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1. RESUMEN

“Causas de mortalidad de Abaléon Rojo (Haliotis rufescens) en etapa de engorda en el
periodo otofo-invierno”

Como objetivo de este estudio se planteo el identificar las principales causas de mortalidad del
abaldn rojo, en ejemplares con tamafios mayores a 1,5 cm de didmetro que estaban iniciando
la etapa de engorda en el mar y en la cual los abalones ya no presentan mortalidad por
adaptacion.

Se realizaron muestreos dirigidos de los ejemplares moribundos y de mortalidad fresca, en los
meses de abril a agosto desde un Centro de Cultivo en la X Region, ubicado en el sector de
bahia Ilque, Puerto Montt. Su sistema de cultivo utiliza barriles plasticos de 250 L con rejillas
a 8 m de profundidad. La obtencion de las muestras se realizd al momento de la alimentacion
de los abalones.

De los especimenes recepcionados se midieron parametros morfométricos como diametro
mayor y menor y peso, para posteriormente realizar un examen anatomopatologico externo, en
donde se describio la presencia de lesiones tanto en tejidos blandos como de la concha.
Posteriormente se tomd muestras de higado, pie y hemolinfa para cultivo bacterioloégico en
Agar TCBS y TSA-sal y luego se identificaron las cepas de Vibrio sp. con una bateria
bioquimica. El andlisis micético se realizo a aquellos individuos en los que se observo alguna
lesion externa. Las conchas con lesiones caracteristicas de parasitismo, se clasificaron en
grados de leve a severo y fueron analizadas mediante su descalcificacion con acido nitrico.

Los resultados obtenidos de las caracteristicas externas relevantes de los abalones fueron el
dafio o alteraciones de continuidad en las conchas y pérdida de tejidos blandos.

De los analisis bacteriologicos se logroé aislar 11 especies diferentes de Vibrio sp.
identificandose so6lo 2 de ellas, Vibrio tubiashii y Vibrio fisheri. Todos estos aislados fueron
sensibles a oxitetraciclina, flumequina, florfenicol y sulfatrimetoprim. Un aislado presentd
resistencia a acido oxolinico.

Se logrd identificar y cuantificar a Dipolydora huelma como el unico parasito poliqueto
presente en la concha de 19 abalones de un total de 198, con un rango de abundancia promedio

mensual de 2 a 184 parasitos, que se incremento6 en los meses finales de muestreo.

No se encontraron protozoos ni hongos en los abalones analizados.

Palabra clave: Haliotis, Abaldn rojo, mortalidad , Vibrio, engorda.



2. SUMMARY

“Mortality causes of Red Abalone (Haliotis rufescens) in grow fat phase in the autumn-
winter seasons”.

The object of this study was the identification of the meaning Red Abalon death causes in the
grow fat phase in a open marine environment with a diameter mayor of 1.5 cm without
adaptation mortality.

A directed sampling in the months of april to august was carried out in a company in the X
region, sector of Ilque bay, Puerto Montt, with a system of culture in plastic barrels with grids,
to 8 m of depth. The process was carried out at feeding of the abalone.

Of the sample units, morphological parameters were measured like smaller and greater
diameter and weight, for subsequently analyze the external anatomical form, where the
presence of so much wounds in soft weavings as the seashell was described. Subsequently
liver, mussel and hemolymph sample was taken for bacteriological cultivation in Agar TCBS
and TSA-salt and the Vibrio sp. strains were identified with a biochemical battery. The fungal
analysis was carried out to the individuals in which some external wound was observed. The
seashells with characteristic wounds of parasitism, with degrees of light to severe were
analyzed by nitric acid decalcification method.

The results obtained of the most notorious external characteristics wounds are the damage in
the seashells with losses of soft tissues or alterations of their continuity.

The isolation of 11 different Vibrio species was achieved, being identified only 2 of them,
Vibrio tubiashii and Vibrio Fisheri. All these isolated showed susceptibility to oxitetraciclin,
flumequin, florfenicol and sulfatrimetoprim, just one presented resistance to oxolinic acid.

It managed to identify and to quantify Dipolydora huelma as the only parasite polichaete
present in the shell of 19 abalone of 198, with a monthly average abundance of 2 to 184
parasites increasing at the final sampled month.

Protozoan parasites and fungus was not found in the samples.

Keywords: Haliotis, Red abalone, mortality, Vibrio, grow fat phase.



3. INTRODUCCION

En el mundo existen alrededor de 100 especies conocidas de abalon todas ellas pertenecientes

al Género Haliotis, las cuales se encuentran distribuidas mayoritariamente en las zonas
templadas del globo (Hahn 1989).

Haliotis rufescens, abalon rojo o abalon de California, especie también conocida como abuldn,
oreja de mar, pertenece taxondmicamente al Phylum Mollusca, Clase Gastrépoda, Orden
Arqueogastropoda, Familia Haliotidae y Género Haliotis.

Los primeros registros relacionados con el abalon, se remontan a millones de afos atras.
Hallazgos obtenidos desde la costa pacifico en Norteamérica, entre Alaska y Baja California,
donde los indigenas los destinaban a la alimentacion y fabricacion de implementos de
decoracion antes de la llegada de los europeos a América (Department of Fish and Game
1995).

Existen registros que la extraccion comercial se inicid6 a mediados del siglo XX, con
volumenes cercanos a 1.900 toneladas antes de 1969, sin ningun tipo de control o estudio
poblacional lo que provoco una disminucion en su captura y por consiguiente en su oferta, lo
que incentivé el desarrollo de su cultivo comercial intensivo (Department of Fish and Game
1995).

El cultivo industrial a nivel mundial tiene sus inicios a partir de la década de 1980, llegando en
el afio 2002 a aproximadamente 7.500 ton afio (Pérez 2004) (Figura 1).

LCoapturas y Cultives Mundiales de Abaldn

30000

25000

20000

15000

Toneladas / Ano

10000

s000 B Captura)

@ Cultivo
O Total

0

AT I S S I
Figura 1. Toneladas anuales de abalon capturado vs cultivado entre los afios 1960
y 2002 (Pérez 2004)




Los principales paises productores en la actualidad en orden de importancia son: China,
Japon, Corea, Australia, EEUU, Sudéfrica, Nueva Zelandia y Chile, siendo principalmente
paises de la cuenca del Pacifico (Rivera e Illanes 2000). Desde el punto de vista comercial,
Haliotis rufescens y Haliotis corrugata son las especies consideradas de mayor valor, debido a
su rapido crecimiento y al gran tamafio que pueden alcanzar, junto con otras especies como el
abalon japonés (Haliotis discus hannai) (Bautista 1989).

Se estima que la produccion mundial de abalon japonés (Haliotis discus hannai) cultivado
fluctuara entre 300 y 500 ton, de las cuales aproximadamente 10 ton son producidas en Chile.
En cambio, se producen alrededor de 230 ton de abaldn rojo en todo el planeta y Chile aporta
con poco mas de 80 ton de producto (Aquanoticias 2003).

La participacion en el consumo de los mercados mundiales esta liderado por paises asiaticos,
Hong Kong, Japén, China, Taiwéan y Singapur, quienes consumen el 96% de la demanda
mundial (Figura 2), donde el valor agregado dado por variadas presentaciones buscan
satisfacer al mercado (Flores 2004).
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Figura 2: Participacion en porcentaje por paises en el consumo mundial de abalon en
afio 2003.

En Chile se cultiva principalmente abalon rojo o californiano (Haliotis rufescens) y abalon
verde o japonés (Haliotis discus hannai). Aun cuando son de la misma familia el abalon rojo a
diferencia del abalon japonés, es la especie Haliotis méas grande del mundo, alcanzando
longitudes maximas de 27,5 cm y peso de 1,7 kg. Se encuentra natural y preferentemente en
zonas protegidas de marejada, viento y corriente, en el Pacifico nororiental a lo largo de la
costa de California, con un rango de temperatura que oscila entre 7 y 20 °C. En tanto, el
abalon japonés habita desde Siberia a China en fondos rocosos de aguas someras
relativamente frias (Aquanoticias 2003).



El cultivo experimental del abalon se inicidé en Chile en 1982 con la introducciéon del abalon
rojo (H. rufescens) por la Universidad Catdlica del Norte y Fundacion Chile (Ziomi 2000). La
Subsecretaria de Pesca autorizo el cultivo del abaldn, exclusivamente en sistemas de circuito
controlado cerrado. No obstante después de ser aprobado el estudio de impacto ambiental
llevado a cabo por Fundacion Chile, puede ser cultivado en la zona comprendida entre las
latitudes 41° 50° 00" S 'y 46° 00" 00" S, en sistemas de circuito abierto o semicerrado, por lo
que el cultivo en tierra se realiza en la zona centro-norte del pais en las provincias de Copiapd
y Coquimbo y en el mar en la zona de Puerto Montt y Chiloé (Acevedo y Campos 2000).

Inicialmente se comenzd con semillas y adultos importados, luego se planificé producir el
ciclo de vida completo en Chile, disminuyendo asi el riesgo de ingresar enfermedades
asociadas a esta especie (Godoy y Jerez 1998).

La explotacion industrial se inicié en 1992, las primeras cosechas se obtuvieron en 1995 y
fueron exportadas a Estados Unidos como producto vivo durante 2 afios. Las cosechas se
vieron incrementadas de 8 ton en 1996 a 48 ton en 1999 (Ziomi 2000).

Durante la década de 1990 inician sus actividades varias empresas abaloneras en la zona de
Chiloé, varias de ellas dedicadas al cultivo de salmon y otras a los mitilidos, las que toman al
abalon como una alternativa comercial (Rivera y Poblete 2001).

El abalon es una de las dos especies de cultivo reciente en Chile, siendo considerada en el
extranjero como una “exquisitez”. Es una especie altamente cotizada en el exterior y con una
demanda insatisfecha.

El mayor costo de implementar un cultivo de abalén, radica en los incurridos hasta lograr la
operacioén, y este depende del grado de conocimiento y complejidad de las técnicas
productivas a usar, si se planifica cultivo en tierra sin Hatchery se proyecta una produccion
anual de 25 toneladas la inversion es del orden de los US$ 668.000 en cambio para cultivo en
tierra con Hatchery con produccion anual de 100 ton inversion es de US$ 1.085.000 y para
engorda en mar con Hatchery es de 100 ton y US$ 500.000.000 en inversiones. En general
presenta un alto riesgo tecnologico sobre todo el abalon japonés (H. discus hannai). (Olivares
2004)

Chile se perfila como pais clave en el mercado internacional. La produccion de abalon rojo lo
sitia con ventaja sobre otros paises competidores que no producen esta especie, compitiendo
directamente contra Estados Unidos y México en el mercado norteamericano, donde la talla es
un elemento clave a considerar para obtener un precio “premium”, que bordea los US$ 30/kg.
El precio promedio del abalon durante el afio 2003, fue de US$ 18/k enviandose
aproximadamente 83 ton netas de abalones al extranjero (Pérez 2004)



La demanda del mercado mundial de abalon y las diferentes crisis econdmicas provocaron que
los precios bajaran en forma importante entre los afios 2000 y 2003, mostrando un repunte
para al 2004 debido principalmente a nuevos nichos de mercado dentro de los paises de
destino (Pérez 2004) (Figura 3).

Del total de los envios, un 84 % correspondi6 a producto congelado, 16 % a producto vivo y
practicamente no se enviaron productos en conservas (Aquanoticias 2003).
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Figura 3. Variacion de precio (USD) del abalon rojo (H. rufescens)
periodo 1998 a 2004 (Pérez 2004)

Respecto de la alimentacion, dos tipos de alimento o una combinaciéon de ambos se utilizan
mundialmente en el cultivo del abalon: algas marinas y alimento artificial. Las algas mas
usadas son Macrocystis sp., Gracilaria sp., Laminarina sp., Lessonia sp. y otras algas
laminariales (Ureta 2000).

En Chile la postlarva se alimenta de diatomeas y los juveniles o semillas se adecuan a la
alimentacion con algas (Hahn 1989). En el norte del pais, los abalones se alimentan con
Lessonia spp, Macrocystis integrifolia y reducidas dosis de Ulva spp y Gracilaria spp.,
mientras que en el sur, con Macrocystis pyrifera'y Gracilaria chilensis. La forma de alimentar
es a través de la incorporacion de alga fresca a los estanques de cultivo, también se han
incorporado sistemas semiautomaticos de alimentacion. Para la industria nacional el tema de
la nutricion de abalones no es menor, la alimentacion es reconocida por los empresarios como
un gran desafio en el sentido de desarrollar alimento artificial y cultivo de algas. Sin embargo,
los alimentos artificiales disponibles tienen una corta vida util en el agua, dificultando el
manejo operacional. A esto se agrega la mayor valoracion que existe en los mercados
internacionales del abalon alimentado naturalmente (Aquanoticias 2003).



Las posibilidades de crecimiento de los abalones en el sur son buenas, con tasas de
crecimiento de 1,9 mm mensual y sobrevivencia del 82% alcanzados por nuevas empresas en
la zona con un cierto nivel de tecnologia (Flores 2004).

Anatémicamente el abalon posee una concha que en su borde presenta una fila poros
respiratorios que varian en nimero segun la especie, un pie muscular que le permite un fuerte
asentamiento en los fondos rocosos, un manto que rodea a una estructura sensitiva llamada
epipodio, el cual provisto de pequefios tentaculos, se puede proyectar mas alld de la concha.
Los 6rganos internos se ubican bajo la concha rodeando al pie. Destacan por su tamafio las
gbnadas, en la cabeza posee un par de ojos y dos tentaculos sensoriales (Hahn 1989).

La cavidad donde se encuentran las branquias se ubica al costado de la boca, bajo los poros
respiratorios. La boca posee en su interior una radula, que es el 6rgano que le permite roer el
alimento; y un sistema digestivo compuesto por esdfago, estdmago, glandula digestiva e
intestino (Department of Fish and Game 1995).

Sexualmente los individuos presentan un dimorfismo basado en la coloracion de las gonadas.
Las ovas y el esperma son liberados al medio a través de los poros respiratorios, el desove estéd
influenciado por la temperatura del agua y el fotoperiodo. Una vez producida la fertilizacion
que tiene lugar en la columna de agua, se desarrollan varios estadios larvales, luego de 13
horas posterior a la fecundacion, la larva trocéfora, se libera de las membranas del huevo e
inmediatamente presenta comportamiento peldgico, al segundo dia comienzan los cambios
morfoldgicos tendientes a formar y ubicar la concha, entrando a estado de larva veliger, la cual
es ciliada y movil, teniendo desarrollado el pie, en el dia 4 a 5 se termina de desarrollar los
tentaculos del epipodio y resto de los 6rganos asi como la forma definitiva de la concha con
sus poros respiratorios. Es en el estado juvenil en el que se produce el asentamiento en el
fondo marino, para finalmente alcanzar el estado adulto sexualmente activo. Se ha observado
que alrededor del dia 160 post-fertilizacion puede alcanzar los 6,2 mm en el largo de la concha
y a los 435 dias posterior a la fecundacion 21,15 mm. (Department of Fish and Game 1995).

En términos generales se tiene conocimiento que la mortalidad de abalones en cultivo esta
influenciada por factores fisicos y quimicos (temperatura, oxigeno disuelto, salinidad y otros)
y por enfermedades infecciosas (Caceres 2000). Entre estas ultimas destacan como las mas
importantes las de origen bacteriano y parasitario. A nivel mundial se describen como los
patogenos bacterianos mas relevantes para el abalon a: Vibrio fluvialis-II (Enfermedad de la
Pustula), Vibrio alginolyticus (Vibriosis Juvenil), Candidatus xenohaliotis californiensis que
es el agente propuesto para el “Sindrome de Deshidratacion” (Withering sindrome). Los
patdgenos protozoarios descritos son Margolisiella haliotis (Coccidiosis), Labyrinthuloides
haliotidis (Infeccion por L. haliotidis), Cliona celata californiana (Infestacion por Cliona),
Panitella conradi (Infestacion por Panitella), gusanos Poliquetos del Género Polydora sp.
(Infestacion por Polydora) y gusanos Poliquetos Sabélidos (Sabelidosis) (Caceres 2000).



En el caso de Chile los agentes etioldgicos de las enfermedades infecciosas presentes son
variados, tanto bacterioldgicos como parasitarios. Se han descrito dentro de estos la Vibriosis
(Vibrio sp.) a Vibrio vulnificus, Vibrio hollisae, Vibrio fisheri y Vibrio splendidus II,
Withering Sindrome (Candidatus xenohaliotis californiensis), Coccidiosis (Margolisiella
haliotis). Algunas infecciones internas y externas por protozoos y por la accion de organismos
epibiontes (Megabalanus sp., Romanchela sp., Crepidula sp., Mytilus sp.) y los poliquetos que
causan Sabelidosis (7erebrasabella heterouncinata) y Polydoriasis (Polydora sp.) (Faune
2003, Godoy 2004).

Existen estudios que describen al género Vibrio como uno de los mas variados causantes de
enfermedades tanto en abalones como otras especies. En abalones se describe la “Vibriosis
Juvenil” causada por Vibrio harveyi y Vibrio alginolyticus y la “Enfermedad de la Pustula”
causada por Vibrio fluvialis II (Viana 2001), ademas seglin Riquelme y col (2001) se describe
a V. tubiashii como un microorganismo patdégeno de peces y moluscos junto a V. anguillarum
y V. salmonicida. Gibson y col (1998) también hacen referencia a la patogenicidad de V.
tubiashii en moluscos, al ser usado para desafiar larvas de Crassostrea gigas (Ostra del
pacifico).

Los parasitos poliquetos descritos corresponden a los Sabélidos, los cuales afectan la concha
del abalon produciendo retraso en el crecimiento y en cuadros muy agudos deformacion de la
concha (Oakes y Fields 1996). El sabélido Terebrasabella heterouncinata, que tiene la
particularidad de parasitar fuertemente el borde de crecimiento de la concha, provoca
deformaciones severas en los individuos parasitados ademds de estriaciones oscuras en el
ndcar, calcificaciones defectuosas, porosidad y pérdida de poros respiratorios, retraso en el
crecimiento y mayor susceptibilidad a otras enfermedades (Oakes y Fields 1996). Se ha visto
que tiene una capacidad de reproduccion e infestacion mayor a temperaturas altas (Finley y col
2001). Asi lo confirma Simon y col (2004) en el que coinciden las altas intensidades de
infestacion por este sabélido con el alza de temperatura en el inicio de primavera. En Chile
esta especie de poliqueto se encuentra identificada como agente causal de esta enfermedad
(Godoy 2004). El retraso en el crecimiento también fué¢ observado por Ruck y Cook (1998),
quienes lo describen en un estudio en la costa oeste de Sudéfrica donde se notifico la
existencia de grupos de abalones que no presentaban crecimiento, el examen de estos
especimenes reveld que poseian una concha débil y propensa a quebrarse con innumerables y
pequefias perforaciones, este estado se asocid a parasitismo severo por poliquetos sabélidos.



En el Reglamento de Medidas de Proteccion, Control y Erradicacion de Enfermedades de Alto
Riesgo para las Especies Hidrobiologicas de Chile, se establece la Clasificacion de
Enfermedades de alto riesgo para los abalones de cultivo. En este Reglamento, la Sabelidosis
(T. heterouncinata) ha sido clasificada como enfermedad de la Lista 1 (aquellas que se
encuentran en el listado de enfermedades de declaraciéon obligatoria ante la O.LE.*', por no
haber sido detectadas anteriormente o porque su distribucion geografica esta restringida), lo
que a futuro permitira el desarrollo de medidas para su prevencion y control (Aquanoticias
2003).

De los antecedentes anteriores y de la necesidad de conocer la distribucion estacional de las
enfermedades como causa de mortalidad del abalén en la fase de inicio de su engorda en
sistemas en el mar, se establece como hipdtesis que “el abalon rojo en su etapa de engorda en
el mar presenta causas bacterianas y parasitarias de mortalidad que dependen de la estacion del
ano”.

De acuerdo a la hipotesis enunciada, este estudio tiene por objetivo general el determinar las
causas de mortalidad en el abalon rojo (Haliotis rufescens) en la etapa de engorda durante el
periodo otofio e invierno en una empresa del sur de Chile.

Como objetivos especificos se planted: 1. El determinar los signos clinicos de la mortalidad de
los abalones. 2. Determinar las causas bacterianas de mortalidad y la sensibilidad de las
bacterias aisladas a los antibidticos. 3. Determinar la presencia de parasitos protozoarios y
poliquetos. 4. Determinar la presencia de micosis en los abalones muestreados entre los meses
de abril y agosto 2003.

1* Oficina Internacional de Epizootias.
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4. MATERIAL Y METODO

Este estudio se realizé en un centro de produccion de abalones ubicado en el sector de Ilque,
distante 20 km de la ciudad de Puerto Montt, Décima Region.

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se extrajo un total de 203 ejemplares de abalon rojo (H. rufescens) en el inicio de su etapa de
engorda en el mar. Las tallas se encontraban entre los 1,2 y 8,0 cm en su eje mayor.

Los especimenes estaban siendo cultivados en un sistema de lineas de linternas, fabricadas de
tambores plasticos de 200 1 con ventanas de rejillas. La mortalidad fue extraida rutinariamente
una vez por semana en forma manual.

4.2 MATERIAL DE LABORATORIO

Se utilizaron materiales del Laboratorio de Ictiopatologia perteneciente al Instituto de
Patologia Animal y del Instituto de Zoologia, ambos de la Universidad Austral de Chile
(UACH) que se indican en Anexo 1.

4.3 METODO

La metodologia aplicada esta basada en el protocolo de Procedimientos Estandares para el
Diagnostico de de Enfermedades de Abalon (Haliotis sp.) (UACH y F. Chile 2003).

Se realizaron muestreos dirigidos a ejemplares moribundos y de mortalidad fresca de abalon
rojo (H. rufescens) entre los meses de abril y agosto de 2003. Estas muestras fueron
procesadas en el Laboratorio de Ictiopatologia y en el Instituto de Zoologia de la Universidad
Austral de Chile, realizandose analisis anatomopatologicos, bacteriologicos y parasitoldgicos,
respectivamente.

4.3.1 Disefio experimental

Se disefid una serie de actividades tendientes a pesquisar en esta poblacion de abalones la
mortalidad por causas infecciosas, que se detallan a continuacion.
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4.3.1.1 Toma y envio de muestras

Se realiz6 un total de 6 muestreos, cada uno durante la primera semana de los meses de abril a
agosto de 2003. Extrayéndose la mortalidad fresca, los moribundos o los ejemplares con
alteraciones externas evidentes. Se tomaron aquellos que presentaron buena condicidon para
analisis, esto es sin signos de autdlisis.

Las muestras fueron extraidas de la unidad de cultivo y depositadas en bolsas Ziploc®
rotuladas con la unidad de origen, posteriormente se introdujeron en cajas isotérmicas de
poliestireno expandido (Isopack®), con material refrigerante (Gelpack®) y se despacharon al
Laboratorio de Ictiopalogia para su analisis el mismo dia en que fueron extraidas.

Dada la frecuencia de extraccion, esta mortalidad en oportunidades presentd un estado de
descomposicion que no lo hacia apto para andlisis, por esto se eliminaron 3 individuos del
muestreo N° 3 y 2 del muestreo N° 5; procesandose un total de 198 individuos (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de la recepcion y analisis de los muestreos realizados entre abril,
mayo, junio, julio y agosto de 2003.

N Mes Recepcionados Analizados Eliminados
Muestreo
1. Abril 32 32 -
2. Mayo 46 46 -
3. Junio 15 12 3
4, Julio 48 48 -
5. Agosto 37 35 2
6. Agosto 25 25 -
Total 203 198 5

4.3.1.2 Examen anatomopatologico

A las muestras obtenidas se les procedié a realizar examen anatomopatoldgico, en el cual se
evalud en forma macroscépica la anatomia externa e interna asi como apariencia y signos de
enfermedad. Se obtuvieron los pardmetros morfoldgicos de peso y longitud, este ultimo fue
considerado en el eje mayor y menor de la concha y obtenido con un pi¢ de metro estandar. El
registro de peso de los individuos completos (cuerpo y concha), se realizd con una balanza
electronica de precision, con sensibilidad de 0,01 g.
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4.3.1.3 Examen bacterioldgico y antibiograma

Para el examen bacteriologico se realizd siembra por puncion directa en los 6rganos con un
asa de cultivo bacteriologico dentro de una camara de flujo laminar. Los tejidos de eleccion
utilizados fueron pie, glandula digestiva, hemolinfa y posibles lesiones, que se sembraron
mediante estrias en medio TCBS. Se incubd por 36-48 h en estufa de cultivo a 20-25°C. En
aquellas placas en que hubo crecimiento bacteriano, se aislaron las colonias puras y sembraron
en medio TSA+NaCl al 2% (Protocolo en Anexo 2) a temperatura de incubacion entre 20 y
25°C. A estos se les realizo Tincion de Gram, prueba de Oxidasa y crecimiento en medio de
cultivo con NaCl al 6 y 8% y antibiograma.

La identificacion se realizo mediante la aplicacion de una bateria bioquimica estandar.

El antibiograma fue aplicado a todas aquellas colonias desarrolladas en agar TSA+NaCl 2%.
Para ello se utilizdo como medio de cultivo Mueller Hinton + NaCl 2% (Protocolo en Anexo 2).
Las concentraciones de los sensidiscos se muestran en el Anexo 3. Los antibioticos utilizados
fueron aquellos de mayor uso en la industria acuicola, como acido oxolinico, oxitetraciclina,
flumequina, florfenicol y sulfatrimetoprim.

4.3.1.4 Examen parasitolégico

Este examen se realizd para pesquisar dos tipos de parasitos de H. rufescens: Protozoos y
Poliquetos. Para los primeros se efectu6 la maceracion de tejido blando, rifion y
hepatopancreas, con el fin de observar formas larvales en fresco, utilizando microscopia con
contraste de fase.

Para pesquisar poliquetos, cada una de las conchas de los abalones muestreados fueron puestas
en envases de polietileno y etiquetadas. Se sometié cada concha a la accion de acido nitrico al
5 %, en envases individuales de polietileno sobre una capa de algodén hidrofilo. Luego de
finalizado este proceso, se procedid a su neutralizacion con una solucion de sulfato de sodio al
5 % durante 12 h. Luego se retird, se identifico y cuantifico la poliqueto-fauna presente en
cada concha, previo lavado de la muestra con agua corriente. Para la identificacion se contd
con la colaboracion del Profesor Carlos Bertran perteneciente al Instituto de Zoologia de la
Universidad Austral de Chile.

4.3.1.5 Examen micotico

Se procedié a examinar las lesiones externas tomando muestras de ellas para cultivo de
hongos, utilizando agar Sabouraud. Luego se hizo un examen microscopico de las lesiones
utilizando un microscopio de contraste de fases, para esto se considerd sélo aquellos
individuos que presentaron lesiones externas.
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5. RESULTADOS
5.1 EXAMEN ANATOMOPATOLOGICO:
En la Tabla 2 se presentan los parametros de peso y longitud de los abalones rojos (H.
rufescens) por mes de muestreo.
Tabla 2.- Peso promedio y diametro mayor y menor de los ejemplares de abaléon rojo

(Haliotis rufescens) de cultivo colectados en bahia Ilque entre los meses de abril y agosto
de 2003.

Muestreos Peso (g) Diametro menor (cm) Diametro mayor (cm)

Mes I{} (21?\1]1 Min | Max | Prom Min Max | Prom | Min | Max Prom
Abril 32 1,4 1,8 1,7 2,1 2,3 2,2 2,8 3,3 3,0
Mayo 46 1,5 2,4 1,9 1,7 1,9 1,8 2,9 3,2 3,0
Junio 12 1,0 8 1,6 1,4 3,9 1,6 2,1 4,5 3,1
Julio 48 0,6 3,3 1,5 1,8 3,6 1,9 0,6 4,9 2,9
Agosto 35 2,0 3,5 2,2 2,3 4,5 2,6 3,5 6,8 3,6
Agosto 25 1,0 4,5 1,4 1,9 6,0 2,5 3,0 8,1 4,6

Min = Minimo; Max = Maximo; Prom = Promedio

La tabla indica que los pesos promedio y los didmetros menor y mayor de los abalones en los
muestreo entre abril y julio, no presentaron una variacion, en contraste con los muestreos 5y 6
en agosto, donde los didmetros muestran un aumento.

La Tabla 3 resume los hallazgos externos encontrados en los abalones colectados en los 6
muestreos realizados.

Tabla 3.- Hallazgos externos de los ejemplares de abalon rojo (Haliotis rufescens) de
cultivo colectados en bahia Ilque entre los meses de abril y agosto de 2003.

Concha sin Borde de concha | Canaliculos en cara | Porosidad en cara
Muestreos .
cuerpo quebrado interna de la concha | externa de la concha
1. Abril - 7 - -
2. Mayo 14 - 1 1
3. Junio - 7 3 3
4. Julio 4 9 5 -
5. Agosto - - 8 8
6. Agosto - - 7 7
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En relacion a los hallazgos externos destaca a partir del mes de mayo, la presencia de
canaliculos en la cara interna de la concha en todos los muestreos, asi como un aumento de su
frecuencia. Esta situacion se puede observar también en los hallazgos de porosidad en la cara
externa de la concha.

5.2 EXAMEN BACTERIOLOGICO

De cada una de las muestras de tejido de pie, glandula digestiva, hemolinfa y lesiones de los
abalones, se realizo un chequeo bacteriologico cuyos resultados se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4.- Crecimiento de colonias tipo Vibrio sp. desde pie, glandula digestiva, hemolinfa,
asi como lesiones, en medio de cultivo TCBS de las muestras obtenidas de abalon rojo
(Haliotis rufescens) en bahia Ilque entre los meses de abril y agosto de 2003.

Crecimiento de colonias en medio TCBS
Nod Total
Muestreos N° de . N N° de . colonias
. aislados de . N° de aislados .
aislados de , aislados de » analizadas
. glandula . de lesion
pie L hemolinfa
digestiva
1. Abril 5 3 4 0 12
2. Mayo 4 5 2 1 12
3. Junio 1 2 2 0 5
4. Julio 3 5 3 0 11
5. Agosto 5 2 2 0 9
6. Agosto 2 3 3 0 8
Total 20 20 16 1 57

Los aislados bacterianos fueron obtenidos de tejidos del pie correspondiendo a un 35% de los
aislados, glandula digestiva con un 35%, hemolinfa con un 28% y lesiones externas un 2%,
que corresponde a un aislado.

Los resultados del test bioquimico estandar y antibiograma realizados a estas colonias se
presentan en la Tabla 5. Estas resultaron negativas a la tincion Gram, con metabolismo
fermentativo, sensibles al vibriostatico O129 y positividad a motilidad, fermentacion y
nitrato (MNF).
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Una vez obtenidos los resultados del test bioquimico estandar, se procedié a realizar una

identificacion bioquimica de las bacterias aisladas, utilizando el Manual Bergey’s. Los

resultados se expresan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Resultados de la identificacion bioquimica de las cepas aisladas del género
Vibrio desde juveniles de abalon rojo (H. rufescens) muestreados entre abril y agosto de
2003.

Muestreos
Vibrio
Abril Mayo Junio Julio Agosto 1 Agosto 2 Total

Vibrio tubiashii 0 0 1 0 3 2 6
Vibrio fisheri 7 7 0 0 0 0 14
Vibrio sp. 1 4 2 0 0 0 0 6
Vibrio sp. 2 1 3 0 0 6 6 16
Vibrio sp. 3 0 0 2 0 0 0 2
Vibrio sp. 4 0 0 1 1 0 0 2
Vibrio sp. 5 0 0 1 1 0 0 2
Vibrio sp. 6 0 0 0 5 0 0 5
Vibrio sp. 7 0 0 0 1 0 0 1
Vibrio sp. 8 0 0 0 2 0 0 2
Vibrio sp. 9 0 0 0 1 0 0 1

Total 12 12 5 11 9 8 57

Se aislaron 11 especies diferentes de Vibrio de los cuales se pudo identificar 2, Vibrio fisherii
y Vibrio tubiashii, el primero tiene una presentacion en los 2 primeros muestreos (abril y
mayo); en cambio el segundo en los 2 ultimos muestreos en agosto. El aislado Vibrio sp. 1
tiene una presentacion similar a V. fisherii. Vibrio sp. 2 tiene presentacion al inicio y final del
estudio. Los demas aislados de Vibrio sp., desde el 3 al 9, s6lo se observan en los meses de
junio y julio.

A los aislados obtenidos se les realizd un antibiograma con sensidiscos de Oxitetraciclina,

Acido Oxolinico, Florfenicol, Flumequina y Sulfatrimetoprim, los resultados se expresan en la
Tabla 7.
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Tabla 7. Resultados del antibiograma aplicado a las cepas aisladas de Vibrio de las
muestras tomadas entre abril y agosto de 2003.

Sensidisco
Especie —
ACl,d(.) Oxitetraciclina |  Florfenicol Flumequina | Sulfatrimetoprim
Oxolinico
Vibrio tubiashii S S S S S
Vibrio fisheri S S S S S
Vibrio sp. 1 S S S S S
Vibrio sp. 2 S S S S S
Vibrio sp. 3 S S S S S
Vibrio sp. 4 R S S S S
Vibrio sp. 5 S S S S S
Vibrio sp. 6 M/S S S S S
Vibrio sp. 7 S S S S S
Vibrio sp. 8 M/S S S S S
Vibrio sp. 9 S S S S S

S = Sensible; MS = Medianamente sensible; R = Resistente

Como se observa en la Tabla 7, todas las cepas mostraron ser sensibles a los antibioticos,
florfenicol, flumequina, sulfatrimetoprim y oxitetraciclina en un 100%, solo el acido oxolinico
evidencid una resistencia en el aislado Vibrio sp. 4 y medianamente sensible en los aislados

Vibrio sp. 6y 8.

La medicidn de los halos de inhibicion se detalla en Anexo 4.
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5.3 EXAMEN PARASITOLOGICO

Las 19 muestras obtenidas que presentaron algun grado de evidencia de parasitismo en su
concha, tanto en su cara externa como interna, fueron analizadas. La identificacion y
cuantificacion se detalla en la Tabla 8.

Tabla 8. Identificacion de la poliquetofauna asociada a las conchas de las muestras de H.
rufescens tomadas entre abril y agosto de 2003.

Abalén N° .Talla abalon Mes de Especie Nﬁmer.o de
(didmetros en cm) | Muestreo Parésitos

1 3,7x24 Mayo Dipolydora huelma 2
2 3,8x2,8 Junio Dipolydora huelma 17
3 2,9x2,0 Junio Dipolydora huelma 4
4 4,0x3,2 Julio Dipolydora huelma 24
5 3,8x 3,0 Julio S/P

6 2,8x2,1 Julio Dipolydora huelma 3
7 4,2x3,1 Julio Dipolydora huelma 40
8 3,5x2,5 Julio Dipolydora huelma 2
9 3,5x1,8 Agosto 1 | Dipolydora huelma 3
10 4,2x3,2 Agosto 1 | Dipolydora huelma 22
11 4,5x2,9 Agosto 1 | Dipolydora huelma 10
12 3,7x2,8 Agosto 1 S/P -
13 6,8x4,4 Agosto 1 | Dipolydora huelma 114
14 6,9x5,0 Agosto 1 | Dipolydora huelma 249
15 7,3x6,1 Agosto 2 A/A -
16 5,2x3,5 Agosto 2 A/A -
17 7,4x 6,0 Agosto 2 | Dipolydora huelma 138
18 6,8 x 4,7 Agosto 2 | Dipolydora huelma 259
19 8,1 x6,0 Agosto 2 | Dipolydora huelma 155

S/P =Sin Parasitos; A/A = Autolisis avanzada

De estos datos se puede destacar el aumento del niimero de los parasitos poliquetos
encontrados en las muestras de abalon tomadas en el segundo muestreo de agosto 2003.

No se observé presencia de formas protozoarias en hepatopancreas y rindén de los abalones
muestreados.
5.4 EXAMEN MICOTICO

Se analiz6 una muestra con sospecha de micosis superficial a nivel de pie y manto. Luego de
realizar el cultivo en medio Sabouraud no se obtuvo crecimiento.
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6. DISCUSION

Al comparar la industria acuicola nacional, en especial la Salmonicultura y su grado de
desarrollo y conocimiento alcanzado, tanto productivo como sanitario, existe una gran
diferencia con el cultivo del abalon rojo (H. rufescens), el que se encuentra en una etapa
temprana de desarrollo. A este respecto es necesario realizar investigacion en las areas de las
enfermedades y la alimentacion, para facilitar el posicionamiento del abalon chileno como un
producto de calidad superior y con alto valor agregado, diferente al de otros paises productores
(Pérez 2004).

Respecto de las enfermedades que se han detectado a nivel nacional, se incluyen agentes en su
mayoria bacterianos y parasitarios. Entre estos Gltimos, el mayor impacto esta relacionado con
organismos que afectan la concha del abalon (Godoy 2003). A medida que se ha incrementado
la intensidad de cultivo se han detectado ademds diversas enfermedades, que requieren del
estudio y desarrollo de medidas sanitarias para evitar la propagacion de las mismas (Godoy
2003). Estas medidas deben estar orientadas a la prevencion de las enfermedades que ponen en
riesgo la produccion y su diseminacion a otras zonas geograficas donde pudieran emplazarse
estos cultivos.

En este estudio se recibieron muestras de abalon rojo (H. rufescens) entre los meses de abril y
agosto de 2003, que correspondieron a ejemplares moribundos o de mortalidad fresca. Al
realizar la medicidon de los pardmetros anatdémicos como longitud y peso, se observa que no
hay un aumento entre los meses de abril a julio. Esto contrasta con lo descrito en cuanto a que
se debe esperar un incremento promedio de 1,5 a 2,0 mm de longitud por mes (Mgaya 1995).
Este resultado puede explicarse por la mala nutricion de los especimenes en estados de
enfermedad, como lo revela un estudio realizado en Baja California, donde individuos sanos
de abalon rojo (H. rufescens) tenian un mayor desarrollo que los especimenes moribundos
(Caceres 2001). Se puede comentar que en el momento del muestreo, se apreciod una diferencia
en tamafo notable respecto de los abalones sanos, aun cuando a estos no se les realizd una
medicion de peso y longitud. Hay que considerar también que se ha descrito que poblaciones
infestadas por Polydora sp. evidencian una disminucion en el crecimiento y una marcada
debilidad de la concha (Godoy 2003).

El examen anatomopatologico de los abalones muestreados reveld que un 9,6% del total de
abalones muestreados entre abril y agosto 2003 presentaron problemas externos relacionados
con la concha, como bordes quebrados, estrias de coloracién oscura en la cara interna de
diferentes longitudes y porosidad en la cara externa.
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El estudio bacteriologico fue dirigido para pesquisar bacterias mesofilas aerobias utilizando un
medio de cultivo como el TCBS en los que se desarrollan bacterias del género Vibrio, para su
identificacion ademads se utilizo una bateria bioquimica estandar recomendada por el Manual
de Bergey's (Baumann y Schubert 1984).

Se identificaron 2 aislados como Vibrio fisheri y Vibrio tubiashii. Ademas se obtuvo 9
aislados que no fue posible identificar debido a que no hubo coincidencia en los resultados
obtenidos de las pruebas realizadas con lo descrito en el Manual de Bergey’'s (Baumann y
Schubert 1984). Esto se explica porque la identificacion de bacterias del género Vibrio segin
lo descrito por Alsina y Blanch (1994) y Faune (2003) presentan cierta dificultad por su gran
diversidad de especies, por lo que es recomendable la utilizacion de técnicas mas avanzadas de
identificacion como la secuenciacion genética.

El género Vibrio se encuentra entre las bacterias con mayor impacto en el abalon, ya que
presenta un alto numero de especies que interactuan ya sea como una relacién simbiotica
marcada desde la etapa juvenil del abalon como Vibrio halioticoli el que se describe como la
especie dominante dentro de la flora intestinal normal del abalon japonés (Haliotis discus
hannai) (Tanaka y col 2002, 2003) o como causantes de enfermedades, ya que se ha
informado de Vibriosis en larvas y juveniles en condiciones de cultivo intensivo de moluscos
en la etapa de hatchery y también en condiciones naturales (Anguiano y col 1998). Estas
infecciones se han reportado tanto en abalon rojo H. rufescens (Elston y Locwood 1993) como
en abalon azul (Haliotis fulgens) (Caceres 2000). Faune (2003) también concluye que las
principales causas de mortalidad bacteriana en post larvas de abalon rojo (H. rufescens) en un
hatchery del sur de Chile son causadas por bacterias del género Vibrio, especificamente por las
bacterias Vibrio vulnificus, Vibrio hollisae, Vibrio fisheriy Vibrio splendidus II.

Los resultados de la presentacion de V. fisheri y Vibrio sp. 1 en este estudio destaca por ser
exclusivamente en los 2 primeros meses de muestreo, abril y mayo de 2003. En cambio V.
tubiashii y Vibrio sp. 2 en los 2 muestreos del mes de agosto de 2003, Los aislados de Vibrio
sp. 3 al 9, s6lo se encontraron en los meses de junio y julio. Esto pudiera indicar una
asociacion con la temperatura del agua, cuando ésta comienza a disminuir a inicio de otofio en
el primer caso y cuando va en aumento a inicio de primavera en el segundo, estos datos
coinciden con los obtenidos por Lee (2001) en Taiwan en el que se estudid un episodio de
altas mortalidades de juveniles de Haliotis diversicolor, que resultaron mas susceptibles a la
accion de Vibrio alginolyticus y Vibrio parahaemolyticus, debido a un alza de temperatura.
Faune (2003) también describe que la temperatura seria un factor que permitiria el crecimiento
de bacterias del género Vibrio en el area de Calbuco, al igual que Riquelme y col (2001)
quienes indican que estas especies bacterianas no s6lo pueden provocar enfermedad si no
también causar mortalidad en abalones, con una influencia estacional dada en temperaturas
mas calidas.

El antibiograma realizado a los aislados obtenidos revela que a excepcion de Vibrio sp.
(aislado 4) que fue resistente a acido oxolinico y Vibrio sp. (aislados 6 y 8) que fueron
medianamente sensibles también a acido oxolinico, presentan sensibilidad a la mayoria de los
antibioticos utilizados actualmente en la industria acuicola.



22

En cuanto a parasitismo, los datos obtenidos en este estudio, indican un 100% de
identificacion de Dipolydora huelma en los abalones colectados entre julio y agosto, no
existiendo antecedentes de este parasito en abalones a la fecha, solo se tiene registros de casos
presentados en Ostiones en el norte del pais (Godoy 2004. Comunicacion personal)*>.

Se observo que la concha de los abalones mas grandes tenian un grado mayor de infestacion
por parasitos. Esto puede explicarse por una mayor superficie de exposicion a las infestaciones
por parasitos que pueden danar la concha. También por causas traumaticas, golpes o
aplastamientos al momento de realizarse los manejos como alimentacion, extraccion de
mortalidad o muestreos. Se observo al momento de extraer los abalones que bajo la presion
ejercida para su desprendimiento se les produjo una fractura de la concha.

Cabe destacar que los sistemas utilizados por esta empresa, de barriles plasticos con ventanas
de rejillas suspendidas en la columna de agua, tienen la desventaja de restringir un recambio
de agua adecuado, lo que aumenta las posibilidades de retencion de estados larvales del
poliqueto. A esta situacion se puede sumar la condicion de densidad de cultivo, la que se
tiende a incrementar para hacer mas eficiente los sistemas de cultivo intensivo, aumentando
con ello la probabilidad de encuentro entre el abalon y el gusano poliqueto (Godoy 2004).

En cuanto a su presentacion, destaca el hecho que los abalones que evidenciaron un mayor
parasitismo eran aquellos que se encontraban en tallas superiores al promedio de la muestra y
que no presentaron deformaciones de concha, s6lo una mayor fragilidad a la accién mecénica.
En los resultados del mes de agosto se observa un aumento en el numero de parasitos en cada
abalon. De esto se desprende una relacion entre la superficie de la concha, el tiempo de
exposicion y grado de infestacion del abalon. Esto puede explicarse por la época del afio en la
que la temperatura comienza a aumentar y porque los abalones tienen mas tiempo expuestos al
parasito en el mar.

Estos resultados son coincidentes con lo descrito por Godoy (2003) quien ha descrito que el
poliqueto Polydora sp. daia la cara externa de la concha y puede llegar a la interna generando
estrias bajo el nacar debilitando la concha y predisponiendo a rupturas e infecciones
secundarias, ademas provoca una disminucioén del crecimiento del abalon, también puede
manifestarse en infestaciones leves y de baja intensidad provocando un dafio menor a los
abalones (Godoy 2004). Kojima e Imajima (1982) han descrito problemas por infestaciones
severas por Polydora sp. en H. diversicolor aquatilis con fuertes pérdidas en rendimiento
carnico.

2* Marcos Godoy
M.V. Fundacién Chile
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Las condiciones de cultivo son un factor predisponente importante, considerando la capacidad
de infestacion del parésito frente a diferentes condiciones ambientales como corrientes y tipos
de fondos, mostrando preferencia por individuos preinfestados (Tinoco y Céaceres 2003).

Dentro de las muestras analizadas para identificacion de poliquetofauna en este estudio, no se
encontrd la presencia de Terebrasabella heterouncinata, descrita anteriormente, dentro de la
variedad de poliquetos que parasitan al abalon. Esto puede indicar que la bahia Ilque se
encuentra libre de la presencia de este sabélido. Respecto de su distribucion, no se cuenta con
informacion oficial, pero se han diagnosticado casos tanto en el norte como el sur de Chile
(Godoy 2004. Comunicacion Personal)*?.

Friedman y col. (1995) reportaron que Margolisiella haliotis, protozoo causante de la
Coccidiosis del Abalon, en las especies Haliotis cracherodii, H. rufescens, H. walallensis, H.
fulgens, H. corrugata y H. kamtschatkana provoca en los abalones una degeneracion de los
tejidos blandos. Otro protozoo patdgeno, Perkinsus olseni, detectado en Haliotis rubra y H.
laevigata, que se manifiesta formando pustulas de color amarillo, nédulos en musculo y en la
base de la branquias, causé mortalidades importantes en Australia (Caceres 2000). Si bien
estos no fueron detectado en este estudio y no se encontraron lesiones caracteristicas en los
abalones analizados, la ausencia de protozoos asociados a hepatopdncreas y rifion de los
abalones muestreados, puede deberse a una falla en la técnica diagnostica, basada solo en la
observacion microscopica de frotis en fresco de tejido renal y hepatopancreas (Bower 2004) y
que ademas no se realizd un analisis histologico.

También se ha descrito como patégeno al hongo Haliphthorous milfordensis quien puede
causar dafio en casos severos a nivel de manto y pié en otras especies de abalones como
Haliotis sieboldii y Haliotis virginea virginia (Hatai 1982, Bower 2004). Friedman y col
(1997) describen aislamientos de hongos en la concha de Haliotis iris y H. australis. Estos
agente no fueron aislados de las muestras de abalon recepcionadas, no existiendo a la fecha
estudios al respecto.

Finalmente este estudio aporta nueva informacion que serd de utilidad para orientar el
diagnéstico de enfermedades, en el inicio de la etapa de engorda en el mar del abalon rojo en
el periodo de otofio e invierno.

2* Marcos Godoy
M.V. Fundacién Chile
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7. CONCLUSIONES

La mortalidad asociada a la presencia de bacterias del género Vibrio (V. tubiashii y V. fisheri)
y a la presencia de parasitos poliquetos (Dipolydora huelma) en abalones cultivados en el mar,
tienen una presentacion estacional dentro del periodo en estudio.

V. tubiashii, V. fisheri y Vibrio sp aislados 1 y 2, presentan una estacionalidad hacia los meses
de temperaturas mas calidas dentro del periodo en estudio.

La mortalidad de abalones por parasitismo de Dipolydora huelma, gusanos poliquetos que
afecta la concha de los abalones, presenta una estacionalidad marcada hacia el ultimo mes de
muestreo.

De las conclusiones se acepta la hipotesis enunciada, ya que el abalon rojo en su inicio de la
etapa de engorda en el mar, presenta causas bacterianas y parasitarias de mortalidad que
dependen de la estacion del afio.
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10. ANEXOS

ANEXO 1

MATERIALES DE LABORATORIO

SN e

10.
. Baterias bioquimicas y Reactivos
12.
13.

11

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.

Pié de metro

Balanza electronica (sensibilidad 0,01 g)

Lupa de diseccion
PI acas petri
Material de diseccion
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Agar TSA+NaCl al 2,0%, TCBS+NaCl al 2,0%, agar Mueller-Hinton+NaCl al 2,0% y

Agar Sabouraud.
Asas de platino
Mechero

Toalla Nova
Alcohol al 95%

Incubador a 25°C

Refrigerador para la mantencion adecuada de los reactivos y tubos de ensayo con los

medios necesarios para la identificacion bacteriana (pe. Indol)
Cémara de flujo laminar para la preparacion de los medios de cultivo
Autoclave para la esterilizacion de los materiales a utilizar

Pipetas de vidrio graduadas
Micropipetas de 1000 pl

Horno de microondas
Colorantes para tincion de Gram
Mortero de porcelana
Portaobjetos

Microscopio Optico

Aceite de inmersion

Sensidiscos

Pinza anatomica

Matraz de Erlenmeyer

Acido Nitrico al 5%

Solucion de Sulfato de Sodio al 5%
Algodoén hidroéfilo

Lupa de diseccion
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ANEXO 2

MEDIOS Y PRUEBAS UTILIZADOS PARA IDENTIFICACION BACTERIANA

Agar Sova Tripticasa (Agar TSA + NaCl al 2% concentracion final):

Agar TSA (Tripticase Soy Agar)

Peptona Tripticase: 15 g

Peptona phytone: 5 g

NaCl(0,5%): 5 g + 15 g de NaCl adicional
Agar: 15 g

Agua destilada: 1000 ml

pH: 7,3+0,1

Disolver y ajustar pH. Esterilizar 15 minutos a 121° C. Dejar enfriar a 50° C y verter en
placas. Dejar solidificar y guardar en forma invertida las placas a temperatura ambiente a 4° C.

Agar TCBS + NaCl al 2%:

Peptona de caseina: 5,0 g
Peptona de carne: 5,0 g
Yeast extract: 5,0 g
Citrato de sodio: 10,0 g
Tiosulfato de sodio: 10,0 g
OxBilis: 5,0 g

Sodium cholate: 3,0 g
Sucrosa: 20,0 g

Cloruro de sodio al 1%: 10,0 g+ 10,0 g de NaCl
Citrato: 1,0 g

Thymol blue: 0,04 g
Bromothymol blue: 0,04 g
Agar- agar: 140 g

pH: 8,6 + 0,2 a 25°C

No autoclavar
Las placas son de color azul verdoso claras.
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Agar Mueller- Hinton + NaCl al 2%:

Extracto de carne: 5,0 g
Hidrolizado de carne: 17,5 g
Almidon: 1,5 g

Agar: 125¢

Cloruro de Sodio: 10 g
Agua destilada: 1000 ml

Adicionar 10 g de NaCl para obtener una concentracion final al 2%.
Disolver y ajustar pH a 7,4. Esterilizar a 115° C por 10 minutos. Disponible en forma

comercial.

Agar Sabouraud

Es un medio de cultivo sélido, especifico para hongos, compuesto por:
Peptona de caseina 5,0 g/l

Peptona de carne 5,0 g/l

D (+) Glucosa 40,0 g/l

Cloranfenicol 0,5 g/l

Agar —agar 15,0 g/l

pH del medio a punto de uso: 5,6 aproximadamente

Suspender 65,5 g de la mezcla en un litro de agua destilada y llevar a ebullicion. Esterilizar al
autoclave durante 10 minutos a 121°C. Evitar el sobrecalentamiento que afectaria a la
gelificacion.

Sensibilidad a O/129 (150 ug):

Es un vibriostatico compuesto de 2,4-diamino-6,7 diisopropilpteridin.
Medio diferencial entre Aeromonas sp 'y Vibrio sp. Estos ultimos son sensibles.

En una placa de TSA + NaCl al 2% se hacen 2 lineas de crecimiento y en una de ellas se
colocan los discos de 0/129. También se pueden agregar cuando se hace el antibiograma

Incubar por 16 a 18 horas
Halo mayor o igual a 4 mm didmetro = altamente sensible

Halo menor o igual a 2 mm didmetro = parcialmente sensible
Ausencia de halo = resistente



ANEXO 3

PROTOCOLO DE ANTIBIOGRAMA

Halo de Inhibicion (mm)

Antibioticos
Concentracion | Resistente Poco Sensible
(ng) Resistente
Acido Oxolinico 2 <10 11 >12
Oxitetraciclina 30 <14 15-18 >19
Flumequina 30 <21 21-26 >26
Sulfatrimetoprim 25 <10 11-15 >16
Florfenicol 25 <16 17-20 >21

> = Mayor; <= Menor; <= Menor o igual.
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ANEXO 4

ATIBIOGRAMA DE LOS AISLADOS
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Halo de inhibicion (mm)

Especie -
ACl,d(.) Ogxitetraciclina| Florfenicol Flumequina | Sulfatrimetoprim
Oxolinico
Vibrio tubiashii 13 20 22 28 19
Vibrio fisheri 14 21 23 27 16
Vibrio sp. 1 12 20 21 28 17
Vibrio sp. 2 13 23 22 29 16
Vibrio sp. 3 12 22 23 26 18
Vibrio sp. 4 8 22 23 29 19
Vibrio sp. 5 13 23 24 28 20
Vibrio sp. 6 11 21 25 27 18
Vibrio sp. 7 12 20 23 28 20
Vibrio sp. 8 11 22 21 28 17
Vibrio sp. 9 13 21 23 27 17
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