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I.  Objetivo.

Establecer el método de diagndstico que debera ser utilizado para la evaluacién de la
sensibilidad farmacoldgica de Caligus rogercesseyi a azametifos, deltametrina vy
cipermetrina.

Il. Alcance.

Las condiciones técnicas y procedimientos estandarizados que se establecen en el presente
documento, serdn aplicables durante el proceso de muestreo en los centros de cultivo de
salmonidos y en los laboratorios de diagndstico registrados que realicen la evaluacion de la
sensibilidad farmacoldgica de Caligus rogercresseyi a tres farmacos especificos: azametifos,
deltametrina y cipermetrina, a través de métodos moleculares, exigido por el Programa
Sanitario Especifico de Control y Vigilancia de Caligidosis, segun lo establecido en
conformidad con el D.S. N2 319, de 2001, del Ministerio de Economia, Fomento y
Reconstruccién, actualmente Ministerio de Economia, Fomento y Turismo.

lll. Pruebas diagndsticas.
1. Materiales y equipos

e Solucion RNA Later® (Ambion), o similar para preservacion de muestras para
extracciones de RNA

e FEtanol absoluto (calidad PA)

e Pinzas anatdmicas

e (Cajas isotérmicas para transporte

e Bloques refrigenrantes

e Reactivo Trizol® Reagent, o similar para extraccién de RNA a partir de muestras animales

e Agarosa (en caso de utilizar cdmara electroforética)

e Enzima DNase

e Sondas TagMan® especificas (sefialadas en Tabla 1)

e Kit de sintesis de cDNA

e Kit gPCR compatible con sondas
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e Espectrofotdmetro, o instrumento similar para cuantificar concentracion y pureza de
RNA

e Equipo de cuantificacion de calidad de RNA, o alternativamente camara electroforética
para geles de agarosa

e Equipo de gPCR con al menos 4 canales (se requiere reaccion en formato quadruplex)

2. Toma de muestras para evaluacion de sensibilidad farmacoldgica

Previo a un tratamiento de bafo de inmersién en el centro con algun producto que tenga
como principio activo azametifos (50%), deltametrina o cipermetrina, se debe realizar un
primer muestreo (pre-tratamiento) como maximo 24 horas antes del inicio de la terapia.
Donde se debe seleccionar 10 hembras y 10 machos adultos de Caligus rogercresseyi, las
cuales se deben fijar en solucion RNA Later® (Ambion), o solucién similar, en la proporcion
recomendada por el fabricante, que permita preservar ARN de manera integra.

Un segundo muestreo se debe realizar después de la aplicacion del tratamiento
correspondiente (muestreo post tratamiento), donde se debe seleccionar un segundo
conjunto de muestras de 10 hembras y 10 machos adultos, fijando las muestras en la
mismas soluciones y cantidades sefialadas para las muestras pre-tratamiento. El muestreo
post-tratamiento puede realizarse inmediatamente después del bano y hasta un plazo no
mayor a 48 horas después del muestreo pre-tratamiento.

De las muestras fijadas, 5 machos y 5 hembras de cada tiempo de muestreo (previo al
tratamiento y a posterior de éste) deben ser mantenidas en el laboratorio como
contramuestras a -20°C, por un periodo no inferior a 15 dias luego de emitidos y reportados
los resultados y en caso que el servicio lo requiera seran enviadas al Laboratorio Nacional
de Referencia (LNR) para la Caligidosis para estandarizacién y validacién de procedimientos
moleculares (ver figura 1).
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Figura 1. Esquema de muestreo para evaluacion de sensibilidad farmacolégica.

*En caso de contar con muestras derivadas de un bioensayo para evaluacion de sensibilidad
de este farmaco, se pueden utilizar las muestras senaladas con la misma distribucién de
muestras, donde los grupos expuestos a azametifos deben ser los parasitos expuestos a la
concentracion terapéutica para este farmaco (100 ppb), o a la concentracién mas cercana.
En tal caso las muestras deben encontrarse fijadas en solucién preservante de ARN, y en
caso de estar almacenadas debe ser a una temperatura no mayor a — 802 C.

3. Medicidn de expresion de genes relacionados con resistencia farmacoldgica

Las muestras deben ser transportadas en frio (hielo o bloques refrigerantes previamente
congelados) al laboratorio donde se realizaran los andlisis de expresidn génica por RT- qPCR.

Los andlisis de RT- qPCR se deben realizar utilizando la tecnologia de sondas TagMan® (Life
Technologies), utilizando los genes y partidores especificos (tabla 1).
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Tabla 1. Listado de genes y partidores relacionados a la respuesta de C. rogercresseyi a los
farmacos antiparasitarios. (Saez-Vera, et al., 2021).

Nombre Gen Funcidn Secuencia Modificaciéon*
Cytp450-F Detoxificacion ~CGGATAGGAGCTTTTCTTGGAC
Cytp450-R Citocromo p450 CGGGCTATGCTACAACCTCC
Cytp450-P TCGGGATTCGTGGCCAGGACGT 5'FAM-3'BHQ1
Trypsin_2-F Proteasa CCGGCAAGGGTTCCATTTTG
Trypsin_2-R Tripsina 2 AGAATGTAAGTCCGCCCACG
Trypsin_2-P CCCCCAGAGTCACCTTGGC 5'TAMRA-3'BHQ2
ABCC-F Transportador GGGAATGCGAAGGAGGTTGA

Transportador
ABCC-R ABCC AACGCTGTGACGACCTTCAT
ABCC-P CCACAAGGAAAGGGGCCGAGG 5'ROX-3'BHQ2
b_tubulin-F Control gPCR GGCAACAGCAACTACACACG
b_tubulin-R Beta-tubulina TCACCGTGATAGGTACCCGT
b_tubulin-P ACATGCAGGCTGGCCAATGCGG 5'HEX-3'BHQ1

*En caso de que un proveedor no comercialice especificamente las mismas modificaciones,
0 estas no sean compatibles con un equipo particular que el laboratorio interesado desee
utilizar, es posible reemplazar las combinaciones de fluoréforo y quencher. En tal caso, se
exige que las combinaciones seleccionadas permitan la amplificacion en formato
quadruplex manteniendo el formato de 4 canales distintos en el equipo de gPCR. Las
modificaciones realizadas deben ser informadas a SERNAPESCA para su autorizacion. En
ningln caso se puede realizar otro tipo de modificacién que altere la secuencia de
nucledtidos presentada en la tabla 1.

La extraccién de RNA se debe realizar a partir de las muestras fijadas utilizando el reactivo
Trizol® Reagent (Ambion, USA), siguiendo las instrucciones del proveedor.
Alternativamente, se puede utilizar otro procedimiento experimental siempre que se logre
obtener una concentracién, pureza y calidad de RNA necesaria para un ensayo de gPCR.

Las extracciones se deben realizar a partir de 1 parasito.

El ARN extraido debe ser tratado con una enzima DNAse siguiendo el protocolo del
fabricante para eliminar contaminacion por presencia de ADN en las muestras de ARN. Este
paso se puede omitir si es que el kit de extraccion de ARN ya conlleva tratamiento con
DNAse especifica.

La concentracidon y pureza del ARN serd determinada mediante un espectrofotdmetro
Nanodrop-One (NanoDrop® Techonologies, Inc. USA), o equipo similar que mida indice de
pureza 260/280, y 260/230.
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La integridad del ARN sera medida mediante electroforesis con un gel de agarosa
desnaturalizante al 1.2%, alternativamente se pueden utilizar equipos que mediante
electroforesis capilar/digital cuantifican la calidad del RNA (indice RIN o similar). No
obstante, los métodos cuantitativos para evaluar la calidad del RNA no son obligatorios, ya
que se permite la evaluacion cualitativa mediante el sembrado de muestras en geles de
agarosa y una posterior corrida de electroforesis. Se recomienda que la corrida de
electroforesis se realice con un voltaje de 100 volts durante 30 minutos.

Sélo se deben utilizar muestras con indices de pureza 260/280y 260/230 sobre 1.8, y en las
cuales se logren observar las bandas de 28 y 18S de ARN ribosomal en los geles de
electroforesis. En el caso de cuantificacion de la calidad de RNA, los valores de RIN deben
ser superiores a 8.0.

La sintesis de cDNA se llevard a cabo con 40 ng de ARN utilizando kit de sintesis de primera
hebra de cDNA que incluya la enzima transcriptasa reversa. El cDNA obtenido se utilizara
para el andlisis de expresion génica mediante RT-qPCR. Alternativamente pueden usarse
kits que permitan la sintesis de cDNA y la amplificacién en un solo paso "One Step kit".

La medicién de la expresion génica se realizard mediante una cuantificacidon relativa,
utilizando el método de cuantificacion A ACT comparativo. Para efectos de normalizacién
se debe utilizar el control endégeno b-tubulina, el cual ha sido validado como como tal en
el estudio previo de genes de sensibilidad farmacolégica en C. rogercresseyi (Valenzuela-
Munoz & Gallardo-Escarate, 2015).

Al menos se deben cuantificar 3 réplicas técnicas (3 reacciones de PCR por muestra), de
todas las muestras obtenidas (10 control y 10 pardsitos expuestos a farmaco).

Cada reaccion se debe realizar en un volumen de 20uL (o el recomendado por el fabricante)
utilizando un kit compatible con las sondas (ejemplo KAPA Probe Fast gPCR Master Mix),
siguiendo instrucciones del fabricante. Las reacciones deben contener 1uL (40ng) de cDNA,
0.2uL cada partidor (100nM), 0.25uL de sonda (125nM). Las corridas se deben realizar en
un equipo de gqPCR de al menos cuatro canales, programando correctamente cada
modificacion para poder realizar la reaccién en una configuracién de quadruplex (todos los
genes en una misma reaccion).

Las condiciones de amplificacion son:
(1) denaturacion inicial de 3 min a 95 °C;

(2) 40 ciclos de denaturacién a 952C por 10 seg, annealing + extension a 602C por 30
seg. Todas las reacciones deben considerar al menos tres réplicas técnicas.
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4. Cuantificacién e interpretacion de resultados

Esta actividad se debe realizar en planilla entregada por el Laboratorio de Referencia, en el
cual se proporcionan los datos para luego hacer el célculo de un indice de sensibilidad de
manera automatica.

Los valores de CT obtenidos se deben colectar para realizar la cuantificacién por cada gen
aplicando la férmula A ACT comparativo. Esto significa restar al valor de CT del gen target el
valor de CT del control endégeno. A cada valor obtenido se le debe restar el valor obtenido
para una muestra de referencia, que en teoria puede ser cualquier muestra, pero
recomendamos utilizar aquella que mostrd el valor diferencial mas alto en la primera
operacion. El valor obtenido se debe multiplicar por -1 y aplicar como exponente de 2 para
obtener los valores de expresion por réplica.

Finalmente se debe expresar los valores como fold change de muestras expuestas sobre
muestras control para evaluar la sensibilidad del grupo, esto es mediante de la divisién de
los resultados obtenidos en la operacidn anterior. Esta operacion se debe realizar en planilla
tipo adjunta donde se indica cdmo se ordenan las muestras, y la ponderacién de cada gen
para determinar si el pardsito evaluado es susceptible o resistente. Los factores de
ponderacion para cada farmaco estdn contenidos en el archivo Excel adjunto.

5. Informe de resultados
El informe de andlisis de resultados de eficacia deberd ser enviado al correo

caligus@sernapesca.cl, en un plazo no superior a 72 horas desde obtenidos los resultados.
Para el informe se debe considerar la informacién detallada en el anexo N° 1.
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Anexo 1.

Informe de resultados de laboratorios de diagndstico

El informe de resultados de analisis de diagndstico debera contener, al menos a la siguiente
informacidn:

e Numero de informe de andlisis

e Cantidad de péginas

e Fecha de emision

e Nombre del laboratorio de diagndstico y sede, cuando corresponda.

e Nombre y RUT de responsable de muestreo.

e Solicitante de los analisis.

e Programa Sernapesca (PSEVC- Caligus) Nombre, ACS y cédigo del centro de cultivo de

origen.
e Numero de jaula (identificacién) de las muestras analizadas, cuando corresponda.
e Especie.

e Peso promedio

e Numero de muestras, nimero de tubos e identificacion

e Fechay hora del muestreo (pre y post tratamiento).

e Fechay hora de recepcion de las muestras.

e Principio activo empleado en el tratamiento por inmersién

e Fechay hora de la obtencidon de los resultados de analisis.

e Andlisis realizados

e Tabla con CT de las muestras (ABCC, CytP450, Tryp-2 y b-tub)

e Resultados de los analisis (indice de sensibilidad).

e Metodologia empleada.

e Informacion colectada en ambos muestreos (pre y post tratamiento) por el muestreador
calificado: Temperatura del agua, Concentracion de oxigeno y salinidad.

e Firmas autorizadas.

e Observaciones



