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RESUMEN

Se realizd un ensayo experimental con el fin de evaluar el rol de Mytilus chilensis
(Chorito) como reservorio de Piscirickettsia salmonis. Para lograr este objetivo, se obtuvieron
choritos desde las estructuras flotantes utilizadas en centros de cultivo de engorda de
salménidos declarados positivos para P. salmonis ubicados en la XI Regién de Chile. La
presencia del patégeno en tejidos de M. chilensis se detecté analizando la glandula digestiva
de los moluscos mediante técnicas moleculares (PCR), siguiendo la metodologia recomendada
por la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2006).

La deteccion de P. salmonis se realizd desde el tiempo cero, estipulado como el
momento en que los choritos se extrajeron de las estructuras de cultivo de salmones, hasta dos
meses luego del inicio del ensayo. Durante este tiempo los individuos fueron mantenidos en
un ambiente controlado a una temperatura entre 15y 16 °C y una densidad de 50 individuos
por cada 15 litros de agua, realizando analisis en intervalos regulares de tiempo. Los
resultados indican que el agente permanece detectable durante el periodo de la investigacion
con una prevalencia del 52% de un total de 96 pooles analizados. Ademas, se evalu6 el tiempo
como factor en la disminucion de la probabilidad de detectar a P.salmonis en los tejidos de M.
chilensis obteniendo una significancia de p < 0,05. Se logra estimar que éste molusco, puede
actuar como reservorio de P. salmonis.



ABSTRACT

An experimental trial was made with the purpose of evaluating the role of Mytilus Chilensis
(mussel) as a reservoir of Piscirickettsia salmonis. To achieve this objective, mussels were
extracted from the floating structures used in the fatten farm centers of salmonidae declared
positive for P. salmonis located in the I)X Region of Chile. The presence of the pathogen in the
tissues of M. chilensis were detected analyzing the digestive gland of the mollusks throughout
molecular techniques (PCR), following the methodology recommended by the World
Organization of Animal Health (OIE, 2006).

The detection of P.salmonis was done since time zero, stipulating as the moment in
which the mussels were extracted from the structures of salmon’s farm, until two months after
the beginning of the trial. During this period the individuals were maintained in a control
environment in a temperature between 15 and 16 °C and a density of 50 individuals per each
15 liters of water, analyzing in regulars periods of time. The results show the agent remains
detectable during the period of the investigation with a prevalence of 52% of a total of 96
pooles analyzed. Furthermore, the time was evaluated as a factor in the depletion of the
probability detecting P. salmonis in the tissues of M. chilensis obtaining a significance of p <
0, 05. Estimating this mollusk, can act as a reservoir of P. salmonis



INTRODUCCION

La industria salmonera nacional cumple un importante rol en el progreso econémico
del pais, principalmente para la region de Los Lagos. Segun el indicador de actividad
econdmica regional (Inacer) publicado por el Instituto Nacional de Estadisticas (INE, 2012),
el crecimiento positivo de algunas regiones se explica por el aumento sustancial de los centros
de cultivo, principalmente por la mayor extraccion de salmon del Atlantico, ya que, tanto de
forma directa (productores) e indirecta (proveedores de insumos y servicios asociados), se
emplazan y desarrollan en esta zona.

Una de las principales problematicas que enfrenta la industria acuicola nacional, es la
constante exposicion a enfermedades de alto riesgo sanitario, como es el caso de la
Piscirickettsiosis, causada por el agente infeccioso Piscirickettsia salmonis clasificada en la
“Lista 2” de enfermedades de alto riesgo (Sernapesca 2012), siendo una de las principales
causas de mortalidad en salménidos cultivados en Chile, lo que ha repercutido en grandes
pérdidas econdmicas para esta industria (Bohle et al., 2009).

En el afio 1989, se presentaron los primeros brotes de Piscirickettsiosis, enfermedad
causada por una bacteria intracelular de los salmoénidos, describiéndose por primera vez en
salmén Coho, sin embargo, pronto se vieron afectadas todas las especies salmonidas
cultivadas en Chile, llegando a ocasionar hasta un 90% de mortalidad en algunos centros de
cultivo (Bravo & Campos, 1989). Segun resultados del Programa de Vigilancia Pasivo del
Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura, esta enfermedad constituyé el 33% de los
diagnosticos realizados por los laboratorios acreditados por Sernapesca, entre un 20 a 30% de
mortalidad, llegando en algunos casos al 90%. (Sernapesca, 2012). Debido a esta
problematica, en diciembre del 2012 fue aprobado el Programa Sanitario Especifico de
Vigilancia y Control de Piscirickettsiosis, cuyo objetivo principal es disminuir el impacto que
tiene esta enfermedad en la Salmonicultura de Chile, a partir de la deteccion temprana y
seguimiento de los casos de Piscirickettsiosis, y la oportuna aplicacion de medidas de control
para esta enfermedad (Sernapesca, 2013).

En la presentacion del Programa de Vigilancia Especifico de Piscirickettsiosis
aprobado recientemente, se menciona la falta de conocimiento e informacion disponible,
referente al patogeno y al posible rol de reservorio de especies silvestres y otros organismos
acompariantes (Sernapesca, 2013) lo que podria estar provocando que las medidas sanitarias
estratégicas utilizadas para controlar a P. salmonis, no sean lo suficientemente efectivas. Los
avances Yy perspectivas para el control de esta enfermedad, han significado mejoras en la
cantidad y calidad de la informacion que la industria maneja sobre esta patologia por lo que
las investigaciones sobre Piscirickettsiosis se enfocan principalmente en inmunologia,
transmision vertical y rutas de entrada del agente infeccioso (Leal, 2007).



Los organismos que se adhieren a las redes y estructuras flotantes utilizadas en los
centros de cultivo de salménidos, pueden actuar como potenciales reservorios de patdgenos.
En este sentido, los moluscos bivalvos pueden retener agentes patogenos del agua, por lo que
pueden actuar como reservorios (Skar & Mortensen, 2007) ya que su mecanismo de
alimentacion mediante filtracion hace posible absorber y acumular patégenos en sus tejidos
(Pina, 2001). A pesar de que hay bastante informacion relacionada a la capacidad de los
moluscos filtradores de acumular y retener microorganismos patdgenos, en la actualidad no
esta claro el posible rol que puedan tener los moluscos como reservorio de patdgenos de peces
de cultivo. En centros de cultivo de salmonidos este hecho puede representar un riesgo de
transmision de la enfermedad considerando que M. chilensis es uno de los organismos mas
abundantes y expuesto al agente infeccioso. Bajo esta interrogante, el presente estudio evalta
la presencia del agente infeccioso Pisciricketssia salmonis en M. chilensis provenientes de un
centro diagnosticado con brote de Piscirickettsiosis.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si Mytilus chilensis perteneciente al fouling de estructuras flotantes de
centros de cultivo de salmones, actlia como reservorio de la bacteria Piscirickettsia salmonis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar la presencia de Piscirickettsia salmonis en Mytilus chilensis procedente del
fouling de un centro de cultivo de salmones declarado positivo a Pisciricketsiosis.

2. Determinar el tiempo de permanencia de Piscirickettsia salmonis en Mytilus chilensis
mantenidos en un ambiente controlado.



ANTECEDENTES GENERALES

Moluscos bivalvos como reservorio de patégenos

En el Reglamento sobre las medidas de proteccién, control y erradicacion de las
enfermedades de alto riesgo para las especies hidrobioldgicas, (DS 319) se define un
reservorio o portador a un individuo que hospeda un agente patdgeno sin manifestar sintomas
ni signos clinicos y es capaz de transmitir la infeccion (Subpesca, 2001).

Debido a que los moluscos son organismos filtradores, concentran contaminantes a un
nivel muy superior al de su entorno acuatico (Lee et al., 2010). Los bivalvos filtradores se
alimentan removiendo el material particulado que se encuentra suspendido en el agua, el que
ademas de fitoplancton incluye particulas inertes que componen el detritus, pudiendo ser este
ultimo de origen orgénico o inorganico (Navarro, 2001). Una vez que el alimento es filtrado
por las branquias, se dirige hacia los palpos labiales donde se clasifica antes de llegar a la
boca. El bolo alimenticio, combinado con el moco, pasa a la boca, eséfago, y luego al
estomago, el que se halla rodeado por el diverticulo digestivo (glandula). Dentro del estomago
hay una abertura que llega hasta un intestino muy curvo que se extiende hasta terminar en el
recto y finalmente en el ano (Helm, 2006).

El alimento de los moluscos bivalvos esta constituido por microalgas, materia
organica, ciertos protistas plancténicos y sales minerales. Los microorganismos filtrados son
retenidos en el tracto digestivo, los que generalmente no suelen ser nocivos para el molusco,
sin embargo, en algunas ocasiones pueden representar un riesgo para la salud del hombre en el
caso de que se hayan acumulado bacterias patdgenas, virus animales o biotoxinas producidas
por dinoflagelados (Pina, 2001). Debido a que agentes patdgenos tales como los virus, se
acumulan en el tracto digestivo y otras partes del cuerpo como branquias, manto y pie (Power
& Collins, 1990) los moluscos bivalvos pueden actuar como reservorios de estos agentes. Sin
embargo, en la mayoria de los casos, estos mecanismos de difusiébn mediante filtracion
pueden considerarse pasivos, ya que los agentes patdgenos que son atrapados, ingeridos y a
veces acumulados siguen el normal proceso de absorcion de alimento y eliminacion (Skar &
Mortensen, 2007).

Los moluscos bivalvos concentran los contaminantes que se hallan en la columna de
agua donde crecen (Lee et al., 2010). En un desafio realizado al mejillone cebra se demostro
que son capaces de acumular casi la totalidad de bacterias de Escherichia coli y Enterococcus
sp a los que fueron expuestos en 24 horas (Abadias, 2013). Ademas, se observo que la
capacidad de acumulacion de E.coli fue mayor que la de Enterococcus sp. lo que se podria
explicar por el mayor tamafio de las bacterias de E.coli, permitiendo una mayor retencion de
las mismas respecto a los enterococos (Abadias, 2013). Anteriormente, en una investigacion
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realizada por Mitchell en 1966 sobre la acumulacion y eliminacion de poliovirus en ostras (C.
virginica), se observo que la concentracion de poliovirus podia ser 27 veces superior a la del
agua de mar tras un tiempo de exposicion de 1 hora, también se demuestra la capacidad de
concentracion de particulas de poliovirus por ostras a un bajo titulo del virus y su capacidad
de reducir rapidamente su carga de particulas virales en condiciones adecuadas. Ademas, en
estudios anteriores se ha demostrado que algunos virus pueden persistir en los tejidos de los
moluscos por mucho tiempo, como el virus de la poliomielitis y Coxsackie B-3 en C.
virginica mantenidos a 5 °C durante 28 dias, se demostrd que el virus Coxsackie se mantuvo
en los niveles iniciales en el intestino, lo que sugiere que el intestino no pudo desactivar el
virus (Metcalf & Stiles, 1965). Por otro lado, se expuso a la ostra del pacifico (Crassotreas
gigas) a la bacteria V. salmonicida que afecta a peces salmonidos, obteniendo un incremento
de la bacteria en la hemolinfa y tejido blando del molusco, concluyendo que los bivalvos que
habitan en los centros de cultivos pueden servir como reservorio para patdégenos de peces
(Olafsen et al., 1993). En otro estudio sobre la transmision del virus IPN, se concluy6 que el
virus se excreta por las heces de los moluscos bivalvos contaminados (Pecten maximus) y que
éste puede ser transmitido a los crustdceos Palaemons elegans y Pandalus borealis al
alimentarse de moluscos muertos y heces, sin embargo, bajo condiciones experimentales, no
se logro una transmision desde las gambas a la trucha (Mortensen, 1993).

La tabla 1 muestra algunos microorganismos patdgenos tales como bacterias,
protozoos, parasitos, y toxinas producidas por cianobacterias, que se transmiten por via
hidrica o estan asociados al consumo de moluscos bivalvos.

Tabla 1: Microrganismos transmitidos por via hidrica.

Tipo Especie Patologia
Salmonella spp. Gastroenteritis
Shigella spp. Disenteria
Escherichia colli enteroinvasiva | Disenteria
E. coli enterohemorragica Diarrea con sangre
Bacterias E. coli enteroro>_<igenica Diarrea _
Camplylobacteria spp. Gastroenteritis
Vibrio cholerae 01 Colera
V. vholerae no 01 Diarrea
V.vulnificus, v. parahaemolvticus | Gastroenteritis
Yersinia enterocolitica Diarrea con sangre
Pseudomonas aeruginosa Infecciones oculares y del oido, dermatitis.
Mycobacterium spp. Lesiones en la piel.
Patégenos Aeromonas Spp. Infec_cio_n_es de heridas, diarrea
oportunistas Fla_tvobacterlum Spp. Men!ng!t!s . ' .
Acinetobacterer spp. Meningitis, infecciones de heridas.
Klebsiella spp. Neumonia
Legionella spp. Enfermedad del legionario
Protoz00s Entampet_)a his_toly_tica _ D!senj[er!’a
Guardia intestinalis, G lamblia | Giardiasis




Cryptosporidium parvum Diarrea

Naegleria fowleri Meningoencefalitis
Gonyaulax spp. Pyrodinium spp. | Intoxicacidn paralitica
Procentrum spp. Dinophysis spp. | Intoxicacion diarreica

Shistosoma spp. Esquistosomiasis dermatitis
Parasitos Dracunculus medinensis Dracunculiasis _ _

Ancylostoma Trastornos gastrointestinales

Taenia Trastornos gastrointestinales

Toxinas de

. .| Microcystis aeruginosa Envenenamiento
cianobacterias

Fuente: Pina, 2001.

Skar & Mortensen (2007), investigaron el posible papel de Mytilus edulis como vector
del virus de la Anemia Infecciosa del salmon (ISAV) de forma experimental. Los moluscos
acumularon el virus mediante la filtracién normal, y éste fue detectado en los moluscos sélo
hasta 72 horas después del desafio, por lo en este estudio se concluye que M. edulis
probablemente no actGa como un hospedador reservorio de ISAV (Skar & Mortensen, 2007).
Por otro lado, en condiciones experimentales se ha demostrado que Caligus rogercresseyi que
infecta a salmones de cultivo en Chile puede actuar como vector en la transmision horizontal
del virus ISA (Oelckers et al., 2013). También, en una investigacion realizada con varios
organismos obtenidos desde el estuario de Reloncavi, se evalu6 la posibilidad de que en la
fauna nativa, lo que incluyé peces, moluscos, crustaceos, lobos marinos, fecas y
microplancton existan vectores o reservorios del virus ISA. Los resultados fueron negativos,
excepto en un espécimen de salmon del Atlantico en estado libre y sin signologia clinica
donde se encontrd la cepa mas frecuente del virus (Gonzélez et al., 2011). Esta situacion
coincide con lo ocurrido en paises productores del hemisferio norte donde es recurrente
encontrar salmones en estado salvaje infectados con ISAV en baja prevalencia (Plarre, 2011).
En Noruega hay estudios que demuestran que Caligus elongatus y Lepeophtheirus salmonis
pueden actuar como vectores de ISAV (Nylund et al., 1994). En el Centro para la Salud y
Seguridad Alimentaria de la Universidad de lowa se plantea que el reservorio de ISAV es ain
desconocido, considerando que algunos experimentos han demostrado que varias especies de
salménidos pueden portar el virus asintoméaticamente.

En el caso de las bacterias tipo rickettsial, usualmente pueden ser transmitidas a un
hospedador via vector invertebrado desde un reservorio, sin embargo, se ha planteado que
para que los vertebrados sean reservorios eficaces de rickettsias, tienen que ser un hospedador
normal del vector y ser susceptibles a las rickettsias (Nylund et al., 1994). Segln la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2006) la via de transmision de P. salmonis
por vectores no pasa de ser una hipdtesis y el papel de la transmision vertical no estd muy
claro. Sin embargo, hay estudios que han demostrado que P. salmonis se puede transmitir de
forma vertical mediante las ovas de alevines de peces salménidos (Larenas et al., 2005) Asi
mismo, se ha comprobado la transmision horizontal de la enfermedad sin presencia de
vectores (Cvitanich et al., 1991; Almendras et al., 1997). En un estudio realizado por Fryer y
Lannan (1994) demostraron una supervivencia in vitro relativamente prolongada del agente en
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agua salada, lo cual sugiere que la bacteria presente en el contenido fecal, en condiciones
marinas, podria producir la infeccion horizontal. En otro estudio fue posible replicar P.
salmonis en lineas celulares de insectos lo que sugiere que el agente infeccioso tiene el
potencial de persistir en organismos invertebrados (Birkbeck et al., 2004). A la fecha, no es
claro si un huésped intermedio este implicado en la transmision natural de Piscirickettsiosis
(AQUAVETPLAN, 2013), por lo que la fuente, reservorio y medio de transmision de P.
salmonis es aun una interrogante.

Depuracion de moluscos

Debido a la capacidad de acumulacion de los bivalvos filtradores que en algunos casos
puede llegar a representar un riesgo para la salud humana, se realizan procesos de
descontaminacion de los moluscos antes de ser comercializados, basados en la inmersion de
éstos en agua de mar microbioldgicamente limpia, desinfectada con ozono o radiacion
ultravioleta, durante un periodo de 24 a 72 horas. (Pina, 2001)

El objetivo de la depuracion es la eliminacion de los contaminantes ya sean
microbianos o de otro tipo, la cual se consigue cuando se proveen las condiciones adecuadas
de temperatura, oxigeno y salinidad, para que los moluscos realicen su actividad de filtracion
de agua (Lee et al., 2010). Se deben manejar distintos factores como la temperatura que afecta
la actividad metabdlica de los organismos. Ademas, se debe prevenir la recontaminacion de
los moluscos, aplicando un sistema “All in / All out”, para evitar que los moluscos que estan
parcialmente depurados se recontaminen con el material excretado por otros moluscos. El
agua utilizada, debe ser agua limpia que incluya el tratamiento de desinfeccion pertinente,
cuando fuera necesario.

Segun los estudios de Lee et al (2010) la eliminacién microbiana, puede no ser dptima
a pesar de que los moluscos realicen filtracion. Se ha observado que los patdgenos bacterianos
pueden sobrevivir en las heces y ser expulsados posteriormente al agua superficial, por lo que
es de esperar que la supervivencia de los virus y por tanto el potencial de recontaminacién sea
mayor debido a su mayor supervivencia en el agua de mar. En general, los indicadores
bacterianos como E. coli y patégenos como Salmonella de origen fecal se eliminan con
facilidad desde los moluscos cuando se encuentran en un sistema de depuracion. Sin embrago,
se ha observado que la depuracién no es efectiva para reducir la carga bacteriana desde
moluscos que presentan bacterias del genero Vibrionaceae, patégeno para el hombre, por lo
que es necesario revisar factores como salinidad y temperatura, con tal de asegurar que no
pudiera darse un aumento de la concentracion del patégeno durante el ciclo de depuracion del
molusco. La eliminacién de bacterias durante la depuracién usando bivalvos inoculados
experimentalmente con cultivos bacterianos suelen mostrar un mayor grado de eliminacion
gue los estudios que usan moluscos contaminados de forma natural por lo que esta técnica es
cuestionable. Otras investigaciones con ostra japonesa (Crassostrea gigas) han mostrado que,



durante la depuracion, los virus se eliminan mas lentamente que la bacteria E. coli. Incluso en
sistemas correctamente disefiados y gestionados, cerca de un tercio de la concentracion inicial
de virus se mantiene después de 2 dias a 8°C. A temperaturas mas elevadas, por ejemplo, de
18 a 21°C, los virus se eliminan del molusco mas rpidamente pero mientras la mayoria de los
virus presentes se eliminan al cabo de 5 0 7 dias a estas temperaturas, puede que quede algo
de contaminacidn viral residual incluso cuando se estan depurando moluscos moderadamente
contaminados. Los datos sobre la depuracion de choritos (Mytilus spp.) inoculados
experimentalmente con Hepatitis A indican que el periodo de depuracion necesario para su
eliminacién es también prolongado (Lee et al., 2010). Otro caso en que se estudio la tasa a las
que dos especies de ostras, C. ariakensis y C. virginica, acumularon, retuvieron y depuraron
cinco diferentes patdgenos virales revelo que las ostras pueden albergar y retener hasta tres
tipos de virus durante 4 semanas despues de la exposicion inicial a agua contaminada y que
C. ariakensis demostraba mayor capacidad de bioacumulacién y retencion que C. virginica
respecto de los mismos virus. Ademas, destaca que el tiempo es uno de los factores mas
significativos para lograr la depuracion de los moluscos (Nappier et al., 2008).

Piscirickettsia salmonis

P. salmonis, es un patdégeno bacteriano Gram negativo, no mdvil, no encapsulado,
pleomorfica pero en general cocoides con un tamafio variable entre 0,5 y 1,5 micras de
diametro (Bravo et al., 1989). Por su caracter intracelular el mantenimiento in Vitro de estas
bacterias se realiza en lineas celulares de peces y la temperatura 6ptima para su cultivo oscila
entre 15 y 18 °C (OIE, 2006). Sin embargo, nuevos antecedentes entregados por estudios
recientes sefialan a P. salmonis como una bacteria facultativa que es capaz de crecer en
medios artificiales libres de células (Mikalsen et al., 2008, Mauel et al., 2008, Gomez, 2009).
Estos autores han descrito medios artificiales de cultivo sobre la base de infusion de corazéon-
cerebro, hemoglobina y un medio de agar rico en sangre de carnero. Esta informacién es
relevante en la investigacion para la prevencion y control de esta bacteria, tanto para fines
terapéuticos como en la en la produccion de vacunas en investigacion por los laboratorios.

La transmision del agente patdgeno, es de tipo horizontal con o sin contacto fisico,
(Larenas et al., 1997). Los sitios de entrada mas probables del agente infeccioso son la piel y
branquias de los peces, incluso sin lesiones y en ausencia de vectores (Smith et al., 1999),
resultados experimentales sustentan una transmision vertical del agente al lograr la infeccion
de alevines provenientes de ovas de reproductores machos y/o hembras positivos a
Piscirickettsiosis (Larenas et al., 2005). Por otro lado, las bacterias rickettsiales han sido
asociadas con artrépodos los cuales pueden actuar como vectores, reservorios y/o
amplificadores del ciclo de vida de la bacteria (Raoult & Roux, 1997).

P. salmonis agente causal de Piscirickettsiosis ha sido una de las principales causas de
mortalidad en salmonidos cultivados en las costas marinas del sur de Chile y ha significado
grandes pérdidas econdmicas (Bohle et al., 2009). La enfermedad también ha sido descrita en
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Irlanda, Escocia, Noruega y Canada pero la patogenia parece ser mas grave en centros de
cultivo en Chile (Marschall et al., 1998).

El agente infeccioso se presenta luego del traspaso de los peces al mar, por lo que se
asume que la bacteria es de origen marino, presumiblemente desde un pez hospedador marino
(Pina, 2001). Esta enfermedad esta descrita en la “Lista 2” de enfermedades de alto riesgo
para peces en Chile. Los signos clinicos se caracterizan por un nado erratico y lento en la
superficie del agua y, al examinar los peces, se identifican Glceras puntiformes y nodulos
blancos en la piel, higado jaspeado (con nodulaciones blancas) y hemorragias petequiales,
principalmente en los ciegos piloricos. Se ha detectado en el salmén plateado (Oncorhynchus
kisutch), en el salmdn real (O. tshawytscha), en el salmén japonés (O. masou), en la trucha
arco iris (O. mykiss), en el salmon rosado (O. gorbuscha) y en el salmén del Atlantico (Salmo
salar). Ademas, se ha aislado en peces no salmdnidos como Lubina blanca (Atractoscion
nobilis) en la costa sur de California (Arkush et al., 2005), Lubina (Dicentrarchus labrax) en
Grecia, donde se han visto afectadas por un patdgeno similar de P. salmonis
(Athanassopoulou et al., 2004), también en Hawali, en las poblaciones de tilapia (Oreochromis
mossambicus y Melanotheron sarotherodon), tanto los peces de vida libre, como criados en
cultivo han sufrido una enfermedad de tipo Piscirickettsiosis (Mauel et al., 2003), lo que
sugiere una expansion de este agente hacia otras especies de peces de importancia comercial
(Marshall et al., 2007).

En Chile la enfermedad fue considerada de importancia econémica desde un brote
masivo reportado en 1989, cuando causo la muerte de aproximadamente 1,5 millones de
salmones coho (Oncorhynchus kisutch) de tamafio comercial, cultivado en el area de Calbuco,
al sur de Chile (Bravo & Campos, 1989). Esta enfermedad constituyd el 33% de los
diagnosticos realizados por los laboratorios acreditados por Sernapesca y el 21% solo en el
primer semestre del afio 2011 (Sernapesca, 2007-2011) alcanzando mortalidades acumuladas
hasta cosecha de un 60 a 80% en S. coho (Bravo & Campos, 1989; Alvarado et al., 1990;
Cubillos et al., 1990; Schafer et al., 1990).

Existen en el mercado vacunas autorizadas para el control de P. salmonis, sin embargo
su efectividad es cuestionada, ya que si bien han mostrado un efecto positivo en la
disminucion de mortalidad en el tiempo, se ha demostrado que el efecto de las vacunas se
pierden con el inicio de la primavera, donde se producen los eventos mas importantes de
mortalidad por esta causa (Leal & Woywood, 2007). En los casos activos de la enfermedad el
uso de antibioticos sigue siendo la principal medida de control, estos productos se describen
en el Registro de Medicamentos Veterinarios, y los cuales son: acido oxolinico, flumequina,
oxitetraciclina y florfenicol. (Sernapesca, 2010). Otras medidas de control son la
implementacion de estrategias operacionales como All in-All out, trasladar los smolt
directamente desde agua dulce a centros de mar, sin pasar por estuario o reduciendo la
permanencia de los smolt en los estuarios, reducir los manejos en los periodos de engorda
etc., medidas que generalmente son dificiles de aplicar en la préactica (Leal & Woywood,
2007). Ademas, la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) recomienda la aplicacion
de medidas higiénicas y la adopcién de una politica de gestién adecuada, entre éstas, una
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disminucion de las densidades de cultivo por jaula, realizar la repoblacion con peces de crias
sanos, ademas de sanear todos los equipos e instalaciones del centro de cultivo (OIE, 2012).

Debido a la importancia que ha tenido P.salmonis en la acuicultura del pais y a que las
medidas estratégicas que se han aplicado no han sido lo suficientemente efectivas para
controlar la Piscirickettsiosis, recientemente el Servicio Nacional de Pesca presentd un nuevo
Programa Especifico de Vigilancia y Control de Piscirickettsiosis, cuyo objetivo principal es
disminuir el impacto que tiene esta enfermedad en la Salmonicultura de Chile, a partir de la
deteccion temprana y seguimiento de los casos de Piscirickettsiosis, y la oportuna aplicacion
de medidas de control para esta enfermedad. Sin embargo, las propias autoridades comentan
que para que este programa tenga una real efectividad es necesario conocer el comportamiento
integral de la enfermedad, para lo cual se requiere de estudios especificos que ayuden a
incrementar la informacion disponible de esta patologia en sus hospedadores como también en
sus posibles vectores (Sernapesca, 2013).

Técnicas de diagnostico de Piscirickettsia salmonis

En los moluscos las técnicas de diagndstico se basan en la deteccion directa del agente
causal mediante histologia y citologia, tambien pueden utilizarse inmunoanalisis con
anticuerpos monoclonales o sondas de &cido nucleico, ademés de distintos métodos de
diagnostico provisional, como improntas de tejidos, cultivo en medio de tioglicolato liquido de
Ray (RFTM) o la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (OIE, 2012). La técnica PCR es
sensible a las condiciones en las que se ejecuta, y puede dar falsos positivos y falsos negativos
por lo que hace necesario el uso de muestras de control. Este tipo de tecnicas solo detectan
acido nucleico patégeno y no indican la viabilidad del patogeno (OIE, 2012).

Se han desarrollado técnicas moleculares, como sondas de &cido nucleico y una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para identificar agentes patdgenos de los animales
acuaticos. La confirmacion de Piscirricketssia salmonis en cultivo celular se hace mediante la
prueba de inmunofluorescencia indirecta con anticuerpo (IFI) o por la prueba de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR). Estos procedimientos estan detallados en el Manual de
pruebas de diagnéstico para animales acuaticos (OIE, 2006). De manera alternativa, P.
salmonis puede ser detectada mediante frotis o impresiones de tejidos tefiidos con Gram,
Giemsa o azul de metileno, seguido de inmunofluorescencia indirecta (IFAT). En la actualidad
existen medios de cultivo enriquecidos en los cuales se puede aislar P. salmonis sin la
necesidad de cultivos celulares (San Martin, 2010). Los tejidos de peces adecuados para ser
examinados en cultivos celulares, PCR, impresiones/frotis de tejido e histologia, son el rifion,
higado y sangre recolectados durante infecciones clinicas y subclinicas (San Martin, 2010).
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Se ha desarrollado la PCR anidada para detectar el ADN gendémico de P. salmonis
utilizando partidores generales de rADN 16S bacteriano en la primera amplificacion y
partidores especificos para P. salmonis en la segunda reaccion (OIE, 2006). Las dos
secuencias de partidores generales para eubacterias son EubA (1518R) 5’-AAG-GAG-GTG-
ATC-CAN-CCR-CA-3’ y EubB (27F) 5’- AGA-GTT-TGA-TCM-TGG-CTC-AG-3" (OIE
2006). Los dos partidores especificos para P. salmonis PS2S (223F) y PS2AS (690R) tienen
las siguientes secuencias: 5’-CTA-GGA-GAT-GAG-CCC-GCGTTG-3" y 5’-GCT-ACA-
CCT-GAA-ATT-CCA-CTT-3’, respectivamente. Estos partidores aportan un producto
especifico de 467 pares de bases (OIE, 2006).

Las sustancias basicas utilizadas en este método son Tampon 10x (2,5um), dNTP (2,5
ul), primer 1 (EubA) (0,6 pl) primer 2 (EubB) (0,6 ul), MaCI2 (1,0 ul) Taqg DNA polimerasa
(0,4 ul), ADN (1,0 ul). Agua desnaturalizada sin nucleasa hasta completar 25 ul de volumen
final. La mezcla se debe desnaturalizar a 94 °C durante 2 minutos y luego amplificar por 35
ciclos a 94 °C durante 1 minuto, 50 °C durante 2 minutos, y 72 °C durante 3 minutos. El
proceso dura alrededor de dos horas luego del cual se realiza un segundo mix con la misma
cantidad de sustancias mas el ADN del primer ciclo y cambiando solamente los primer
utilizando ahora PS2S y PS2AS realizando un segundo PCR (OIE, 2006).
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MATERIALES Y METODOS

Obtencién y tamafio de la muestra.

Se recolectaron 400 ejemplares de M. chilensis desde las especies que conformaban el
fouling de las estructuras (flotadores y cabos de fondeo) de un centro de cultivo de Salmo
salar ubicado en la XI region positivo para P. salmonis, segun informacion entregada por el
Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura respecto a las zonas declaradas en brote de
pisciricketsiosis el afio 2010. Con estos ejemplares, se conformaron 200 pooles de dos
choritos cada uno.

El tamafio de la muestra se establecio segin la tabla propuesta en el Manual de
pruebas del diagndstico para animales acuaticos que establece el tamafio minimo de la
muestra con un 95% de confianza para detectar un individuo enfermo suponiendo un 5% de
prevalencia del patdgeno en una poblacion (OIE, 2006).

Una vez obtenidos los moluscos, fueron embalados y traslados en condiciones de
humedad y a baja temperatura hasta el Laboratorio de Patologias Marinas de la Pontificia
Universidad Catolica de Valparaiso (PUCV).

Mantencion de las muestra.

En el Laboratorio de Patologias Marinas los choritos fueron separados y dispuestos
homogeneamente en 4 acuarios de 15 litros cada uno. Cada acuario se mantuvo con agua de
mar microfiltrada, tratada con luz ultravioleta (UV), mas aireacién constante (Fig. 1). Los
moluscos fueron alimentados diariamente con 50 ml de microalgas Tetraselmis suecica y se
registro la temperatura del agua en cada estanque durante los dias del estudio. Ademas, se
realizaron dos recambios de agua diarios evitando la resuspension del material decantado
utilizando un sifén desde la superficie. El agua de desecho de cada acuario fue desinfectada
con Virkon® al 1:200 (0,5%), solucion desinfectante de amplio espectro.
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Figura 1: Sistema de mantencion de M. chilensis. Acuarios con agua de mar microfiltrada,
tratada con luz ultravioleta (UV) mas aireacion constante.

Extraccién de glandula digestiva de Mytilus chilensis.

Antes de comenzar la experiencia y exponer a los especimenes a un ambiente
controlado, se procesaron 15 pooles de M. chilensis con el objetivo de verificar la presencia
de P. salmonis en el tejido de los individuos.

Desde cada individuo fue extraido un trozo de glandula digestiva y depositada en un
tubo eppendorf de 2 ml con alcohol puro debidamente rotulado. Los utensilios y mesa de
trabajo fueron reemplazados, lavados y desinfectados entre cada muestra procesada. El
numero de pooles y frecuencia de extraccion de tejido fue realizada tres veces al dia por cinco
dias, posteriormente se realiz6 una vez al dia, a los nueve, 24, 35, 49, 57 y 67 dias contados
desde el inicio de la experiencia, como se detalla en la Figura 2. La frecuencia de extraccion
de tejido se determind en base a los estudios realizados por Mitchell et al., 1966; Skar &
Mortensen, 2007.

13



Extraccion de sedimento desde los estanques de mantencion.

En paralelo con los objetivos propuestos por el presente estudio, con el fin de verificar
si P. salmonis persiste en las fecas sedimentadas en los estanques de mantencion, fue
recolectado el sedimento acumulado en el fondo de los recipientes, por un periodo de dos
semanas. El agua con el sedimento fue filtrada utilizando una malla de 50 um para eliminar
sedimentos de mayor tamafio, y el sedimento resultante, fue resuspendido en 1 ml de alcohol.

Deteccion de P. salmonis en glandula digestiva de M. chilensis y Fecas.

Para la deteccion de P. salmonis las muestras obtenidas desde moluscos y fecas
sedimentadas fueron procesadas y analizadas por medio de la técnica de diagnostico
molecular: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), siguiendo las indicaciones del
Manual de pruebas de diagndéstico para animales acuéticos (OIE, 2012).

Extraccién de ADN y amplificacién por PCR.

Una vez obtenida la muestra de glandula digestiva, se agregd solucion de digestion en
base a proteinasa K, incubando la muestra durante dos horas a 60 °C. A continuacién, se
adicion6 tampon de extraccion (Na Cl 5M), luego esta mezcla fue agitada en vortex por 15
segundos y posteriormente centrifugada. Con este proceso se logr6 una separacion del tejido
obteniendo un liquido sobrenadante que contiene el material genético y una fase sélida que
contiene restos de las membranas y otros componentes. Para extraer el ADN desde el
sobrenadante, se agregé etanol absoluto helado que permitié la decantacion del material
genético. El sobrenadante fue descartado, y el sedimento que consta del ADN, lavado,
rehidratandolo con etanol. Luego, nuevamente se descarto el sobrenadante, se adicion6 agua
sin nucleasas, y por ultimo fue refrigerado hasta su procesamiento por PCR.
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Figura 2: Procesamiento de tejido para extraccion de ADN y procedimiento de PCR. Figura:
2A) Preparacién de la muestra para extraccion de ADN; 2B) Insumos para procesamiento por
PCR; 2C) Adicion de insumos para procesamiento por PCR; 2D) Tubos ependorff
conteniendo muestras; 2E) Controles positivo y negativo junto a muestra para procesamiento
en termociclador; 2F) Preparacion de electroforesis.
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Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR).

La reaccion de PCR se realizd en un volumen final de 25 uL con los siguientes
reactivos: 2,5 puL tampon PCR 10X [200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM KClJ; 2,5 pL dNTP
10 mM; 0,6 pL de cada partidor (10 uM); 0,4 uL de la enzima Taq DNA polimerasa [5 U/uL
(Promega, Francia)]; 1 uL ADN (10 ng) y agua destilada estéril hasta alcanzar el volumen
final, utilizando como partidores en la primera reaccion EubA y EubB (Tabla 3).

El ciclo termal consistié en desnaturacién a 94 °C por 1 minuto, anillamiento o
hibridacion a 50 °C por 2 minutos y elongacion a 72 °C por 3 minutos. Fueron realizados 35
ciclos de amplificacion.

La segunda PCR fue realizada utilizando 1 pL del producto de la primera PCR,
substituyendo los partidores por PS2S y PS2AS (Tabla 2). El ciclo termal consistio
desnaturacion a 94 °C por 1 minuto, anillamiento o hibridacion a 65 °C por 2 minutos y
elongacion a 72 °C por 3 minutos. También fueron realizados 35 ciclos de amplificacion.

Tabla 2: Ciclos de amplificacion termal para deteccion de P. salmonis.

Primers Temperatura Tiempo NEIE Ee
ciclos
94 °C 2 min 1
94 °C 1 min
1*" ciclo EubA- EubB 50 °C 2 min 35
72 °C 3 min
94 °C 2 min 1
. 94 °C 1 min
2% ciclo PS2S-PS2AS -
65 °C 2 min 35
72 °C 3 min

La deteccion del fragmento amplificado se efectlo mediante electroforesis en un gel
de agarosa al 2% durante 50 min, procedimiento recomendado por la OIE y utilizado en el
proyecto FIP 2008/66.

Los resultados de PCR se evaluaran segun el grado de prevalencia del patégeno en los
pooles analizados. La prevalencia del patdgeno corresponde a la razon entre el nimero de
resultados positivos del diagnostico dividido por el nimero de pooles analizados expresado en
porcentaje.
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Determinacion del tiempo de permanencia de P. salmonis en la glandula digestiva de
M. chilensis en un ambiente controlado.

Para determinar el tiempo de permanencia de P. salmonis en la glandula digestiva de
M. chilensis en un ambiente libre controlado, se realizd una regresion logistica, mediante la
cual se model6 cémo influye en la probabilidad de aparicién de un suceso, habitualmente
dicotomico, la presencia o no de diversos factores (Calderon, 2009). Para estos efectos se
utilizé el Software estadistico SPSS aplicando el método de Wald hacia atras, que incluye a
todas las variables, y posteriormente, selecciona aquellas que se ajustaron mejor al modelo
generado.

El objetivo de este modelo es predecir la probabilidad de detectar P. salmonis en la
glandula digestiva de M. chilensis, y en cuanto tiempo esa probabilidad resulta en un valor
minimo, definiendo:

“Presencia de P. salmonis” =1 y “Ausencia de P. salmonis” = 0;

Determinando si la variable tiempo influye aumentando o disminuyendo esta
probabilidad, considerando como variable dependiente la presencia de P. salmonis, y como
variable independiente el dia de analisis a la que pertenece la muestra de M. chilensis.

Esta funcion corresponde al puntaje que se obtiene para estimar la probabilidad de
encontrar a P salmonis en la glandula digestiva de M chilensis.

P: probabilidad de que P. salmonis permanezca en M. chilensis un determinado periodo de
tiempo.

P=exp (S)/ (1 + exp (S)).
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RESULTADOS

A continuacion, en la Tabla 3 se presenta el nimero de pooles de tejido de glandula
digestiva de M. chilensis extraidos y analizados mediante Reaccién en Cadena de Polimerasa
(PCR). Los estanques de mantencion resgistraron una temperatura promedio de 15,6 °C
durante todo el ensayo (Anexo Ill, Tabla 17).

Tabla 3: Total de muestras extraidas y analizadas durante el estudio.

Dia Pool,es Po_oles
Extraidos [ Analizados

0 15 15
1 12 12
2 12 12
3 12 12
4 12 12
5 12 11
9 4 2
24 4 4
35 4 4
49 4 4
57 4 4
67 4 4
Total 99 96

Deteccion de P. salmonis en la glandula digestiva de M. chilensis y fecas sedimentadas
de M chilensis, en ambiente controlado.

Verificacion de la presencia de P. salmonis.

A continuacidn se presenta el numero de pooles positivos a la deteccion y prevalencia
del agente P. salmonis en los tejidos de glandula digestiva de M. chilensis con el objeto de
verificar la presencia del agente infeccioso mediante PCR, antes de ser expuestos a un
ambiente controlado.

Tabla 4: NUumero de pooles positivos y prevalencia de P. salmonis en M. chilensis.

N° Pooles Procesados PCR | N° Pooles Positivos Prevalencia (%)
15 9 60
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Deteccion y prevalencia de P. salmonis en M. chilensis.

En la siguiente tabla se observan los resultados de la deteccion mediante PCR de P.
salmonis expresados como prevalencia en un ambiente controlado. P. salmonis fue detectado
durante todo el transcurso del ensayo a excepcion del noveno dia, donde sin embargo, sélo fue
posible evaluar dos pooles.

En relacion a la prevalencia de P. salmonis en tejido de M. chilensis, esta fue mayor en
los primeros dias de evaluacion observandose el méximo de prevalencia los dias dos y cinco.
A partir del dia 24, se observa una disminucién de la prevalencia constante en el tiempo,
apreciando resultados positivos a P. salmonis incluso a los 67 dias de experiencia.

Tabla 5: Prevalencia respecto del N° total de pooles evaluados segun el dia de evaluacion.

Dia Positivos | Negativos | Total |Prevalencia
0 9 6 15 60
1 4 8 12 33
2 10 2 12 83
3 8 4 12 67
4 5 7 12 42
5 9 2 11 82
9 0 2 2 0

24 1 3 4 25

35 1 3 4 25

49 1 3 4 25

57 1 3 4 25

67 1 3 4 25

Total 50 46 96 52

En la figura 3 se observa un ejemplo de los resultados de la electroforesis. Los carriles
positivos observados en la figura, corresponden al segundo y tercer dia de procesamiento. Los
resultados de PCR en gel de agarosa para cada pool analizado, se detallan en el Anexo II.
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Figura 3: Deteccion del fragmento molecular amplificado de Piscirickettssia salmonis. Carril
1y 13 corresponden al marcador de peso molecular, el que varia entre 100 y mil, el carril 2
contiene el control positivo obtenido del suero de rifion de un pez infectado con P. salmonis, el
carril 14, que corresponde al control negativo, el carril 3 al 12 y de 15 a 24 corresponden a las
muestras analisadas.

Deteccion de P. salmonis en fecas sedimentadas.

En cuanto a la deteccion de P. salmonis mediante PCR de las fecas recolectadas desde
los cuatro estanques de mantencion de M. chilensis, se obtuvieron seis muestras de sedimento
de los cuatro estanques en todo el ensayo, en total se analizaron 24 muestras. A partir del
analisis molecular desarrollado, se detecto la presencia del patdgeno en un 42% del total de
muestras evaluadas (Fig. 5).
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B positivos ® Negativos

Figura 4: Porcentaje de muestras positivas obtenidas del analisis para la deteccion de P.
salmonis en las fecas de M. chilensis.

Determinacion del tiempo de permanencia de P. salmonis en la glandula digestiva de
M. chilensis en un ambiente controlado.

Utilizando el software estadistico SPSS, se realiz6 un modelo de regresion logistica,
utilizando el método Wald hacia atras. Se considera como variable dependiente la presencia
de P. salmonis. El dia de evaluacion fue incluido como co variable. El desarrollo del modelo
se detalla en el Anexo I.

A partir del anlisis se obtuvo la siguiente funcion.
Donde,

S=0,413-0,03*D
S: Puntuacion

D: Dia

Esta funcion corresponde al puntaje que se obtiene para estimar la probabilidad de
encontrar a P. salmonis en la glandula digestiva de M. chilensis. Esta funcién de probabilidad
corresponde a:

P=exp (S)/ (1 +exp (S))

P: Probabilidad de que P. salmonis permanezca en M. chilensis un determinado periodo de
tiempo.
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Con un nivel de confianza de un 95% los resultados del analisis indican que la
probabilidad de encontrar P. salmonis en los tejidos de M. chilensis disminuye de acuerdo el
tiempo transcurre. Entre el dia 0 y 5 se observa una probabilidad de entre un 57 y 60% de
detectar P. salmonis en el tejido de M. chilensis. Desde el dia 24 se observa la disminucion de
la probabilidad de detectar P. salmonis en los pooles de glandula digestiva de M. chilensis
analizados, hasta alcanzar un 21% y 17% de probabilidad los dias 57 y 67 respectivamente

(Fig. 6).
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
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Figura 5: Probabilidad de que P. salmonis permanezca en M. chilensis un determinado
periodo de tiempo.
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DISCUSION

El molusco bivalvo Mytilus chilensis constituye parte importante de la macrofauna que
se acumula en el fouling de las estructuras flotantes de los centros de cultivo de salménidos,
formando parte del medio ambiente de los salmones en cultivo, y por lo tanto, estan expuestos
a factores propios de la actividad acuicola tales como productos metabolicos de los peces,
trazas de alimento, productos farmacoldgicos, agentes patogenos, etc., los cuales son
absorbidos por los moluscos al ser filtrados debido a su mecanismo de alimentacion y
respiracion.

Diversos estudios han demostrado que los moluscos pueden acumular y retener en su
organismo por un tiempo prolongado multiples microorganismos, siendo algunos de estos
patdgenos, tales como virus y bacterias, como es el caso de P. salmonis los que quedan
retenidos en el tracto digestivo de los moluscos al ser filtrados junto con el alimento. (Lee et
al., 2010, Abadias, 2013, Olafsen et al., 1993, Mortensen, 1993). Existen diferentes factores
que pueden influir en acumulacion, retenciéon y eliminacion de microorganismos de los
moluscos. La temperatura, la salinidad y la turbidez del agua, pueden influir en la tasa de
filtracién de los moluscos, lo que afectaria la tasa de eliminacion del microorganismo. La
temperatura promedio del agua de mantencion de los moluscos en este ensayo fue de 15,6 °C,
si consideramos que en cultivo celular la temperatura ideal para el desarrollo de la bacteria
varia en rango entre 15 y 18 °C (OIE, 2000), podriamos esperar que una temperatura similar a
la de este estudio favoreciera en alguna medida la mantencion del patégeno en los tejidos de
los moluscos. Sin embargo, ya que la temperatura fue practicamnete constante con un
promedio de 15,6 °C en todos los estanques de matencion durante el periodo que duro el
estudio y con una desviacion estandar de 0,54 no se espera una significancia entre este factor y
la deteccion de P. salmonis durante el tiempo de estudio, por lo que este factor no se incluyo
en el modelo.

El tipo de microorganismo también es un factor a considerar. Skar & Mortensen,
(2007), en su estudio desarrollaron un sistema en el que se agregaba una concentracion
conocida del virus ISA para comprobar si los moluscos acumulan el virus por filtracion,
mientras que en otro experimento los moluscos convivian con salmones infectados con ISA.
En ambos casos los resultados indican que este virus no es acumulable por los moluscos
estudiados, descartando de esta forma a los moluscos como reservorio de este virus. Mitchell
et al., (1966), por su parte utilizando un sistema de flujo constante de agua al cual se agregaba
una cepa de poliovirus en una dosis conocida para su acumulacién y se detenia el suministro
de esta para su eliminacién, demostro la capacidad de las ostras de concentrar particulas de
poliovirus. Por otro lado, con bacterias se ha demostrado que el mejillon cebra tiene la
capacidad de acumular en mayor cantidad bacterias Escherichia coli que Enterococcus sp
justificando este hecho en la diferencia de tamafio de estas dos bacterias, siendo retenidas las
de mayor tamafio (Abadias, 2013).
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Respecto al tiempo de retencion del agente patdgeno en los tejidos de los moluscos, es
preciso referirse a la depuracion efectiva de los moluscos, si bien, Pina (2001), manifiesta que
los procesos de descontaminacion que eliminan patdgenos como bacterias, protozoos,
parasitos, y toxinas producidas por cianobacterias, se basan en la inmersién de los moluscos en
agua de mar purificada por un periodo de 24 a 72 h, algunos estudios sobre Poliovirus e ISA
virus en otras especies de moluscos bivalvos, reportan tasas de eliminacion entre 12, 72 y 96
horas (Pina 2001; Skar & Mortensen, 2007). Tambien, Nappier (2008) en su investigacion
indica que algunos virus entericos puede ser retenidos durante 29 dias en C. ariakensis y
durante 22 dias en C. virginica. En el presente estudio al analizar los ejemplares de M.
chilensis, mantenidos en un medio controlado, donde es posible detectar a P. salmonis a los 67
dias, cabe considerar al tiempo de depuracion como factor significativo respecto a la
disminucion de probabilidad de detectar a P. salmonis en un periodo de tiempo.

Respecto a la via de evacuacion de los patdgenos desde los tejidos de moluscos
Mortensen (1993) pudo aislar al virus IPN desde heces de Pecten maximus, previamente
desafiados con el virus. Abadias (2013), por su parte observo que el mejillon cebra es capaz de
acumular y depurar E.coli y Enterococcus sp transmitiendo las bacterias al agua esteril al cabo
de 24 horas, pero que al someter al mejillén cebra a depuracion su capacidad de infeccion es
menor, probablemente por retener estas particulas para su alimentacion. En el presente estudio
fue posible detectar ADN bacteriano en las fecas sedimentadas en los estanques de
mantencion de los moluscos, aungue no fue medida la posibilidad de reinfeccion, se podria
esperar un rol en la infeccion de otros moluscos o especies en un sistema de cohabitacion por
ayudar en la mantencion del patdgeno en el ambiente.

La Piscirickettsiosis esta descrita en la “Lista 2 de enfermedades de alto riesgo para
salmones en Chile. Si bien, en la actualidad existe un programa especifico de vigilancia y
control para Piscirickettsiosis (Sernapesca, 2013), éste establece medidas de control directas
sobre las jaulas afectadas con esta enfermedad, como el retiro de mortalidad con mayor
frecuencia, tratamientos farmacolégicos, desdobles sanitarios, cosecha anticipada, entre otros,
sin embargo no se hace mencion al entorno de los centros, ni la frecuencia del cambio de
mallas, donde se encuentra el fouling adherido. Cabe considerar en este punto el
desconocimiento respecto del tiempo en que este agente patégeno puede permanecer viable en
el ambiente. Asi, zonas de concesiones que presenten un historial de brote de esta enfermedad
podrian representar un factor de riesgo para la practica de la Salmonicultura, reduciendo la
eficiencia de las medidas de control de la enfermedad. También se desconoce del radio de
diseminacion del patdgeno, dato importante de considerar, tal como en el caso de virus ISA,
donde se ha estimado un radio de accion de 5 km de proximidad geogréafica entre centros de
cultivo, plantas faenadoras, etc., desde donde se presenten brotes de la enfermedad (OIE,
2006) el cual podria verse aumentado por el efecto de las corrientes marinas que al mismo
tiempo de generar una renovacion de la columna de agua favoreciendo las condiciones de
cultivo, aporta en la diseminacién de los microorganismos.
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En este estudio no se consideraron los efectos de los tratamientos aplicados para el
control de esta enfermedad en los centros de cultivo, como la aplicacion de antibioticos a los
peces enfermos y el posible efecto de los residuos que podrian ser igualmente filtrados por los
moluscos presentes en el biofouling de las estructuras. Estos antecedentes podrian generar
informacidn valiosa para ser considerado como medida de control, referente a los moluscos
que se encuentran adheridos en las estructuras flotantes de centros de salmones y/o a cultivos
de mitilidos préximos a éstos.

La informacién respecto a los reservorios y vectores probables de los patdgenos
causantes de enfermedades de alto riesgo, da cuenta de la relacion entre el ambiente
producido por las condiciones de cultivo de peces y los patégenos, contribuye en generar
medidas de control y erradicacion de estas enfermedades que abarquen todos los frentes, no
solo al agente y al huésped. Este estudio aporta datos sobre la deteccidon, tiempo de retencion
y evacuacion del patdgeno, en el propésito de establecer el rol de M. chilensis en la
transmision del patdgeno y su posible papel de reservorio en el ambiente.

Considerando que aunque P. salmonis genera patologias solo a peces, el ser descrita
como una bacteria facultativa, entendiéndose esto como la capacidad reproducirse o
sobrevivir en un medio que se lo permita, ademas de los antecedentes sobre su supervivencia
in vitro en agua salada (Fryer y Lannan., 1994), replicacion en lineas celulares de insectos
(Birkbeck et al., 2004) y en el caso de este estudio, en que fue posible detectar su ADN en la
glandula digestiva de Mytilus chilensis (Chorito), luego de 67 dias de exposicion a un medio
libre de algin foco de infeccidn, se podria describir a este molusco como un reservorio para
Piscirickettsia salmonis.

25



CONCLUSION

Se identifica la presencia de Piscirickettsia salmonis en la glandula digestiva de
Mytilus chilensis, proveniente del fouling de las estructuras flotantes de los centros de cultivo
de salmones que presentaron brote de la enfermedad Sindrome Rickettsial Salmonideo, siendo
posible la deteccion durante al menos 67 dias después de ser expuestos a un ambiente
controlado.

Se detectd la presencia de Piscirickettsia salmonis en las fecas generadas en los
estanques de mantencion, lo que indicaria que una de las posibles vias de evacuacion de la
bacteria son las heces desechadas por Mytilus chilensis.

Los resultados de este estudio, prueban que Mytilus chilensis podria actuar como un
reservorio de Piscirickettsia salmonis agente de Piscirickettsiosis en centros de cultivo de
salmonidos.
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ANEXOS

Anexo |

Resultados entregados por el software SPSS:

Modelo de regresion logistica que considera como variable dependiente la presencia de
P. salmonis en la glandula digestiva de M chilensis, el dia de analisis fue incluido como
covariable. Se usara el método Wald hacia atras, que descarta a la variable que presente un
ajuste menor con el modelo generado.

El software entrega el siguiente informe de resultados:

Regresion logistica

Tabla 6: Resumen del procesamiento de los casos

Casos no ponderados N Porcentaje
Incluidos en el analisis 96 100,0
Casos seleccionados ~ Casos perdidos 0 0
Total 96 100,0
Casos no seleccionados 0 0
Total 96 100,0

a. Si esta activada la ponderacion, consulte la tabla de clasificacion para
ver el nimero total de casos.

b. La variable Region_11 es constante para los casos seleccionados.
Como se ha especificado un término constante, la variable se eliminara
del andlisis.

Tabla 7: Codificacion de la variable dependiente

Valor original | Valor interno

0 0
1 1
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Bloque 0: Bloque inicial

Tabla 8: Tabla de clasificacion de Pooles evaluados*®

Observado Pronosticado
Presencia Porcentaje
0 1 correcto
Presencia 0 46 0
Paso 0 0 50 100,0
Porcentaje global 52,1

a. En el modelo se incluye una constante.
b. El valor de corte es ,500

Tabla 9: Variables en la ecuacion de regresion.

B

E.T.

Wald gl

Sig.

Exp(B)

Paso 0

Constante

,083

,204

,167 1

,683

1,087

En el bloque inicial 0, la ecuacion de regresion sélo incluye el parametro estimado B0
= 0,083, el error estandar E.T = 0,204 y la significacion estadistica con la prueba de Wald, que
sigue una ley Chi-cuadrado con 1 grado de libertad, y la estimacion de la OR = 1,087.

Tabla 10: Variables que no estan en la ecuacion de regresion.

Puntuacion gl Sig.
Variables Dia 6,445 1 ,011
Paso 0 -
Estadisticos globales 6,445 1 ,011

Variables que no estdn asociadas en la ecuacion de regresion segun la significacion
estadistica asociada al indice de Wald.
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Bloque 1: Método = Por pasos hacia atras (Wald)

Tabla 11: Pruebas omnibus sobre los coeficientes del modelo.

Chi cuadrado gl Sig.
Paso 6,747 1 ,009
Pasol Bloque 6,747 1 ,009
Modelo 6,747 1 ,009

Se muestra una tabla chi-cuadrado que evalla la hipotesis nula de que los coeficientes
Bi de todos los términos (excepto la constante) incluidos en el modelo son cero.

Tabla 12: Coeficientes de determinacion.

Paso -2logdela | R cuadrado de | R cuadrado de
verosimilitud | Coxy Snell Nagelkerke
1 126,171° ,068 ,091

a. La estimacion ha finalizado en el nimero de iteracién
3 porque las estimaciones de los pardmetros han
cambiado en menos de ,001.

Los coeficientes de determinacién indican que el 6,8% o el 9,1% de la variacion de la
variable dependiente es explicada por las variable incluida en el modelo.

Tabla 13: Tabla de clasificacion de los pooles evaluados ?

Observado Pronosticado
Presencia Porcentaje
0 1 correcto
Presencia 15 31 32,6
Paso 1 1 5 45 90,0
Porcentaje global 62,5

a. El valor de corte es ,500

Clasificasion de las muestras segun la concordancia de los valores observados con los
estimados por el modelo. EI modelo tiene una especificidad del 62% y una sensibilidad del
32,6. Con la constante y una Unica variable predictora (Dia), el modelo a clasificado
correctamente a un 62,5 % de los casos, cuando el punto de corte de la probabilidad de Y
calculada se establece en 50% (0,5).
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Tabla 14: Variables en la ecuacion de regresion

B E.T. Wald gl Sig. Exp(B)
Paso 12 Dia -,030 ,013 5,667 1 ,017 971
Constante 413 ,244 2,865 1 ,091 1,511

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: Dia.

La tabla entrega las variables incluidas en la ecuacion de regresion, los coeficientes de
regresion con sus errores estdndar (ET), el valor del estadistico de Wald para evaluar la
hipétesis nula (pi = 0), la significacion estadistica asociada, y el valor de la OR= exp(pi ).

El método asigna un puntaje a cada variable, y aquellas que tienen mayor puntaje son
las que entran en la ecuacion, en este caso la variable dia.

Solo itero una vez por lo que el modelo entregado es:

S=0,413-0,03*D
S: Score
D: Dia

Esta funcion corresponde al puntaje que se obtiene para estimar la probabilidad
encontrar a P salmonis en tejidos de M chilensis.

P: probabilidad de que P salmonis prevalezca en M chilensis un determinado periodo de

tiempo.
P=exp(S)/(1+exp(S))

Tabla 15: Probabilidad de que P. Salmonis prevalezca en M. chilensis un determinado periodo

de tiempo.
Puntaje

Dia (S) Probabilidad
0 0,413 0,60
1 0,383 0,59
2 0,353 0,59
3 0,323 0,58
4 0,293 0,57
9 0,143 0,54
24 -0,307 0,42
35 -0,637 0,35
49 -1,057 0,26
57 -1,297 0,21
67 -1,597 0,17
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La probabilidad de encontrar P. salmonis en la glandula digestiva de M. chilensis
disminuye de acuerdo el tiempo transcurre. Entre el dia 0 y 5 se observa una probabilidad de
entre un 57 y 60% de detectar P. salmonis en la glandula digestiva de M. chilensis. Desde el
dia 24 se comienza a observar la disminucion de la probabilidad de detectar P. salmonis en los
pooles de glandula digestiva de M. chilensis analisados, hasta alcanzar un 21% y 17% de
probabilidad los dias 57 y 67 respectivamente.
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Anexo 11

Detalle de resultados de PCR observados en electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Peso Molecular
Control Positivo
M301

M302

M303

M304

M305

M306

M307

M308

. M309

. Peso Molecular

ControlNegativo

. M310

. M3i11

. M312

. M313

18. M314

19. M315
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Figura 6: Electroforesis en gel de agarosa para muestras correspondientes al dia cero, antes de
exponer a los moluscos a un ambiente controlado. Carril 1y 12, Peso Molecular, Carril 2'y 13
Controles Positivo y negativo respectivamente.

Peso Molecular
ControlNegativo
M303(3A)
M303(24)
M303(1A)
M302(4A)

O L b e

476 pp=>

Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa para muestras correspondientes al dia uno.
Moluscos expuestos a un ambiente controlado. Carril 1: Peso Molecular, Carril 2 control
negativo.
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Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa para muestras, correspondientes a los dias dos y
tres. Moluscos expuestos a un ambiente controlado. Carril 1 y 15: Peso Molecular, Carril 2 y
16 control positivo y negativo, respectivamente.
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Figura 9: Electroforesis en gel de agarosa para muestras correspondientes al dia cuatro.
Moluscos expuestos a un ambiente controlado. Carril 1y 11: Peso Molecular, Carril 2 y 12
control positivo y negativo, respectivamente
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Figura 10: Electroforesis en gel de agarosa para muestras correspondientes al dia cinco,
nueve, 24, 35, 49. Moluscos expuestos a un ambiente controlado. Carril 1 y 15: Peso
Molecular, Carril 2 y 16 control positivo y negativo, respectivamente.
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Figura 11: Electroforesis en gel de agarosa para muestras correspondientes al dia 49, 57 y 67.
Moluscos expuestos a un ambiente controlado. Carril 1y 15: Peso Molecular, Carril 2 y 16
control positivo y negativo, respectivamente

Anexo 111

Tabla 16: Registro de temperatura (°C) del agua en los estanques de mantencion de M.
chilensis.

Temperatura °C
Dia Estanque 1 | Estanque 2 | Estanque 3 | Estanque 4
1 15,0 15,0 15,0 15,0
2 16,3 16,3 16,3 16,3
3 16,0 16,0 15,7 15,7
4 16,3 16,3 16,3 16,3
5 15,3 15,3 15,3 15,3
9 15,5 15,5 15,5 15,5
24 15,0 15,0 15,0 15,0
35 16,3 16,3 16,3 16,3
49 15,0 15,0 15,0 15,0
57 15,3 15,3 15,3 15,3
67 15,6 15,6 15,6 15,6
Promedio 15,6 15,6 15,6 15,6
Desviacion
estandar 0,55 0,55 0,53 0,53
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