CAPITULO 2.2.1.

PLAGA DEL CANGREJO DE RIiO
(APHANOMYCES ASTACI)

1. Ambito de aplicacion

A efectos de este capitulo, la plaga del cangrejo de rio se considerara una infeccion del cangrejo de rio por
Aphanomyces astaci Schikora.

2. Informacion sobre la enfermedad
2.1. Factores del agente

2.1.1. Agentes patégenos, cepas del agente

El agente patdgeno de la plaga del cangrejo de rio es Aphanomyces astaci. Aphanomyces astaci forma
parte del grupo de microorganismos que a menudo se denominan hongos acuaticos. Aunque se han
considerado hongos durante mucho tiempo, este grupo, los Oomicetos, ahora se consideran protistas y
se clasifican, junto con las diatomeas y las algas marrones, dentro del grupo llamado Estramenépilos o
Cromistas

Se han descrito cuatro grupos (A-D) de A. astaci en base a una polimérfico mediante una reaccion en
cadena de la polimerasa de amplificacion aleatoria de polimorfismo del ADN (RAPD-PCR) (Huang et al.,
1994; Dieguez-Uribeondo et al. 2005): el grupo A (las denominadas cepas Astacus) esta formado por
varias cepas que se aislaron de Astacus astacus y de Astacus leptodactylus; estas cepas se considera
que han estado en Europa durante mucho tiempo. El Grupo B (cepas Pacifastacus |) estd formado por
cepas tanto de A. astacus de Suecia como por cepas de Pacifastacus leniusculus del lago Tahoe,
EE.UU. Es probable que P. leniusculus importados hayan introducido A. astaci e infectado a A. astacus
nativos de Europa. El Grupo C (cepas Pacifasctacus Il) esta formado por una cepa de P. leniusculus
aislada del lago Pitt, Canada. Otra cepa (Pc), aislada de Procambarus clarkii, en Espafia, se halla en el
grupo D (cepa Procambarus). Esta cepa presenta curvas de temperatura/crecimiento con temperaturas
optimas mas altas que las de las cepas del norte de Europa (Dieguez Uribeondo et al., 1995). Los
Aphanomyces astaci que han existido en Europa durante muchos afios (cepas del grupo A) parecen ser
menos patdgenos que cepas introducidas mas recientemente con cangrejos de Norteamérica desde los
afos 60.

2.1.2. Supervivencia fuera del hospedador

Aunque A. astaci no es un parasito en sentido estricto y crece bien en medios artificiales en el laboratorio
(Alderman y Polglase, 1986; Cerenius et al., 1988), no es facil que sobreviva mucho tiempo en un
entorno natural, en ausencia de un hospedador adecuado.

Las zoosporas de Aphanomyces astaci siguen siendo moviles durante incluso 3 dias y los quistes
sobreviven durante 2 semanas en agua destilada (Svensson y Unestam, 1975; Unestam, 1966). Dado
que A. astaci puede crecer a lo largo de tres ciclos de eclosion de las zoosporas, la esperanza maxima
de vida fuera de un hospedador podria ser de varias semanas. Las esporas siguen siendo viables en una
suspension de esporas mantenida a 2°C durante meses (Unestam, 1966).

2.1.3. Estabilidad del agente (métodos eficaces de inactivacion)

Aphanomyces astaci, tanto si se halla en un cultivo como en cangrejos infectados, muere tras una corta
exposicion a temperaturas de 60°C o de -20°C (o inferiores) durante 48 horas (0 mas) (Alderman, 2000;
Oidtmann et al., 2002). El hipoclorito de sodio y los iodéforos son eficaces para desinfectar el equipo
contaminado, aunque este debe lavarse antes de la desinfeccion, puesto que se ha observado que la
presencia de materia organica disminuye la eficacia de los iodoforos (Alderman y Polglase, 1985).
También es eficaz un secado minucioso del equipo (>24 horas), puesto que A. astaci no es resistente a
la desecacion.
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2.2

2.1.4. Ciclo de vida

El ciclo de vida de A. astaci es sencillo: las hifas vegetativas invaden y se ramifican a través de los tejidos
del hospedador, y terminan produciendo esporangios extramatricales que liberan esporas primarias
ameboideas. Estas esporas inicialmente se enquistan, pero después liberan una zoospora biflagelada
(zoospora secundaria). Las zoosporas biflageladas nadan en la columna de agua vy, al encontrarse con
un hospedador susceptible, se unen a él y germinan produciendo hifas vegetativas invasivas. Las
zoosporas que nadan libremente parecen resultar atraidas quimiotacticamente por la cuticula del
cangrejo de rio (Cerenius y Soderhall, 1984a) y a menudo se depositan sobre la cuticula cerca de una
herida (Nyhlen y Unestam, 1980). Las zoosporas son capaces de enquistarse y resurgir en repetidas
ocasiones alargando el periodo durante el cual pueden ser infectivas (Cerenius y Soéderhall, 1984b). La
capacidad de crecimiento y de esporulacion depende de la cepa y de la temperatura (Dieguez Uribeondo
et al., 1995).

Factores del hospedador

2.2.1. Especies hospedadoras susceptibles

Hasta ahora, todas las especies de cangrejo de agua dulce se han considerado susceptibles a la
infecciéon por A. astaci. La evolucién de cada infeccién depende de la especie. Todos los estadios de las
especies europeas de cangrejo, incluidos el cangrejo de rio de patas rojas (Astacus astacus) del noreste
de Europa, el cangrejo de patas blancas (Austropotamobius pallipes) del sureste y este de Europa, el
cangrejo de los torrentes (Austropotamobius torrentium) del suoreste de Europa, y el cangrejo de patas
delgadas (Astacus leptodactylus) de Europa del este y de Asia Menor, son muy susceptibles (Alderman,
1996; Alderman et al., 1984; Rahe y Soylu, 1989; Unestam, 1969b; 1976; Unestam y Weiss, 1970). Las
inoculaciones de desafio llevadas a cabo en el laboratorio han puesto de manifiesto que las especies
australianas de cangrejos también son muy susceptibles (Unestam, 1976). Los cangrejos de
Norteamérica, tales como el cangrejo del Pacifico (Pacifastacus leniusculus), el cangrejo de las marismas
(Procambarus clarkii) y Orconectes spp. resultan infectados por A. astaci, pero en condiciones normales
esta infeccion no causa enfermedad clinica ni la muerte. Todas las especies de cangrejos de
Norteamérica estudiadas hasta ahora se ha observado que son susceptibles a la infeccion, segun ha
demostrado la presencia del agente patdégeno en la cuticula del hospedador (Oidtmann et al., 2006;
Unestam, 1969b; Unestam y Weiss, 1970) y por tanto actualmente se asume que ocurre lo mismo en
cualquier otra especie de cangrejo de Norteamérica.

El dUnico otro crustaceo que se sabe que es susceptible a la infeccion por A. astaci es el cangrejo chino
(Eriocheir sinensis), pero dicha susceptibilidad solo se ha observado en condiciones de laboratorio
(Benisch, 1940).

2.2.2. Fases susceptibles de la vida del hospedador

Todos los estadios de vida deben considerarse susceptibles a la infeccion

2.2.3. Especies o subpoblaciones predilectas (probabilidad de deteccion)

Especies muy susceptibles: en los brotes naturales de la plaga del cangrejo de rio, pueden encontrarse
cangrejos moribundos y muertos de gran variedad de tamafios (y por tanto, de edades).

Especies de cangrejo de Norteamérica: la prevalencia de la infeccién tiende a disminuir en los animales
que han mudado recientemente (B. Oidtmann, datos no publicados). Sin embargo, no se han llevado a
cabo estudios sistematizados a gran escala que se comprometieran a corroborar estas observaciones.
Los juveniles de cangrejo de rio pasan por varias mudas al afo, y los adultos suelen mudar al menos una
vez al afo en los climas templados. Por tanto, los animales que llevan un tiempo sin mudar pueden
presentar una mayor prevalencia que los que han mudado recientemente.

2.2.4. Organos diana y tejidos infectados

El primer tejido en infectarse es la cuticula del exoesqueleto. La cuticula blanda, dado que se encuentra
en la parte ventral del abdomen y en las articulaciones que lo rodean, es la primera en resultar afectada.
En las especies europeas de cangrejo, que son muy susceptibles, el agente patégeno a menudo
consigue penetrar hasta la lamina basal situada bajo la capa celular de la epidermis. Desde ahi, A. astaci
se disemina por todo el organismo invadiendo principalmente el tejido conjuntivo y senos hematicos; sin
embargo, pueden resultar afectados todos los tejidos.

En las especies de cangrejo de Norteamérica, la infeccion no suele pasar de la cuticula.
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2.3.

2.2.5. Infeccién persistente con portadores de por vida

Se ha estudiado la susceptibilidad a la infecciéon por A. astaci y el desarrollo de la enfermedad en varias
especies de cangrejo de Norteamérica (Oidtmann et al., 2006; Unestam, 1969a; Unestam y Sdderhall,
1977). Hasta ahora, la infeccidon se ha demostrado sin excepcion en todas las especies de cangrejo de
Norteamérica analizadas hasta la fecha. Los animales estudiados solian estar clinicamente sanos.

Esta hipotesis esta respaldada por un reciente estudio en el que se ha observado que la probabilidad de
detectar un cangrejo positivo para A. astaci aumenta significativamente al aumentar la longitud del
cangrejo. Ademas, las hembras de cangrejos grandes expresaban niveles significativamente mas altos
de A. astaci que los machos grandes (Vralstad et al., 2011). Es probable que los resultados reflejen la
que la frecuencia de muda de los animales adultos mas grandes es menor a la de los inmaduros, mas
pequefios (Reynolds, 2002), y que las hembras adultas tiendan a mudar incluso con menor frecuencia
que los machos adultos (Skurdal y Qvenild, 1986).

De acuerdo con las observaciones realizadas en especies de cangrejo de Norteamérica, parece
razonable suponer que todas las especies de cangrejo originarias de Norteamérica pueden resultar
infectadas por A. astaci sin desarrollar enfermedad clinica y que, por tanto, pueden actuar como
portadores del agente patégeno de por vida.

2.2.6. Vectores

Existen indicios de campo y experimentales fiables de que los desplazamientos de peces desde zonas
donde la plaga del cangrejo de rio esta activa pueden transmitir la infeccion de una cuenca a otra
(Alderman et al., 1987; Oidtmann et al., 2006).

Fomites: A. astaci también puede transmitirse a través de equipo contaminado (redes, botas, ropa, etc.).

2.2.7. Animales acuaticos salvajes portadores o sospechosos de serlo

Muchos estudios han puesto de manifiesto que las especies de cangrejo originarias de Norteamérica
pueden actuar como portadoras de A. astaci (como el cangrejo sefial, el cangrejo de los canales o el
cangrejo de las marismas (Alderman et al., 1990; Oidtmann et al., 2006). Dado que todas las especies de
Norteamérica analizadas hasta ahora han resultado ser posibles portadoras de la enfermedad, también
se considera que las especies de Norteamérica no analizadas hasta ahora probablemente actuaran como
posibles portadoras de A. astaci. Se han extendido especies de Norteamérica por varias regiones de
Europa. Un informe reciente de Finlandia también sugiere que las poblaciones de cangrejo de patas rojas
de baja densidad en medios de agua fria podrian estar afectadas a bajos niveles por una infeccion
cronica (Viljamaa-Dirks et al., 2011).

Patréon de la enfermedad

2.3.1. Mecanismos de transmision

Las principales vias de transmisién del agente patdégeno son 1) el desplazamiento de cangrejos
infectados, 2) el desplazamiento de esporas con agua 0 equipo contaminados, como puede ocurrir
durante los desplazamientos de los peces, o 3) la colonizacidon de habitats por parte de especies de
cangrejo de Norteamérica.

La transmisidn entre cangrejos tiene lugar, en pocas palabras, mediante la liberacién de zoosporas de un
animal infectado y la insercién de dichas zoosporas a un cangrejo no inmune. Las zoosporas de A. astaci
nadan activamente en la columna de agua y se ha observado que presentan una quimiotaxis positiva
hacia el cangrejo (Cerenius y Séderhall, 1984a).

La principal via de transmisién de la plaga del cangrejo de rio en Europa entre los afios 60 y el afio 2000
ha sido la poblacién activa de cangrejos de Norteamérica en explotaciones de cangrejo salvaje, o bien
fugas desde dichas explotaciones (Alderman, 1996; Dehus et al., 1999). Hoy en dia, la transmision tiene
lugar principalmente debido a la expansiéon de las poblaciones de cangrejo de Norteamérica, al co-
transporte accidental de ejemplares y a la liberacién de cangrejo de Norteamérica a la naturaleza por
parte de particulares (Edsman, 2004; Oidtmann et al., 2005).

La colonizacion por parte de especies de cangrejo de Norteamérica portadoras de A. astaci de habitats
inicialmente ocupados por especies muy susceptibles probablemente dara lugar a una epidemia en los
animales que sean muy susceptibles. La velocidad de transmisién depende, entre otros factores, de la
prevalencia de la infeccion en la poblacidon de cangrejos de Norteamérica.
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El transporte de pescado podria facilitar la transmision de A. astaci de varias formas, como por ejemplo
mediante la presencia de esporas en el agua de transporte, la presencia de A. astaci que haya
sobrevivido en la piel del pescado, el co-transporte de ejemplares de cangrejos infectados, o una
combinacién de los tres factores (Alderman et al., 1987; Oidtmann et al., 2002). También existen indicios
circunstanciales de la transmision por equipo contaminado (redes, botas, ropa, etc.).

2.3.2. Prevalencia

En las especies europeas de cangrejo muy susceptibles, la exposicién a esporas de A. astaci se
considera que conlleva la infeccion y finalmente la muerte. La dosis minima infecciosa todavia no se ha
establecido, pero podria ser tan baja como de una sola espora por animal (B. Oidtmann, datos no
publicados). La prevalencia de la infeccién dentro de una poblacién en el estadio inicial de un brote
podria ser baja (podrian estar afectados solo uno o unos pocos animales de la poblacién de un rio). Sin
embargo, el agente patdogeno se amplifica en los animales afectados, y a continuacion se libera al agua,
lo cual suele conllevar un 100% de mortalidad en una poblacién contigua. La velocidad de transmision
desde los animales afectados inicialmente depende de varios factores, uno de los cuales es la
temperatura del agua (Oidtmann et al., 2005). Por tanto, el tiempo que transcurre entre la introduccion
inicial del agente patdgeno en una poblacion y la observacion de mortalidades detectables en los
cangrejos puede variar mucho y puede oscilar entre unas pocas semanas y unos meses. La prevalencia
de la infeccion aumentara progresivamente a lo largo de este periodo y normalmente alcanzara el 100%.
Los datos de una poblaciéon de cangrejo de patas rojas de Finlandia que sufrié un brote de plaga del
cangrejo de rio en 2001, de la que se llevo a cabo un seguimiento durante los afios posteriores, sugiere
que en poblaciones de cangrejo de patas rojas de baja densidad, la propagacion por la poblacion
hospedadora podria prolongarse a lo largo de un periodo de tiempo de varios afos.

Los niveles de prevalencia en el cangrejo de Norteamérica parecen variar mucho. Unos pocos estudios
sugieren que es posible observar niveles de prevalencia en cualquier punto situado entre el 0 y el 100%
(Oidtmann et al., 2006).

2.3.3. Distribucion geografica

Las primeras observaciones de grandes mortalidades en cangrejos se remontan a 1860 en lItalia (Ninni,
1865; Seligo, 1895). A partir de entonces hubo otras, en las que no estaba afectada ninguna otra especie
acuatica, localizadas en la zona de la frontera franco-alemana en el tercer cuarto del siglo XIX. Desde ahi
se produjo una propagacion constante de la infeccion, principalmente en dos direcciones: hacia el sur por
el Danubio hasta adentrarse en los Balcanes, y hacia el Mar Negro, y por la llanura del norte de Alemania
en direccion a Rusia, y desde ahi hacia el sur hasta llegar al Mar Negro y hacia el noroeste hasta
Finlandia, alcanzando Suecia en 1907. En los afios 60 se describieron los primeros brotes en Espafia, y
en los afios 80 se produjeron otras propagaciones de la infeccion a las islas britanicas, Turquia, Grecia y
Noruega (Alderman, 1996). El reservorio de las infecciones iniciales del siglo XIX nunca se determiné; no
se supo que se habia introducido Orconectes spp. hasta los afios 1890, pero las propagaciones
posteriores de los afios 1960 estan muy vinculadas a los desplazamientos de cangrejos de Norteamérica
introducidos mas recientemente con fines de explotacion comercial (Alderman, 1996). Fue casi imposible
evitar fugas de estas nuevas especies, y hoy en dia Pacifastacus leniusculus y Procambarus clarkii estan
ampliamente aclimatadas en muchas partes de Europa.

Dado que el cangrejo de Norteamérica sirve de reservorio de A. astaci, todas las zonas en las que se
encuentra cangrejo de Norteamérica se consideran zonas donde también hay A. astaci (a no ser que se
demuestre lo contrario).

Australia y Nueva Zelanda nunca han experimentado ningun brote de plaga del cangrejo de rio hasta la
fecha, y actualmente se consideran libres de la enfermedad (interfaz WAHID de la web de la OIE,
consultada en junio de 2011).

2.3.4. Mortalidad y morbilidad

Cuando la infeccidon alcanza en primer lugar una poblacién no inmune de cangrejos susceptibles, se
suele producir una mortalidad rapida de manera que en las zonas con altas densidades de cangrejo el
fondo de los lagos, de los rios y de los arroyos queda cubierto de cangrejos muertos y moribundos. Se
extendera rapidamente una franja de mortalidad rio abajo desde el lugar del brote inicial, mientras que rio
arriba la propagacion sera mas lenta. En los lugares en los que las poblaciones de cangrejos
susceptibles son escasas, se produciran menos zoosporas, la propagacion de la enfermedad sera mas
lenta y la evidencia de mortalidad menos drastica. La temperatura del agua tiene algun efecto en la
velocidad de propagacion y esto es mas evidente en las poblaciones de cangrejos de baja densidad,
donde la transmisiéon de un animal a otro tarda mas tiempo y la intensidad de la exposicion serd mas
baja. Las bajas temperaturas del agua y el niumero reducido de zoosporas se asocian a mortalidades
mas bajas y con una mayor variedad de signos clinicos en los animales infectados (Alderman et al.,
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1987). Las observaciones de Finlandia sugieren que a bajas temperaturas del agua, el cangrejo de patas
rojas puede resultar infectado durante varios meses sin desarrollar mortalidades perceptibles (S.
Viljamaa-Dirks, datos no publicados).

En ocasiones muy infrecuentes, se han encontrado ejemplares aislados de especies muy susceptibles
después de que haya tenido lugar un brote de plaga del cangrejo de rio en un rio o lago. Lo mas probable
es que esto se deba a que estos animales no han resultado expuestos durante el brote (pueden haberse
quedado en un afluente de un rio o lago, o bien en una parte del rio o lago afectados a la que no han
llegado esporas; estos ejemplares también pueden haber estado enterrados durante la ola de la plaga del
cangrejo). Sin embargo, se ha descrito que existen cepas poco virulentas de la plaga del cangrejo que
persisten en un curso de agua, y que se mantienen vivas mediante una infeccion débil en la poblacién
residual (Viliamaa-Dirks et al., 2011). Aunque en muchas cuencas europeas quedan poblaciones
residuales de especies de cangrejo susceptibles, las densas poblaciones que existieron hace 150 afios
son ahora mucho menores (Alderman, 1996; Souty-Grosset et al., 2006). Las poblaciones de cangrejo
susceptibles podrian reestablecerse, pero una vez la densidad de la poblacion y la distribucion geografica
sea suficiente como para que animales susceptibles entren en contacto con la infeccion, tendran lugar
nuevos brotes de plaga del cangrejo en forma de mortalidades a gran escala.

2.3.5. Factores medioambientales

En condiciones de laboratorio, el intervalo de temperaturas preferido para el crecimiento de los micelios
de A. astaci varia ligeramente en funcién de la cepa. En un estudio, en el que se compararon varias
cepas de A. astaci que habian sido aisladas de distintas especies de cangrejo, se observé crecimiento
miceliar a temperaturas de entre 4 y 29,5°C, y la cepa aislada de Procambarus clarkii crecié mejor a
temperaturas mas altas que las 6ptimas para otras cepas. La eficiencia de la esporulacion también fue
alta en todas las cepas estudiadas a temperaturas de entre 4 y 20°C, pero fue claramente inferior en las
cepas no de P. clarkii a 25°C y ausente a 27°C. Por el contrario, a 27°C seguia habiendo esporulacién de
la cepa P. clarkii. La proporciéon de zoosporas méviles (de entre todas las zoosporas observadas en una
suspension de zoosporas) fue de casi el 100% a temperaturas de entre 4 y 18°C, disminuy6 a
aproximadamente el 60% a 20°C y a alrededor del 20% a 25°C, pero a 27°C no se encontré ninguna
espora movil (Dieguez Uribeondo et al., 1995).

Los datos de campo indican que se producen brotes de plaga del cangrejo a muy variadas temperaturas,
y al menos en el intervalo de temperaturas que va de los 4 a los 20°C. La velocidad de transmision dentro
de una poblacion depende de varios factores, como la temperatura del agua. En un intervalo de
temperatura de entre 4 y 16°C, la velocidad de propagacion de una epidemia se potencia a mayores
temperaturas del agua. A temperaturas del agua mas bajas, la curva de la epidemia puede aumentar muy
lentamente y el periodo durante el cual se observan mortalidades puede ser de varios meses
(B. Oidtmann, datos no publicados).

En agua tamponada bidestilada, se produce esporulacion a pH de entre 5 y 8, siendo el intervalo éptimo
el comprendido entre un pH de 5 y de 7. El intervalo de pH éptimo para la nataciéon de las zoosporas
parece ser el situado entre 6 y 7,5, y el intervalo maximo es el que va de 4,5 a 9,0 (Unestam, 1966).

La salida de las esporas esta influida por la presencia de ciertas sales en el agua. El CaCl, estimula la
salida de las zoosporas de los quistes primarios, mientras que el MgCl; tiene un efecto inhibidor. En
general, la salida de las zoosporas se desencadena por la transferencia del micelio vegetativo a un medio
en que no hay nutrientes o bien se encuentran en una baja concentracién (Cerenius y Séderhall, 1984b).

2.4. Control y prevencién

Una vez A. astaci se ha introducido en la naturaleza en una poblacién de especies de cangrejo muy
susceptibles, la transmision dentro de la poblacion afectada no se puede controlar. Por tanto, es crucial la
prevencion de la introduccién. Para evitar las principales vias de introduccién, es necesario aplicar las
siguientes medidas:

1.

Deben evitarse los desplazamientos de cangrejos infectados vivos o muertos, de agua, equipo o
cualquier otro objeto potencialmente contaminado que pudiera vehicular el agente patdégeno de un lugar
infectado a otro no infectado donde vivan especies susceptibles.

Al planificar transferencias de peces, debe tenerse en cuenta si el agua original puede contener
cangrejos infectados (incluidos cangrejos de Norteamérica portadores).

Todo desplazamiento de peces procedentes de un lugar donde esté teniendo lugar una plaga del
cangrejo conlleva un alto riesgo de propagacion y en general debe evitarse.

Al planificar desplazamientos de peces procedentes de unas aguas que contengan cangrejo de
Norteamérica, los métodos de extraccién de peces empleados en el lugar de origen deben garantizar
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que: a) no se co-transporten accidentalmente cangrejos; b) el agua de transporte no contenga esporas de
A. astaci, c) se desinfecte el equipo entre un uso y el siguiente; d) el envio no se contamine durante el
transporte.

5. Debe evitarse la liberacion de cangrejo de Norteamérica a la naturaleza en zonas donde habite
cualquiera de las especies que son muy susceptibles. Una vez liberados, los cangrejos de Norteamérica
tiende a propagarse, a veces a grandes distancias. Por tanto, antes de planificar cualquier liberacion, hay
que tener muy en cuenta las posibles consecuencias de dicha liberacion a largo plazo, puesto que
pueden terminar afectadas poblaciones de cangrejos muy susceptibles que se encuentren incluso a
grandes distancias del punto en el que se ha llevado a cabo la liberacion.

6. Las instalaciones de acuicultura para la explotacién de cangrejo casi nunca son adecuadas para prevenir
la fuga de cangrejos. Por tanto, debe estudiarse con mucho detalle si estas instalaciones son realmente
necesarias.

Ciertas vias de introduccién, como la liberacién de cangrejo de Norteamérica por parte de particulares, son
dificiles de controlar.

2.4.1. Vacunacion

Actualmente no existe ningun indicio de que las vacunas ofrezcan una protecciéon a largo plazo a los
crustaceos, pero incluso en el caso de que si la ofrecieran, la vacunacién de poblaciones naturales de
cangrejo es imposible.

2.4.2. Tratamiento con sustancias quimicas

Actualmente no se conoce ningun tratamiento que permite tratar con éxito las especies de cangrejo muy
susceptibles, una vez infectadas.

2.4.3. Inmunoestimulacién

Actualmente no se conoce ningun inmunoestimulante que permita proteger con éxito las especies de
cangrejo muy susceptibles contra la infeccién y la consecuente enfermedad causadas por A. astaci.

2.4.4. Seleccion genética a favor de la resistencia

A lo largo de los 125 afios que han pasado desde que tuvo lugar el primer brote de plaga del cangrejo de
Europa, se han hallado pocos indicios de poblaciones resistentes de cangrejo europeo. Sin embargo, el
hecho de que el cangrejo de Norteamérica no sea muy susceptible al desarrollo de la enfermedad clinica
sugiere que la seleccién a favor de la resistencia podria ser posible y que podrian tener éxito los estudios
de laboratorio en los que se utilizan cepas de A. astaci de patogenicidad atenuada. No obstante,
actualmente no existe ningun dato publicado relativo a este tipo de estudios.

2.4.5. Repoblacion con especies resistentes

Se han utilizado cangrejos de Norteamérica en distintos paises europeos para repoblar las reservas
perdidas de cangrejo nativo. Sin embargo, dado que el cangrejo de Norteamérica es un posible
hospedador de A. astaci, la repoblacion con cangrejo de Norteamérica potenciaria la propagacion de A.
astaci. Dadas las altas tasas de reproducciéon y la tendencia de varias especies de cangrejos de
Norteamérica a colonizar nuevos habitats, la repoblacion con especies de cangrejos de Norteamérica
prevendria en gran medida el reestablecimiento de las especies de cangrejo nativas.

2.4.6. Agentes bloqueantes

No existen datos.

2.4.7. Desinfeccion de huevos y larvas

Existe poca informacion sobre la susceptibilidad de los huevos de cangrejo a la infeccion por A. astaci.
Unestam y Sdderhall mencionan que ellos expusieron experimentalmente huevos de Astacus astacus y
de P. leniusculus a suspensiones de zoosporas y no consiguieron inducir infeccion (Unestam y Séderhall,
1977). No obstante, no se han publicado los detalles de estos estudios.

Aunque no se dispone de datos publicados, es improbable que la desinfeccion de larvas, una vez
infectadas, funcione, puesto que A. astaci quedaria protegido de la desinfeccion por la cuticula del
cangrejo, donde seguiria estando presente.
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2.4.8. Practicas generales de manejo

Al planificar la apertura de una piscifactoria de cangrejos de una especie muy susceptible, debe
estudiarse muy detenidamente si en las proximidades de la zona escogida hay especies de cangrejo de
Norteamérica o si podria haber poblaciones de cangrejos de Norteamérica rio arriba (en el caso de aguas
que procedan de los mismos cauces y en los casos en que se extraiga agua de dichos cauces), por
mucho que se encuentren a una gran distancia. Si hay cangrejos de Norteamérica, sera muy probable
que la especie susceptible de la piscifactoria termine infectada.

En los lugares donde se cultive la especie muy susceptible deben seguirse las siguientes
recomendaciones para evitar una introduccion de A. astaci en el lugar:

1. Deben evitarse los desplazamientos de cangrejos infectados vivos o muertos, de agua, equipo o
cualquier otro objeto potencialmente contaminado que pudiera vehicular el agente patégeno de un
lugar infectado a otro no infectado donde vivan especies susceptibles.

2. Al planificar transferencias de peces, estas no pueden proceder de cauces u otras aguas que
contengan cangrejos potencialmente infectados (ni poblaciones de cangrejo susceptible que
actualmente estén pasando por un brote de plaga del cangrejo, ni cangrejos de Norteamérica
portadores).

No deben traerse cangrejos de Norteamérica al lugar.

4. Los peces procedentes de fuentes de agua dulce desconocidas o de aguas en las que pueda haber
cangrejos de Norteamérica o en las que pueda estar produciéndose un brote de plaga del cangrejo
no deben utilizarse como cebo ni alimento para los cangrejos, a no ser que se hayan sometido a un
tratamiento térmico que mate A. astaci (véase el apartado 2.1.3).

5. Todo equipo que llegue al lugar debe ser desinfectado.

6. Deben aplicarse medidas generales de bioseguridad (como controlar el acceso a las instalaciones,
desinfectar las botas cuando se entra en el lugar, investigar las mortalidades si las hay o introducir
animales vivos (cangrejos, peces) solo procedentes de lugares en los que se sepa que no hay plaga
del cangrejo).

Obtenciéon de muestras

3.1. Eleccion de ejemplares

En el caso de que se sospeche de un brote de plaga del cangrejo en una poblacién de una especie de
cangrejo muy susceptible, lo ideal es que el lote de cangrejos escogidos para estudiar la presencia de A.
astaci esté formado por: a) cangrejos vivos que presenten signos de enfermedad, b) cangrejos vivos que
parezcan estar todavia sanos y, ¢) cangrejos muertos que también pudieran ser adecuados, aunque esto
dependera de su estado.

Los cangrejos vivos deben transportarse en recipientes de poliestireno provistos de pequefos agujeros que
permitan la aireacion, o un recipiente equivalente. La temperatura del interior del recipiente no puede superar
los 16°C.

El recipiente debe proporcionar un aislamiento contra las grandes diferencias de temperatura respecto al
exterior. En épocas de calor, deben utilizarse bloques de congelador para evitar que se alcancen temperaturas
nocivas para los animales. Estos bloques se pueden pegar al fondo del recipiente de transporte por la cara
interna. Sin embargo, el cangrejo debe estar protegido del contacto directo con estos bloques, lo cual puede
conseguirse utilizando, por ejemplo, cartdn o varias capas de papel de periddico.

Los cangrejos deben transportarse en una atmésfera humeda, por ejemplo usando virutas de madera/serrin,
papel de periodico o hierba/heno, todo ello humedecido. A no ser que el agua de transporte esté
suficientemente oxigenada, los cangrejos vivos no deben transportarse en agua, puesto que podrian ahogarse
debido a la falta de oxigeno.

El periodo de tiempo transcurrido entre la toma de ejemplares vivos y la entrega al laboratorio no debe ser
superior a las 24 horas.

En el caso de que en el lugar donde se sospeche de un brote solo se encuentren animales muertos, tal vez
también sean adecuados para el diagndstico. En funcion del estado en el que se encuentren, pueden: a)
transportarse refrigerados (si parecen haber muerto muy recientemente), o b) sumergirse en etanol no
metilado (concentracion minima del 70%; véase el apartado 3.2).
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4.

Los animales que presenten un estado avanzado de descomposicidon probablemente no daran resultados
fiables, pero si no hay otros, incluso asi podrian ser analizados.

3.2. Conservacién de las muestras para su envio

La utilizacién de cangrejos frescos es lo ideal, como se ha descrito anteriormente. Pero si por motivos
practicos no puede prepararse rapidamente el transporte de cangrejos recién muertos o moribundos, los
ejemplares pueden fijarse en etanol (a un minimo del 70%). No obstante, la fijacion puede reducir la
sensibilidad de la prueba. Lo ideal es que la proporcién cangrejos:etanol sea de 1:10 (1 parte de cangrejos, 10
partes de etanol).

3.3. Combinacién de varias muestras

No se recomienda.

3.4. Organos y tejidos de eleccién

En especies muy susceptibles, se recomienda tomar una muestra de la cuticula abdominal blanda, que puede
hallarse en la cara ventral del abdomen.

En las especies de cangrejo de Norteamérica, se recomienda tomar muestra de la cuticula abdominal blanda,
de los urépodos y del telson.

3.5. Muestras/tejidos que no son adecuados
El material autolitico no es adecuado para el analisis.

Métodos de diagnéstico

La aparicién de grandes cantidades de cangrejos muertos pertenecientes a especies muy susceptibles, quedando el
resto de la fauna acuatica inalterada, suscita la sospecha de que la poblacién podria estar afectada por la plaga del
cangrejo. Los signos clinicos de la plaga del cangrejo consisten en cambios en el comportamiento y una gran
variedad de lesiones externas visibles. Los principales métodos de diagnéstico de los que se dispone son la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y el aislamiento del agente patégeno en medios de cultivo seguido de la
identificacion. El aislamiento puede ser dificil y requiere que las muestras se encuentren en buenas condiciones
cuando lleguen al laboratorio (Oidtmann et al., 1999). Hoy en dia se dispone de métodos moleculares que
dependen menos de la rapidez de la entrega y pueden aplicarse a una mayor variedad de muestras que los
métodos basados en el aislamiento del agente causal (Oidtmann et al., 2006; Vralstad et al., 2009).

4.1. Métodos de diagnéstico de campo

4.1.1. Signos clinicos
Especies muy susceptibles

Los sintomas clinicos evidentes son extremadamente variables y dependen de la intensidad de la
exposicion y de las temperaturas del agua. El primer signo de mortalidad de la plaga del cangrejo suele
ser la presencia de cangrejos en libertad durante el dia (los cangrejos son normalmente nocturnos),
algunos de los cuales pueden mostrar una pérdida evidente de coordinacion en sus movimientos, caida
facil sobre el dorso e imposibilidad de volver por si mismos a su posicién normal. Sin embargo, con
frecuencia, a no ser que se observen cuidadosamente las aguas, el primer signo de que existe un
problema es la presencia de grandes cantidades de cangrejos muertos dentro del rio o del lago
(Alderman et al., 1987)

En el caso de las especies susceptibles, cuando esta presente un numero de cangrejos suficiente como
para que la infeccién se extienda con rapidez, sobre todo en aguas con temperaturas veraniegas, la
infeccion se propagara con rapidez y en tramos de mas de 50 kilémetros se pueden perder todos sus
cangrejos en menos de 21 dias a partir de la observacién de la primera muerte (D. Alderman,
comunicacion personal). La plaga del cangrejo tiene efectos de suma gravedad, ya que los cangrejos
susceptibles infectados no suelen sobrevivir. Sin embargo, debe hacerse hincapié en que la presencia de
un gran numero de cangrejos muertos, incluso en cuencas hidrograficas afectadas por esta plaga, no es
suficiente por si misma para el diagnostico de la enfermedad. Debe evaluarse el estado general de otras
especies acuaticas. La mortalidad o desaparicion de otros invertebrados acuaticos ademas de los
cangrejos, aunque sobrevivan los peces, puede indicar la existencia de contaminaciéon (ej., los
insecticidas, como la cipermetrina, se han asociado a un diagnéstico inicial erréneo).
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4.2

Especies de cangrejo de Norteamérica

La presencia de melanizacién en la cuticula en ocasiones se ha sugerido que puede ser un signo de
infeccion por A. astaci. Sin embargo, la melanizacién puede derivar de muchas posibles causas y no es
un signo especifico de infeccidn por A. astaci. Por el contrario, es frecuente observar animales infectados
que no presentan melanizacion.

4.1.2. Alteraciones del comportamiento
Especies muy susceptibles

Los cangrejos de especies muy susceptibles infectados puede abandonar sus escondites durante el dia
(lo cual no es habitual en el cangrejo) y presentar una reduccion en el reflejo de escape y una paralisis
progresiva. A veces se encuentran cangrejos moribundos echados sobre el dorso. Estos animales a
menudo ya no pueden recuperar por si solos la posicion normal. A veces, pueden verse animales
infectados que intentan rascarse o pellizcarse a si mismos.

Especies de cangrejo de Norteamérica

Los cangrejos de Norteamérica no presentan ningun cambio de comportamiento (B. Oidtmann, datos no
publicados).

Métodos clinicos

4.2.1. Anatomopatologia macroscépica
Especies muy susceptibles

Dependiendo de una gran variedad de factores, los focos de infeccién en los cangrejos se pueden
detectar facilmente a simple vista o bien puede que no se distingan por mucho que se lleve a cabo un
minucioso examen. Tales focos se pueden ver mejor mediante un microscopio estereoscopico de baja
potencia y son mas facilmente reconocibles por el blanqueamiento local del musculo de debajo de la
cuticula. En algunos casos puede aparecer una coloracion marrén de la cuticula y del muasculo y, en
otros, las hifas son visibles en las cuticulas infectadas en forma de finos trazos marrones (melanizados)
en la cuticula misma. Los tejidos mas adecuados para un examen concreto son la cuticula ventral blanda
interesternal del abdomen vy la cola, la cuticula de la region perianal, la cuticula situada entre el espaldar
y el abdomen, las uniones de los pereiépodos (patas locomotoras), en concreto la unién proximal vy,
finalmente, las branquias.

Especies de cangrejo de Norteamérica

Los cangrejos de Norteamérica infectados a veces pueden presentar puntos melanizados en sus
cuticulas blandas, por ejemplo en la cuticula abdominal blanda. Sin embargo, es importante destacar que
estas melanizaciones pueden estar causadas por lesiones mecanicas o infecciones por otros hongos
acuaticos, y que son muy inespecificas. Por el contrario, una melanizacién visible no siempre se asocia a
un estado de portador. Los animales infectados pueden estar totalmente desprovistos de melanizaciones
visibles.

4.2.2. Bioquimica clinica

No se dispone de métodos adecuados.

4.2.3. Anatomopatologia microscépica

A no ser que se haya escogido bien el tejido que va a fijarse, las hifas de A. astaci pueden ser dificiles de
encontrar en las preparaciones tefiidas. Ademas, este tipo de material no demuestra que ninguna de las
hifas observadas pertenezca al patdgeno primario. Puede utilizarse una técnica de tincidon histologica
como la de la tincién de plata de Grocott, que es una tinciéon de contraste con hematoxilina y eosina
convencionales.

Véase también el apartado 4.2.4.

4.2.4. Preparaciones hiimedas

Se examinan pequeinas porciones de cuticulas blandas extirpadas de las regiones antes mencionadas
(apartado 4.2.1) mediante un microscopio compuesto utilizando una potencia de media a baja, que
confirmara la presencia de hifas fungicas no septadas de 7-9 uym de ancho. Las hifas suelen hallarse
invadiendo todo el espesor de la cuticula, formando una red tridimensional de hifas en las zonas
intensamente afectadas de la cuticula. La presencia de hemocitos hospedadores y posiblemente cierta
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4.3.

melanizacién encapsulando las hifas y estrechamente asociada a ellas, constituye un buen indicio
preliminar de que las hifas constituyen un patégeno y no un invasor oportunista secundario. En algunos
casos, el examen de la superficie de tales cuticulas montadas demostrara la presencia de esporangios
de A. astaci caracteristicos con agrupaciones de esporas primarias enquistadas (véase el apartado 4.3).

4.2.5. Frotis

No es adecuado.

4.2.6. Cortes fijados
Véase el apartado 4.2.3.

4.2.7. Microscopia electrénica/citopatologia

No es adecuada.
Métodos de deteccion e identificacion del agente

4.3.1. Métodos directos de detecciéon

4.3.1.1. Métodos microscépicos
4.3.1.1.1. Preparaciones himedas

Como se ha indicado anteriormente, se puede identificar de forma provisional A. astaci a partir de la
presencia de hifas que invadan la cuticula y de esporangios de los tipos morfolégicos correctos (ver
mas abajo) en la superficie de los exoesqueletos de los cangrejos.

4.3.1.1.2. Frotis

No es adecuado.

4.3.1.1.3. Cortes histolégicos
Véase el apartado 4.2.3.

4.3.1.2. Aislamiento e identificacién del agente
4.3.1.2.1. Cultivo celular/medios artificiales
Especies muy susceptibles

Debe tenerse cuidado de que los animales utilizados para el aislamiento de A. astaci mediante cultivo
no queden en ningln momento expuestos a la desecacion.

Benisch (1940), Nyhlen y Unestam (1980), Alderman y Polglase (1986), Cerenius et al. (1988),
Oidtmann et al. (1999) y Viljamaa-Dirks (2006) han descrito métodos de aislamiento.

Medio de aislamiento (IM) descrito por Alderman y Polglase (1986) es el siguiente: 12,0 g de agar; 1,0
g de extracto de levadura; 5,0 g de glucosa; 10 mg de acido oxolinico; 1,000 ml de agua de rio; y 1,0
g de penicilina G (estéril) que se afiade después de la esterilizacion en autoclave y el enfriado a 40°C.
El agua de rio es agua de cualquier rio natural o agua de lago, en vez de agua desmineralizada.

Toda contaminacion superficial debe retirarse en primer lugar de la cuticula abdominal interesternal
blanda o de cualquier otra zona de la cual vaya a extirparse cuticula, limpiandola a fondo con papel
de cocina limpio humedo (utilizando H,O esterilizada en autoclave). Una simple escision aséptica de

tejidos infectados que se colocaran luego en pequefias porciones (de 3-5 mm2) sobre la superficie de
las placas de medio de aislamiento, normalmente daran como resultado un aislamiento exitoso de A.
astaci a partir de animales moribundos o recién muertos (menos de 24 horas antes). Dependiendo de
varios factores, el foco de infeccién en los cangrejos puede verse a simple vista o puede no ser
detectado ni siquiera mediante un minucioso examen. Dichos focos se pueden ver mejor mediante un
microscopio estereoscdpico de baja potencia y normalmente se reconocen por un blanqueamiento
localizado del musculo de debajo de la cuticula.

En algunos casos puede aparecer una coloracidon marron de la cuticula y del musculo y en otros, las
hifas son visibles en las cuticulas infectadas en forma de finos senderos marrones (melanizados) en
la cuticula misma. Los tejidos mas adecuados para un examen concreto son la cuticula ventral blanda
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interesternal del abdomen y la cola, la cuticula de la regién perianal, la situada entre el espaldar y la
cola, las uniones de los pereidépodos (patas locomotoras), en concreto en la uniéon proximal v,
finalmente, las branquias.

Siempre que la escision de los tejidos infectados para el aislamiento se haga con las debidas
precauciones, los contaminantes no deben suponer un gran problema. Se pueden transferir pequefias
porciones de cuticula y musculo a placas de Petri con agua destilada y a continuacion se cortan en
pequefios trozos con instrumentos estériles para transportarlos al medio de aislamiento (IM). Los
instrumentos adecuados para este trabajo son hojas de bisturi, pinzas de punta fina y tijeras.

Para reducir los posibles problemas de contaminacion, se puede mejorar el éxito del aislamiento
mediante una desinfeccion de la cuticula con etanol y fundiendo un anillo de vidrio estéril de 1-2 mm
de espesor en el medio de aislamiento (Nyhlen y Unestam, 1980; Oidtmann et al., 1999). Se ha
descrito la adicion de telurito de potasio a la zona del interior del anillo de vidrio (Nyhlen y Unestam,
1980).

El agar inoculado puede incubarse a temperaturas de entre 16°C y 24°C. Las placas de Petri deben
cerrase con una pelicula sellante (como Parafilm?) con el fin de evitar que se desequen.

Cuando se utiliza el agar para el aislamiento, el crecimiento de nuevas cepas de A. astaci tiene lugar
casi por completo en el interior del agar, excepto a temperaturas inferiores a 7°C, en cuyo caso
aparece algun crecimiento superficial. Las colonias son incoloras. Las dimensiones y el aspecto de
las hifas son casi los mismos en los tejidos de los cangrejos que en el cultivo de agar. Las hifas
vegetativas son no septadas y miden (5)7-9(10) pm de ancho (es decir, el tamafio normal es de 7-9
pUm, pero se han observado tamafios de entre 5y 10 um). Las hifas jovenes y de crecimiento activo
estan densamente concentradas con un citoplasma toscamente granular, con numerosos glébulos
muy refractivos (Alderman y Polglase, 1986). Las hifas mas viejas son en su mayor parte vacuoladas
con el citoplasma restringido en la mayoria de los casos a la periferia, dejando sélo finos haces de
protoplasma que crean un puente sobre la gran vacuola central. Las hifas mayores estan
aparentemente desprovistas de contenido. Las hifas se ramifican de forma profusa, y sus
ramificaciones vegetativas a menudo tienden a ser en cierta medida mas estrechas que la hifa
principal a lo largo de las primeras 20-30 ym de crecimiento.

Cuando los talos o porciones de talos que han crecido activamente en caldo o en medio sdlido se
transfieren a agua de rio (el agua natural con cationes disponibles estimula mejor la esporulacién que
el agua destilada), se forman rapidamente esporangios en 20-30 horas a 16°C, y en 12-15 horas a
20°C. Los talos transferidos del caldo de cultivo pueden lavarse con agua de rio estéril en un tamiz
estéril de acero inoxidable, antes de transferirse a agua de rio estéril y fresca para inducir la
esporulacion. Los talos que estan en agar deben transferirse cortando un trocito superficial de agar
que contenga el hongo de forma que se transfiera una cantidad minima de agar con nutrientes. Se
utilizara siempre un gran volumen de agua de rio estéril con respecto a la cantidad de hongo a
transferir (100:1). Los esporangios son miceloides, terminales o intercalados, que se desarrollan a
partir de hifas vegetativas no diferenciadas. La forma esporangial varia: los esporangios terminales
son simples, se desarrollan a partir de una hifa extramatrical nueva, mientras que los esporangios
intercalados pueden tener una forma compleja. Los esporangios intercalados se desarrollan por el
crecimiento de una ramificacion extramatrical lateral nueva que forma el conducto de descarga del
esporangio. El citoplasma de tales conductos de descarga es notablemente denso, y estas
ramificaciones son ligeramente mas anchas (10-12 uym) que la hifas vegetativas ordinarias. Los
esporangios estan delimitados por un solo septo basal en el caso de los esporangios terminales y por
septos en ambos extremos del segmento esporangial en los esporangios intercalados. Tales septos
son notablemente mas gruesos que la pared hifal y tienen un indice refractario alto. Las secciones
consecutivas de hifas vegetativas pueden convertirse en esporangios y la mayor parte del talo
vegetativo también es capaz de convertirse en esporangios.

Dentro de los esporangios que estan en desarrollo, el citoplasma se separa formando una serie de
unidades alargadas (10-25 x 8 pm) que inicialmente estan unidas por hebras de protoplasma.
Aunque los extremos de estas unidades citoplasmicas se vuelven redondeados, dichos extremos
permanecen alargados hasta y durante la descarga. La descarga de esporas es aclioide, es decir, la
primera fase de la espora es una aplanospora que se enquista en el orifico esporangial y
probablemente representa la zoospora primaria de la saprolegniacea suprimida. No se han hallado
indicios de que exista una espora primaria flagelada, por tanto, en esta descripciéon se han utilizado
los términos “esporangio”, no “zoosporangio”, y “espora primaria”, no “zoospora primaria”. La

Las referencias a productos comerciales concretos como ejemplos no implica su aprobacién por parte de la OIE. Esto es
aplicable a todos los productos comerciales mencionados en este Manual Acuatico.
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descarga es bastante rapida (termina en menos de 5 minutos) y las esporas primarias individuales
(igual a unidades citoplasmaticas) pasan a través de la punta del esporangio y se acumulan alrededor
del orifico esporangial. La velocidad de separacion y descarga del citoplasma depende de la
temperatura. En el momento de su liberacién, cada espora primaria conserva brevemente su forma
ameboidea irregular alargada antes de que se produzca el enquistado.

El enquistado estd marcado por un redondeado gradual seguido por el desarrollo de una pared
quistica que se manifiesta por un cambio en el indice refractario de la célula. Entre la liberacién y el
enquistado pasan de 2 a 5 minutos. Algunas esporas pueden alejarse de la masa de esporas en la
punta esporangial y enquistarse por separado. La pared quistica primaria se forma rapidamente vy,
tras producirse el enquistamiento, las esporas permanecen juntas como un grupo coherente y se
adhieren bien a la punta esporangial, de tal forma que tendria que darse una alteracion fisica
considerable para que se rompiera la masa de esporas.

Las esporas primarias enquistadas son esféricas, miden 9—11 uym de diametro, aunque se han
observado esporas de entre 8 y 15 ym y son relativamente poco numerosas, de 15 a 30 uym por
esporangio (de todas formas, existen casos de entre 8 y 40 por esporangio) en comparacién con
otras subespecies de Aphanomyces. Las esporas permanecen enquistadas durante 8-12 horas. Las
temperaturas optimas para la formacion de esporos y la descarga para la mayoria de las cepas
europeas de A. astaci estan comprendidas entre los 16 y los 24°C (Alderman y Polglase, 1986). Para
algunas cepas, en concreto las que proceden de aguas espafolas, pueden requerirse unas
temperaturas optimas ligeramente superiores (Dehus et al., 1999). La descarga de zoosporas
secundarias de los quistes primarios alcanza el maximo a los 20°C, y a los 24°C no se produce. En
las nuevas cepas de A. astaci, es habitual que la mayoria de los quistes de espora primarios
descargue como zoosporas secundarias, aunque esto depende de la degeneracion que tiene lugar en
los cultivos de laboratorio a largo plazo. La formacién esporangial y la descarga se producen a los
4°C. A. astaci no sobrevive en un cultivo a —-5°C o0 menos durante mas de 24 horas, aunque pueden
necesitarse —20°C durante >48 horas en los tejidos de cangrejos infectados, ni tampoco es viable en
los que hayan estado sometidos a procedimientos normales de coccion. (Alderman, 2000; Oidtmann
et al., 2002).

En muchos casos, algunas de las esporas primarias no son descargadas del esporangio y muchos
esporangios ni siquiera se descargan. En su lugar, las esporas primarias parecen enquistarse in situ
dentro del esporangio, a menudo desarrollan una forma esférica en lugar de una forma alargada y
ciertamente estan sometidos a los mismos cambios en el indice refractivo que indican el
enquistamiento de las esporas fuera del esporangio. Se ha observado este enquistamiento dentro de
los esporangios en los cangrejos. Las esporas enquistadas en esta situacion parecen ser capaces de
germinar y producir asi un crecimiento hifal adicional.

La liberacion de las zoosporas secundarias es papilada, y la papila se desarrolla poco después de la
descarga. El citoplasma de la espora emerge lentamente de manera ameboidea a través de un
estrecho poro situado en la punta de una papila, se redondea y comienza un movimiento de balanceo
lento a medida que comienza una extrusion flagelar y la forma de la espora cambia gradualmente,
pasando de esférica a arriionada. La unidn flagelar es lateral (Scott, 1961); las zoosporas son
zoosporas secundarias tipicas de la familia saprolegniaceae, que miden 8 x 12 uym. La movilidad
activa tarda en aparecer de 5 a 20 minutos (depende de la temperatura) y, al principio, las zoosporas
son lentas y descoordinadas. A temperaturas de entre 16 y 20°C, las zoosporas pueden continuar
nadando al menos durante 48 horas (Alderman y Polglase, 1986).

La sensibilidad y especificidad del método del cultivo puede variar mucho en funcién de la experiencia
de la persona que lo lleve a cabo, pero en general seran inferiores a las de la PCR.

Especies de cangrejo de Norteamérica

El aislamiento de A. astaci mediante cultivo siguiendo los métodos descritos para las especies muy
susceptibles suele fracasar. Actualmente, el método recomendado para detectar la infeccion en estas
especies es la PCR.

4.3.1.2.2. Métodos de deteccion del antigeno basados en anticuerpos

No se dispone de ninguno.

4.3.1.2.3. Técnicas moleculares
Animales

En el caso de un brote sospechoso de la enfermedad en especies de cangrejos muy susceptibles,
para la extraccion de ADN preferiblemente deben escogerse cangrejos moribundos o que hayan
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muerto recientemente (en las ultimas 24 horas). Los cangrejos vivos pueden sacrificarse mediante
cloroformo. Si los Unicos animales de los que se dispone son ejemplares que han muerto unos pocos
dias antes de la extraccion, también pueden incluirse en el analisis, pero los resultados negativos en
la PCR deberan interpretarse con cautela, puesto que puede haberse producido una degradacion del
ADN. Puede aplicarse controles endégenos para evaluar si se ha producido degradacion. En estos
preferiblemente deben utilizarse tejidos del hospedador mas ricos en células hospedadoras que la
cuticula; la cuticula en si contiene muy pocos nucleos de células hospedadoras. Si las circunstancias
impiden enviar cangrejos al laboratorio en un plazo de 24 horas, pueden fijarse en etanol al 70%
((=3:1 etanol:tejido de cangrejo), pero ello puede dar lugar a una reduccion del ADN obtenido.

Extraccion de ADN

Cuando se analizan animales de especies muy susceptibles, el tejido de eleccion para la extraccion
de ADN es la cuticula abdominal blanda. Toda posible contaminacion superficial debe eliminarse
antes limpiando bien la cuticula abdominal blanda con papel de cocina limpio humedecido (mediante
H20 esterilizada en autoclave). A continuacion, se extirpa la cuticula abdominal blanda y se trituran 30
a 50 mg en nitrégeno liquido hasta liofilizar la muestra, utilizando una mano de mortero (pueden
utilizarse otras técnicas de trituracion, pero deben compararse con el método del nitrégeno liquido
antes de utilizarlas de forma sistematica). Para la identificacion de portadores, se toman 30-50 mg de
tejido de cada cuticula abdominal blanda, y el telson y los urépodos y se procesan de forma
independiente. A continuacion, se extrae ADN de la cuticula triturada mediante un método de
extraccién de ADN basado en la proteinasa K (como el DNeasy tissue kit; Qiagen, Hilden, Alemania;
protocolo para tejido de insecto) siguiendo las instrucciones de la casa comercial (Oidtmann et al.,
2006) o utilizando una prueba basada en CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) (Vralstad et al.,
2009). Deben analizarse controles negativos paralelamente a las muestras. Como controles negativos
pueden utilizarse tejidos de camaron.

4.3.1.2.3.1. PCR

Se han desarrollado varias PCR con distintos niveles de sensibilidad y especificidad. Aqui se describen dos
pruebas que han demostrado ser altamente sensibles y especificas. Ambas tienen como diana la regién
ITS (espaciador transcrito interno) de la agrupacién de genes ribosomales nucleares que se encuentra en
el genoma de A. astaci. Como debe hacerse siempre para cualquier prueba diagndstica basada en la PCR,
deberan analizarse controles negativos paralelamente a las muestras, con el fin de controlar una posible
contaminacién. Deben incluirse controles ambientales (utilizando, por ejemplo, tejido de camardn, como se
indica arriba) y controles blancos durante la extraccién de ADN, junto con controles de PCR “sin molde” (el
ADN molde se sustituye por agua de grado molecular). Los controles de la PCR que no son moldes deben
incluir un control de PCR ambiental que se dejara abierto durante el pipeteado del ADN de la muestra.

Método 1:

Esta PCR convencional se basa en cebadores especificos de especie situados en las regiones ITS1 e
ITS2. El cebador directo (BO 42) 5-GCT-TGT-GCT-GAG-GAT-GTT-CF-3' y el cebador inverso (BO 640)
5-CTA-TCC-GAC-TCC-GCA-TTC-TG-3'. La PCR se realiza en un volumen de reaccién de 50 pl que
contenga tampén 1x para PCR (Tris/HC1 75 mM, pH 8,8, [NH4]SO4 20mM, Tween 20 al 0,01%
(v/v)), MgCly 1,5 mM, dATP, dCTP, dTTP y dGTP, cada una a una concentracién 0,2 mM, 0,5 pmol

de cada cebador, y 1,25 unidades de ADN polimerasa (por ejemplo, Thermoprime Plus (AB Gene,
Epsom, Reino Unido) o polimerasa Taq equivalente y 2 pl de ADN molde. Se desnaturaliza la mezcla
a 96°C durante 5 minutos y a continuacion se realizan 40 ciclos de amplificacion de 1 minuto a 96°C,
1 minuto a 59°C y un minuto a 72°C, y, finalmente, una extensiéon de 7 minutos a 72°C. Se analiza el
ADN amplificado mediante electroforesis en gel de agarosa. El producto objetivo es un fragmento de
569 pb. Se recomienda la confirmacion de la identidad del producto de PCR mediante secuenciacion.
La prueba detecta sistematicamente hasta 500 fg de ADN diana genémico o la cantidad equivalente
de diez zoosporas sometidas a la PCR (Tuffs y Oidtmann, 2011).

Método 2:

Esta prueba es una PCR en tiempo real con unién al surco menor TagMan que tiene por diana una
secuencia motivo particular de 59 pb de A. astaci situada en la regién ITS1. El cebador directo es
AphAstITS-39F (50-AAG-GCT-TGT-GCT-GGG-ATG-TT-30), el cebador inverso, AphAstITS-97R (50-
CTT-CTT-GCG-AAA-CCT-TCT-GCT-A-30), y la sonda, TagMan MGB AphAstITS-60T (50-6-FAM-
TTC-GGG-ACG-ACC-CMG-BNF-Q-30) marcados con la tincién indicadora fluorescente FAM en el
extremo 50 y un grupo extintor de la fluorescencia no fluorescente MGBNFQ en el extremo 30. Las
amplificaciones mediante PCR en tiempo real se llevan a cabo en un volumen total de 25 ul que
contiene 12,5 pl de la mezcla de reaccion para la PCR (por ejemplo, Universal PCR Master Mix o
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Environmental PCR Master Mix, Applied Biosystems), los cebadores directo (AphAstITS-39F) e
inverso (AphAstITS-97R), ambos a una concentracion 0,5 uM, la sonda MGB (AphAstITS-60T)
0,2 uM, 1,5 pl de agua de grado molecular y 5 yl de ADN molde (no diluido y diluido a una décima
parte). La amplificacion y la deteccion se llevan a cabo en placas de reaccion 6ptica (Optical Reaction
Plates) selladas con pelicula adhesiva optica u otra similar sobre un ciclador térmico en tiempo real.
El programa de PCR consiste en una descontaminacion inicial de 2 minutos a 50°C para que tenga
lugar una actividad 6ptima de la enzima UNG, seguida de 10 minutos a 95°C para activar la ADN
polimerasa, desactivar la UNG y desnaturalizar el ADN molde, y a continuacién 50 ciclos de 15
segundos a 95°C y 60 segundos a 58°C. Junto con las muestras debe procesarse una dilucion
seriada con ADN de referencia cuyo contenido en ADN se conozca.

El limite absoluto de deteccidn de esta prueba se observé que era de unas 5 unidades formadoras de
PCR (=copias del ADN molde diana), lo cual equivale a menos de un genoma de A. astaci (Vralstad
et al., 2009). En otro estudio se observo que esta prueba permitia una deteccion sistemética de hasta
50 fg (Tuffs y Oidtmann, 2011).

La sensibilidad diagnéstica de cualquier prueba depende en gran medida de la calidad de las
muestras obtenidas. Cuando se estudia un brote de plaga del cangrejo, lo esperable es que la
sensibilidad diagndstica sea alta cuando se trabaja con ejemplares que han muerto por esta
enfermedad 12 horas o menos antes de la toma de muestras, o bien en cangrejos vivos que
presenten claros signos de la enfermedad. No se han llevado a cabo estudios para investigar el
efecto que el deterioro de la calidad de la muestra tiene en la pérdida de sensibilidad (por ejemplo,
cuando el muestreo o el procesado se retrasan, o cuando las muestras se guardan de forma
inadecuada). Es recomendable analizar varios cangrejos (5-10) con el fin de compensar las posibles
variaciones en la calidad de la muestra y en la zona afectada del cangrejo.

Se ha estudiado la especificidad analitica (Oidtmann et al., 2006; Tuffs y Oidtmann, 2011; Vralstad et
al., 2009) y no se ha observado reaccion cruzada. Sin embargo, debido a los frecuentes
descubrimientos de nuevas cepas de Aphanomyces, es muy recomendable secuenciar para
confirmar el diagnodstico. En el caso de la PCR en tiempo real, esto requiere una amplificacion
independiente del producto de la PCR, o bien utilizando los cebadores seguin se ha descrito en el
método 1, o bien utilizando cebadores ITS1 e ITS4 (véase el apartado “secuenciacion”, a
continuacion).

4.3.1.2.3.2. Secuenciacion

Se puede amplificar un producto de la PCR de 569 pb utilizando los cebadores BO42 y BO640. El
tamafio del amplicon obtenido mediante PCR se verifica con una electroforesis en gel de agarosa, y
se purifica extrayéndolo de este gel (por ejemplo, mediante un sistema de purificacion de ADN Freeze
n’ Squeeze, Anachem, Luton, Reino Unido). Ambas hebras de ADN deben secuenciarse utilizando los
cebadores que se han empleado en la amplificaciéon inicial. La secuencia consenso se genera
aplicando un programa informatico de anadlisis de la secuencia y comparandola con secuencias
publicadas, utilizando una herramienta de busqueda de alineacién, como la BLAST. Si se halla un
100% de coincidencia entre la secuencia problema y las secuencias publicadas, el producto
amplificado sera A. astaci. Si la secuencia no es idéntica al 100%, debera llevarse a cabo otra
secuenciacion utilizando los cebadores ITS-1 (5-TCC-GTA-GGT-GAA-CCT-GCG-G-3’) y ITS-4 (5'-
TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT-GC-3’) (White et al., 1990), que generaran un amplicén de 757 pb que
proporcionara datos de secuencia de la misma region, pero alargados por ambos extremos respecto
a la secuencia generada por los cebadores BO42 y BO640. Esta secuencia alargada debe confirmar
la identidad del agente patégeno a nivel de especie.

Especies muy susceptibles

La PCR (convencional o en tiempo real) es un método adecuado para investigar brotes sospechoso
de plaga del cangrejo (véase el apartado 7.1). Cuando se cumplan las condiciones de un caso
sospechoso, la amplificacion de un producto del tamafo esperado obtenido por PCR y utilizando PCR
convencional o en tiempo real puede considerarse una diagnéstico confirmativo suficiente, si se
detecta un alto nivel de ADN molde. Cuando se detecten niveles bajos de ADN molde (amplificacion
débil) o se analicen muestras procedentes de lugares donde no se cumplan las condiciones de caso
sospechoso, para confirmar el diagnéstico se recomienda secuenciar productos de PCR generados
como se ha descrito en el apartado sobre secuenciacion.

4.3.1.2.4. Purificacion del agente
No disponible.
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4.3.2. Métodos serolégicos

No disponibles.

5. Idoneidad de las pruebas para cada uso previsto

Los métodos de los que se dispone actualmente para el diagnéstico de casos clinicos de la plaga del cangrejo
(Aphanomyces astaci) en especies muy susceptibles se muestran en la Tabla 5.1. Los métodos de vigilancia
dirigida destinados a demostrar la ausencia de enfermedad en especies muy susceptibles se muestran en la Tabla
5.2.

La enfermedad clinica es extremadamente infrecuente en el cangrejo de Norteamérica. Por tanto, no se proporciona
un orden de preferencia de los métodos de diagndstico de los casos clinicos utilizados en estas especies. Sin
embargo, en la Tabla 5.3. Se muestran los métodos de vigilancia dirigida destinados a demostrar la ausencia de
enfermedad en cangrejos de Norteamérica.

Las denominaciones utilizadas en las tablas indican: a = este es el método recomendado por motivos de
disponibilidad, utilidad y especificidad y sensibilidad diagndsticas; b= este es el método estandar con una buena
sensibilidad y especificidad diagnésticas; c= este método es aplicable en ciertas situaciones, pero el coste, la
exactitud u otros factores limitan mucho su aplicacién; y d= actualmente este método no se recomienda para este
fin. Esta clasificacion es de alguna forma subjetiva ya que la idoneidad implica cuestiones de fiabilidad, sensibilidad,
especificidad y utilidad. Aunque no todas las pruebas incluidas en las categorias a o b se han sometido a
estandarizacion y validacion formales, su naturaleza rutinaria y el hecho de que se hayan usado generalmente sin
resultados dudosos las hace aceptables.

Tabla 5.1. Métodos de diagnéstico de la plaga del cangrejo en especies de cangrejo muy susceptibles

Método Diagnéstico provisional Diagnéstico confirmativo
Signos macroscépicos y b d
microscépicos
Aislamiento y cultivo b d
Histopatologia d d
PCR a boa'
Secuenciacion de los productos de 1
n/a boa
la PCR
ME de transmisién d d
Pruebas basadas en anticuerpos n/a n/a
Sondas de ADN - in situ n/a n/a

PCR = reaccién en cadena de la polimerasa; g PCR = PCR cuantitativa; ME = microscopia electronica; n/a = no aplicable o
disponible; T = véanse las definiciones de caso confirmado en el apartado 7.1.

Tabla 5.2. Métodos de vigilancia dirigida en especies de cangrejo muy susceptibles para declarar la ausencia de plaga
del cangrejo

Método Metoc'i(,) de Método de confirmacion
deteccion

Inspeccion en busca de signos a c
macroscépicos y mortalidad
Signos microscépicos (preparaciones

) c c
himedas)
Aislamiento y cultivo c b
Histopatologia d d
PCR a b, posiblemente a'
qPCR a b, posiblemente a'
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Método d[:‘titcoc(iignde Método de confirmacion
Secuenciacion de los productos de la PCR n/a a
ME de transmision d d
Pruebas basadas en anticuerpos n/a n/a
Sondas de ADN - in situ n/a n/a

PCR = reaccion en cadena de la polimerasa; q PCR = PCR cuantitativa; ME = microscopia electronica; n/a = no aplicable o
disponible; 1 = véanse las definiciones de caso confirmado en el apartado 7.1.

Tabla 5.3. Métodos para la vigilancia dirigida en especies de cangrejo de Norteamérica para declarar la ausencia de

plaga del cangrejo

Método Métodq d ¢ Método de confirmacién
deteccion

Signos macroscépicos y microscépicos d d
Aislamiento y cultivo c c
Histopatologia d d
PCR a b
gPCR a b
Secuenciacion de los productos de la PCR n/a a
ME de transmision d d
Pruebas basadas en anticuerpos n/a n/a
Sondas de ADN - in situ n/a n/a

PCR = reaccién en cadena de la polimerasa; gPCR = PCR cuantitativa; ME = microscopia electrénica; n/a = no aplicable o
disponible

Prueba(s) recomendada(s) para la vigilancia dirigida destinada a declarar la ausencia de
plaga del cangrejo (Aphanomyces astaci)

6.1. Especies muy susceptibles

Es necesaria una inspeccion de las piscifactorias en las que se crien cangrejos susceptibles, con la frecuencia
sefialada en el capitulo 2.2.0. Los métodos adecuados para este propoésito son la observacion del historial de
mortalidades no relevantes (lo cual excluye las pérdidas derivadas de la depredacién) que se producen en la
poblacién durante un periodo de al menos 12 meses combinada con la ausencia de signos clinicos, asi como
de lesiones macroscépicas o microscopicas en el momento de la inspeccion. La vigilancia de las poblaciones
de cangrejos salvajes constituye un mayor problema, especialmente cuando se trata de una especie en
peligro. Como los desplazamientos de las poblaciones de peces procedentes de aguas infectadas constituyen
un riesgo de transmisién de la enfermedad, es necesario realizar un seguimiento del estado de las poblaciones
de cangrejos para confirmar que permanecen sanos.

En el contexto de una piscifactoria, una infeccion por plaga del cangrejo debe detectarse con relativa rapidez,
debido al inicio relativamente rapido de la mortalidad en la poblacion de cangrejos de la explotacion.

Para llevar a cabo una vigilancia dirigida, es recomendable realizar inspecciones periddicas, durante las cuales
deberan tomarse muestras si existe sospecha de mortalidad o enfermedad. Si se hallan animales moribundos
o muertos, se recomienda analizar las muestras mediante PCR, y si la PCR da un resultado positivo, se
secuenciaran los productos de esta PCR generados mediante cebadores 42 y 640, o ITS-1 y 5, y las
secuencias obtenidas se analizaran.
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6.2. Especies de cangrejo de Norteamérica

En las especies de cangrejo de Norteamérica, deben tomarse ejemplares y analizarse mediante una de las
PCR descritas anteriormente. La PCR en tiempo real es el método de eleccién porque ofrece una mayor
sensibilidad. Esto es aplicable tanto a las poblaciones de piscifactoria como a las poblaciones salvajes
aclimatadas, y en los programas de vigilancia se deben tener en cuenta los riesgos de una transmisién
indirecta derivados de los desplazamientos de peces.

7. Criterios para el diagnéstico confirmativo

7.1. Definicion de caso sospechoso

Especies de cangrejo muy susceptibles

Los casos que presentan una mortalidad alta exclusivamente en las especies muy susceptibles de cangrejos
de agua dulce, en lugares en que todas las demas especies de flora y fauna, y en concreto otros crustaceos
acuaticos, estan normales y sanos.

Especies de cangrejo de Norteamérica

Toda poblacion de cangrejos de Norteamérica en general se considera potencialmente infectada por A. astaci.
7.2. Definicién de caso confirmado

Especies de cangrejo muy susceptibles

Confirmacion de la presencia de A. astaci mediante PCR o qPCR y secuenciacion.

Cuando (1) una mortalidad de cangrejos cumple la definicion de caso sospechoso y (2) los resultados de la
PCR indican la presencia de altos niveles de ADN molde (en el caso de la PCR en tiempo real, esto
corresponde a valores de Ct < 30), y (3) el caso sospechoso estudiado no es el primer caso de deteccion de A.
astaci en el pais o region, el resultado de la PCR por si mismo puede considerarse suficiente como
confirmacion.

Especies de cangrejo de Norteamérica

Confirmacion de la presencia de A. astaci mediante PCR o qPCR y secuenciacion.
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*

* ok

NB: Existen Laboratorios de Referencia de la OIE para la Plaga del cangrejo de rio (Aphanomyces astaci) (puede
consultarse la lista actualizada en la Tabla del final de este Manual Acuético o en la pagina web de la OIE:
www.oie.int).
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