otras sucumben a graves infecciones. Las ostras que presentan
infecciones graves tienden a estar en peores condiciones gque las no infectadas. En un
estudio, se detectd que la presencia de la Bonamia estaba mas relacionada a tamarfio
gue alaedad de O. edulisy € nivel de infeccion fue estadisticamente independiente a
la etapa de desarrollo de la gonada (Céceres-Martinez et al. 1995).

Bonamia sp. (Bonamiasis de las Ostras de Nueva Zelandia)
Nombre comun y generalmente aceptado para el organismo o agente de la Enfermedad de
lamicrocélula, Bonamiasis, Enfermedad hemacitica de las ostras de dragado.

Nombre cientifico o dfiliacién taxondmica: Bonamia sp. actualmente considerada

diferente ala Bonamia ostreae.

Distribucion geografica: Foveaux Strait y otros lugares alrededor de South Island,

Nueva Zelandia; Victoriay Tasmania, Australia.

Especies huésped: Tiostrea chilensis (=Tiostrea lutaria), Ostrea angasi.
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Impacto en & Huésped

Al igua que B. ostreae, este protozoo intrahemocitico rapidamente se vuelve
sistémico con una gran cantidad de parasitos, que coincide con la muerte de la ostra.
Se cree que este parasito provoco altos indices de mortalidad en las ostras nativas
(91% entre 1975 y 1992 en Foveaux Strait, Nueva Zelandia).

Existe una variacion estacional en la infeccion, cuya ata frecuencia més dta se
produce durante el otofio austral (Abril). Informes preliminaries no publicados,
escritos por de M.P. Hine (MAF Nueva Zelandia), indican que la Bonamia en ostras
de Tasmania provoca una patologia diferente, ya que es epiteliotropica y, agunas

veces, esta asociada a abscesos focales.

M étodos de diagndstico

» AnalisisHistolégico

Redlizar un corte transversal dorso ventramente a través de los tejidos blandos vy, luego,
colocar inmediatamente en un medio de fijacion o, dependiendo del tamafio del animal, realizar
una fijacion del animal completo, extraido de su concha, con un fijador Davidson por gemplo,
paraasi lograr la definicion éptima del parasito.

Existen varias tinciones no especificas, como por gemplo la hematoxilina-eosina, que
permiten visualizar la Bonamia. Se recomienda analizar dos secciones a través de la cavidad
cardiacay las branquias por ostra. Las secciones no deben ser seriales.

Los parasitos (de tamafio 2-5 nm) se presentan dentro de los hemocitos o libres en € tgido
conectivo o branquias, epitelio del manto o de las visceras. Sin embargo, se debera observar €
pardsito dentro del hemocito para lograr un diagnéstico positivo y, asi, evitar los resultados

positivos erréneos.

» Analisis Citologico: impresionesde lostejidos
Redlizar tinciones de las impresiones de las ostras jévenes o tegjido cardiaco, de preferencia
de los ventriculos, en un portaobjeto. Dejar secar |0s portaobjetos y fijarlos en etanol. Redizar la

tincion de las impresiones preparadas utilizando un kit de tincion de sangre disponible en €
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comercio, siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego de la tincidon, enjuagar los
portaobjetos con agua potable, dejar secar con aire frio o tibio y colocar un cubreobjeto utilizando
una resina sintética apropiada.

El paréasito, de tamafio 2-5 nm, presenta un citoplasma basofilo y un nlcleo eosindfilo (los
colores pueden cambiar dependiendo de la tincion utilizada). Ademés, es posible visualizarlo al
interior o exterior de los hemocitos. El tiempo suficiente para la observacion es de diez minutos
por portaohjeto (bajo inmersion de aceite y una magnificacion de (800-1000X).

Con este método se logra la expansion de los organismos, comparados con agquellos observados
en la histologia. Las punciones cardiacas son inapropiadas para |os stocks donde la infeccion, s
existe, permanece epiteliotréfica

> ldentificacién Confirmatoria del Patégeno

Analisis en microscopio electronico de transmision

Los procedimientos para realizar un andlisis en microscopio electrénico de transmision se
incluyen en los procedimientos generales sobre técnicas de diagnostico de enfermedades de
mol usco.

Existen ciertas diferencias entre la forma de la Bonamia sp. y la Bonamia ostreae tales como:
cantidad de haplosporosomas y glébulos de gran tamafio, morfologia de la mitocondria, niicleo
mas pequerio y radio del citoplasma (OIE, 2000).

Las formas plasmodiales de la Bonamia sp. se distinguen por su tamafio (4.0-4.5 nm), perfil
irregular de las células y @ nucleo, inclusiones citoplasmaticas amorfas (cuerpos multi-
vesiculares) y una serie de reticulos endoplasmicos suaves con aparato de Golgi. Las formas de
la densidad citopldsmica intermedia son méas densas en electrones que las formas plasmodiales,
ademés, son un poco Mas pequefias en diametro (3.0-3.5 mm). Los haplosporosomas se forman a

partir de los complejos de material nuclear/Golgi y su construccion y estructura es similar alade
algunos virus.



2.-HAPLOSPORIDIOSIS

En € Manua OIE (2000) la Haplosporidiosis solo se refiere a las enfermedades
provocadas por Haplosporidim nelsoni y H. costale. Otros Haplosporidium spp., infectan ostras y
bivalvos. Hasta que no se conozca mas acerca de la identidad y biologia de estos otros
Haplosporidium spp., su presencia en algun bivalvo se debe considerar como potencialmente

peligrosay se debera consultar a un Laboratorio de Referencia de la OIE.

Haplosporidium nelsoni (M SX)
Nombre comin y generalmente aceptado para € organismo o agente de la
enfermedad MSX (Esfera Multinucleada X), Haplosporidiosis, enfermedad de
Bahia Delaware, Haplosporidiosis de la ostra del Pacifico.

Nombre cientifico o afiliacién taxonémica: Haplosporidium nelsoni, (=Minchinia

nelsoni).

Digtribucion _geogréficac Desde € norte de Florida hasta Massachusetts y

registrada en Maine. Las areas enzodticas estan limitadas a la Bahia Delaware, con
epizodticas ocasionales en Bahia Chesapeake, area de Long Island y Cape Cod,
Estados Unidos.

La enfermedad esta restringida a una salinidad de mas de 15 ppt., ya que en una
salinidad de 20ppt, se producen altos y rapidos indices de mortalidad. Existen
algunas pruebas que demuestran gque € agua a una temperatura superior alos 20°C
puede provocar la desaparicion de la enfermedad.

Existen informes sobre la presencia de Haplosporidium en Crassostrea gigas en
Cdiforniay Washington, en cultivos de C. gigas en Francia y una bgja frecuencia
observada en Korea

Entre 1989-1990, se reportaron infectadas el 10% de las semillas analizadas de C.
gigas provenientes de Japon y cuyo destino era California (Friedman et al. 1991).

Especies Huésped: Crassostrea virginica (haplosporidios similares son

encontrados en otras especies de bivalvos en e mundo) y Crassostrea gigas.
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Impacto en & Huésped
La esporulacion de MSX es esporédica en adultos de C. virginica pero frecuente

en ostras juveniles. Cuando se presenta, esta ocurre en verano y provoca €l
desgarro gradua del epitelio del tubo digestivo. A diferencia de Haplosporidium
costale (S0), no hay formacion de espora en €l tegjido conectivo y la esporulacion
es asincronica, sin un punto maximo estacional marcado de mortalidad.

Las mortalidades pueden comenzar a principios de la primavera (animales
infectados no pueden recuperar su demanda metabdlica del invierno). La
mortalidad por infecciones nuevas o0 recurrentes ocurren durante el verano y su
punto mas alto se produce durante Agosto-Septiembre. El ciclo de vida de MSX es
desconocido. No se ha logrado la transmision directa entre ostras; se sospecha que
se necesita la presencia de un huésped intermedio.

Los andlisis del ADN indican que H. nelsoni llegd a la costa este de Estados
Unidos desde California o desde Asia, la cua tiene plantas donde esta confirmada
la presencia de C. gigas. Los efectos en C. gigas no han sido descritos pero
algunos autores especulan que puede ser patogénico especialmente para ostras

juveniles.

H aplosporidium costale (SSO)
Nombre comun y generalmente aceptado para el organismo o agente de la Enfermedad de
la playa (Seaside disease), SSO, Enfermedad de alta salinidad.
Nombre cientifico o &filiacién taxondmica: Haplosporidium costale, (=Minchinia
costalis).
Distribucion geografica: Long Island Sound, desde Nueva York a Cabo Charles,

Virginia, Estados Unidos en aguas con altos indices de salinidad (mas de 25 ppt).

Especie huésped: Crassostrea virginica.

Impacto en & Huésped
Provoca marcadas mortalidades estacionales (4-6 semanas) en Mayo y Junio.




M éodos de Diagnaostico
» AndlisisHistologico

Redlizar un corte sagital a través de la masa visceral, colocar la muestra en un fijador, como
por giemplo una solucion de Carson o Davidson (la solucién de Carson permite volver a utilizar
las muestras para realizar una microscopia electrénica). La proporcion no debe superar un
volumen de tgjido por 10 volumenes de fijador.

Tratar todas las secciones en forma consecutiva utilizando los procedimientos histoldgicos
convencionales. Es posible detectar las haplosporidias utilizando diferentes tinciones no
especificas, como por gemplo la Hematoxilinaeosina.  Los plasmodios y esporas de
Haplosporidium costale presentan esporoplasma de color rojo fuerte una vez que se realiza una
tincion utilizando la técnica modificada de carbol fuccina Ziehl-Neelsen. Analizar dos secciones
extraidas de dos lugares diferentes de la ostra.

Las diferentes etapas de los parésitos se pueden observar en las branquias, papos, tejidos
conectivos y epitelio de la gldndula digestiva. Es posible observar esporas de MSX en las células
del epitelio de los tlbulos digestivos;, ademés, las esporas de SSO se presentan en los tejidos
conectivos.

El plasmodio multinucleado del H. nelsoni  (4-30 nm en diametro) se presenta en todo el
tgjido conectivo. Es posible detectar el plasmodio desde mediados de mayo a octubre. Las
etapas esporogonicas (esporocitos de 20-50 nm en didmetro) y las esporas (4-6 mm x 5-8 mm)
estén restringidas a epitelio de la glandula digestiva.  Los esporocitos tienen la capacidad de
romper las células epiteliales digestivas, liberando asi esporas maduras y en desarrollo a lumen
de la glandula digestiva. Las esporas son muy comunes en las ostras jévenes pero es muy poco
probable que se presenten en ostras adultas.

En Crassostrea gigas, |as etapas esporogénicas y las esporas no estan restringidas a epitelio
de la glandula digestiva, sino que también es posible que se presenten en otros tgjidos. Es
probable que la infiltracién de hemocitos rodee a foci de las areas plasmodiales y necréticas del
tejido huésped (en etapas avanzadas de infeccion).

Es posible observar esporulacién sincronica del H. costale a través del tejido conectivo de la
glandula digestiva, manto y gonadas; sin embargo, es muy poco probable que se presente en la

glandula digestiva. Es posible detectar facilmente e plasmodio entre marzo y junio.
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Generalmente, las esporas de 3 nm de diametro se detectan en ostras moribundas. No es posible
detectar la presencia del parasito entre julio y marzo. Todas las etapas del H. costale duran la
mitad de lo que duran las de H. nelsoni y no presentan esporas en € epitelio de los tdbulos

digestivos.

» Andlisis Citolégico: impresionesdelosteidos

Se recomienda utilizar ostras jovenes para €l andlisis, debido a que la esporulacion de H.
nelsoni ocurre principal mente durante esta etapa.

Redizar un corte sagitad a lo largo de la glandula digestiva y las branquias, extraer los
excesos de agua colocando un papel absorbente en la muestra, luego, presionar esa area de la
superficie cortada de la glandula digestiva, branquias y manto contra un portaobjeto de vidrio.
Dejar secar los portaobjetos y luego fijar con metanol (2-3 minutos).

Redlizar la tincion utilizando un kit de tincién para células plasmaticas disponible en €l
comercio, siguiendo las instrucciones del fabricante. Montar € cubreobjetos utilizando una
resina sintética apropiada.

Las etapas del plasmodio (MSX: 4-30 nm y SSO 2-15 nm en tamafio) presentan un
citoplasma basofilo (tincion més azul) con multiples nacleos (cuyo color puede variar
dependiendo de la tincion) eosinofilicos (tincion de color rojo). Estos nlcleos se presentan
principalmente en las branquias, palpos y teidos conectivos. Ademas, en € H. nelsoni se

presentan en el epitelio de la glandula digestiva.

> ldentificacion Confirmatoria del Patogeno

Andlisisin situ de hibridacion de Haplosporidium nelsoni

Hace muy poco se desarroll6 la hibridacion in situ para la diferenciacion molecular entre H.
nelsoni y H. costale (12). Para esta técnica es necesario poseer los conocimientos especificos,
ademas del equipo adecuado. De esta forma, esta técnica esta limitada a sélo agunos de los
laboratorios de investigacion. Sin embargo, con esta técnica se pueden resolver los problemas

relacionados con la identificacion de las especies. Es muy probable que muchos laboratorios
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adopten esta técnica dentro de los préximos afios. En el caso de H. nelsoni, se redizd una

secuenciacion del gen ARN ribosoma de la unidad mas pequefia y se disefid un ensayo

probatorio especifico.

El procedimiento parallevar a cabo estatécnicaes el siguiente.

Redlizar un corte sagital a lo largo de la masa visceral. Colocarlo en un fijador
Davidson AFA (glicerina [10%], formalina [20%], etanol al 95% [30%], dH,O [30%],
&cido acético glacial [10%]) por a menos 24 horas. La proporcién no debe superar 1
volumen de tgjido por 10 volimenes de fijador.

En forma consecutiva, tratar las secciones siguiendo los procedimientos histol 6gicos
convencionales. Cortar secciones de 6 mm de grosor (no de 2 mm) y colocarlos en
portaohjetos cubiertos con aminopropiltrietoxileno 3. Luego, colocar las secciones
histol égicas en un horno a 40°C, toda la noche.

Extraer la parafina de las secciones, sumergiéndolas en xileno u otro agente
clarificante menos toxico, por un periodo de 10 minutos. Repetir este Ultimo paso vy,
luego, eliminar e solvente sumergiéndolas en dos bafios consecutivos de etanol
absoluto, por un periodo de 10 minutos. Luego, volver a hidratar sumergiendo las
secciones en una serie de etanol. Lavar las secciones en una solucion sadina
tamponada de fosfato (PBYS).

Tratar las secciones con proteinasa K, 100 ng/ml en PBS, a una temperatura de 37°C,
por un periodo de 15 minutos. Luego, detener la reaccion lavando las secciones en un
bafio de PBS con glicerina a 0,2%, por un periodo de 5 minutos. Colocar las
secciones en 2 x SSC (citrato salino estandar).

Pre-hibridizar las secciones en una camara humeda a 42°C, por un periodo de una
hora, en 300 M de 4 x SSC, formamida al 50%, 5 x solucion de Denhardt, 0,5 mg/ml
de tARN de levadura, 0,5 mg/ml de ADN de esperma de arenque desnaturalizado.
Luego, reemplazar la solucion con un tampon de prehibridacion que contenga 2 ng/mi
de una prueba con un oligonucleotido marcado con digoxigenina. La secuencia
oliginucledtido designado MSX1347 es 5-ATG-TGT-TGG-TGA-CGC-TAA-CCG-
3'. Cubrir las secciones con un cubreobjeto de plastico destinado a la hibridacién in

situ y colocarlas en un bloque caliente a 90°C, por un periodo de 12 minutos. Luego,
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Vii

viii

enfriar los portaobjetos en hielo (1 minuto) antes de dejar hibridizar toda la noche en
una camara himeda a 42°C.

Lavar dos veces las secciones por un periodo de 5 minutos en 2 x SSC a temperatura
ambiente; dos veces, también por 5 minutos, en 1 x SSC a temperatura ambiente; y
dos veces por 10 minutos, en 0,5 x SSC a 42°C. Luego, colocar las secciones en el
tampon 1 (100 mM Tris, pH 7,5, 150 mM NaCl).

Bloguear la reaccion con 250 m de tampdn 1 (ver paso vii) suplementado con x-100
de Triton a 0,3% y 2% de suero de oveja, por un periodo de 30 minutos. Diluir un
conjugado de fosfatasa alcalina-antidigoxigenina-, siguiendo las instrucciones del
fabricante, en € tampon 1 suplementado con X-100 de Triton a 0,3% y un 1% de
suero de oveja. Incubar las secciones por tres horas, a temperatura ambiente, en una
camara hiumeda.

Lavar por cinco minutos los portaobjetos en € tampon 1 (ver paso vii) y dos veces en
el tampdn 2 (también por 5 minutos cada uno) (100 mM Tris pH 9,5, 100 mM NaCl,
50 mM MgCh). Luego, cubrir los portaobjetos con 500 ni de una solucion reveladora
de color + 240 ngy de levamisol, y volver a colocar en la cdmara himeda, por u
periodo de dos horas en completa oscuridad. Detener la reaccion del color en un bafio
detampon TE (Tris, EDTA [&cido tetra acético diamino etileno].

Mas tarde, enjuagar los portaobjetos en dH,O. Cortar y tefiir las secciones y colocar
un cubreobjeto utilizando una resina sintética apropiada. Demostrar la presencia de
H. nelsoni marcando las células parasiticas.

Es muy importante incluir controles positivos y negativos en € procedimiento.

26



3.-MARTEILIOSIS

En e Manua de la OIE (2000) Marteiliosis solamente se refiere a las enfermedades
causadas por Marteilia refrigens y M. sydneyi. Otras Marteilia spp., infectan ostras y otros
bivalvos. Hasta que no se conozca mas acerca de la identidad y biologia de esas otras Marteilia
Spp., Su presencia en algun bivalvo debe considerarse como potencialmente peligrosay se debera

consultar a un Laboratorio de Referenciade la OIE

Marteiliosis (Enfermedad de Abner)

Nombre comun, generalmente aceptado del organismo o agente de la Enfermedad:
Enfermedad de Aber, Enfermedad de la glandula digestiva de la ostra europes,
Marteiliosis.

Nombre cientifico o dfiliacién taxondmica: Marteilia refringens, parasitos tipo

Marteilia.

Distribucion geografica: Europa del Atlantico, desde el sur del Reino Unido a Portugal
(aunque hace dos afios, un programa de muestreo de los afios 90 indicé que O. edulis
en Gran Bretana estaba libre de la enfermedad), Costa este de Florida (posiblemente

otraMarteilia), en Argopecten gibbus.

Especies huésped: Ostrea edulis Mytilus edulis, Cardium edule, Crassostrea

virginica, Crassostrea gigas (posiblemente otra especie de Marteilia), Tiostrea
chilenss (=Ostrea lutaria), Ostrea angas (experimental), y Argopecten gibbus
(posiblemente otra Marteilia).

Se han descrito otras dos especies; Marteilia maurini en Mytilus galloprovincialis y
Mytilus edulis de la costa atlantica de Espafia, Franciay Golfo Persico, y Marteilia
lengehi en Saccostrea (=Crassostrea) cucullata del Golfo Persico. Debido a la
imposibilidad de distinguir entre estas Marteilias, la validacion de las Ultimas dos
especies es cuestionable. Una tercera especie, Marteilia christenseni en un pelecipodo

(Scrobicularia piperata) en Ronce-les-Bains, Francia, se puede diferenciar de las otras
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especies por las caracteristicas del contenido citoplasmatico, contenido en el

esporangio y la morfologia de la espora

| mpacto en e Huésped

Bajo indice de condicion con perdida de glicogeno (escualidez), decoloracion de la
glandula digestiva, estancamiento del crecimiento, necrosis de tgjido y mortalidades.
Sin embargo, la Marteilia se puede presentar en algunas ostras sin causar enfermedad.
Los factores causantes de la respuesta patogénica en € huésped no han sido
claramente establecidos, pero pueden estar relacionados a stress ambiental o
diferencias en laresistencia a la enfermedad en € stock.

Las mortalidades parecen estar relacionadas con la esporulacion del parésito, la cua
ocurre en las células epiteliales de los tubulos digestivos. Las primeras etapas se

presentan en € epitelio de los ductos digestivos y, posiblemente, en las branquias.

Marteilia sydneyi (QX)

Nombre comln y generamente aceptado para € organismo o agente de la Enfermedad
QX.

Nombre cientifico o &filiacion taxondmica: Marteilia sydneyi.

Distribucion geogréfica: Costa este de Australia

Especies huésped: Saccostrea (=Crassostrea) commercialis y posiblemente también

Crassostrea echinata.
Existen informes de un protista similar en las almejas gigantes Tridacna maxima.

Impacto en & Huésped

Normamente, las ostras infectadas estdn en malas condicidnes, y presentan sus
gbnadas completamente reabsorbidas.

Lainvasion masiva de M. sydneyi en las células epiteliales de la glandula digestiva,
provoca una completa desorganizacion del tegjido infectado. En menos de sesenta dias,
a contar de la infeccion inicial, se produce la muerte por inanicion. La enfermedad no
es estaciona y se produce un ato indice de mortalidad durante todo el afio.

Otras especies infecciosas: Marteilia lengehi, Marteilia christenseni y Marteilia spp.
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M éodos de Diagnostico

» AndlisisHistologico

Cortar una seccion a traveés de la glandula digestiva para e andisis histologico, y colocar la
muestra en un liguido de fijacién, como por gemplo Davidson o Carson. El fijador Carson
permite re utilizar las muestras por s es necesario, someterlas a microscopia electronica. La
proporcion no debe superar 1 volumen de tejido por 10 volimenes de fijador.

Manipular en forma consecutiva las muestras, de acuerdo a los métodos histol 6gicos clasicos
(descritos en procedimientos generales).

Existe una amplia gama de tinciones no especificas que permiten detectar la presencia de
Marteilia refringens, como por gjemplo hematoxilina-eosina, tricromo de Millot, debido a que
estas tinciones no son muy especificas, la utilizacion de técnicas de tincion modificadas puede
resaltar |a deteccion del parésito. Se recomienda analizar dos secciones por cada ostra.

Las primeras etapas de la Marteilia se presentan en € epitelio del estdmago, intestino y
ductos digestivos. Las etapas més avanzadas se presentan en €l epitelio de los tdbulos digestivos.
Ademas, también es posible observar esporangios libres en el lumen del intestino. Marteilia spp.
posee la caracteristica Unica que su division interna produce células dentro de las células durante

la esporulacion, caracteristica que la diferencia del resto de los protistas.

» Andlisis Citologico: impresion de lostejidos

Cortar una seccion de la glédndula digestiva para preparar una impresion; eliminar €l exceso
de agua colocando la muestra en un papel secante; realizar la impresion de las muestras que
corresponden a las secciones gque pasan desde € tracto digestivo a portaobjeto. Dejar secar los
portaobjetos y, luego, fijar en metanol por 2-3 minutos.

Redlizar latincion de las muestras utilizando un kit de tincion disponible en € comercio para
las cdlulas plasméticas, siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego de la tincidn, enjuagar
con agua potable, dgjar secar completamente y montar con un cubreobjeto utilizando una resina
sintética apropiada.

El tamafio del parasito durante sus primeras etapas es de 5-8 mm y puede acanzar los 40 nm

durante la esporulacién. La tincion del citoplasma de las células es basofilica y la del nicleo
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eosinofilica. Las células secundarias 0 esporoblastos estan rodeadas de una aureola brillante,

cuyo color puede variar segun latincién utilizada. Observar por 10 minutos.

» ldentificacién Confirmatoria del Patégeno
Analisis con Microscopio Electrénico (ver procedimientos general es)

Las diferencias entre la Marteilia sydneyi con respecto a la M. refrigens son: ausencia de
inclusiones estriadas en el plasmodio; formacion de ocho a diecisés primordios esporangicos en
cada plasmodio (en vez de ocho que tiene el M. refrigens), presencia de dos o tres esporas en
cada esporangio (y no cuatro como €l M. refrigens) y la presencia de una gruesa capa de

membranas conceéntricas rodeando las esporas M. sydneyi maduras.



4.- MIKROCYTOSIS

En & Manua de la OIE (2000) Mikrocytosis se refiere solamente a las enfermedades en
ostras causadas por Mikrocytos mackini en la costa oeste de Canaddy M. roughlery en la costa
este de Australia. Si se detecta fuera del rango conocido de Mikrocytos spp., se debe utilizar la
microscopia electrénica y las pruebas moleculares, si estan disponibles, para identificar y
distinguir € organismo detectado de otras especies de microcelulas (gemplo Bonamia sp.). La
presencia de este patdgeno en algun bivalvo se debe considerar como potencialmente peligroso y
se debera consultar a un Laboratorio de Referencia de la OIE.

Mikrocytos mackini (Enfermedad de la Ida Denman)

Nombre comin y generalmente aceptado para el organismo o agente de la Enfermedad de
lalsla Denman: Enfermedad de las microcélulas de la ostra del Pacifico.

Nombre cientifico o afiliacion taxondmica: Mikrocytos mackini.

Distribucion _geografica: Costa oeste Canadiense, probablemente ubicua en todo €l

estrecho de Georgiay otras localidades especificas arededor de Isla Vancouver.

Especies huésped: Crassostrea gigas y Ostrea conchaphila (=Ostrea lurida);

experimentalmente en Crassostrea virginica 'y Ostrea edulis.

Impacto en & Huésped

Infeccion focal intracelular de las células del tgido conectivo vesicular, que provoca
una infiltracién hemocitica y necrosis de los tgjidos. Las infecciones graves aparecen
restringidas a ostras adultas (sobre dos afios) y mortalidades (sobre 30% en ostras
adultas a bajos niveles de marea) ocurren predominantemente en Abril y Mayo
después de 3-4 meses, cuando las temperaturas son menores a 10 °C.
Aproximadamente el 10% de las C. gigas infectadas se recuperan.

Crassostrea gigas parece ser mas resistente a la enfermedad que otras especies de

ostras infectadas experimentalmente en laboratorio.
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Mikrocytos roughleyi (Enfermedad del Invierno Australiano)
Nombre comln y generalmente aceptado para €l organismo o agente de la Enfermedad del
Invierno Australiano, Enfermedad de las “microcélulas’ de las ostras de roca de Sydney

Nombre cientifico o dfiliacién taxonémica: Mikrocytos roughleyi, con inciertas

afinidades taxonémicas.

Distribucion geograficas New South Wales, Australia.

Especies huésped: Saccostrea commercialis.

Impacto en & Huésped

Una infeccion intracelular sistémica en los hemocitos que es asociada con abscesos
focales tipo lesion en branquias, tejido conectivo y gonadal y tracto aimentario. La
enfermedad es asociada con bajas temperaturas y altas salinidades (30-35 ppt).

Esta enfermedad puede matar sobre e 70% de las ostras de roca de Sydney maduras

en su tercer invierno antes de su venta.

M étodos de Diagnostico

» AndlisisHistologico

Para redlizar el andlisis histolégico, cortar una secciéon a través del cuerpo de la ostra,
incluyendo las pustulas, abscesos y ulceras, s existen. Colocar la muestra en un liquido fijador,
como por gemplo Davidson o Carson. El fijador Carson permite volver a utilizar las muestras
para someterlas a microscopia electrénica. La proporcion no debe superar un volumen de tegjido
por 10 volUumenes de fijador.

Posteriormente, manipular las muestras, siguiendo los métodos histologicos clasicos. Existe
una variedad de tinciones no especificas que permiten detectar la presencia de Mikrocytos. Se
recomienda utilizar hematoxilina-eosina; ademas, se recomienda analizar dos secciones por
ostra, utilizando magnificacion por inmersion en aceite.

Redizar un andlisis de las células de los tgidos conectivos vesiculares adyacentes a las

lesiones con apariencia de abscesos, para detectar la presencia de Mikrocytos mackini de 2-3 nm
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de diametro. También se ha detectado la presencia de este parasito en las células musculares,
ocasionalmente en los hemocitos o libres dentro de la misma lesion.

En los abscesos es posible observar la presencia de Mikrocytos roughleyi dentro de los
hemoacitos y tienen la apariencia de organismos de 1-2 nm, con un nucleo esférico de més de 1
mm, con un contenido de estructuras nucleolares excéntricas o bipolares. Cuando se detecta su
presencia, es probable que la vacuola citoplasmica desplace el nucleo y lo lleve hacia la periferia
delacdula

Ladiferencia entre Mikrocytos roughleyi y Mikrocytos mackini es que en e primero todas sus
etapas se presentan en los hemocitos y, en € segundo, estas etapas generalmente ocurren en las

células de los tejidos conectivos vesiculares de |a periferia de las lesiones.

» Métodos Probables de Diagnostico
Andlisis Citol6gico: impresionesde lostejidos

Cortar una seccion a través de los abscesos 0 ulceras @ existen); eliminar e exceso de
agua colocando la muestra en un papel secante; colocar en un portaobjeto la muestra que
corresponde a la seccion que atraviesa € tegjido infectado; dejar secar los portaobjetos y, luego,
fijar con metanol (2-3 minutos).

Redlizar latincion utilizando uno de los kit de tincion que se encuentran disponibles en €
mercado para células plasmaticas, siguiendo las instrucciones del fabricante. Montar con
cubreobjeto, utilizando una resina sintética apropiada.

Durante €l andlisis, el parésito, de 2-3 mm de didmetro, esta separado de la célula huésped
o, rara vez, en los hemocitos. Ademas, presenta e citoplasma de color azul (basofilico) y un
nucleo rojo (eosinofilico). Por supuesto, los colores pueden variar, dependiendo de la tincion que
se utilice. Anaizar cada portaobjeto por un periodo de 10 minutos (minimo 50 campos),

utilizando magnificacion de inmersién en aceite.



» ldentificacién Confirmatoria dd Patégeno
Histologia
Como se describié anteriormente, se debe considerar €l andlisis histolégico como un método

confirmatorio.

> Analisisde Microscopia Electr6nica de Transmisiéon (ver procedimientos generales)
M mackini y Bonamia tienen una diferencia en la morfologia ultraestructural: 1os nucleolos
de M mackini estédn ubicados hacia € centro del nicleo, mientras que en B ostrae tienen una

ubicacion excéntricay, ademas, M mackini no presenta, aparentemente, mitocondria.



5.-PERKINSOSIS

En e Manua de la OIE (2000) Perkinsosis se refiere solamente a las enfermedades
causadas por Perkinsus marinusy P. olseni. Otros Perkinsus spp., infectan muchas especies de
bivalvos en aguas tropicales y subtropicales. Macoma baltica en la costa este de Norteamérica, y
Tapes decussatus y T. philippinarum en e Sur Este de Asiay Europa. Hasta que no se conozca
mas acerca de laidentidad y biologia de estos otros Perkinsus spp., su presencia en algun bivalvo
deberd ser vista como potencialmente seriay se debera consultar a un Laboratorio de Referencia
delaOIE

Perkinsus marinus (Enfermedad” Dermo”)
Nombre comun y generamente aceptado para € organismo o agente de la enfermedad
Perkinsus marinus, Enfermedad "Dermo”, Enfermedad proliferativa, Perkinsosis.

Nombre cientifico o afiliacion taxondmica: Perkinsus marinus (=Dermocystidium

marinum, =Labyrinthomyxa marina). El género Perkinsus fue originalmente ubicado
en el Orden Perkinsida de la Clase Perkinsea dentro del Phylum Apicomplexa (Levine
1978). Andlisis taxondmicos basados en secuencias de nucledtidos, indican que
Perkinsus es filogenéticamente mas cercano a los dinoflagelados y a coccidios y
piroplasma apicomplexos, que a hongos y flagelados. Sin embargo, investigaciones
recientes indican que este parésito puede no pertenecer al Phylum Apicomplexa, pero
parece estar mas cercanamente relacionado a Dinoflagellida (Goggin and Barker
1993, Perkins 1996, Siddall et a. 1997, Reece et al 1997b).

Distribucion geogréfica: Costa este de Estados Unidos desde Massachusetts a Florida,
alolargo de la costa del Golfo a Venezuelay en Puerto Rico, Cubay Brasil.

"Focos infecciosos' de infeccion han sido reportados en esta area (Brousseau et al.
1998). Accidentalmente introducida en Pearl Harbor, Hawaii. Desde 1990, el rango de
extension de esta enfermedad en Bahia Delaware, Nueva Jersey y Cape Cod, Maine,
EE.UU., es atribuido a repetidas introducciones de algunos recursos, y a recientes
incrementos en la temperatura superficial del mar, particularmente durante e invierno
(Ford 1996, Cook et. al. 1998, Ford et al. 2000 ay b). En la mayoria de las areas del
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norte, las temperaturas para la proliferacion de parasitos (sobre 20°C) son adecuadas
solo desde Junio a Septiembre.

Especies huésped: Crassostrea virginica e infecciones experimentales de Crassostrea

gigasy Crassostrea ariakensis la cua parece ser més resistente a la enfermedad. Un
patogeno similar a Perkinsus spp. ha sido reportado en una lista de 34 especies de
moluscos de temperaturas célidas de aguas tropicales en €l océano Atlantico, Pacifico
y mar Mediterraneo; desde 30 especies de bivalvos en la Gran Barrera de Arrecifey en
cultivos de Pinctada maxima (ostras perliferas) en Torres Strait, Australia (Norton et
al. 1993, Perkins 1996).

Impacto en € Huésped

Este endoparésito es uno de los factores primarios que afectan adversamente la
abundanciay productividad de C. virginica. Los efectos de lainfeccion en C. virginica
van desde apariencia pdlida de la glandula digestiva, y reducciones en € indice de
condicion, concentraciones de proteina en la hemolinfa y actividad del lisosoma, a un
severo adelgazamiento, abertura de valvas, recogimiento del manto desde el borde de
la valva, inhibiciobn del desarrollo gonadal, disminucion de la capacidad de
reproduccion, retardo del crecimiento y ocasionamente la presencia de pustul as.

La proliferacion del parasito causa trastornos sistémicos del tegjido conectivo y células
epiteliales, y es relacionado a temperaturas calidas del agua en verano (sobre 20 °C)
cuando la patogenicidad y mortalidades asociadas son altas. Algunas ostras pueden
sobrevivir ala proliferacion del parasito en verano pero no pueden reactivarse durante
el letargo de invierno.

Mortalidades por sobre el 95% han ocurrido en C. virginica durante el segundo verano
después de la transferencia de la enfermedad en areas enzooticas.

Otras especies patogenas Perkinsus olseni y Perkinsus spp.



M étodos de Diagnostico

» Méodosde Visualizacion

Diagnostico a través de un cultivo en un medio tioglicolato

Extraer muestras de tgjido de 5 x 10 mm, de preferencia extraer muestras del recto de las ostras y
de los musculos aductores 0 manto de los abaones. Colocar en € medio fluido de tioglicolato
gue contenga antibiéticos (por . 0,5 mg/ml de benzilpenicilind). Incubar en total oscuridad a
22-25°C por un periodo de 4 a7 dias.

Los parésitos cultivados aumentan su tamafio desde 3-10 mm a 70-250 mm.  Luego de la
incubacion, tomar fragmentos de tgjido y colocarlos, durante diez minutos, en una solucién de 1/5
de yodo Lugol. Luego, colocar en un portaobjeto con cubreobjeto para analizarlo en un
microscopio mientras esta en estado fresco. Las himnosporas Perkinsus tienen forma esférica y

sus paredes se tornan azules o azul oscuro cuando se le aplicala solucion de yodo Lugol.

> Histologia

Redlizar un corte sagital a lo largo de la masa viscera y colocar la muestra de tgjido en un
fijador, como por gemplo un fluido Davidson. La proporcién no debe superar 1 volumen de
tejido por 10 volumenes de fijador.

Procesar las muestras utilizando los procedimientos histol6gicos convencionales. Es posible
detectar la presencia de Perkinsus spp. utilizando diferentes tinciones no especificas, como por
giemplo lahematoxilina-eosina. Analizar dos secciones por cada ostra.

Generamente, la infeccion Perkinsus marinus tiene un caracter sistémico. En P. olseni la
infeccién se localiza, generamente, en los tejidos colectivos del musculo aductor y manto. De
esta forma, es posible que los tgidos conectivos de todos los érganos alberguen trofozoitos
inmaduros (merontes, merocitos o aplanosporas de 2-3 mm de diametro), etapas “sortijas con
sello” (trofozoitos, merontes, merocitos o aplanosporas maduras de 3-10 mm de didmetro, cada
una con un gran contenido de vacuola excéntrica) y “rosetas’ (tomontes, esporangia o

esquizontes de 4-15 nm con un contenido de 2, 4, 8, 16 o 32 trofozoitos en desarrollo).
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Generalmente, los trofozoitos se caracterizan por la presencia de una vacuola que desplaza €
nicleo hacia la periferia. Al utilizar la tincion hematoxilina-eosing, €l citoplasma de los
trofozoitos se torna rosado y €l nicleo toma un color azul. Dependiendo de la especie, € tamafio
de los trofozoitos varia entre 7 mm (P. marinus) y 13-16 mm (P. olseni). Sin embargo, los

caracteres morfol 6gicos no son suficientes para agrupar o separar las diferentes Perkinsus spp.

> Diagnoéstico atravésde un cultivo en un medio de Tioglicolato
Como se describié anteriormente, este método se puede utilizar como un método de

diagndstico presunto.

> ldentificacion Confirmatoria del Pat6geno

Anadlisisde Microscopia Electronica de Transmision (ver procedimientos generales)

Una de las principal es caracteristicas de las especies Perkinsus, es la ultraestructura de la
zoospora. En P. marinus se produjeron las zoosporas transfiriendo |as prezoosporangia, desde un
medio tioglicolato (como se describio anteriormente) al agua de mar, donde luego evolucionaron
a zoosporangias, las cuales producen cientos de zoosporas biflagelas métiles. El flagelo anterior
se ornamenta con estructuras parecidas a las del pelo o ala de una espuela. El flagelo posterior
es liso. Las zoosporas contienen un complegjo apical que consiste en un conoido, microtdbul os
subpeliculares, minocronemos rectilineales y micronemes asociados a los conoides. Ademas, se

presentan vacuolas de gran tamafio en €l extremo anterior de la zoospora.



6.-POLIQUETOS PERFORADORES DE LASVALVASDE LASOSTRAS (Polydora)

Nombre comin y generalmente aceptado para € organismo o0 agente de la enfermedad:
Poliquetos perforadores de las valvas, gusanos de ampollas de lodo.

Nombre cientifico o afiliacion taxondmica Polydora spp.

Distribucion geogréfica: Distribucion global, aunque algunas especies probablemente

tienen distribucion limitada

Especies Huésped: Crassostrea virginica, Crassostrea gigas, Ostrea edulis,

Saccostrea commercialis y varias especies de bivalvos que viven en la superficie de
sustrato incluyendo mitilidos, ostiones y abalones.

Impacto en & Huésped

La mayoria de las infecciones son inocuas y son usuamente agujeros de baga
intensidad (con poco o nada de fango) en la valva. Sin embargo, en la costa este y
oeste de Norteamérica, Polydora websteri y Polydora ligni en Crassostrea virginica
puede causar burbujas de lodo antiestéticas en las valvas y abscesos amarillentos en €l
muscul o aductor.

La frecuencia e intensidad varia considerablemente con las condiciones locales. La
infeccion raramente causa mortalidades, y las ostras infectadas pueden venderse. Sin
embargo, las burbujas de barro puede interferir con apariencia y reducir e valor

comercial delas ostras a ser servidas en su mismavalva



7-VIBRIOSISLARVAL Y JUVENIL DE LASOSTRAS (Vibrio spp.)

Nombre comin y generamente aceptado para € organismo o agente de la enfermedad: Necrosis
bacilaria, necrosis larval. Vibriosis juvenil

Nombre cientifico o dfiliacion taxondmica: Vibrio tubiashi y Vibrio spp. Vibrio

alginolyticusy Vibrio sp.

Distribucion geografica: En todas las aguas marinas donde el cultivo de bivalvos en

hatchery es practicado. Es un problema generamente solo en los meses calidos.
Vibrio tubiashi fue aislado especificamente en la costa noreste atlantico de los Estados
Unidos y costa sudeste de Inglaterra. Tres hatcheries en Maine, USA.

Especies huésped: Crassostrea virginica, Crassostrea gigas, Ostrea edulis y otras

larvas de bivalvos cultivados.
Crassostrea virginica, Ostrea edulis y otros moluscos juveniles cultivados,
incluyendo almejas, ostionesy abalones.

Impacto en & Huésped

Infeccion sistémica de los tgjidos blandos de los juveniles y larva, lo que resulta en

necrosis del tegjido (debido ala produccion de exotoxina por la bacteria) y muerte.

Técnicas de Diagnostico
Histologia
Indicaciones de necrosis de tejido y la presencia de bacterias con forma de bacilos (ligeramente

curvados) dentro de los tejidos.

Cultivo: Aisamiento y cultivo de colonias de Vibrio desde tejidos de ostras enfermas en Agar de

cultivo bacteriano TCBS



8.-NEOPLASIA HEMOCITICA DE LASOSTRAS

Nombre comun y generalmente aceptado para € organismo o agente de la enfermedad:
Neoplasia Hematopoyética, Hémica o Hemocitica, HCN.

Nombre Cientifico o Afiliacion Taxondmica: Etiologia desconocida.

Didtribucién Geogréfica:  Europa, Chile, Australia, Japon y las costas Pacifico,
Atléntico y del Golfo de Estados Unidos.

Especie Huésped:  Crassostrea virginica, Crassostrea gigas, Ostrea edulis, Ostrea

conchaphila (=Ostrea lurida), Saccostrea commercialis, Tiostrea (=Ostrea) chilensis;

(ademés, también se han infectado las ailmejas y mitilidos).

I mpacto en el Huésped

Aparicién gradual de hemocitos neoplasicos a través de los tgidos suaves con una
disrupcion asociada de la funcién norma de los hemocitos. La condicion neoplésica no esta
relacionada a las neoplasias humanas, sin embrago, se asimila alaleucemia en la forma que ataca
a bivalvo. Existen informes de que esta enfermedad se ha presentado en diferentes poblaciones,
las cuales no sufren una mortalidad de asociacion directa.  En aquellas poblaciones donde se
presentan mortalidades en forma anual, es posible perder cerca del 30-50%, especialmente
durante € otofio y € invierno. Hasta la fecha, no se ha detectado una correlacion consecuente
entre la contaminacion y la presencia de HCN. Sin embargo, parece que la enfermedad es
infecciosay puede afectar a casi € 100% de los bivalvos cultivados en forma intensa. Aun no se

ha demostrado € hecho que estas neoplasias estén relacionadas con un virus.

Técnicas de Diagnoéstico
Histocitologia: Examinar los hemocitos para detectar |as caracteristicas antes descritas. Los
hemocitos enfermos toman forma esférica y no presentan adherencia seuddpodica al
portaobjeto.
Histologia:  Infiltracién intensa de hemocitos anormales, los cuales presentan muy poco
citoplasma en comparacion a nucleoplasma y un nucleo generalmente pleomorfico y
extendido. Ademés, presentan figuras mitéticas obvias. La proliferacion en masa de los
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hemocitos puede provocar una diapédesis de un gran grupo de células y/o oclusion vascular

en |os casos mas graves.
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B.-MITILIDOS

1. POLIQUETOS PERFORADORESDE LA VALVA DE MITILIDOS

Nombre comun y generalmente aceptado para e organismo o agente de la enfermedad:
Poliquetos perforadores, gusano de ampollas de barro.

Nombre Cientifico o Afiliacién taxondémica: Polydora spp.

Distribucion Geogréfica: Global, sin embargo algunas especies tienen probablemente

distribucion limitada.

Especies Huésped: Mytilus edulis y varias especies de hivalvos que viven en la

superficie del sustrato incluyendo ostras, ostiones y abalones.

I mpacto en & huésped

La mayoria de las infecciones son inocuas y usuamente de bga intensidad con
perforaciones limitadas al lado externo de la valva. En las aguas de Norteamérica, las
perforaciones raramente penetran a través de la superficie interna de la valva. Sin
embargo, en las aguas europeas, mortalidades, un bgjo indice de condicion y pérdida
de calidad para la comercializacion en Mitilidos azules, fueron causadas por Polydora
ciliata

Las perforaciones de P. ciliata en mitilidos azules no solamente causa ampollas de
barro antiestéticas sino también debilitan las. ampollas de nacar producidas por
mitilidos azules en respuesta a P. ciliata pueden resultar en una atrofia y no
funcionamiento del musculo aductor y posiblemente interfiera con la produccion de
gametos cuando |as protuberancias cal careas aparecen cerca de estos 6rganos.

En dos lugares del sur de Australia, M. edulis tuvo serios dafios en las valvas

atribuido a Polydora.

Técnicas de Diagnostico
Observacion microscopica: Ubicar la valva limpia contra una luz brillante y examine a través de
la matriz de la valva para ver las perforaciones sinuosas de cerca de 2 mm de didmetro, las

ampollas de nécar o manchas de barro y debris de aproximadamente 1 cm de diametro.



Montajes humedos: Para la identificacion especifica del poliqueto debe ser removido intacto
desde la valva. Quiebre la valva alo largo de las perforaciones usando un instrumento apropiado.
Sumerja los fragmentos de valva en agua de mar fresca 'y extraiga intacto el poliqueto vivo desde
la perforacion con pinzas y aguja. Ponga € gusano en un trozo de plasticina y, usando afileres
mantenga su cuerpo estirado. Sumérjalo en 70% alcohol y depositelo en 50-70% de alcohol
isopropilico. Nota: estos procedimientos son muy laboriosos y demandan mucho tiempo. Para

otras técnicas ver Knudsen (1966).



2. NEOPLASIA HEMOCITICA DE LOSMITILIDOS

Nombre comun y generalmente aceptado para el organismo o agente de la enfermedad:

Neoplasia Hemocitica, Hematopoyética o Hemica, HCN.

Nombre cientifico o dfiliacion taxondmica: desconocida. Sin embargo, se puede

presentar por diferentes causas, representando asi un complejo de enfermedades.
Ademés, es posible que esté relacionada con un retrovirus en algunos de los casos que
se han presentado en América del Norte y Europa. Recientemente ha sido reportada en
Chile (Campalans et al. 1998).

Distribucién Geogréficaa Reino Unido, Escandinavia, América del Norte Oriental y

Occidental, incluyendo Canada.
Especie Huésped:  Mytilus edulis, Mytilus trossulus y Mytilus galloprovincialis.

Ademas, también se presenta en ostras y amejas, sin embargo, su etiologia es

diferente.

Impacto en e Huésped:  Se presentan los hemocitos neoplasicos y, en forma

progresiva, reemplazan a los hemocitos y procesos fisioldgicos normales.
Generamente, su predominio es menor a 4% en los mitilidos de Europa y la costa
este de América del Norte. Sin embargo, su predominio puede exceder € 40% en
algunos lugares de la costa oeste de América del Norte. En los M. trossulus
provenientes de Puget Sound, Washington, E.E.U.U. y British Columbiay Canada, es
posible que la neoplasia hemocitica se transmita por medio de la cohabitacion, es una
enfermedad progresiva, que presenta mecanismos de defensa impares y, ademas, es
letal. Comunmente, las mortalidades acumulativas anuales sobrepasan €l 75% en los
mitilidos que presentan una concha de méas de 4 cm. No obstante, es posible observar
una disminucién de entre e 10% y € 20% en los mitilidos analizados. A pesar de la
probabilidad que la neoplasia hemocitica juegue un papel importante en los atos
indices de mortalidad, la vida de los stocks de mitilidos presentes en esta area es muy
corta, en comparacion a algunos stocks o especies de €ellos presentes en la costa este

de Canada, y, ademés, presentan un ciclo de vida en donde luego de la reproduccion,
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se presenta la senecenciay lamuerte. Es posible que la neoplasia hemocitica sea una
de las tantas consecuencias de la senecencia en estos mitilidos. Algunos hechos que
apoyan esta visiéon es e hecho que no existe un déficit de mitilidos pequefios v,
ademéds, que € nivel de reclutamiento es alto, a pesar de la presencia coman de la
neoplasia hemocitica y los atos niveles de mortalidad después de los 12 meses de
edad. Por otra parte, otros stocks y/o especies de mitilidos parecen ser resistentes al

tipo de neoplasia hemocitica propia de la costa oeste.

Técnicas de Diagnostico

Frotis: de hemolinfa del corazon que presente varios hemaocitos anormales, asi como se describe
através de la histologia.

Histologia: Infiltracion interna de hemocitos anormales, los cuales presentan muy poco citoplasma
con relacion a nucleoplasmay, ademés, presentan un nicleo extendido y generamente pleomorfico,
y la presencia de figuras mit6ticas obvias. Es posible que la proliferacion en masa de los hemocitos
provoque una diapédesis de grandes cimulos de céulas y/o oclusiones vasculares en |os casos més
graves.

Histocitologia:  Andizar los hemocitos de manera de detectar las caracteristicas descritas bgo
histologiaa Los hemocitos infectados presentan forma esférica y no presentan adhesion

pseudopodia a portaobjeto.



C.-PECTINIDOS

1. VIBRIOSISLARVAL (Vibrio spp.)

Nombre comun y generalmente aceptado para el organismo o agente de la enfermedad: Vibriosis
larval, necrosis bacilar.
Nombre Cientifico o Afiliacion Taxondmica: Vibrio splendidus, Vibrio spp.
Didgtribucién Geogréfica: Costa nordeste de Estados Unidos, British Columbia y
Argenton, Francia (criadero). En Chile han sido reportadas las especies Vibrio

alginolyticus, Vibrio spy Vibrio anguillarum (Riquelme et a. 1995).

Especies Huésped: Argopecten irradians, Patinopecten yessoensis, Pecten maximus y

otras larvas bivalvas de cultivo incluyendo ostras, dmejas y abalones.

| mpacto en e Huésped

Infeccidn sistémica de los tgjidos blandos de las larvas, que posteriormente provocan
necrosis en los tegjidos (debido a la produccién de exotina por parte de la bacteria) y
muerte. Los protozoos ciliados se pueden presentar como invasores secundarios de las
larvas que presentan vibriosis.

Lavibriosis larval es uno de los principales problemas que afecta a larvas de ostiones
de cultivo en Chile y se encuentra en asociacion con Moraxella, Pseudomonas 'y
Aeromonas, causando mortalidades de hasta un 96% en larvas de 48 hrs. de vida
(Riguelme et al. 1995, Riquelme et al. 1996).

Técnicas de Diagnostico
Histologia: Indicios de necrosis en los tejidos y presencia de bacterias con forma de bastoncillo
(generalmente un poco curvadas) dentro de los tejidos.

Cultivo: adamiento y cultivo (agar de cultivo bacteriano TCBS) de las colonias de Vibrio

provenientes de los tejidos de las larvas enfermas de pectinidos.
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M éodos de Control

Las bacterias del tipo Vibrio son ubicuas por lo que es imposible erradicar e agente
etiologico. Al parecer, la vibriosis esté directamente relacionada con un manejo deficiente. Las
fuentes de infeccidn son los reproductores, cultivos de algas y agua de mar entrante. Se deben
destruir los grupos de individuos infectados, utilizando métodos aprobados; desinfectar todos los

contenedores y equipos gue tuvieron contacto con el grupo infectado.



2. POLIQUETOSPERFORADORESDE LA VALVA DE PECTINIDOS

Nombre comin y generalmente aceptado para € organismo o0 agente de la enfermedad:

Poliquetos excavadores de conchas

Nombre Cientifico o Afiliacion Taxondmica: Polydora spp. y Dodecaceria concharum.

Distribucion Geogréfica: Ubicua, aunque probablemente algunas especies tienen una

distribucion limitada.

Especie del Huésped: Patinopecten yessoensis, Crassedoma giganteum, Placopecten

magellanicus y otras especies de bivalvos que viven en la superficie de los subgtratos,
incluyendo ostras, choritosy abalones.

Impacto en & Huésped

La mayor parte de las infecciones son inocuas y de baja intensidad, con la excavacion
hacia el interior de la concha. Sin embargo, las conchas atrofiadas y con un espesor
anorma y las atas mortalidades provocadas por las dtas intensidades (demasiadas
excavaciones y vinculadas en las conchas de los pectinidos muertos) de P. websteri
han impedido € cultivo de los P. yessoensis introducidos en algunas localidades
(Bower, 1990). En Jap6n, Mori et a. (1985) planted la posibilidad que Polydora
tuviese un efecto adverso en el crecimiento de los pectinidos japoneses pertenecientes
a algunas &eas. Ademés, e engrosamiento de las conchas (3-4 de pliegue) que
realizan algunos pectinidos para evitar la penetracion de los poliquetos a los tejidos
vivos, disminuye la capacidad natatoria de los pectinidos, o que finalmente los hace
mas accesibles a los depredadores (g. Estrellas de mar). La perforacion de la concha
realizada por € P. magellanicus puede provocar filtracién de barro, € cual utilizan los
poliquetos para trazar sus tuneles, y, ademés, a la formacién de burbujas de barro en la
superficie interior de la de la concha. Es posible que estas burbujas ocupen una gran
proporcion del espacio de la cavidad del manto; no obstante, esto parece no afectar al

pectinido, a menos que las burbujas eviten laligacién del masculo abductor.
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Técnicas de Diagnéstico

Observaciones Generales: Sostener la concha limpia contra luz y analizar a través de la matriz
de la concha para detectar excavaciones sinuosas de casi 2 mm de diametro.

MontajesHUmedos. Extraer los poliquetos de la concha, tratando de mantenerlos intactos para
lograr una identificacion especifica. Partir la concha a través de la excavacion utilizando tijeras
para cortar huesos. Sumergir los fragmentos de la concha en agua de mar bien heladay extraer €
poliqueto vivo intacto utilizando una aguja y bisturi. Colocar € gusano en un pedazo de
plasticina y, colocando afileres en los extremos del cuerpo para mantenerlo quieto, inundar con
alcohol al 70% vy, luego, almacenar en acohol isopropil al 50-70%.

Nota: Estos procedimientos no son féciles y requieren de bastante tiempo. Para ver otras

técnicas, remitirse a Knudsen (1966).

M éodos de Control
Es posible disminuir la frecuencia e intensidad de la infeccion evitando cultivar pectinidos
en las localidades donde se han detectado altas intensidades de P. websteri y, ademas, realizando

los cultivos de los pectinidos en otras areas.



3. TRICODINASDE LA BRANQUIA DE PECTINIDOS

Nombre comun y generalmente aceptado para € organismo o agente de la enfermedad:
Tricodinas de las Branquias

Nombre Cientifico o Afiliacién Taxondmica: Ciliado de tricodinas no identificado.

Trichodina pectenis, Trichodina sp.

Distribucion Geografica: Pectinidos marinos de Canada Atlantico. Sin embargo, es

probable que su distribucion sea alin més amplia, incluyendo una variedad de bivalvos
marinos, tales como odtras, dmegas y berberechos. Golfo de Pedro € Grande (Mar de
Japon).

Especies del Huésped: Placopecten magellanicus, Patinopecten yessoenss

Impacto en & Huésped

Hasta la fecha, todos los andlisis estdn basados en la histologia. La presencia de més
de 71 tricodinas por seccion de tgido no muestra respuesta del huésped (frecuencia
de 0-90%, 1-71 por seccion).

Frecuencia varia desde 20-100% sin patologia directa asociada.  Es posible que
jueguen un rol de parésitos secundarios, ya que generamente se presentan en grandes

cantidades en el cuerpo de los pectinidos debilitados.

Técnicas de Diagnéstico

Histologia: Protista con forma de disco, que se caracteriza por un pequefio circulo de denticulos
eosinofilicos, margen ciliado y un nicleo con forma de pie de caballo.

M étodos de Control

No existe ningin método de control o prevencion conocido. Los administradores de las &reas que

actualmente se encuentran libres de estos ciliados tratan de evitar su introduccion.
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