NB: Esta enfermedad ya no esta incluida en la lista de la OIE.

CAPITULO 2.4.8.

INFECCION POR MIKROCYTOS MACKINI

1. Ambito de aplicacion

A efectos de este capitulo, la infeccidon por Mikrocytos mackini se considera que es una infecciéon por Mikrocytos
mackini, el agente causal de la enfermedad de la Isla de Denman en las ostras.

2. Informacion sobre la enfermedad

2.1.

2.2,

Factores del agente

Protozoos de filiacion taxonémica desconocida. Los analisis filogenéticos sugirieron que M. mackini
puede ser un eucariota basal, pero casi con seguridad no estd directamente relacionado con otros
taxones de protistas conocidos (Carnegie et al., 2003).

2.1.1. El agente patégeno, cepas del agente

No se conocen cepas (Carnegie et al., 2003; Farley et al., 1988) y hay una ausencia total de variacién
genética dentro de Mikrocytos mackini en toda la gama de ITS1-5.8S-ITS2 en el ADNr de mas de 70
muestras recogidas en todo su ambito de distribucion (Abbott et al., 2011).

2.1.2. Supervivencia fuera del hospedador

Desconocida. Sin embargo, se produce una transmision directa entre las ostras a través de la columna
de agua (Bower, 1988; Hervio et al., 1996; Quayle, 1982).

2.1.3. Estabilidad del agente

Desconocida. Sin embargo, se produce una transmision directa entre las ostras a través de la columna
de agua (Bower, 1988; Hervio et al., 1996; Quayle, 1982).

2.1.4. Ciclo de vida

El ciclo de vida es directo de hospedador a hospedador.
Factores del hospedador

Infeccioso para todas las especies de ostras expuestas artificialmente en el laboratorio o de forma
natural.

2.2.1. Especies hospedadoras susceptibles

El ostién japonés (Crassostrea gigas), el ostién virginico (Crassortrea virginica), la ostra europea
(Ostrea edulis) y la ostra plegata (Ostrea lurida) son susceptibles a la infeccion (Bower et al., 1997). Al
menos dos especies de almejas, la almeja panopea (Panope abrupta) y la almeja de Manila (Venerupis
[=Tapes, =Ruditapes] philippinarum), son resistentes a la infeccion (Bower et al., 2005; y Meyer et al.,
2008, respectivamente).

2.2.2. Fases susceptibles de la vida del hospedador

Todas las fases de la vida de las ostras después del asentamiento son susceptibles a la infeccion (Bower
et al., 2005). La susceptibilidad de las larvas no se conoce.

2.2.3. Especies o subpoblaciones predilectas (probabilidad de deteccion)

Todas las especies susceptibles mantenidas a una temperatura inferior a 10°C durante al menos 3
meses son vulnerables a la enfermedad (Bower et al., 1997; Hervio et al., 1996). Crassostrea virginica,
Ostrea edulis y Ostrea lurida parecen ser mas susceptibles a la infeccion y la enfermedad que
Crassostrea gigas (Bower et al., 1997).
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2.3.

2.2.4. Organos diana y tejidos infectados

Mikrocytos mackini suele encontrarse en el citoplasma de las células del tejido conjuntivo vesicular de
todos los 6rganos, y en las fibras del mdsculo aductor, pero se ha observado también en hemocitos y en
el epitelio de la glandula digestiva (Hine et al., 2001; Meyer et al., 2005).

2.2.5. Infeccién persistente con portadores de por vida

La infeccién puede ser mortal dependiendo de las condiciones ambientales y del hospedador (Bower,
1988; 2001; Bower & Meyer, 1999). Se producen infecciones subclinicas pero no se conoce la
persistencia de la infeccion durante varios afios ni la existencia de portadores durante toda la vida (Bower
et al., 1994a).

2.2.6. Vectores

No son necesarios vectores para la transmision de la infeccion.

2.2.7. Animales acuaticos salvajes portadores o sospechosos de serlo

No aplicable.
Patréon de la enfermedad

2.3.1. Mecanismos de transmision

La transmision es directa de hospedador a hospedador (Hervio et al., 1996). Las células viables de M.
mackini liberadas al morir el hospedador son adquiridas probablemente por el siguiente hospedador a
través de mecanismos de alimentacion. Las células de Mikrocytos mackini
que se encuentran en los hemocitos pueden salir también de su hospedador vivo por diapedesis, a través
del tracto intestinal y las branquias.

2.3.2. Prevalencia

Durante los afios sesenta del siglo XX, se atribuyeron a M. mackini cifras de mortalidad de hasta un 40%
en la primavera (Abril y Mayo), en niveles intermareales bajas, en los individuos de C. gigas de edad
avanzada (3+ afios) cultivados sobre un substrato de playa. Mas recientemente, en individuos de C.
gigas (2 afios de edad) procedentes de una instalacion de cultivo suspendido, se observ6 una mortalidad
del 10% con las infecciones intensas por M. mackini durante la primavera. Hasta un 35% de las ostras
de esta poblacién infectada presentaban lesiones sintomaticas (pUstulas verdes amarillentas) y una vez
recolectada, la poblacion afectada fue rechazada por el elaborador comercial. Esto fue un hecho poco
habitual, puesto que esta enfermedad no suele tener repercusiones en las ostras de cultivos intensivos
gue son recolectadas en un plazo no superior a 3 afios. Los experimentos de exposicion en el laboratorio
indicaron que la enfermedad es exacerbada por las temperaturas frias, lo cual sugiere que las
repercusiones de M. mackini pueden ser mas graves si es introducido inadvertidamente en lugares mas
frios. Ademas, en el laboratorio, las ostras juveniles (ejemplares para siembra) son susceptibles a la
infeccion, que causa una alta mortalidad (Bower et al., 2005). No se conocen las repercusiones de
M. mackini en los juveniles durante el cultivo comercial, pero se prevé que sea desdefiable si la siembra
se realiza después de finalizado el periodo de transmisién natural que tiene lugar en la primavera
(Quayle, 1982).

2.3.3. Distribucion geografica

En la costa Oeste de Canada, M. mackini parece tener una distribucion ubicua en todo el Estrecho de
Georgia y estar limitado a otras localidades especificas en la zona de la isla de Vancouver. Este parasito
se ha detectado también en ostras de areas adyacentes del Estado de Washington (Estados Unidos), sin
gue se haya detectado una mortalidad asociada (Abbott et al., 2001).

2.3.4. Mortalidad y morbilidad

La infeccion puede ser mortal si las temperaturas ambientales son favorables, como se indica mas
adelante. Sin embargo, alrededor de la mitad de las ostras expuestas parecen ser resistentes a la
infeccion o la enfermedad resultante.

2.3.5. Factores ambientales

Las temperaturas frias de menos de 10°C durante 3—4 meses parecen ser un requisito necesario para
gue se desarrolle la enfermedad (Bower & Meyer, 1999; Hervio et al., 1996). Las ostras expuestas
experimentalmente y mantenidas a una temperatura de 15°C durante 3 meses no desarrollaron la
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enfermedad hasta que fueron trasladadas y mantenidas a 10°C durante otros 4 meses. El hecho de que
la enfermedad aparezca anualmente tan solo durante la primavera (Marzo a Junio) podria explicarse por
el requisito de una temperatura fria para el desarrollo de la enfermedad.

2.4. Control y prevencién

El sector de la acuicultura puede utilizar técnicas de gestion para evitar las consecuencias de la infeccion
por M. mackini (Bower, 1988).
2.4.1. Vacunacién

No aplicable.

2.4.2. Tratamiento con sustancias quimicas

No aplicable.

2.4.3. Inmunoestimulacién

No aplicable.

2.4.4. Seleccion genética a favor de la resistencia

No aplicable.

2.4.5. Repoblacion con especies resistentes

No aplicable.

2.4.6. Agentes bloqueantes

No aplicable.

2.4.7. Desinfeccién de huevos y larvas

No aplicable.

2.4.8. Practicas generales de manejo

Recolectar las ostras de un tamafio adecuado para el mercado en un plazo no superior a 3 afios desde la
siembra y antes del mes de Febrero del tercer afio de engorde. Las ostras juveniles (ejemplares para
siembra) no deben desplegarse a niveles de marea baja ni en zonas adyacentes a cultivos en suspension
infectados antes del mes de Junio (Bower, 1988; Quayle, 1982).

3. Obtencion de muestras

3.1. Eleccion de ejemplares
Deben obtenerse muestras de ostras vivas o recién muertas.

En primavera, se seleccionan ostras de edad avanzada (3+ afios) de niveles intermareales bajos. La obtencion
de muestras se centra en lugares en los que ha habido una mortalidad reciente. Se extraen las ostras de la
concha y se seleccionan los ejemplares que tienen lesiones pequefias (ulceraciones, abscesos, pustulas
generalmente de color verde pero que pueden ser de color amarillo-marrén o incoloras, y de un diametro de
hasta 5 mm) en el tejido conjuntivo vesicular del cuerpo, el manto y los palpos labiales, y/o en el musculo
aductor (véanse las imagenes de las lesiones en http://www.pac.dfo-
mpo.gc.ca/sci/shelldis/pages/mikmacoy_e.htm).

3.2. Conservacion de las muestras para su envio

Para la histologia, el mejor conservante es la solucion de Davidson, pero también son aceptables el formol
tamponado al 10% u otros fijadores estandar de histologia. Para los analisis de reaccion en cadena de
polimerasa (PCR), las muestras deben conservarse y almacenarse en etanol no desnaturalizado al 95% hasta
la extraccion del ADN, utilizando un kit comercial (por ejemplo DNeasy Kit; QIAGEN).
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3.3. Combinacion de varias muestras
La combinacién de lesiones procedentes de la misma ostra es aceptable para la PCR y la histologia.
3.4. Organos y tejidos de eleccién

Es importante que cualquier lesion observada en los palpos labiales, el manto, la pared corporal o el misculo
aductor se conserve tanto para la histologia como para la PCR. Se recomienda la extirpacién y biseccion de
lesiones representativas, fijando la mitad para histologia y la otra para PCR.

Para la histologia, en ausencia de lesiones (0 ademdas de ellas), se utiliza un corte transversal
(aproximadamente 3 mm de grosor) realizado a través de la parte anterior de la masa visceral y que incluya
los palpos labiales, el manto, la glandula digestiva y el estomago. El tejido conjuntivo vesicular (TCV) es el
mejor para visualizar M. mackini en el examen histopatolégico.

Para la PCR, en ausencia de lesiones (0 ademas de ellas), se obtiene un corte transversal (de
aproximadamente 3 mm de grosor) a través de la parte media de la masa visceral. De este corte, se extirpan
uno o varios fragmentos de tejido (aproximadamente 25 mg de peso total) de una zona préxima a la base de
las branquias que incluya: TCV, gbnada, glandula digestiva y branquia.

3.5. Muestras/tejidos que no son adecuados

La presencia de Mikrocytos mackini asociada al tracto digestivo no es evidente en el examen histologico
ordinario de cortes tefiidos con hematoxilina y eosina. Generalmente es necesaria una hibridacion in situ para
ver el parasito en estos tejidos. Ademas, es casi imposible detectar M. mackini mediante histopatologia en
tejidos de ostras con una infeccion natural que no se asocia a lesiones de infiltracion hemocitica.

4. Métodos de diagnostico
4.1. Métodos de diagnéstico de campo
4.1.1. Signos clinicos
Lesiones focales pequefas (ulceraciones, abscesos, puUstulas, generalmente de color verde pero que
pueden ser también de color amarillo-marrén o incoloras) de hasta 5 mm de diametro, observadas en los
tejidos blandos y a menudo con cicatrices marrones en la concha, adyacentes a abscesos en la
superficie del manto. Aparte de las lesiones, las ostras infectadas suelen estar en buen estado hasta el
momento de la muerte. Estos signos clinicos no son especificos de la infecciéon por M. mackini.
4.1.2. Alteraciones del comportamiento
Hay ostras moribundas o débiles (que cierran herméticamente con lentitud las valvas) en las poblaciones
afectadas durante la primavera o cuando se las tiene en tanques mantenidos a una temperatura <10°C.
Estas alteraciones del comportamiento no son especificas de la infeccion por M. mackini.
4.2. Métodos clinicos

4.2.1. Anatomopatologia macroscépica
Se producen lesiones focales pequefias de infiltracion hemocitica intensa (ulceraciones, abscesos,
pustulas generalmente de color verde pero que pueden ser también de color amarillo-marrén o incoloras)
de hasta 5 mm de diametro en la pared corporal, el masculo aductor o en las superficies de los palpos
labiales o el manto (Bower, 2005). Estos signos macroscopicos no son especificos de la infeccion por
M. mackini.
4.2.2. Bioquimica clinica
No aplicable.
4.2.3. Anatomopatologia microscépica
Acumulacion (infiltracion) de numerosos hemocitos en la proximidad de una infeccion focal.
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4.2.4. Preparaciones himedas

No aplicable.

4.2.5. Frotis

Las improntas tisulares de lesiones tefiidas con un colorante de tipo Giemsa y examinadas mediante
microscopia optica a 1000x aumentos (inmersién en aceite) pueden mostrar la presencia de M. mackini
liberado por las células del hospedador.

4.2.6. Cortes fijados

Los focos de infiltracion hemocitica en el manto, los palpos labiales y el masculo aductor pueden indicar
la localizacion de M. mackini en el citoplasma de las células adyacentes de tejido conjuntivo vesicular y
de miofibrocitos. Puede producirse una necrosis del tejido en el centro de la lesion (Bower et al., 1994b).
En las infecciones de gran intensidad inducidas en el laboratorio, puede no haber infiltracién hemocitica.

4.2.7. Microscopia electrénica/citopatologia

La intima relacion de M. mackini con los organulos de la célula del hospedador sugiere que este parasito
es capaz de obtener energia directamente a partir de las mitocondrias de la célula del hospedador (Hine
et al., 2001).

4.3. Métodos de deteccion e identificacion del agente

4.3.1. Métodos directos de deteccion

El pequefio tamafio de M. mackini (2 a 3 um de diametro) hace imposible observarlo sin la ayuda de una
ampliacién a gran aumento (aproximadamente 1000x).

4.3.1.1. Métodos microscépicos

Al microscopio Optico, M. mackini tiene un aspecto morfolégicamente similar al de Bonamia sp. excepto
por su presencia en el citoplasma de las células del tejido conjuntivo vesicular y los miocitos, en los que
no se encuentra Bonamia sp. En la microscopia electronica, puede utilizarse la ultraestructura
morfologica para diferenciar M. mackini de otros protozoos conocidos. Sin embargo, son necesarias
infecciones muy intensas para poder utilizar este instrumento.

4.3.1.1.1. Preparaciones himedas

No aplicable.

4.3.1.1.2. Frotis

Muestras a obtener: hospedadores vivos con lesiones.

Procedimiento técnico: se extirpa una lesidn y se corta por la mitad con un bisturi. Se aplica el lado
del tejido de la lesion sobre un papel absorbente para eliminar el exceso de liquido. Se tocan con el
tejido varias areas de un portaobjetos de vidrio limpio y se seca al aire. Las observaciones se realizan
a x1000 aumentos (inmersioén en aceite) tras una tinciéon con colorantes de tipo Wright-Giemsa o con
un kit de tincion comercial para células sanguineas (por ejemplo, Hemacolor®, EMD Chemicals Inc.)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Controles positivos: se dispone de improntas de tejido procedentes de ostras infectadas que
proporciona el Laboratorio de Referencia de la OIE. Sin embargo, es importante sefialar que M.
mackini en improntas de tejido es practicamente imposible de diferenciar de Bonamia sp en este
material.

Niveles de validacién: Este analisis no ha sido validado formalmente.

Especificidad y sensibilidad: la especificidad es muy baja porque M. mackini se parece a otras
microcélulas en las improntas de tejido; la sensibilidad puede ser mejor que la de la histologia
ordinaria, pero solamente cuando hay lesiones (Carnegie et al., 2003).

Interpretacion de los resultados: presencia de microcélulas pequefias (pueden estar distorsionadas
hasta un diametro de alrededor de 4 pum) que suelen observarse fuera de las células del hospedador.
El paréasito, generalmente de 2-3 um de diametro tiene un citoplasma de color azul claro (basdfilo) y
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un nucleo pequefio rojo (eosindfilo) (los colores pueden ser diferentes segun la tincion utilizada). La
técnica no es especifica para la especie.

4.3.1.1.3. Cortes fijados

Muestras a obtener: ostras vivas o recién muertas.

Procedimiento técnico: los cortes de tejido que incluyan lesiones deben fijarse durante
aproximadamente 24 horas en soluciéon de Davidson o en formol tamponado al 10%, seguido de un
procesado normal para histologia en parafina y tincién con hematoxilina y eosina. Las observaciones
se hacen con aumentos crecientes hasta llegar a x 1000.

Controles positivos: se dispone de cortes histolégicos (tefiidos y con cubreobjetos o cortes en
parafina sin tefiir en un portaobjetos de vidrio) que proporciona el Laboratorio de Referencia de la
OIE. Se recomienda la referencia frecuente a las preparaciones de control positivas mientras se
realiza la busqueda de M. mackini dado el caracter criptico y el pequefio tamafio de este parasito.

Niveles de validacion: este andlisis no ha sido validado de manera formal.

Especificidad y sensibilidad: la especificidad de especie es muy baja para las microcélulas
observadas en los hemocitos, pero es alta cuando estas microcélulas se encuentran dentro del
citoplasma de células de tejido conjuntivo vesicular; la sensibilidad es buena para las infecciones de
intensidad moderada o alta, sobre todo cuando se examina el tejido conjuntivo procedente de la
proximidad inmediata a las lesiones, pero es baja para los tejidos situados a distancia de las lesiones
y para las infecciones de intensidad baja.

Método de referencia: en la actualidad, la histopatologia de las lesiones en las ostras se considera el
andlisis de eleccién para detectar y diagnosticar las infecciones por M. mackini.

Interpretacion de los resultados:

U Un resultado positivo es la presencia de microcélulas esféricas de alrededor de 2-3 um de
diametro en el interior del citoplasma de células de tejido conjuntivo vesicular y/o miocitos,
generalmente en células del hospedador inmediatamente adyacentes a una infiltracién
hemocitica intensa focal.

U En las especies hospedadoras susceptibles, dentro del ambito de distribucién conocido de M.
mackini, un resultado positivo es un signo de infeccion por M. mackini. Fuera del ambito de
distribucién conocido, un resultado positivo debe confirmarse mediante secuenciacién del ADN
del gen de ARN ribosomico de subunidad pequefia (ADNr de SSU) y la comparacién de la
secuencia con el fragmento de 1457 pb de M. mackini publicado en GenBank. (NUmero de
acceso AF477623, URL:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=30515676). Si la secuencia
de ADNr de SSU sugiere la presencia de M. mackini, se recomienda secuenciar el ADNr de
ITS1-5.85-ITS2 con el empleo de los métodos de Abbott et al. (2001) para determinar de
manera fiable si es genéticamente idéntico a M. mackini dentro del margen actualmente descrito
(GenBank # HM563060.1; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM563060.1).

4.3.1.2. Aislamiento e identificacién del agente

No se ha realizado un aislamiento puro de M. mackini. Sin embargo, se estan desarrollando otros
procedimientos de identificacion ademas de la microscopia Optica.

4.3.1.2.1. Cultivo celular/medios artificiales

No aplicable.

4.3.1.2.2. Métodos de deteccion del antigeno basados en anticuerpos (IFAT, ELISA, etc.)

No aplicable. Se han producido anticuerpos monoclonales, pero no se ha desarrollado con ellos un
analisis diagnostico inmunoldégico.
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4.3.1.2.3. Técnicas moleculares (PCR, ISH, secuenciacion, etc.)

4.3.1.2.3.1 Andlisis de PCR de la regién de ADNr de SSU

Se han desarrollado pares de cebadores dirigidos a la region SSU para M. mackini. Estos cebadores
son 5-AGA-TGG-TTA-ATG-AGC-CTC-C-3' y 5-GCG-AGG-TGC-CAC-AAG-GC-3' y amplifican un
producto de 546 pb (Carnegie et al.,, 2003). Las muestras deben diluirse en ddH,O estéril o en
tampon Tris/EDTA (TE) estéril (pH 7,0-7,2) hasta una concentracion de entre 10 y 40 ng/pl antes de
realizar el analisis. La mezcla de reaccion de PCR contiene los siguientes ingredientes a
concentraciones finales: Tris/HCI 20 mM (pH 8,4); KCI 50 mM; MgCl, 1,25 mM; una concentracion

200 uM de cada uno de los siguientes: dATP, dCTP, dGTP y dTTP; una concentracién 0,05 uM de
cada cebador; y 0,05 unidades/ul y 1,5 ul de ADN plantilla en un volumen total de 15 pl. Los
parametros de los ciclos empiezan con una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 minutos,
seguido de 40 ciclos a 95°C durante 1 minuto, 60,5°C durante 1 minuto y 72°C durante 1 minuto, y
terminan con una extension final a 72°C durante 10 minutos. Los productos pueden analizarse
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5% con un contenido de 2,0 pl de 5000X SybrGreen
0 0,1 pg/ml de bromuro de etidio y pueden visualizarse mediante exposicion a luz UV.

Controles positivos/negativos: son obligatorios. Los controles positivos son el ADN gendémico
procedente de hospedadores con una infeccion intensa que proporciona el Laboratorio de Referencia
de la OIE. Los controles negativos son el ADN gendmico procedente de hospedadores no infectados
o de reacciones sin ADN plantilla.

Niveles de validacion: este analisis no ha sido validado formalmente.

Especificidad y sensibilidad: el andlisis de la region de ADNr de SSU detecto de tres a cuatro veces
mas infecciones por M. mackini en 1056 ostras salvajes procedentes de la isla Denman de la
Columbia Britanica, en comparacion con la histopatologia estandar (Carnegie et al., 2003). Sin
embargo, posteriormente se ha demostrado que este método es problematico, ya que no diferencia
entre M. mackini y una especie de Mikrocytos genéticamente diferente, que se ha detectado en
multiples localizaciones geogréficas dispersas (Abbott et al., 2001).

Interpretacion de los resultados: un resultado positivo es un amplicon de PCR del tamafio apropiado,
al tiempo que todos los controles negativos producen resultados negativos y todos los controles
positivos tienen resultados positivos.

4.3.1.2.3.2 Andlisis por gPCR TagMan en ADNr de 1TS2-28S

Recientemente se ha desarrollado un andlisis diagnéstico de qPCR en tiempo real, con el empleo de
cebadores y sonda en ADNr de ITS2-28S en M. mackini, que no muestra una reaccion cruzada con
Mikrocytos sp. La validacién en el laboratorio de este analisis ha mostrado que es muy especifico y
sensible para la deteccion de M. mackini. En la actualidad se esta realizando una validacion
diagnostica formal del andlisis de qPCR.

4.3.1.2.3.3 Hibridacion in-situ (ISH)

Muestras a obtener: seguir el procedimiento para los cortes fijos (4.3.1.1.3) descrito mas arriba,
excepto porque los cortes de tejido deben colocarse en portaobjetos con carga eléctrica positiva o
portaobjetos recubiertos con aminoalquilsilano.

Procedimiento técnico: se desparafinan los cortes de tejido, se rehidratan y luego se hibridan con
sondas oligonucledtidas marcadas. Las sondas marcadas con 5’ Oregon Green muestran una intensa
hibridacion respecto a M. mackini (Carnegie et al., 2003). Sin embargo, la orientacion del tejido del
hospedador resulta dificil cuando se emplea esta sonda fluorescente. La hibridaciéon con la sonda
MACKINI-1 (5-AGC-CCA-CAG-CCT-TCA-C-3’) con un extremo 3' marcado con digoxigenina y una
tincion de contraste con Bismark Brown Y al 0,5% en etanol al 30% (Meyer et al., 2005) pone de
manifiesto la localizacion del parasito en el interior de los tejidos del hospedador.

Controles positivos/negativos: son obligatorios. Los controles positivos son cortes de tejido
procedentes de una ostra infectada por M. mackini. Los controles negativos son analisis sin sonda o
analisis realizados con ostras no infectadas.

Niveles de validacion: esta técnica no ha sido validada formalmente.
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Especificidad y sensibilidad: la sonda MACKINI-1 mostré una hibridacion intensa respecto a M.
mackini, pero no evidencio hibridacion respecto a los tejidos de ostras o respecto a los demas
parasitos de estos hospedadores y una bacteria que se estudiaron: Bonamia ostreae en O. edulis;
Perkinsus qugwadi en Patinopectin yessoensis; Trichodina sp. en C. gigas; un protista de tipo
amebiano en Protothaca staminea; Hematodinium sp en Chionoecetes tanneri; SPP (un protista
parasito de filiacion taxondémica incierta) en Pandalus platyceros; y Nocardia crassostreae en
C. gigas (Meyer et al., 2005). Esa sonda con un marcaje con digoxigenina fue considerablemente
mas sensible en la detecciéon de infecciones, en comparacion con los cortes histolégicos estandar
tefiidos con hematoxilina y eosina. La infecciébn pudo detectarse a menos aumentos (X100 en
comparacion con x1000) y en tejido con tincion basoéfila, como la glandula digestiva, el epitelio
digestivo y el tejido gonadal (Meyer et al., 2005).

Interpretacion de los resultados: Un resultado positivo es la presencia de un marcaje de color azul-
negro de las células del parasito (tamafio y localizacion en el tejido apropiados) al tiempo que todos
los controles negativos producen resultados negativos y todos los controles positivos tienen
resultados positivos.

4.3.1.2.4. Purificacion del agente

No se ha obtenido un aislamiento de M. mackini sin contaminacion de ndcleos de la célula
hospedadora. Sin embargo, se ha descrito una técnica de filtracion que concentra este parasito (Joly
et al., 2001).

4.3.2. Métodos serolégicos

Se desarrollaron anticuerpos monoclonales e hibridomas criopreservados hace unos 15 afios. La
especificidad de los anticuerpos monoclonales no ha sido validada plenamente y no se han desarrollado

como prueba diagnostica.

5. ldoneidad de las pruebas para cada uso previsto

Los métodos actualmente disponibles para la vigilancia dirigida y el diagnéstico de Mikrocytos mackini se indican
en la Tabla 5.1. Las designaciones utilizadas en la Tabla indican lo siguiente: a = el método es el método
recomendado por razones de disponibilidad, utilidad y especificidad y sensibilidad diagndsticas; b = el método es un
método estandar con una buena sensibilidad y especificidad diagndsticas; ¢ = el método tiene aplicacién en algunas
situaciones, pero el coste, la exactitud u otros factores limitan gravemente su aplicacion; y d = el método no se
recomienda en la actualidad para este fin. Estas designaciones son algo subjetivas ya que la idoneidad implica
cuestiones de fiabilidad, sensibilidad, especificidad y utilidad. Aunque no todas las pruebas indicadas como de
categoria a o b han sido objeto de una estandarizacion y validacion formales, su caracter de uso habitual y el hecho
de que se hayan utilizado ampliamente sin resultados dudosos las hacen aceptables.

Tabla 5.1. Métodos para la vigilancia y el diagnéstico dirigidos

Método Vigilancia dirigida e e
Diagnostico Diagnostico
Juveniles Adultos provisional confirmativo
Signos macroscépicos d c c d
Frotis (improntas de tejido)’ c c c d
Histopatologia c a b b
ME de transmisién d d d b
Sondas de ADN - in situ c c c a
PCR b b b b
Secuenciacién d d d a'

ME = microscopia electrénica; PCR = reaccién en cadena de polimerasa. "La técnica no es especifica para la especie,
pero puede utilizarse en areas y hospedadores susceptibles y durante la primavera del afio en el que se ha evidenciado
la enfermedad causada por M. mackini. ‘Solamente se utiliza en combinacién con un resultado positivo en la PCR.
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6. Prueba(s) recomendada(s) para la vigilancia dirigida destinada a declarar la ausencia de
infeccion por M. mackini

Deben usarse la histopatologia y los analisis de PCR para una vigilancia dirigida destinada a declarar la
ausencia de infeccion por M. mackini. Deben obtenerse ostras de edad 2+ afios procedentes de niveles
intermareales bajos o de cultivos en suspension durante la primavera del afio y debe buscarse la posible
presencia de cualquier lesion.

7.1. Definicion de caso sospechoso

En las especies que se sabe que son susceptibles dentro del ambito de distribucidn geogréafica de M. mackini
durante la primavera del afio, un caso sospechoso de infeccion por M. mackini se caracteriza por presentar
signos macroscopicos de la enfermedad, en combinacién con un resultado positivo en las improntas del tejido
en las lesiones.

En otras especies hospedadoras o fuera del ambito de distribucion conocido de M. mackini, un caso
sospechoso es un resultado positivo en la histologia o la PCR.

7.2. Definicién de caso confirmado

En las especies que se sabe que son susceptibles dentro del &mbito de distribucion geografica de M. mackini
durante la primavera del afio, un caso confirmado es un resultado positivo en uno de los siguientes métodos:
histologia, PCR o ISH.

En otras especies hospedadoras o fuera del ambito de distribucion conocido de M. mackini, un caso
confirmado es un resultado positivo en la histologia o la PCR combinado con un resultado positivo de la
hibridacion in-situ, la microscopia electronica o una homologia con las secuencias de ADNr publicadas (Abbott
et al., 2011; Carnegie et al., 2003). Se recomienda la secuenciacion de las regiones SSU y/o ITS1-5.8S-ITS2

como paso final para un diagnéstico confirmativo de M. mackini.
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