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Uso de la técnica de PCR en el proceso de diagnostico

de enfermedades infecciosas en organismos acuaticos,

su validacién y su interpretacién

Jorge Cdceres-Martinez" y Rebeca Visquez-Yeomans™

El creciente desarrollo de la acuicultura en el ambito mundial ha puesto en evidencia la enorme importan-
cia de la sanidad acuicola; en particular, en la tarea de evitar la introduccion y la dispersion de enferme-
dades infecciosas. El cumplimiento de estos objetivos descansa, en primera instancia, en el conocimiento
de los agentes patdgenos y hospederos, su biologia, su distribucion y su interaccién con el ambiente; en
segunda instancia, en su correcto diagndstico y en su interpretacion en el contexto bioldgico y ambiental.
Con el surgimiento de la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés),
sin duda se ha dado un avance sin precedente en el encuentro del ADN de patégenos; sin embargo, por
si misma, no sustituye el proceso de diagndstico de enfermedades. El diagndstico de una enfermedad
infecciosa es un proceso y no una técnica; el proceso parte del conocimiento de los conceptos basicos de
la patologia y su aplicacion a una situacion bioldgica en particular. Para ello deben utilizarse diferentes
técnicas, observaciones y criterios que ayudardn a llegar a la conclusion de si hay una enfermedad infec-
ciosa o no. Los resultados de la aplicacion de una técnica de PCR para detectar la presencia o la ausencia
de un agente patdgeno en particular deben ser evaluados e interpretados por un patdlogo especializado.
Las pruebas de PCR que quieran usarse en el proceso de diagndstico de una enfermedad deben ser rigu-
rosamente validadas con respecto a otras técnicas y a conocimientos especificos. Falsos resultados o malas
interpretaciones de €stos, tienen como consecuencia un efecto negativo para la industria y desperdicio de
recursos econémicos.
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Use of the PCR test in the process of diagnosis of infectious diseases
in aquatic organisms, its validation and interpretation

The increasing development of aquaculture on a global scale has put in evidence the enormous impor-
tance of the aquatic animal health; in particular, avoid the introduction and dispersion of infectious disea-
ses. The fulfillment of these targets rests, in the first instance, in the knowledge of the pathogenic agents
and hosts, his biology, distribution and his interaction with the environment; in the second instance, in his
correct diagnosis and the interpretation of the same one in the biological and environmental context. With
the emergence of the test of the polymerase chain reaction (PCR), undoubtedly an advance has happened
without precedent in the detection of the ADN of a particular pathogen; nevertheless, for itself, it does not
substitute for the process of diagnosis of diseases. The diagnosis of an infectious disease is a process and
not a test; the process, part of the knowledge of the basic concepts of the pathology and his application to
a biological situation in particular. For it, different test are needed, remarks and criteria that will take us
to the conclusion of if there is an infectious disease or not. The results of the application of a test of PCR
to detect the presence or absence of a pathogenic agent in particular must be evaluated and interpreted
for a specializing pathologist. The tests of PCR that want to be used in the process of diagnosis of a disease
must be rigorously validated with regard to other techniques and specific knowledge. False results or bad
interpretations of the same ones, they take a negative effect as a consequence for the industry and waste
of economic resources.
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Introducciéon

En los ultimos afos, las noticias sobre la disper-
sion y los efectos de enfermedades infecciosas
que afectan a los organismos acudticos en cul-
tivo ha venido de la mano con el crecimiento de
la acuicultura. De acuerdo con la FAO (2010), la
acuicultura gener6 46% del suministro total de
pescado comestible y constituye un incremento
continuo desde 43% en 2006. Entre los ejem-
plos recientes mas destacados sobre dispersion
y efectos letales de las enfermedades infecciosas,
se encuentra el de la Anemia Infecciosa del Sal-
mon (ISA, por sus siglas en inglés) causada por
un ortomixovirus. Esta enfermedad se presento
por primera vez en Europa, en el ano 1984; pos-
teriormente se detecto en las costas atlanticas de
Canada, Escocia, Islas Faroe, Estados Unidos y,
en 2007, en Chile; nuevos brotes han seguido lla-
mando la atencion internacional por el devasta-
dor efecto sobre la industria del salmén (Murray
et al. 2010). El efecto del virus de la Enfermedad
de la Mancha Blanca del Camarén (WSSV, por
sus siglas en inglés), descubierto en Taiwin en
1992, ha sido de enorme trascendencia para el
cultivo. Se han registrado brotes severos en Asia,
América Central y hoy se sabe que afecta a las
principales zonas de cultivo de camardn en el
mundo (Jory 1999, Lightner 2011). En México,
este virus se detectd en 1999y su efecto en el no-
roeste del pais ha supuesto pérdidas millonarias
en estos dos ultimos anos (Hamer 2010!, Cor-
niola 2012?). La industria ostricola no ha estado
exenta de estos problemas. El cultivo del ostion
japonés en Europa se ha visto severamente afec-
tado por el Herpesvirus del ostion variedad u
(OsHV-1 w-Var por sus siglas en inglés). En los
ultimos afos se han registrado pérdidas de 80%
(Segarra et al. 2010).

Ante este escenario, el diagndstico certero
y oportuno de enfermedades infecciosas se ha

1.  HAMER R. 2010. Mancha blanca provoca pérdidas por 1000
mdp en Sinaloa, México. Actualvet 7.5. http://actualvet.
blogspot.mx/2010/07/mancha-blanca-provoca-perdidas-
por-1000.html.

2. CORNIOLA S. 2012. Cay6é 50% la produccion de camardn
por virus de la mancha blanca. http://fis.com/fis/worldnews/
worldnews.asp?monthyear=&day=23&id=50928&l=s&spe
cial=0&ndb=0.

vuelto indispensable, y la técnica de deteccion
de ADN de organismos patogenos por PCR ofrece
rapidez y precision, por lo que su uso se ha gene-
ralizado. Lamentablemente, este uso generaliza-
do y presuroso no ha ido de la mano con el uso
correcto de los conceptos basicos de la patologia
y la sanidad acuicola; se ha difundido que esta
técnica y sus variantes han sustituido a todas las
demas utilizadas en el proceso del diagndstico.
Hoy por hoy, investigadores, productores, consu-
midores y estudiantes mal informados ven como
obsoleta cualquier técnica que no sean la PCR y
sus variantes, para el diagnostico de las enferme-
dades infecciosas. Esto tiene consecuencias ca-
tastrdficas para la produccion, la economia y la
credibilidad de los laboratorios. Esta valoracion
superficial de las actividades en materia de sani-
dad acuicola es similar a pensar que los andlisis
médicos convencionales son obsoletos y que el
unico analisis adecuado para detectar alguna en-
fermedad es una PCR; asi como creer que estos
resultados deben ser evaluados por un experto
en biologia molecular y no por el médico. Por lo
anterior, es indispensable recordar las bases con-
ceptuales del proceso y la interpretacion de re-
sultados de técnicas para el diagnostico correcto
de enfermedades infecciosas.

Conceptos

El primer paso para realizar un diagndstico co-

rrecto es tener claro lo que es un agente pato-

geno, qué es una enfermedad infecciosa, qué es
una infeccidon, qué es la susceptibilidad de un
hospederoy qué es la virulencia. De acuerdo con

Cheng (1986) y OIE (2009a) estos conceptos se

refieren a:

* Agente patogeno es un organismo o virus que
provoca el desarrollo de un padecimiento
que se conoce como enfermedad infecciosa.

* Enfermedad infecciosa es una desviacion ne-
gativa del estado de equilibrio fisioldgico de
un organismo causado por otro organismo o
virus; ésta puede ser transitoria o puede lle-
var a la muerte.

* Infeccion se refiere a la presencia de un agen-
te patdgeno que se multiplica, desarrolla o
esta latente en un huésped.
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*  Susceptibilidad es el grado en que un hospe-
dero reune las condiciones para que se esta-
blezca y desarrolle un patdgeno.

* Patogenicidad es la capacidad del patogeno
para vencer las barreras de defensa del hos-
pedero.

Con base en estos conceptos se deben analizar
los resultados que se obtengan de una PCR en
particular:

Infeccion

La sola presencia del ADN de un organismo, o
del mismo, en un hospedero determinado no
indica que el presunto patégeno esté vivo y es-
tablecido en el hospedero y, por tanto, no hay
infeccion. Puede haber ADN, del presunto agen-
te, que esté siendo degradado por las células
del hospedero. Mientras el presunto patogeno
no se establezca en el hospedero, no hay infec-
cion. En el caso de adultos de ostion japonés,
Crassostrea gigas (Thunberg 1793), se ha detec-
tado al fragmento de ADN del Herpesvirus del
ostion mediante el uso de la técnica de hibrida-
cion in situ, en el citoplasma de hemocitos, lo
que indico que el virus no se habia establecido en
las células y, por tanto, no habia infeccion (Vas-
quez-Yeomans et al. 2010). De haberse analiza-
do estas muestras inicamente con la técnica de
PCR, el resultado seria positivo y se podria haber
concluido la existencia de una infeccion. Desde
luego que el OsHV-1 puede ser letal para larvas
y juveniles, como ha sido plenamente demostra-
do (Renault et al. 2000); sin embargo, los adultos
parecen haber desarrollado mecanismos de de-
fensa que evitan la infeccidon, como se muestra
en el trabajo citado y como lo han sugerido otros
autores (Arzul et al. 2002). Otro ejemplo inte-
resante es el de Vazquez-Boucard et al. (2012)
quienes, a través de hibridacion in sifu, muestran
que C. gigas puede acumular al virus de la man-
cha blanca del camaron, pero no es infectado por
€l. Las particulas virales se acumulan en los es-
pacios inter-filamentos de las branquias pero no
se establecen en la célula del ostion. Al igual que
en el caso anterior, si estos ostiones se hubie-
ran analizado dnicamente mediante PCR podria

haberse interpretado, errOneamente, que C.
gigas estaba infectado por WSSV.

Susceptibilidad

Puede encontrarse el ADN de un agente patdge-
no, o al patégeno de una especie en un hospede-
ro que no es susceptible, o es menos susceptible
y eso tampoco implica, necesariamente, el desa-
rrollo de una infeccion o una mortalidad en par-
ticular. En este sentido, la interpretacion para la
aplicacion de medidas sanitarias debe basarse
en el conocimiento preciso de esta interaccion.
Por ejemplo, Perkinsus marinus Levine 1978 es
un agente patégeno para el ostion americano
Crassostrea virginica Gmelin 1791, cuyo efecto
ha causado altas mortalidades en la costa este de
Estados Unidos (Andrews 1988), mientras que
el ostion japonés C. gigas puede llegar a infectar-
se pero rara vez desarrolla la enfermedad sin que
ésta llegue a ser letal (Meyers et al. 1991, Calvo et
al. 2001, OIE 2009b). Esta informacion es funda-
mental para entender el contexto sanitario y los
alcances que, para la produccion, puede tener
el manejo inadecuado de un resultado por PCR.
En el caso de Europa, C. gigas se cultiva amplia-
mente en zonas endémicas para Perkinsus olseni
(=atlanticus) Lester y Davis 1981, especie que
es letal para algunas especies de almeja como
Ruditapes decussatus (Linnaeus 1758) (Azeve-
do et al. 1990); sin embargo, no existen registros
de mortalidad de C. gigas relacionada con dicho
parésito en la zona. En caso de sospecharse que
en alguna otra region del mundo P, olseni infec-
ta a C. gigas, esto debe ser contundentemente
esclarecido, ya que seria una contribucion muy
importante respecto a la informacion bioldgica
conocida.

Virulencia

Junto con las consideraciones anteriores se debe
reconocer que los diversos agentes patdgenos
les confieren diferentes virulencias y éstas que
deben ser interpretadas de manera correcta al
emitirse un resultado de una prueba de PCR. Por
ejemplo, en salud humana existen variedades
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del Vibrio cholerae y no todas son igualmente
virulentas. Las mas virulentas son la peruana y
la O1. Por otro lado, Vibrio cholerae es habitante
comun en lagunas costeras de todo el mundo y
para causar un problema de salud humana, tan-
to las variedades comunes como las virulentas,
debe encontrase en ciertas concentraciones que
estan directamente asociadas con las condiciones
ambientales y el manejo del agua y de produc-
tos contaminados (Leyva et al. 1996). Por tanto,
un resultado positivo por PCR de una variedad
en particular debe ser interpretado no sélo con
respecto a su presencia, ausencia o virulen-
cia intrinseca, sino también de acuerdo con las
condiciones ambientales y con el manejo de la
muestra. Esta informacioén permitird establecer
medidas sanitarias apropiadas para el problema.
De forma andloga, en sanidad acuicola no es lo
mismo detectar un caso de infeccion por OsHV-1
que uno por la variedad u de este patégeno, ya
que ésta es altamente patdgena (Segarra et al.
2010) y su efecto en la industria ostricola Fran-
cesa, como se menciond anteriormente, ha sido
devastadora. Diferencias en virulencia también
se han descrito para protozoos como P. marinus
(Robledo et al. 1999), la variedad tipo I, que co-
rresponde a aquella dominante en la costa este
de EU, es mas virulenta que la tipo II, dominante
en el Golfo de México (Gullian 2008) y en lagu-
nas costeras del noroeste de México (Céceres-
Martinez et al. 2008, 2012). En el caso del cama-
ron, al parecer se ha detectado una variedad no
virulenta del virus de la Cabeza Amarilla (YHSV,
por sus siglas en inglés) en el noroeste de Méxi-
co, aunque dicha informacion atn requiere con-
firmacion (Lightner 2011).

Independientemente de los conceptos men-
cionados y los elementos necesarios para llegar
a un diagndstico certero, es necesario reconocer
ciertos aspectos inherentes a la técnica de PCR
que deben tomarse en consideracion.

Contaminaciéon

Ningtn laboratorio reconoce que un resultado
no esperado puede provenir de una contamina-
cion, por lo general se asume que sus controles
internos (si los hay) y la confianza en sus proce-
dimientos garantizan eliminar esta posibilidad.

Si bien existen protocolos estrictos para evitar
contaminacion y, en muchos casos, la especifici-
dad de los oligos y la congruencia de la secuencia
con las existentes en los bancos de genes (Gene-
Bank) tienden a garantizar un resultado, se debe
recordar que la mayor fortaleza de la técnica de
PCR es también su mayor debilidad, ya que es
capaz de amplificar pequenisimas fracciones de
ADN y el riesgo de contaminacion siempre estd
presente. Tedricamente esta técnica es capaz de
detectar una Gnica copia de ADN molde produ-
ciendo, cerca de 1x10'* copias (dependiendo del
numero de ciclos) de la secuencia seleccionada
en pocas horas; la técnica puede ser victima de
su propio éxito (Lofish et al. 1999). Todos los
productos de la amplificacion por PCR son candi-
datos importantes para la re-amplificacion y po-
drian, en potencia, producir resultados falsos po-
sitivos, si es que no se excluyen de subsecuentes
amplificaciones, por lo que se requieren pruebas
adicionales que permitan confirmar el resultado.
Esto es indispensable en regiones y especies nue-
vas en donde un patdgeno no ha sido encontrado
antes; asi como en especies que de antemano se
sabe que no son susceptibles al presunto agente
patdgeno detectado.

El tamafio de muestra y el periodo de muestreo

Son otros los factores indispensables para tener
éxito en un proceso de diagnostico. De poco sir-
ve que la técnica sea capaz de amplificar una sola
copia de ADN de una muestra, si no se toma el
tejido blanco correspondiente, la fraccion del te-
jido blanco que contenga al agente patdgeno o
partes de tejido que, aun conteniendo al agente
patdgeno, tengan gran cantidad de inhibidores
de la reaccién de PCR. Tampoco sirve si no se
toman suficientes muestras cuando la infeccion
esta en su etapa recesiva. Estos problemas deben
resolverse a partir del conocimiento disponible
sobre el proceso infeccioso del agente patoge-
no buscado, lo que permitira saber qué tejidos
blanco son los mas adecuados para encontrar a
un agente patdgeno en determinada parte del
proceso infeccioso y el nimero de muestras de
uno o de diferentes tejidos que se debe conside-
rar para ampliar las posibilidades de deteccion.
Existen diferentes métodos para estimar un
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tamano de muestra adecuado. En este sentido, la
OIE recomienda calcular el tamafio de muestra a
partir del programa FreeCalc (Cameron 2002),
que es internacionalmente reconocido para los
procesos de diagnostico; siempre y cuando se co-
nozca y estén validadas la especificidad y la sen-
sibilidad de la técnica por emplear.

Validacion

Todos los laboratorios se precian de utilizar los
mejores iniciadores de regiones altamente es-
pecificas del genoma blanco que garantizan la
especificidad de sus pruebas. Sin embargo, estos
iniciadores y regiones especie especificas del ge-
noma deben ser validados correctamente en el
entorno internacional. La OIE (2009c¢) sugiere el
uso de ciertos iniciadores y regiones especificas
del genoma que en el 4mbito internacional han
sido validados y probados. Si un laboratorio usa
otro tipo de iniciadores, éstos deberan ser for-
zosamente validados. La ocurrencia de reaccion
cruzada es otra de las problematicas tipicas en el
uso de la técnica de PCR. Regiones que no han
sido validadas apropiadamente pueden con fa-
cilidad amplificar regiones del genoma de orga-
nismos parecidos que se encuentran con o son
parte del microambiente. La informacion geno-
mica contenida en el GeneBank es atn limitada;
existen innumerables organismos sobre los que
no se conoce ningun aspecto de su genomay, por
tanto, no pueden ser comparados en los bancos
de genes. De tal forma, es fundamental que las
regiones blanco del genoma del patogeno bus-
cado sean especificas y hayan sido validadas con
métodos tradicionales de identificacion de espe-
cies. Este problema es en particular importante
cuando se aplica esta técnica a moluscos bivalvos
y otros organismos filtro-alimentadores, ya que
el mecanismo de filtracion permite retener mi-
croorganismos que, aunque parecidos a un agen-
te patogeno en particular o aun siéndolo para
cierta especie, nada tienen que ver con que ese
hospedero esté infectado, son mero alimento o
seran desechados a través de las seudo-heces, en
el caso de moluscos bivalvos, y por las heces en
general. Otro factor fundamental es que el ADN
de presuntos agentes patogenos especificos se
encuentre en la parte exterior de los tejidos del

presunto hospedero o en el contenido del tracto
digestivo (branquias, manto, boca, es6fago, esto-
mago, intestino, recto, ano) y no tengan ningin
significado infeccioso. Por otro lado, los tejidos
del tracto digestivo son 6rganos blanco para di-
versas enfermedades infecciosas y, por ende, en
una muestra de esos tejidos y un resultado positi-
vo por PCR de un patdgeno no esperado, es nece-
sario discernir si se ha establecido en el hospede-
ro 0 si es mero alimento. Esto se logra con el uso
de diferentes técnicas y con el conocimiento de
la biologia y la ecologia del patogeno y el hospe-
dero. La OIE (2009c), establece con claridad los
pasos necesarios para la validacion de técnicas
empleadas en el diagndstico. Algunos ejemplos
de una correcta validacion de resultados de téc-
nicas para diagnOstico se observan en Nérette et
al. (2005), quienes realizan un estudio completo
de validacion para el diagnostico del virus ISA del
salmén usando una reaccion de PCR reversa (RT-
PCR), aislamiento del virus (VI) y una prueba de
fluorescencia indirecta de anticuerpos (IFAT). Por
su parte, Balseiro ef al. (2010) y Céaceres-Marti-
nez et al. (2012), hacen una validacion de resul-
tados para la deteccion de P, olseni y P marinus,
utilizando el cultivo en medio de fluido de tio-
glicolato, histologia, PCR -secuenciacion e Hibri-
dacién in situ. Una vez demostrada la existencia
de una infeccidn, es posible elegir una o mas téc-
nicas especificas para su vigilancia. Por ejemplo,
para determinar presencia o ausencia de un pa-
tégeno en un hospedero susceptible y dentro del
intervalo de distribucién del patogeno, la PCR
ya validada para dicho patégeno, hospedero y
region, es una técnica altamente recomendada.
Para determinar el efecto en el hospedero, la his-
tologia brinda la mejor herramienta.

Diagnostico oportuno

Un factor que por lo general lleva a conclusiones
erroneas y de consecuencias costosas y terribles
es la premura en la emision de un resultado del
proceso de diagndstico. Como se ha mencionado,
la técnica de PCR es de corta duracion, el resul-
tado puede obtenerse en horas y cuando ocurre
un evento de mortalidad de una especie de inte-
rés, o cuando se requiere obtener un certificado
sanitario para una comercializacion inmediata,
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el productor, la autoridad correspondiente
y el laboratorio de andlisis se ven sometidos a
una enorme presion que los induce a emitir re-
sultados de forma inmediata. La aplicacion y la
valoracion precipitada de los resultados obteni-
dos por PCR pueden resultar en casos positivos o
negativos erroneos que induzcan a concluir que
se ha encontrado al agente causal de una morta-
lidad en particular o que puede permitirse una
comercializacion determinada por no detectarse
algin patogeno especifico. Esta misma valora-
cion precipitada orilla a investigadores a publicar
una primicia del resultado de un “diagnostico” a
partir de la utilizacion de la sola técnica de PCRy
secuenciacion. Definitivamente se debe trabajar
en optimizar el proceso de diagndstico para dar
el mejor resultado en el menor tiempo posible,
pero no a costa de una realidad bioldgica.

Casos

Existen numerosos ejemplos de casos en los que
una notificacion sobre un patdgeno en particular
se ha basado tnicamente en la deteccion de ADN
por PCR. La incorrecta interpretacion de estos
resultados han causado dudas y su aclaracion
ha sido costosa. Ulrich et al. (2007) reportaron
infeccion por Haplosporidium nelsoni Haskin,
Stauber y Mackin, 1966, agente causal de la en-
fermedad conocida como MSX (por sus siglas en
inglés, Multinuclear Sphere X) en el ostion ame-
ricano C. virginica y otras especies de ostion en el
Golfo de México, utilizando inicamente analisis
de PCR. Esta informacion amplia el intervalo de
distribucion del patdégeno y documenta nuevos
hospederos; sin embargo, el ensayo utilizado no
fue validado para las aguas del Golfo de Méxi-
co, y si se considera que en los estudios previos
realizados en la zona durante més de 20 afios
por expertos patologos no se ha detectado este
patdgeno (Burreson 2008), es necesaria una va-
lidacion correcta de la informacion. Otro ejem-
plo ha ocurrido en aguas del estado de Sonora,
México, donde se ha reportado la infeccion por
P. marinus en el ostion japonés asocidndolo con
mortalidades (Enriquez-Espinoza et al. 2010), la
informacion es controversial porque las imége-
nes histologicas presentadas no corresponden al
patogeno y se sabe que C. gigas posee proteasas

que impiden el establecimiento y el desarrollo de
P marinus (Romestand et al. 2002, OIE 2009b) y,
salvo en muy raras ocasiones, desarrolla la enfer-
medad (Meyers et al. 1991); por otro lado, estu-
dios sobre carga parasitaria de C. gigas en la zona
por mas de 15 anos nunca han mostrado infeccion
por P marinus (Véasquez-Yeomans et al. 2010b?).
Es evidente que la interaccion entre patégeno-
hospedero es dindmica, pero sacar conclusiones
sin las evidencias completas es cuestionable y
tiene efectos muy negativos para la produccion
y la credibilidad de los laboratorios dedicados al
diagnostico. Otros ejemplos notables son los in-
formes de Carrasco et al. (2007a, b) con relacion
a la infeccion por Marteilia spp., protozoo para-
sito de mejillones y algunas especies de ostio-
nes, en especies de copépodos del zooplancton
a través de un ensayo de PCR anidado, utilizan-
do los iniciadores NTS que ya habian sido pre-
viamente invalidados (Hiney 2001). Con la mis-
ma prueba de PCR anidado y secuenciacion en
2006 se obtuvo un caso presuntamente positivo a
Marteilia refringens (Grizel, Comps, Bonami,
Cousserans, Duthoit y Le Pennec, 1974) en C.
gigas cultivado en el noroeste de México; sin
embargo, los andlisis histopatoldgicos y por mi-
croscopia electronica de transmision (Caceres-
Martinez2006*),nomostraronla presenciadel pa-
toégeno, confirmando fallas en el uso de la prueba
de PCRy la informacion biologica de que C. gigas
no desarrolla marteiliosis. Respecto a la enfer-
medad de la mancha blanca del camardn blanco,
Litopenaeus vannamei (Boone 1931), se han
publicado registros de falsos positivos de la
misma en la langosta de agua dulce Cherax
quadricarinatus (Martens 1868) asociados con la
escasa especificidad de los iniciadores utilizados
para la reaccion de PCR (Claydon et al. 2004).
Recientemente, en Canadd hubo un reporte
afirmando que la Anemia Infecciosa del Salmon

3. VASQUEZ-YEOMANS R, J Ciceres-Martinez y P Macias-
Montes de Oca. 2010b. Long-term survey of the health status
of the Pacific oyster Crassostrea gigas from Northwest Mexico.
World Aquaculture 2010, San Diego Ca. USA. 1 al 5 de marzo
de 2010.

4. CACERES-MARTINEZ J. 2006. Informe sobre la identificacion
del protozoario esporulado X (PEX). Informe de investigacion
para el Comité de Sanidad Acuicola del Estado de Sonora.
Instituto de Sanidad Acuicola, AC. 10p.
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(1SA, por sus siglas en inglés) se habia encontrado
en salmones de la Columbia Brit4nica. Esto cau-
sO un efecto inmediato en el sector, dado que las
autoridades de Pesquerias y Océanos de Canada
realizan andlisis sanitarios con regularidad para
determinar la presencia de una amplia variedad
de agentes patogenos, incluido el virus del ISA
en salmones cultivados y silvestres, si bien hasta
el momento con resultados negativos. Adicional-
mente, de 2003 a 2010, el Ministerio de Agricul-
tura de Columbia Britdnica opera un programa
de vigilancia disenado cientificamente sobre mas
de 4 700 salmones cultivados. Como en el caso
anterior, todas las muestras fueron negativas al
ISA. Ante esta situacion, se hace absolutamente
indispensable la confirmacion de un caso positi-
vo en una nueva localidad o especie y eso lleva
su tiempo. El andlisis de los resultados positivos
mostro fallas en el seguimiento del protocolo de
laboratorio y los andlisis finales, realizados por
las autoridades Canadienses, un laboratorio in-
dependiente y el Laboratorio Nacional de Refe-
rencia para el ISA, no confirmaron la presencia
del virus (Canadian Food Inspection Agency
2012%).

La realizacion de estudios para aclarar in-
formaciones dudosas toma tiempo e implica un
enorme gasto economico. En el caso del ejemplo
mencionado de Canada, las autoridades indica-
ron que: “Until time testing is finalized, it is im-
portant that Canadians and others reserve jud-
gment and let the appropriate scientific process
run its course. Public debate and any forward
action on this issue must be based on the best
science”. Es decir, que las bases en las que se tie-
ne que apoyar son los conocimientos cientificos
y la aplicacion del método cientifico para llegar
a un diagnostico certero. El apresurase en estos
casos trae consigo consecuencias devastadoras

5. CANADIAN FOOD INSPECTION AGENCY. 2012. Canada
Completes Infectious Salmon Anaemia Testing: No
Confirmed Cases in BC Salmon.
http://www.inspection.gc.ca/about-thecfia/newsroom/news-
releases/infectious-salmon-anaemia-testing/eng/13236524349
90/1323652434991.

6. Hasta que finalice el periodo de pruebas, es importante que
los canadienses y demas personas guarden su opinién y per-
mitan que el proceso cientifico siga adelante. El debate publi-
co y cualquier otra accion sobre este tema deben basarse en
los mejores resultados cientificos.

para todos. Tal como indica Burreson (2008), ma-
las interpretaciones en analisis por PCR son es-
pecialmente controversiales, porque algunos de
esos patdgenos, como M. refringens, P marinus,
el virus de la mancha blanca o el virus del ISA,
son de declaracion obligatoria ante la OIE, por
lo que sus infecciones deben ser plenamente
comprobadas. Incluso, la propia OIE (2009a) es-
tablece con mucha claridad los protocolos que se
deben seguir en caso de sospecharse la existencia
de una enfermedad de notificacion obligatoria y
recomienda el apoyo de sus laboratorios de refe-
rencia para ayudar a dilucidar los casos controver-
siales. Burreson (2008) hace un llamado, al que se
suman los autores del presente trabajo, a investi-
gadores, revisores y editores de revistas, a ser par-
ticularmente cautos respecto a la interpretacion
de este tipo de resultados y, en su caso, mostrar
las evidencias completas y contundentes sobre el
diagnostico de enfermedades infecciosas.
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