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RESUMEN EJECUTIVO

Este informe final incluye los resultados de los analisis de toxinas lipofilicas en muestras de agua
(fitoplancton y microalgas) y moluscos recolectados entre enero y febrero de 2013 en la region de
Magallanes, cuando ocurrié una floraciéon de dinoflagelados entre los que destacaron Dinophysis
acuminata y Protoceratium reticulatum. Ambas especies eran sospechosas de producir toxinas
lipofilicas: DTX1 y PTXs en el primer caso, y YTXs en el segundo. Tal floraciéon se mantuvo intensa
entre diciembre 2012 y febrero 2013.

Las muestras de moluscos, fitoplancton (agua) y microalgas aisladas por micromanipulacién fueron
recolectados en diferentes sectores de Magallanes durante el monitoreo regular de marea roja VI
etapa 2013-14 que se realiza anualmente.

Los analisis de toxinas en las muestras fueron realizados por LC-MS/MS en un laboratorio extranjero
por tratarse de una técnica aun no implementada en Chile para la deteccion de toxinas marinas
lipofilicas certificada a nivel comercial ni tampoco para investigacion basica rutinaria.

Los resultados indican que en los moluscos se encontraban presentes pectenotoxina-2 (PTX2),
yesotoxinas (YTXs), 45-hidroxi-yesotoxina (450HYTX), dinofisistoxina-1 (DTX1) y espirdlidos
(SPXs). La mayor concentracion la presento el grupo de las YTXs (40-294 ug kg-') en muestras de
choritos provenientes del sector de Seno Otway. Igualmente la PTX2 se presenté en mayor
concentracion (3-45 ug kg') en este mismo sector y en los mismos transvectores. Para el caso de
contenido gastrico de ostiones procedentes del area norte de Magallanes (estero Peel) se detectd
tanto PTX2 como YTXs mientras que en cuerpo entero de chorito de la misma estacion se detect6
PTX2 y SPX1.

El DTX1 fue detectado en choritos (1-18 pg kg, considerando DTX1 libre y total) procedentes del
area centro de Magallanes (sector Seno Otway y sectores adyacentes a Punta Arenas). EI AO no fue
detectado en ninguna las areas monitoreadas de la region.

Los SPXs fueron principalmente detectados en choritos de las &reas centro y sur de Magallanes, y
en una estacion del area norte de la region (estero Peel).

De las cinco toxinas detectadas en los moluscos, solo DTX1 mostrd estar localizada en el area
centro de Magallanes, mientras que las restantes fueron detectadas en las tres areas de monitoreo:
Norte, centro y sur de Magallanes.

No se encontré pectenotoxina-1 (PTX1), dinofisistoxina-2 (DTX2) ni azaspiracidos (AZPs) en las
muestras de moluscos.
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Los resultados muestran que de los cuatro grupos de toxinas; PTXs, YTXs, DTXs y SPXs, tres de
ellas estuvieron presentes simultaneamente en los moluscos, vale decir, PTX2, YTXs y DTX1, o bien
PTXs, YTXs y SPXs.

La presencia de PTX2 y DTX1 en moluscos fue coincidente con la mayor abundancia relativa de
Dinophysis acuminata en el ambiente, y no con D. acuta que estuvo ausente. Las YTXs fueron
detectadas en los mismos transvectores y coincididé con una alta abundancia relativa de
Protoceratium reticulatum. En este ultimo caso fue posible confirmar la produccion de YTXs por P.
reticulatum en microalgas aisladas por micromanipulacion y en cultivos establecidos a partir de
aislamientos de esta especie desde muestras de agua procedentes del area norte y centro de
Magallanes.
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1. ANTECEDENTES

En Chile aun existen escasos antecedentes acerca de las toxinas lipofilicas presentes en nuestros
moluscos, asi como la fuente microalgal asociada a su produccion y la variabilidad espacio-temporal
de las mismas. Tal situacién es también un problema en el sur austral de Chile y particularmente en
Magallanes, donde el historial de este tipo de toxinas ha sido opacado por la fuerte incidencia de
toxina paralizante asociada a la presencia de Alexandrium catenella. No obstante, en los dos ultimos
afos los niveles de toxicidad por toxinas lipofilicas en la region se han constituido en un problema
para la autoridad de Salud pues han determinado el cierre de grandes extensiones de areas a la
extraccion de moluscos, hecho no acontecido anteriormente, salvo muy local y esporadicamente
(e.g. Uribe et al. 2001), ademés del efecto econémico y social.

Dentro de las toxinas lipofilicas las mas conocidas y frecuentes a nivel mundial por sus efectos
diarreicos (veneno diarreico de los mariscos, VDM) en humanos son el &cido okadaico y sus
derivados las dinofisistoxinas (AO y DTXs) (e.g. Yasumoto et al. 1978) también conocidas como
okadaatos. Por lo mismo poseen un mayor historial de citas en la literatura cientifica. Los okadaatos
son fuertes inhibidores de las proteinas fosfatasas 1 y 2A, y potenciales promotores de tumores
(Yasumoto et al. 1989, Fuijiki et al. 1989) con efectos cronicos desconocidos, por lo que su efecto es
mas lento. Por esta razén representan un riesgo para la salud publica y dan lugar a prolongadas
vedas de extraccion de bivalvos tanto de bancos naturales como centros de cultivo con las
consiguientes pérdidas economicas para el sector pesquero y acuicultor en otras partes del mundo.

Actualmente, en Chile las toxinas lipofilicas son detectadas por el bioensayo del ratdn, una
metodologia semicuantitativa e inespecifica. Por lo mismo suelen ocurrir falsos positivos debido a la
interferencia de otras toxinas lipofilicas, diferentes al VDM, inocuas 0 no para el hombre pero que
pueden estar presentes en las muestras inyectadas pues son co-extraidas con los okadaatos.

Gracias al uso de tecnologias de alta sensibilidad, Ultimamente ha sido posible detectar junto a los
okadaatos, otras toxinas lipofilicas de diverso efecto toxico tales como las yesotoxinas,
pectenotoxinas, azaspiracidos, espirélidos y gimnodimina (Zhao et al. 1993, Yasumoto & Takizawa,
1997, Uribe et al. 2001, Garcia et al. 2005, Blanco et al. 2007, Krock et al. 2009, Alvarez et al. 2010,
2011, Lopez et al. 2010, Pizarro et al. 2011, Fux et al. 2011, Trefault et al. 2011).

En Magallanes, ha sido reportada la presencia de okadaatos (AO y DTXs) asociadas a la presencia
de Dinophysis acuminata (Uribe et al. 2001). También se ha reportado la presencia de yesotoxinas
(YTXs) en moluscos. Esta ultima se sospecha estar asociada a la presencia de la especie
Protoceratium reticulatum, comprobada fuente primaria en Aysén (Pizarro et al. 2012), norte de
Chile (Alvarez et al. 2011) y ampliamente conocida como tal a nivel mundial.

Durante el periodo estival de 2013 en la region de Magallanes, ocurrié una floracion de dinoflagelados entre
los que destacaron Dinophysis acuminata y Protoceratium reticulatum. Tal floracion se mantuvo intensa
entre diciembre 2012 y febrero 2013, lo que permitié recolectar muestras de transvectores y microalgas para
establecer y/o confirmar los perfiles de toxinas lipofilicas respectivas mediante LC-MS/MS, particularmente
en una regién con muy poca informacion al respecto.
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2. OBJETIVOS

2.1. General del proyecto

Establecer mediante LC-MS/MS los perfiles de toxinas lipofilicas en muestras de moluscos y de
plancton, recolectadas durante la floracién de dinoflagelados, ocurrida durante el verano 2013 en la
region de Magallanes.

2.2. Objetivo especifico

Establecer los perfiles de toxinas lipofilicas en transvectores centinelas, fitoplancton y microalgas
aisladas por micromanipulacién, recolectados en diferentes sectores de Magallanes durante el
monitoreo regular realizados durante una floracion de Dinophysis spp. y Protoceratium reticulatum.
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3.

METODOLOGIA

En esta seccidn se describen las metodologias asociadas a las actividades realizadas, para el logro de
los objetivos asi como también los conceptos e ideas que la fundamentan.

3.1. Obtencion del extracto

Carne de mariscos. Dependiendo de la cantidad de material, se procesé solo el hepatopancreas
o carne total. Se macerd y pes6 el material. Se realizd extraccion con metanol en una de 1:1 p/v.
Los extractos fueron centrifugados y el sobrenadante filtrado por filtros de nylon de 0.45 ymy
vaciado a un vial.

Extracto en metanol de muestras de fitoplancton (i.e. el ensamble total de microalgas, sin separar
especies): Alicuotas de agua, previamente filtradas por malla de 250 pm para eliminar el
zooplancton de tamafio mayor, fueron filtradas en filtros de fibra de vidrio muflados de 13 mm de
didmetro (tamafio de poro nominal de 0.7 um). Los filtros fueron puestos por separado segun sitio
de recolecta y fecha, en ependorfs de 1.5 ml y congelados hasta ser extraidos con 1 mL de
metanol, centrifugados. El sobrenadante fue filtrado por filtros de nylon de 0.45 um y vaciado a
un vial.

Extracto en metanol de D. acuminata y P. reticulatum. La microalgas aisladas por
micromanipulacion bajo un microscopio invertido (siempre y cuando el nimero de D. acuminata y
de P. reticulatum fuera suficiente como para lograr reunir un nimero cercano a las 30 células por
cada especie) fueron puestas en un ependorf de 1.5 ml con 1 ml de metanol. Para obtener el
extracto de toxina, las muestras fueron mezcladas en vortex y filtradas por filtros de nylon de 0.45
pm. El extracto filtrado fue puesto en un vial. Solo en una ocasién fue posible acumular un
numero suficiente de células de D. acuta por ello fue posible obtener solo una muestra para esta
especie.

Todos los extractos fueron secados con nitrégeno gas a 38°C. Este proceso evita los problemas
de traslado de extractos en solventes orgénicos y y/o evitar eventuales pérdidas de liquidos en
las muestras durante el trayecto.

3.2. Laboratorio de analisis dotado de LC-MS/MS

La metodologia para el analisis de toxinas lipofilicas se realiz6 mediante espectrometria de masas
acoplada a un cromatégrafo liquido (LC-MS/MS). Por tratarse de una técnica aun no implementada
en Chile en aspectos de determinacion de toxinas marinas a nivel comercial y certificada, ni tampoco
para realizar investigacion basica de rutina, fue necesario enviar las muestras a un laboratorio
extranjero certificado. Tal laboratorio pertenece al Instituto Tecnoldgico del Mar (INTECMAR),
Gallicia, Espafia.
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El contacto se realizd a través de grupos de investigacion extranjeros de vasta y reconocida
experiencia en el tema, para prospectar la factibilidad de donde realizar los analisis. Los mismos
aconsejaron al laboratorio perteneciente a INTECMAR.

INTECMAR es una entidad de investigacion estatal, encargada de realizar los monitoreos semanales
en Galicia, donde también se encuentra fisicamente su sede. Actualmente esta certificada para la
deteccion de toxinas lipofilicas en moluscos entre otros analisis que realiza (Anexo 1y 2). El Anexo 2
contiene el costo del andlisis de toxinas lipofilicas (equivalente a cotizacion).

El laboratorio seleccionado posee un cromatografo UPLC Acquity Waters acoplado a un triple
cuadrupolo Waters Xevo TQ, con la suficiente sensibilidad en la deteccion de toxinas en microalgas
aisladas por micromanipulacion, sensibilidad que fuera confirmada anteriormente al establecer
cuantitativamente el perfil de toxinas lipofilicas en muestras de microalgas aisladas desde muestras
de sedimentos de Magallanes (ver Anexo 3).

Previo al envio de extractos de moluscos y contrato de ensayo de analisis exigido por INTECMAR,
se realizo la consulta acerca de nuestro interés también por analizar toxinas en microalgas aun
cuando no estuviesen certificados en esta matriz en particular. La solicitud de analisis fue aceptada
por parte de INTECMAR.

Una vez aceptado el contrato de ensayo por parte de INTECMAR (Anexo 4), se procedid entonces a
enviar las muestras de 29 extractos de microalgas y 29 extractos de moluscos, mientras INTECMAR
facturd por costos de analisis solicitados por IFOP en el contrato de ensayo (Anexo 5).

Si bien el numero de extractos obtenidos fue cercano a las 140 muestras, el numero de muestras
enviadas se ajusté al presupuesto otorgado para este proyecto, al mismo tiempo que la informacion
obtenida fuera suficiente como para tener una vision regional de los perfiles de toxinas que
estuvieron presentes durante la floracion estival de 2013.

3.3. Analisis de toxinas lipofilicas por LC-MS/MS
Las toxinas lipofilicas a determinar en las muestras fueron: &cido okadaico (AO), dinofisistoxina-2
(DTX2), dindfisistoxina-1 (DTX1), pectenotoxinas (PTX1, PTX2), azaspiracidos, (AZA1, AZA2,

AZA3), yesotoxinas (YTX, homoYTX, 450HYTX, 450HhomoYTX) y espirdlidos (SPX1). El analisis
se realiz6 con los siguientes elementos:
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Equipos
o Sistema cromatografico Acquity Ultra Performance (Cddigo B191C)

e Espectrometro de masas equipado con interfase ESI y tandem MS/MS. Xevo TQMS (Cédigo
B192C)

e Software del programa TargetLynx (Cédigo 196)
o Columna cromatografica de fase reversa C18, 1,7 um, 2,1 x 100 mm, Acquity UPLC BEH.

Reactivos y disolventes
e Metanol grado HPLC gradiente
e H0 Milli-Q Ellix
e Acetonitrilo grado HPLC o Hipergrado para LC-MS
e Acido férmico 98-100 %
e Hidréxido aménico 25 %
e MeOH/Agua 50 %
e Acetonitrilo/Agua 90 %
e Acido clorhidrico 37 %
e Disolucion de acido clorhidrico 2,5 M Hidroxido Sédico (< 99 % pureza).

e Disolucion de hidroxido sddico 2,5 M.

Disolventes cromatograficos
e Disolucién tampon: hidréxido aménico al 0.125 %.
e Fase movil A: Agua conteniendo 6,7 mM de NH4OH.
e Fase movil B: Acetonitrilo conteniendo 6,7 mM de NH4OH.

o (Cada fase mdvil se filtra a vacio a través de filtros de membrana de nylon de 0,22 um.

Toxinas de Referencia
¢ Disolucion certificada de acido ocadaico en metanol (NRC CRM-OA-c). Cod. PB015.

e Disolucion certificada de Yessotoxina. Yessotoxin di-sodium salt en metanol (CRM-00-YTX)
Cod. PB018.
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Disolucién certificada de Homo-yessotoxina. 1aHomoyessotoxin di-sodium salt en metanol
(CRM-00-hYTX). Cod. PB019.

Disolucién certificada de calibracion de Azaspiracido 1 en metanol (NRC CRM-AZA1). Cod.
PB020.

Disolucién certificada de calibracion de Azaspiracido 2 en metanol (NRC CRM-AZA2). Cod.
PB021.

Disolucién certificada de calibracion de Azaspiracido 3 en metanol (NRC CRM-AZA3). Cod.
PB022.

Disolucién de calibracién de Dinofisistoxina 2 en metanol (00-DTX2). Cod. PB026.
Disolucién de calibracién de Dinofisistoxina 1 en metanol (CRM-00-DTX1). Cod. PB032.
Disolucién de calibracion de Pectenotoxina 2 en metanol (00-PTX2). Cod. PB031.

Material de Referencia Certificado (Mussel Tissue Reference Material for DSP Toxins, NRC
CRM-DSP-Mus-b) con AO y DTX1, 10,1 £ 0,8 ug/lg y 1,3 £ 0,2 ug/g respectivamente.
Homogeneizado de mejilldn (Mytilus edulis). Cod. PB014.

Material de Referencia Certificado (Mussel Tissue Reference Material for AZA Toxins, NRC
CRM-AZA-Mus) con AZA1, 1,16 + 0,10 ug/g, AZA2 0,273 + 0,023 pg/g y AZA3 0,211 + 0,022
Mg/g. Homogeneizado de mejillon (Mytilus edulis). Cod. PB030

Disolucién certificada de calibracion de 13-dismetil espirdlido C, en metanol (NRC CRM-
SPX1). Cod. PB027.

La Tabla 1 muestra las condiciones cromatograficas usando una columna de UPLC C18 en fase
reversa y medio basico, mientras que los pardmetros de la fuente de ionizacidn para el Xevo TQMS
(Waters) se muestran en la Tabla 2.

3.4. Extraccion de toxinas

A los extractos metandlicos en seco de las 29 muestras de moluscos y 29 muestras de microalgas se le
adicionaron hasta un total de 2,5 mL de metanol dispensadas en pequefias alicuotas, agitando el vial

con un vortex durante 30 segundos.

Analisis de las formas libres del AO, DTX1 y DTX2 y de las toxinas de los grupos PTXs, AZAs y

Para la determinacion de las formas libres del AO, DTX1 y DTX2 y de las toxinas de los grupos PTXs,
AZAs y YTXs se filtré un volumen de aproximadamente 1,2 ml del extracto metandlico a través de filtros
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de jeringa de 0,45 um para su posterior hidrolisis (seccién siguiente). Otra alicuota del mismo extracto,
filtrada a través de filtro de jeringa compatible con el disolvente de 0,22 um se diluy6 a la mitad con
MeOH 100% y se inyectd 5 pl en el sistema LC-MS/MS.

Hidrélisis y cuantificacion del contenido total de AO, DTX1y DTX2

Para detectar y cuantificar el contenido total de AO, DTX1 y DTX2 se requiere una hidrolisis basica
previa a la inyeccidn de los extractos en el sistema de LC-MS/MS.

Procedimiento: En un vial que contiene 1 ml de extracto metandlico previamente filtrado por filtros de
jeringa de 0,45 um, se afiaden 125 pl de NaOH 2,5 M, se agita manualmente 10 segundos y la mezcla
fue sometida a 76 + 4 °C durante 40 minutos en un bafio. Se enfrié a temperatura ambiente, se pesé y
luego neutralizé con 125 ul de HCI 2,5 M. Finalmente se homogeniz6 nuevamente con el vortex durante
30 segundos. Una alicuota del extracto resultante se filtrd con filtros de jeringa de 0,22 um, y diluyé 5/8
con MeOH 100%. Una alicuota de 5 pl fue inyectada en el sistema de LC-MS/MS.

Durante el proceso de hidrolisis el vial debe estar bien cerrado para evitar pérdidas por evaporacion (la
temperatura de ebullicion del MeOH es 65 °C). Las pérdidas se pueden detectar mediante pesada del
vial antes y después de la hidrolisis, en caso de confirmarse se completara el peso con metanol.

La deteccion con el espectrometro de masas se realiz6 usando dos transiciones por toxina, la de mayor
intensidad se utilizé para cuantificar y la de menor intensidad para confirmar (Tabla 3).

Identificacion y Confirmacion

La identificacion de la presencia de toxinas, se realizara por comparacién del tiempo de retencién de
cada una de las toxinas en la muestra con el tiempo de retencion obtenido en las disoluciones de
calibrado estandar inyectadas en un mismo dia de analisis. Se permite una desviacion maxima entre
ambos tiempos del 2,5 %.

Para las toxinas que se cuantifican con la recta de calibrado del analogo correspondiente se
establece un TRR con una tolerancia segun se indica en la Tabla 4.

Para una correcta identificacion se exige una separacion entre picos calculada mediante aplicacion
de la expresion:

2x (RT»-RT:)
RS e e e
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En donde RT1y RT2 y Wiy W2 son respectivamente los tiempos de retencion y las anchuras en la
linea base de dos picos adyacentes RT>>RT;. La resolucion sera aceptable cuando Rs >1,0 y la
resolucion a linea base se considerara completa cuando Rs >1,5.

La confirmacion de la presencia de toxina segun el criterio de la Decision de la Comision
2002/657/EC se basa en la relacién entre las dos transiciones empleadas para la determinacion,
(cuantificacion y confirmacion).
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4. RESULTADOS

4.1. Toxinas en moluscos

Las toxinas detectadas en moluscos fueron PTX2, YTX, 450HYTX, DTX1 y SPX1 (Tabla 5). La
mayor concentracion la presentd el grupo de las YTXs (40-294 g kg') en muestras de choritos
provenientes del sector de Seno Otway (Fig. 1). En este mismo sector, las PTXs también
presentaron las mayores concentraciones (3-45 ug kg') en estos transvectores. En el caso del
ostién, tanto el PTX2 como las YTXs fueron detectadas en el contenido gastrico.

El DTX1 fue detectado en choritos (1-18 pg kg, considerando DTX1 libre y total) procedentes del
sector Seno Otway y sectores adyacentes a Punta Arenas. El AO no fue detectado en ninguna area
de la Region.

Los SPXs fueron principalmente detectados en choritos de las areas centro y sur de Magallanes, y
en una estacion del estero Peel (M13) en el area norte de la region. No obstante que los niveles son
muy bajos (0.1- 2.5 ug kg") incluso del nivel letal 50 en ratones inyectados intraperitonealmente, 40
Mg kg (Richard et al. 2000), los valores encontrados son iguales o mayor al encontrado en el
caracol piquilhue, recolectado en julio de 2012 y que en ese entonces produjo la muerte de ratones
provocando el cierre de areas de extraccion por la autoridad de salud regional (Anexo 6).

De las cinco toxinas detectadas en los moluscos, solo DTX1 mostro estar localizada en el area
centro de Magallanes, mientras que las restantes fueron detectadas en las tres areas de monitoreo:
Norte, centro y sur de Magallanes. No se encontraron PTX1, DTX2 ni AZPs en las muestras de
moluscos.

Los resultados muestran que de los cuatro grupos de toxinas; PTX, YTXs, DTXs y SPXs, tres de
ellas pueden estar presentes simultaneamente en los moluscos, vale decir, PTXs, YTXs y DTX1, o
bien SPXs en vez de DTX1.

4.2. Toxinas en microalgas

En las microalgas se detectaron PTXs y YTXs (Tabla 6). Las PTXs fueron detectadas, aunque a
nivel de trazas, en células de D. acuminata seleccionadas por micromanipulaciéon desde muestras de
agua procedentes de estero Silva Palma (M25), estero Wickham (M26) y Cutter Cove (M29) (Fig.1).
También fue detectada en filtrados de agua (fitoplancton) de Pto. Fontaine (M21) e I. Engelfield
(M29N1).

Las YTXs fueron detectadas en células de P. reticulatum seleccionadas por micromanipulacion y en
cultivos de esta microalga que se logro establecer a partir de muestras de agua provenientes de C.
Adalberto (M04), Cutter Cove (M29) e I. Engelfield (M29N1). Solo en los cultivos se detectd
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homoYTX y en uno de ellos también se detectd, aunque minimamente, 450HYTX, un derivado de la
YTX que normalmente se encuentra en los moluscos como producto de bio-transformacion. La
presencia de 450HYTX en el cultivo, pudo deberse a la presencia de células ya en fase de
declinacion de la curva de crecimiento.
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5. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS DATOS

5.1. Toxinas en moluscos

De las toxinas lipofilicas, se sabe que AO, DTXs y AZAs causan trastornos gastrointestinales en los
seres humanos (Gerssen et al. 2010). Para las toxinas restantes (YTXs, PTXs y SPXs) aun cuando no
se han reportado casos de intoxicacion en los seres humanos, éstas son letales o altamente toxicas,
cuando los ratones son inyectados por via intraperitoneal (Paz et al. 2008; Richard et al. 2000, Miles et
al. 2004). Es el caso de los SPXs, la toxicidad en ratones inyectados por via intraperitoneal supera a la
del resto de las toxinas pues su dosis letal 50 es de 40 ug kg (Richard et al. 2000). Tal es asi, que
como referencia (Tabla 5), el transvector caracol piquilhue recolectadas en Julio de 2012 y cuyos
niveles de toxicidad provocaron la muerte de los ratones, solo present6 0.1 ug kg, deteccion que fue
realizada durante este estudio en muestras de carne almacenadas durante no mas de 1 afio a -20 °C.
Sin embargo, no se puede descartar una pérdida de la actividad por transformacion durante el periodo
de conservacion.

A excepcion de los SPXs, el resto de las toxinas mencionadas, estan reguladas por la legislacién
europea tanto para consumo interno como importacion de moluscos y tunicados para garantizar la
salud de las personas. Asi también estan reguladas por la legislacion chilena a través del Instituto de
Salud Publica (ISP), estableciendo los mismos niveles de referencia europeo en base al bioensayo
raton.

Aun cuando los niveles de toxinas detectadas en los moluscos durante este estudio estan por debajo
de lo exigido por las regulaciones e incluso de los niveles propuestos por el EFSA (Tabla 7), la
presencia de dos y tres tipos de toxinas en los moluscos representa una complejidad en la
determinacion de los niveles de toxicidad, especialmente si se encuentran presentes toxinas
altamente toxicas para ratones inyectados intraperitonealmente como son los SPXs. Aunque se
sospechaba la concurrencia de diferentes tipos de toxinas, tal hecho no habia sido confirmado
anteriormente.

Sin embargo, los SPXs siguen siendo una incognita pues se desconoce la fuente de estas toxinas.
A. ostenfeldii, la especie que podria ser candidata a confirmar, estuvo ausente (Tabla 8, modificado
de Guzman et al. 2014) durante el periodo en que se detectd en los moluscos. Los escasos
antecedentes toxigénicos de esta especie en Chile, la han confirmado como productora de toxinas
paralizantes en Aysén (Pizarro et al. 2012) pero no de SPXs. No obstante, la produccién de SPXs
por esta especie en la region de Magallanes aun no se puede descartar.

Las YTXs fueron las toxinas mas abundantes en los moluscos analizados, condicién que se

corresponde con la alta abundancia relativa de esta especie en el ambiente (Tabla 8) en la mayoria
de los casos (Tabla 5).
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Los resultados sugieren que los falsos positivos por bioensayo ratén pudieran ser mas frecuentes de
lo que se piensa actualmente para la region de Magallanes.

5.2. Toxinas en microalgas

Los resultados indican que P. reticulatum encontrado en Magallanes, producen YTXs al igual que las
especies reportadas en la region de Antofagasta y Aysén (Alvarez et al. 2011; Pizarro et al. 2012).
Tal resultado hace altamente probable que esta especie es la fuente de YTXs detectadas en los
moluscos durante el periodo de estudio.

De acuerdo a las toxinas detectadas en las muestras de D. acuminata aisladas, asi como en el
fitoplancton con gran abundancia de esta especie (Tabla 8), sugiere que esta microalga podria ser
una fuente primaria de PTXs tal como ocurre en el norte y sur del pais (Blanco et al. 2007; Fux et al.
2011). Aunque la especie también ha sido asociada a la presencia de DTX1 en moluscos en un
evento toxico ocurrido en 1998 en Magallanes (Uribe et al. 2001), el DTX1 no fue detectado en las
muestras de D. acuminata durante este estudio. El no hallazgo de DTX1 en estas muestras pudo
deberse a una fuente microalgal distinta como D. acuta y/o P. lima.

D. acuta ha sido asociada a DTX1 en moluscos de la region de Aysén (Lembeye et al. 1993 y Zhao
et al. 1993) mientras que P. lima es productora solo de DTX1 en la region de Magallanes (Salgado et
al. 2012). Sin embargo, cuando se detecté DTX1 en las muestras de moluscos durante este estudio,
D. acuta estuvo ausente en las muestras de agua mientras que D. acuminata presentd una
abundancia relativa alta.

Por otro lado, el volumen de resuspension de los extractos pudo ser elevado al seguir el mismo
procedimiento protocolar que se aplica a las muestras de moluscos de acuerdo a la normativa
europea actual. Por tal razén el LC-MS/MS no logré detectar PTXs ni DTX1 en las muestras de
microalgas. En estos casos, un protocolo para el andlisis de las microalgas debiera incluir un
volumen menor de resuspension de los extractos secos en referencia al utilizado para los moluscos,
0 bien, seleccionar por micromanipulacién un numero mayor de microalgas (> 130 células). Sin
embargo, esto ultimo es mas dificil de lograr en latitudes australes debido a la baja densidad de
células en las que se presenta normalmente esta especie en condiciones naturales. Por tal motivo se
recomienda realizar pruebas con un volumen de resuspensién menor a 1 mL aun cuando se trate de
un LC-MS/MS triple cuadrupolo.
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6. CONCLUSIONES

a. Los moluscos de la region de Magallanes pueden presentar PTX2, YTX, 450HYTX, DTX1y
SPX1.

b. El hecho que los moluscos puedan presentar dos 0 mas tipos de toxinas lipofilicas, dificulta
establecer el nivel de toxicidad total.

c. P. reticulatum en Magallanes produce YTXs al igual que la especie del norte y sur del pais.

d. La abundancia relativa ambiental de P. reticulatum durante el periodo de estudio coincidi6
con la presencia de YTXs en los moluscos.

e. Los SPXs encontrados anteriormente en caracoles piquilhue, también fue posible detectarlos
en choritos durante este estudio.

f. Aun queda por confirmar el tipo de SPXs presentes y su eventual fuente primaria. La
presencia de SPXs en los moluscos no siempre coincidié con la presencia de A. ostenfeldii
en el ambiente y su abundancia relativa maxima fue solo de nivel 1 (raro) durante el periodo
de estudio.

g. La PTX2 detectada en los moluscos coincidio con una alta abundancia relativa ambiental de
D. acuminata. No obstante, aun queda por confirmar si esta especie es la fuente primaria.
Para ello se hace necesario ajustar (disminuir) el volumen de dilucidn de los extractos secos
de microalgas aisladas por micromanipulacion aun cuando se trata de un espectrometro de
masas como un triple cuadrupolo.

h. La deteccion de DTX1 en los moluscos coincidié con la ausencia de D. acuta en el ambiente.
La toxina tampoco fue detectada en los moluscos cuando esta microalga estuvo a niveles de
2y 3 (escaso y regular). Queda por confirmar la produccion de DTX1 por esta especie en
Magallanes.

I.  No se encontraron PTX1, DTX2 ni AZPs en las muestras de moluscos durante el periodo de
estudio.

J. Los resultados demuestran la presencia de toxinas en los moluscos que se hace necesario
identificar y cuantificar utilizando técnicas distintas al bioensayo.
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Figura1.  Estaciones y sectores muestreados (circulo rojo) y sector Fortuna donde fue recolectado el
caracol piquilhue (circulo amarillo).
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Tabla

1.

Condiciones cromatogréficas para el analisis de toxinas lipofilicas usando

una columna de UPLC C18 en fase reversa y medio basico.

Columna Acquity UPLC BEH C18, 1,7 um, 2,1x100 mm
Temperatura columna 45°C
Flujo 0,4 ml/min
Volumen inyeccioén S5ul
Temperatura muestras 10+5°C
Tiempo (min) Fase A (%) Fase B (%)
0 75 25
0,66 75 25
Gradiente 3,30 5 95
5,28 5 95
7,26 75 25
9,00 75 25
Tabla 2.

Parametros de la fuente de ionizacion para el Xevo TQMS (Waters) en la determinacion de toxinas lipofilicas.

ESI-

ESI+

AO, DTX2, DTX1, YTX,

PARAMETROS DE LA FUENTE homoYTX, 450H YTX y 450H AZA1, AZA2, AZA3 PTX2,
PTX1y SPX1
homoYTX
Voltaje de capilar (V) 1,00 2,00
Temperatura de solvatacion (°C) 450 450
Flujo gas de solvatacion (I/h) 850 850
Flujo gas cono (I/h) 50 50
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Tabla 3.

Resumen de las condiciones de espectrometria de masas empleadas con el
Xevo TQMS (Waters) en el anélisis de toxinas lipofilicas.

tR (mi I6n lon Dwell | Energia | oo
Compuesto R(min) | Eg| Precursor Producto time (s) colision cono zV)
(m/z) (m/z) (eV)

AO 189 | NEG | 8035 255,2 0,010 46 86
113 0,010 56 86
DTX2 210 | NEG 803,5 255,2 0,010 46 "
113 0,010 56 86
DTX1 214 | NEG | 8175 5634 0,010 43 86
2552* | 0,010 48 86
YTX 202 | NEG 570,4 467 4 0,010 30 45
3%6,3 0,010 35 45
450H-YTX 182 | NEG 578,4 4674 0,010 30 45
396,4 0,010 30 45
HomoYTX 2,03 | NEG 577,5 474.4 0,010 30 48
4034 0,010 30 48
450H-homoYTX | 1,82 | NEG 585,5 403,4 0,010 30 45
474,4* 0,010 30 45
PTX1 306 | POS 892,5 839,5 0,015 25 36
821,5* 0,015 25 36
PTX2 362 | POS 876,5 841,5 0,015 20 36
823,5* 0,015 25 36
AZA1 2,63 | POS 8425 654,5 0,015 55 50
362,2 0,015 50 50
AZA2 270 | POS | 8565 672,5 0,015 45 27
654,5 0,015 45 27
AZA3 236 | POS | 8285 6404 | 0,015 55 47
362,2" 0,015 55 47
SPX1 368 | POS | 6925 674.4 0,015 27 60
164,3* 0,015 42 60

*Transicion cuantificadora.
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Tabla 4.
TRR y valores de tolerancia para las toxinas analizadas.

TOXINA TRR TOLERANCIA

Toxinas del grupo de AO

AO 1,000 0,990-1,010

DTX2 1,040 1,014-1,066

DTX1 1,140 1,111-1,168
Toxinas del grupo de PTX

PTX2 1,000 0,990-1,010

PTX1 0,850 0,829-0,871
Toxinas del grupo de YTX

YTX 1,000 0,990-1,010

450H-YTX 0,894 0,871-0,916

Homo YTX 1,000 0,990-1,010

450H-homoYTX 0,899 0,876-0,921
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Toxinas lipofilicas detectadas en las muestras de moluscos.

Tabla 5.

- DTX1 | DTX1
Mes . cuerpo gramos | toxicidad | PTX2 YTX | 450HYTX| . SPX1
N est. recolecta Localidad Molusco entero hepat. came |VDM raton| (ug/Ke) | (ug/Kg) | (ug/Ke) libre | total (ug/Ke)
(ug/Kg) |(ug/kg)
M13 ene-13 |E. Peel chorito X 5.086 + 0.1 0.2
M13 ene-13  |E. Peel ostion X 5.155 |Norealizado| 1.6 2.1
M33 ene-13  |B. Bell chorito X 5.253 + 0.4
M37 ene-13 |B. Agua Fresca chorito X 5.039 + 0.5 0.1
M35 ene-13 |C.San Isidro chorito X 5.289 + 0.00 0.1
M42 ene-13 |V.Holanda chorito X 5.231 + 0.6 13
M43 ene-13 |B. Yendegaia chorito X 5.193 + 0.4 2.5
M45 ene-13  |Pto. Williams chorito X 5.161 2.8 0.7
M08 feb-13  |E. Falcon cholga X 5.027 14
M09 feb-13  |E. Pengiiin cholga X 5.103 + 14
M22 feb-13  |E. de las Montaiias | cholga X 5.052 2.6
M23 feb-13  |I. Ballesteros cholga X 5.204 8.7
M24 feb-13  |B. Fanny chorito X 2.016 3.8 107.1 47.9 12
M25 feb-13  |E. Silva Palma chorito X 1.447 5.9 107.7 89.8 0.9
M26 feb-13  |E. Wickham chorito X 1.093 19.4 294.0 223.2 6.6 6.6
M27 feb-13  |E. Sullivan chorito X 1,137 45.0 194.4 147.8
M28 feb-13  |E. Nufiez chorito X 1179 + 33 72.1 40.7
M29 feb-13  |Cutter Cove chorito X 1.003 6.5 50.1 30.9
M29N1 feb-13  |I. Engelfield chorito X 1.116 29.7 200.7 143.3
M31 feb-13  |B. Nash chorito X 2.231 +
M33 feb-13  |B. Bell chorito X 1,181 9.3
M34 feb-13 |S.Pedro chorito X 0.726
M35 feb-13  |C. San Isidro chorito X 1.178 + 11.0
M36 feb-13 |B.Buena chorito X 1.367 +
M37 feb-13  |B. Agua Fresca chorito X 0.850 + 4.5 100 | 80
M39 feb-13  |Pto. Zenteno chorito X 3.241 + 2.8
M39N2 feb-13  |Pta.San Valentin | chorito X 1.712 11
M39N3 feb-13  |Pto. Yartou chorito X 2.035 11
A |1 (B Indtil cracol | - 10700+ 01
Fortuna piquilhue
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Tabla 6.
Toxinas lipofilicas detectadas en las muestras de microalgas.
N2est. Fecha Localidad Microalga N2cél PTXZ Y'I'X 450HYTX homo.YTX
recolecta {ng/vial) | (ngfvial) | (ng/vial) | (ng/vial)
M25 16-ene-13 |E.Silva Palma |D. acuminata 129 trazas
M25 16-ene-13 |E.Silva Palma |D. acuminata 106
M25 15-ene-13 |E.Silva Palma |P. reticulatum 33 255
M26 18-ene-13 |E.Wickham  |D. acuminata 72 trazas
M26 18-ene-13 |E.Wickham  |P. reticulotum 50 455
M29 16-ene-13 |Cutter Cove  |D. acuminata 69 trazas
M29 ene-13  |Cutter Cove  |P. reticulatum cultivo 2265 46
M4 13feb-13 |C.Adalberto  |D. acuminata 18
M4 13feb-13 |C.Adalberto  |D. acuminata 1
M04 feb-13  |C.Adalberto  |P. reticulatum cultivo 586 trazas
Mo4 13feb-13 (C.Adalberto  |Fitoplancton | filtrado de 20 ml red
M08 194eb-13 |E.Falcon D. acuto 14
M08 194eb-13 |E.Falcon Fitoplancton | filtrado de 15 ml red
M21 194eb-13 |Pto. Fontaine |D. acuminata 3
M21 194eb-13 |Pto. Fontaine [Fitoplancton | filtrado de 15 ml red 17
M23 13feb-13 |I. Ballesteros |D. acuminata 36
M23 13feb-13 |l Ballesteros |D. acuminata 57
M23 13{eb-13 |I. Ballesteros |D. acuminata 24
M29N1 | 05feb-13 |I.Engelfield |D. acuminata 82
M29N1 | 05feb-13 |I. Engelfield  |D. acuminata 88
M29N1 | 074eb-13 |l Engelfield |D. acuminata 39
M29N1 | 05feb-13 |I.Engelfield  |P. reticulatum 88
M29N1 | 05feb-13 |I.Engelfield  |Fitoplancton | filtrado de 15 ml red 95 17
M29N1 | feb-13  |I.Engelfield |P. reticulatum cultivo 1870 25 16.5
M39N2 | 26-mar-13 |San Valentin |D. truncata 26
M39N2 | 26-mar-13 |San Valentin |D. acuminata 62
M39N2 | 26-mar-13 (SanValentin  |Prorocentrum s 40
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Tabla 7.
Niveles actualmente permitidos por la legislacion europea (bioensayo) y los niveles propuestos por la
autoridad europea para la seguridad alimentaria (EFSA*) (Gerssen et al. 2010).

Toxin Legislacion (ug kg Proposicidn Validacion
1) EFSA LC-MS/MS
(Mg kg') (Mg kg')
OA and DTXs 160*** 45
PTXs 120
YTXs 1000 3750
AZAs 160 32
SPXs 400
(Gerssen et al.2010)

*

European Food Safety Authority
** Decisién 2002/657 de la Union Europea / EC
*** Incluye PTXs

SUBSECRETARIA DE ECONOMIA: INFORME FINAL: “ANALISIS DE TOXINAS LIPOFILICAS MEDIANTE LC-MS/MS EN MUESTRAS DE FITOPLANCTON Y
MOLUSCOS RECOLECTADAS DURANTE LA FLORACION ESTIVAL 2013 DE Dinophysis spp. EN MAGALLANES’. TABLAS



INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

Tabla 8.

Abundancia relativa ambiental de las microalgas al momento de recolectar las muestras de moluscos. En rojo
se indica la deteccién de toxina positiva en los moluscos asociada a la supuesta microalga fuente: PTXs (D.
acuminata), YTXs (P. reticulatum), SPXs (A. ostenfeldii), DTX1 (A. acuta).

N° Estacion |Estacion Fecha Muestreo | D. acuminata | P. reticulatum | A. ostenfeldii | D. acuta
M13 E. Peel 12/ene/13 4 2 1 1
M33 B. Bell 6/enef13 3 0 1 0
M35 Cabo Sn. Isidro Tlenel13 4 0 0 0
M37 B. Agua Fresca Tlenel3 1 0 0 0
M42 V. Holanda 21/enef13 7 0 0 1
M43 B. Yendegaia 20fene/13 6 0 0 0
M45 Pto. Williams 19/enef13 4 0 0 0
M08 E. Falcon 8/febi13 1 1 1 2
M09 E. Pengiiin Tifebl13 5 2 1 3
M22 E. de las Montaiias 4ffebi13 6 1 1 0
M23 1. Ballesteros 2/febl13 2 0 0 0
M24 B. Fanny 31/ene/13 4 2 0 0
M25 E. Silva Palma 01/febi13 9 6 0 0
M26 E. Wickham 01/febl13 9 5 0 0
M27 E. Sullivan 3lene/13 4 1 0 0
M28 E. Nuiiez 31/enef13 4 1 0 0
M29 Cutter Cove 31/ene/13 3 0 0 0
M29N1 1. Engelfield 01/febi13 6 4 0 0
M31 B. Nash 01/febl13 1 0 0 0
M33 B. Bell 01/feb/13 3 0 1 0
M34 5. Pedro 01/febi13 1 1 1 0
M35 Cabo Sn. Isidro 30/ene/13 3 1 0 0
M36 B. Buena 30/ene/13 3 0 0 0
M37 B. Agua Fresca 02ffebi13 3 0 0 0
M39 Pto. Zenteno 04ffebi13 1 0 0 0
M39N2 Punta San Valentin 02ffebi13 8 1 1 0
M39N3 Pto. Yartou 02febi13 4 0 1 0

Escalas de abundancia relativa:
(1) Dinophysis acuta , Dinophysis acuminata y Alexandrium ostenfeldii

(2) Protoceratium reficulatum

ESCALA D. acula (1) P. reticulatum (2)
AUSENTE 0 0 0
RARO 1 1-5 1-2
ESCASQO 2 6-15 3-10
REGULAR 3 16 - 35 11 - 42
ABUNDANTE 4 36-75 43 - 170
MUY ABUNDANTE 5 76 - 155 171 - 682
EXTREMADAMENTE ABUNDANTE 6 156 - 315 683 - 2730
HIPER ABUNDANTE 7 316 - 635 2731 - 10922
ULTRA ABUNDANTE 8 636 - 1275 10923 - 43690
MEGA ABUNDANTE 9 1276 - 2555 43691 - 174762

Nimero de cflulas promedio bajo un cubre objelto de 18x18 mm en 3 alfcuotas de 0,1 mi cada una.

(Tabla modificada de Guzman et al. 2014)
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Entidad Nacional de Acreditacion

ANEXO TECNICO
INSTITUTO TECNOLOXICO PARA O CONTROL DO MEDIO MARINO DE GALICIA
Direccion: Peirao de Vilaxodan, s/n; 36611 Vilagarcia de Arousa (Pontevedra)

Esta acreditado por la ENTIDAD NACIONAL DE ACREDITACION, conforme a los criterios recogidos
en la Norma UNE-EN ISO/IEC 17025: 2005 (CGA-ENAC-LEC), para la realizacion de:

Ensayos en productos agroalimentarios y aguas

Categoria 0 (Ensayos en el laboratorio permanente)
UNIDAD DE METALES PESADOS

Anélisis mediante métodos basados en técnicas de espectrometria atomica

PRODUCTO/MATERIAL ENSAYO NORMA/PROCEDIMIENTO DE
A ENSAYAR ENSAYO
Mejillones Elementos por espectrometria de absorcién atémica | Procedimiento interno
(atomizacidn electrotérmica PNT-C-13-T

Plata (20,011 mg/kg)

Mocluscos bivalvos Elementos por espectrometria de absorcién atdmica | Procedimientos internos
(atomizacidn electrotérmica)

Arsénico (20,73 mg/kg) PNT-C-08-T
Cadmio (20,019 mg/kg) PNT-C-09-T
Plomo (20,062 mg/kg) PNT-C-10-T
Cromo (20,064 mg/kg) PNT-C-11-T
Niquel (20,644 mg/kg) PNT-C-12-T

Mercurio por espectrometria de absorcidn atémica (vapor | Procedimiento interno
frio) PNT-C-16-T

(20,0074 mg/kg)

Metales por espectrometria de absorcién atdmica | Procedimientos internos

(atomizacion por llama) PNT-C-14-T

P -C- -
Cobre (20,50 mg/kg) PHT-LLST
Zinc (24,0 mg/kg) |

El presente anexo técnico estd sujeto a posibles modificaciones. La vigencia de la acreditacion puede confirmarse en laweh de ENAC

(http: www.enac.es)
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UNIDAD DE BIOTOXINAS

Analisis mediante métodos basados en técnicas de cromatografia liquida
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PRODUCTO/MATERIAL
A ENSAYAR

ENSAYO

NORMA/PROCEDIMIENTO DE
ENSAYO

Moluscos bivalvos y otros
productos procedentes de la
pesca, marisqueo y
acuicultura

Acido domdico (ASP) por cromatografia liquida con detector
de series de diodos (LC-DAD)

(= 2 mg dcido domoico/kg)

Procedimiento interno
PNT-B-01-T

Biotoxinas marinas lipofilicas mediante cromatografia de
liquidos con detector de espectrometria de masas (CL-
MS/MS)

Equivalentes Acido Ocadaico (AO) total (AO, DTX1, DTX2,
DTX3)

(=40 ug AO equiv./kg)*

Equivalentes Pectenotoxina (PTX) (PTX1, PTX2)

(=40 ug PTX equiv./kg)*

Equivalentes Azaspiracido (AZA) (AZA1, AZA2, AZA3)

(=40 ug AZA equiv./kg)*

Equivalentes Yesotoxina (YTX) (YTX, 45-OH YTX, HOMO-YTX,
45-OH HOMO-YTX)

(=60 ug YTX equiv./kg)*

Procedimiento interno
PNT-B-13-T

) Calculo de los Equivalentes

toxicos seglin Factores Toxicos Equivalentes (TEF} indicados en Scientific Opinion of the Panel on

Contaminants in the Food Chain on a request from the European Commission on Marine Biotoxins in Shellfish — Summary on regulated
marine biotoxins. The EFSA Journal (2009) 1306, 1-23

Andlisis mediante métodos basados en técnicas de bioensayo con ratén

PRODUCTO/MATERIAL
A ENSAYAR

ENSAYO

NORMA/PROCEDIMIENTO DE
ENSAYO

Moluscos bivalvos y otros
productos procedentes de la
pesca, marisqueo y
acuicultura

Toxinas lipofilicas por bioensayo en raton

Procedimiento internc
PNT-B-03-T

Toxinas paralizantes PSP por bioensayo en ratén

Procedimiento interno
PNT-B-02-T
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Analisis mediante métodos basados en técnicas de histopatologia
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PRODUCTO/MATERIAL
A ENSAYAR

ENSAYO

NORMA/PROCEDIMIENTO
DE ENSAYO

Ostra plana

Diagnéstico de Bonamia spp. mediante el analisis de
preparaciones histoldgicas

Procedimiento interno:
PNT-H-01-T

Moluscos bivalvos

Diagnéstico de Marteilla spp. mediante el andlisis de
preparaciones histoldgicas

Procedimiento interno:
PNT-H-02-T

Diagnéstico de Perkinsus spp. mediante el andlisis de
preparaciones histoldgicas

Procedimiento interno:
PNT-H-03-T

UNIDAD DE HIDROCARBUROS

Analisis mediante métodos basados en técnicas de cromatografia liquida

PRODUCTO/MATERIAL
A ENSAYAR

ENSAYO

NORMA/PROCEDIMIENTO
DE ENSAYO

Moluscos bivalvos

Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) por
cromatografia liquida con detector de fluorescencia (LC-FLD)

Criseno (20,9 ug/kg)
Benzo[g,h,i]perileno (0,9 ug/kg)
Benzo[a]antraceno (= 0,9 ug/kg)
Benzo[b]fluoranteno (> 0,9 ug/kg)
Benzo[k]fluoranteno (> 0,9 ug/kg)
Benzo[a]pireno (20,9 ug/kg)

Dibenzo[a,h]antraceno (> 0,9 ug/kg)
Indeno[1,2,3-cd]pireno (> 0,9 ug/kg)

Procedimiento interno:
PNT-CH-04-T
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PRODUCTO/MATERIAL
A ENSAYAR

ENSAYO

NORMA/PROCEDIMIENTO DE
ENSAYO

Aguas continentales
Aguas marinas

Carbono orgénico disuelto (COD) y nitrogeno disuelto total
(NDT) por espectrometria infrarroja (COD) y deteccién por
quimioluminiscencia (NDT)

COD
NDT

(=45 umol/l)
(=5 umol/l)

Procedimiento interno
PNT-BQ-01-T

Nutrientes inorganicos y Fosforo tctal por andlisis en flujo

continuo segmentado (SFA) y colorimetria
Amonio (>0,25 umol/l)
Fosfato (=0,05 umol/l)
Nitrato+Nitrito (=0,07 umol/l)
Nitrito (=0,05 umol/l)
Silicato (=>0,18 umol/l)
Fosforo Total (20,13 umol/l)

Procedimiento interno
PNT-BQ-05-T

UNIDAD DE MICROBIOLOGIA Y VIROLOGIA

Analisis de alimentos mediante métodos basados en técnicas de aislamiento en medio de cultivo

PRODUCTO/MATERIAL
A ENSAYAR

ENSAYO

NORMA/PROCEDIMIENTO DE
ENSAYO

Moluscos bivalvos

Recuento de Escherichia coli B-glucoronidasa positiva (NMP)

Procedimiento interno
PNT-M-58-T

Enumeracién de Escherichia coli por la técnica de la
impedancia

Procedimiento interno
PNT-M-60-T

Andlisis mediante métodos basados en técnicas de inmunofluorescencia (ELFA)

PRODUCTO/MATERIAL
A ENSAYAR

ENSAYO

NORMA/PROCEDIMIENTO DE
ENSAYO

Moluscos bivalvos

Investigacion de Salmonella spp. por inmunofluorescencia
(ELFA)

Procedimiento interno
PNT-M-50-T
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Anadlisis mediante métodos basados en técnicas de cromatografia de gases
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PRODUCTO/MATERIAL ENSAYO NORMA/PROCEDIMIENTO
A ENSAYAR DE ENSAYO
Mejillones Policlorobifenilos (PCB’s) por cromatografia de gases (GC) con | Procedimiento interno

detector de captura de electrones (ECD) y espectrometria de
masas (MS/MS)

PCB 28
PCB 31
PCB 52
PCB 101
PCB 105

(>0,30 ug/kg)
(20,20 ug/kg)
(20,78 ug/kg)
(20,70 ug/kg)
(20,20 ug/kg)

PCB 118
PCB 138
PCB 153
PCB 180

(> 0,60 ug/kg)
(0,84 ug/kg)
(20,98 ug/kg)
(20,50 ug/kg)

PNT-CO-03-T

Pesticidas organoclorados por cromatografia de gases (GC) con
detector de captura de electrones (ECD) y espectrometria de
masas (MS/MS)

pp’-DDD
pp’-DDT
op’-DDT
pp’-DDE

(> 0,50 ug/kg)
(> 0,26 ug/kg)
(> 0,49 ug/kg)
(> 1,0 ug/kg)

Dieldrin

(21,1 pug/kg)

Hexaclorobenceno (22,0 ug/kg)

Lindano
Transnonaclor

(20,30 ug/kg)
(20,25 ug/kg)

Procedimiento interno
PNT-CO-04-T

Esta revisién corrige las erratas detectadas en la revisién n° 12 de fecha 01/02/13



ANEXO 2

Lista de analisis que realiza INTECMAR y sus costos (en euros) 2013.
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GUIA PARA LA AUTOLIQUIDACION DE TASAS A FAVOR DE LA
COMUNIDAD AUTONOMA DE GALICIA 2013

Los aspectos financieros de los servicios prestados por Intecmar en el marco
de su actividad e, vienen regulados en la Ley 6/2003, de 9 de diciembre, de
tasas, precios y exenciones reguladoras de la Comunidad Autbnoma de Galicia
(DOG num. 240 de 11/12/2003), y fueron actualizados posteriormente en la Ley
14/2010, de 27 de diciembre, de presupuestos generales de la Comunidad
Auténoma de Galicia para 2011 (DOG num. 250 de 30/12/2010) y en la Ley
2/2013, de 27 de febrero de presupuestos generales de la Comunidad
Autonoma de Galicia para 2013 (DOG num. 42, de 28/02/2013).

Existen dos maneras de liquidar las tasas correspondientes a los servicios
prestados por Intecmar:

1. De forma manual: cubriendo el modelo A de autoliquidacion que se
descarga en la Web de la Consejeria de Hacienda y que adjunto en pdf,
y se lleva al banco para su pago:
http://www.conselleriadefacenda.es/web/portal/confeccion-impresos

2. De forma telematica: en la Web de la Consejeria de Hacienda, vinculo
https://host.cixtec.es/XEITO/bin/lionwebXeito.dll/xmit, a través del
modelo 730.

Ambos modelos de liquidacion de tasas, adjuntamos ejemplo al final de este
documento, deben ser remitidos por mail a Intecmar, con el sello del banco
fisico o virtual, como paso previo a la emision del certificado.

Los codigos generales necesarios son:
— Consejeria de Medio Rural y de Mar; Codigo: 09
— Delegacion de Pontevedra; Codigo: 40
— Servicio de Intecmar; Codigo: 24

Los codigos y descripcion de las tasas, son los regulados en la legislacion
vigente, y los hemos resumido en los anexos siguientes.

Vilaxoan, 4 de marzo de 2013.
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TARIFAS DE TASAS VIGENTES PARA 2013 - Ley 2/2013, d e 27 de febrero de
presupuestos generales de la Comunidad Autébnoma de Galicia para 2013
(DOG num. 42, de 28/02/2013)

Estas tarifas son consecuencia de la actualizacion de las tarifas
contenidas en los anexos 1, 2, 3, 4 y 5 de la Ley 6/2003, del 9 de diciembre, de
tasas, precios y exacciones reguladoras de la Comunidad Auténoma de
Galicia, por la Ley 2/2013, de 27 de febrero, de presupuestos generales de la
Comunidad Auténoma de Galicia para el 2013

Seran aplicables desde el dia de la entrada en vigor de la Ley de
presupuestos generales de la Comunidad Autonoma de Galicia para el 2013

TASA POR SERVICIOS ADMINISTRATIVOS

No sujecion

No se exigird la tasa por servicios administrativos cuando se trate de
compulsas o cotejos de documentos que deban acompafar a solicitudes,
escritos o comunicaciones presentadas por el ciudadano y realizadas en el
ambito de actuacion de los registros segun lo dispuesto en el articulo 38.5 de la
Ley 30/1992, del 26 de noviembre, de régimen juridico de las administraciones
publicas y del procedimiento administrativo comun.

Excepciones .
Estaran exentos de la presente tasa:

1.- La expedicion de certificados de retribuciones satisfechas por la Xunta
de Galicia con el objeto de justificacidon en relacion con el impuesto sobre la renta
de las personas fisicas.

2.- La expedicion de certificados y compulsa que el personal de la
Administracion solicite respecto a las necesidades propias del puesto de trabajo o
relacion de servicios.

3.- Los alumnos por cualquier actuaciébn en materia de ensefianzas no
universitarias
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4.- Las compulsas realizadas en las oficinas de empleo para los
desempleados en la tramitacion de expedientes que sean competencia de dichas
oficinas.

5. La inscripcion en las convocatorias para a seleccion de personal de la
comunidad autonoma, después de justificacion documental, solicitada por:

- Personas con discapacidad igual o superior al 33%.

- Personas que sean miembros de familias numerosas clasificadas en la
categoria especial.

Se aplicara una bonificacion del 50% a la inscripcion solicitada por:

- Personas que sean miembros de familias numerosas de categoria
general.

- Personas que figurasen como demandantes de empleo desde, por lo
menos seis meses antes a la fecha de la convocatoria de pruebas selectivas de
personal en las que soliciten su participacion y no estén percibiendo prestacion o
subsidio por desempleo

6.- La expedicion de certificados relativos a la situacion fiscal.

7.- El Estado y los demas entes publicos territoriales o institucionales,
siempre que los servicios o actividades de que sean beneficiarios se presten o se
realicen en el marco del principio de colaboracion entre administraciones.

8.- Las victimas de actos terroristas asi como sus conyuges y sus hijos
por cualquier actuaciéon en materia educativa realizada en centros oficiales de
estudios en todos los niveles de ensefianza.

9.- Los miembros de los organismos consultivos de la Administracion
publica gallega respecto de los certificados emitidos por dichos organismos.

CODIGO |DESCRIPCION IMPORTE

TASAS €

31.44.00 |Prestacion de servicios en el Instituto Tecnolégico para el
Control del Medio Marino de Galicia

31.44.01 |Andlisis de biotoxinas marinas en moluscos y otros
organismos procedentes de la pesca, el marisqueo y la

acuicultura:

-Analisis de toxinas lipofilicas por bioensayos en ratdon

segun el método de Yasumoto 1978 47,52
-Analisis de toxinas lipofilicas por bioensayos en rato

segundo o0 método de Yasumoto 1984 54,32

-Analisis de toxinas lipofilicas por cromatografia liquida con

deteccién de espectrometria de masas (LC-MS/MS) 95 20

-Analisis de toxicidad tipo PSP por bioensayos en raton
segun el método de la AOAC: 47,52
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-Analisis de toxicidad tipo ASP por cromatografia liquida de
alta eficacia segun el método da AOAC

47,52

-Analisis combinado en una misma muestra de toxinas
lipofilicas por bioensayos en raton segun el método
Yasumoto 1978, analisis de toxicidad tipo PSP por
bioensayos en raton segun el método de la AOAC y analisis
de toxicidad tipo ASP por cromatografia liquida de alta
eficacia, método de la AOAC:

101,86

-Analisis combinado en una misma muestra de toxinas
lipofilicas por bioensayos en raton segun el método
Yasumoto 1984, analisis de toxicidad tipo PSP por
bioensayos en raton segun el método de la AOAC y analisis
de toxicidad tipo ASP por cromatografia liquida de alta
eficacia, método de la AOAC:

108,65

-Analisis combinada en una misma muestra de toxinas
lipofilicas por cromatografia liquida con deteccion de
espectrometria de masas (LC-MS/MS), analisis de toxicidad
tipo PSP por bioensayos en raton segun el método AOAC y
analisis de toxicidad de tipo ASP por cromatografia liquida
de alta eficacia segun el método de la AOAC:

150,00

31.44.02

Andlisis de muestras en agua de mar:

-Identificacion y recuento de fitoplancton marino mediante
microscopia éptica

151,33

-Identificacion y recuento de fitoplancton téxico marino
mediante microscopia éptica

133,33

- Analisis de carbono organico disuelto

50,93

-Analisis de nutrientes inorganicos disueltos

35,00

-Analisis de pigmentos fotosintéticos (clorofila “a”) por
espectrofluorimetria

16,98

31.44.03

Andlisis microbioldgicos en moluscos y otros organismos
procedentes de la pesca, el marisqueo y la acuicultura:

- Cuantificacion de E. Coli

101,86

- Deteccion de Salmonella spp.

169,75

-Enumeracién de Escherichia coli en moluscos bivalvos
vivos por la técnica de medida directa de impedancia con el
sistema BacTrac 4300:

68,00

31.44.04

Andlisis de contaminantes de origen quimica en moluscos y
otros organismos procedentes de la pesca, el marisqueo y
la acuicultura:

- Determinacion de metales pesados (Pb, Cd, Cu, Zn, As,
Hg, Ni, Cr, Ag) mediante espectrofotometria de absorcion
atomica, por metal.

67,90

-Determinacion de compuestos bifenilos policlorados (PCB)

mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas.

509,26
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-Determinacion de pesticidas organoclorados mediante
cromatografia de gases-espectrometria de masas

509,26

-Determinacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs) mediante cromatografia liquida con deteccion de
fluorescencia

282,00

31.44.05

Andlisis histopatoldgica de moluscos y otros organismos
procedentes de la pesca, el marisqueo y la acuicultura:

- Estudio hispatoldgico. Determinacion de Bonamia,
Marteillia, Perkinsus y otras alteraciones patoldgicas

1.018,52

31.44.06

Emisién de certificaciones e informes técnicos y otras
actuaciones a peticion del interesado

Emisién de certificados a peticion de los interesados, sobre
las actuaciones llevadas a cabo por el Instituto

10,00

Emisién de informes técnicos a peticion del interesado (euros
por hora o fraccion)

40,00

5de7




EXEMPLAR PARA O INTERESADO

Delegacion de FonTevEDRA

Servizo de INTECMAR

MARE

WiA PLBLICA

(ccé,",. tecmar

Lel 6¥ 2003, do 9 de decembro
Dieereto 6172003, do 7 de ahril

AUTOLIQUIDACION

Conselleria de #eo1o RURAL E Do MAR

APELIDDS E NOME OU RAZON SOCIAL

I HUMERD

PARA O CONTROL DO
MEDIO MARINO DE GALICIA

Codigo:

Cadigo:

Taxa: denominacién: MALISES DE BIOTONINAS MARIAAS EN MOLUSCOS E
OUTEDS OREANISMOS PROCEDENTES PESCA

R | B8
ESCAL, | FISD |PORTA

BASE DE CALCULO OU BASEIM-
POIBLE OU UNIDADES

TIPO OU TARIFA

26 ANALISES R0 2012

Sinatura do declarante ou representante legal

IMPORTE A INGRESAR

o
i1z 32

IMPORTANTE: 0O ingreso debera realizarse en calquera das sucursais das entidades financeiras colaborado-

ras na recadacién,
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ANEXO 3

Resultados de analisis en muestras de microalgas, anteriormente enviadas
procedentes de Magallanes, por el equipo de espectrometria de

masas utilizado por INTECMAR. Trabajo presentado a las XXXI

Congreso de Ciencias del Mar realizado en Punta Arenas,

22-25 octubre de 2012.



PERFIL DE TOXINAS DE PROROCENTRUM LIMA (DINOPHYCEAE) AISLADO
DESDE LA COSTA DE MAGALLANES, SUR DE CHILE

P. Salgad G. Pizarro', J.M. Francd P. Riob& e I. Bravd

Instituto de Fomento Pesquero (IFOP), Punta AreBhge. gemita.pizarro@ifop.cl

Instituto de Investigaciones Marinas (CSIC), Instit Espafiol de Oceanografia, Centro Oceanogragc¥igo
(IEO), Vigo, Espafia

®Instituto Espafiol de Oceanografia, Centro Oceafiogrde Vigo (IEO), Vigo, Espafia

Prorocentrum lima (Ehrenberg) es un dinoflagelado marino benténio® s encuentra adherido, generalmente,
sobre macroalgas, sedimentos y detrito flotanteepos cominmente en el planct@ravo et al., 2001 Es una
especie neritica y estuarina, y su rango de distidin geografica varia desde aguas costeras ttepiaaempladas
(Faust, 1991 La importancia dé°. lima se debe a que son productoras de toxinas dianm@agéen las personas
(veneno diarreico de los mariscos, VDM) al iguaé @ligunas especies @enophysis, aunque raramente se le han
asociado con episodios téxicos por VDM por su daraepifito y benténico. El complejo VDM producigor P.
lima incluye moléculas conocidas como el acido okadéiD) y derivados, dinofisistoxinas (DTX-1, DTX-2)
(Bravo et al., 2001, Vale et al., 200®o obstante, existen casos citados para USAasadletecté toxicidad por
VDM en bivalvos de cultivos asociadasPalima, aunque en bajos niveleddranda et al., 200JaEn Canada
también se llevd a cabo un estudio en moluscosuliec cuya finalidad fue determinar el origen &M, en la
queP. lima fue la principal especie sospechosa tras la atcige@le un evento téxico humano por VDM ocurrido en
1998 (evasseur et al2003) y en afios anterioreQ(illiam et al., 1998 AunquelLevasseur et al., (2008p logré
probar la toxicidad de los mariscos en cultiveaasa deP. lima, cabe hacer notar que lo que buscaron fue OA y
DTX1, no DTX 3, este ultimo principal derivado deslanteriores tras su transformacién en los motuseq.
Suzuki et al., 1999, Vale & Sampayo, 2p02

En consecuencia, el rol d& lima en eventos tdxicos por VDM aln no puede descart@ar cuanto podrian
llegar a ser importantes en ambientes turbulergbgid a la eventual remocion de microalgas adheedasustratos
por efecto de vientod évasseur et al2003, factor de importancia si se trata de sedimerttospntrariamente, en
zonas someras Yy estables de cultivos de molusgesalgmismo tiempo favorecen microambientes pastatos en
los que prolifera la epifitaP. lima (Lawrence et al.2000) quedando expuestas a re-suspensiones temporales que
favorecen la filtracion de estas microalgas pombigalvos en cultivolaranda et al 20073.

Chile posee escaso conocimiento sobre esta espeaiu medio natural incluido su perfil de toxipgtencial
rol en la toxificacion de moluscos por VDM. Por takén, resultd interesante aportar al conocimielgestos
aspectos en muestras de sedimentos recolectaddsestiecho de Magallanes en las que esta espeeBcontrd
inhabitualmente abundante.

Las células utilizadas en este estudio fuerondaslalesde sedimentos superficiales (0-3 cm) retedles en el
invierno de 2010 en la localidad de cabo San Isidinoante el muestreo regular del programa de m@utde marea
roja en la regién de Magallanes. En esa oportunisadogré cuantificar hasta 1002 quistes tecaddskben
Prorocentrum lima, la mayor concentracidn respecto a otros sitiosedelecta (Fig. 1). Los sedimentos de esta
localidad presentaron una coloracion oscura y ertdwlor a sulfuro de hidrégeno &) producto de anoxia local.

Se aislaron entre 27 y 87 quistes tecados (Fig) directamente desde los sedimentos, mientras 6@ &élulas
vegetativas (Fig. 1, b) fueron aisladas luego @enpier la actividad y divisién de los quistes endiciones de 15
°C y un ciclo de luz:oscuridad de 12:12 horas @4dl)| Para este fin, se aislaron quistes tecadmssyasijaron a
placas Petri de 5 cm de diametro conteniendo 5 enmddio de cultivo L1. Para el andlisis de toxihas,células
aisladas fueron trasvasijadas a un tubo Eppendo.8 mL y congelados a -80 °C. Una alicuota dérsedo
hamedo (100 pL aproximados) también fue vaciadaretubo Eppendorf y congelado. Para extraer lantgxée
afiadié 500 puL de metanol 100% a cada tubo, se tencll min y filtré6 por 0.45 um trasvasijando auial. El
extracto fue secado bajo nitrégeno gas a 40 °Gigerwado a 4 °C hasta su andlisis. Previo al @dhstoxinas, los
extractos fueron resuspendidos en 150 ul de metanol

La presencia de la toxina dinofisistoxina 1 (DTXeh) las muestras (Fig.2) fue confirmada en modathey a
través de su ién precursor [M-Hm/z 817.5 y sus iones productos m/z 563.4 y 258&iante un cromatégrafo
UPLC Acquity Waters acoplado a un triple cuadrupdlaters Xevo TQ (LC-MS). La columna utilizada fueau
Acquity UPLC BEH C18 1.7um 2.1 x 100 mm, a 45 °@.fase mavil consistié en (A) hidroxido amoénicora il y
(B) hidréxido amoénico en acetonitrilo (6.7 mM), cona tasa de flujo de 4 mL/min. El gradiente deiélu utilizado
fue el siguiente: mantencion al 75% de A entre0066 min; cambio a 5% de A entre 0.66 y 3.30 miantaner 5%



de A entre 3.30 y 5.28 min; recuperacion del 75% @mtre 5.28 y 7.26 min; mantencién al 75 % deasth 9 min.
Se pinché 5uL de muestra en el LC-MS. El conteniddTX-1 en las muestras fue cuantificado en basena
precursor.

Los tres tipos de muestras fueron positivas adagircia de DTX-1, pero las células vegetativaofulas que
presentaron un mayor contenido de DTX-1 por célidadeteccidon de DTX-1 en los sedimentos (Tablefgj6 la
presencia de los quistes tecados en éstos.

Figura 1. Concentraciones de quistes tecadodPrdeocentrum lima (quistes/cri de sedimento himedo) en
estaciones de muestreo en el Estrecho de Magall®##6 Estero Wickham; M29N1, Isla Engenfield; MBahia
Nash; M35, Cabo San Isidro; M39C1, Bahia Gente G&aM39C2, Bahia Inutil; M39C3, Canal Gabriel) ynah
Beagle (M41, Ventisquero Espafia; M42, Ventisquemahida). (a) Quistes tecados, (b) células vegemativ
obtenidas de germinacion de quistes tecados bagigones de laboratorio. Barra de escala: 20 um.

Tabla 1. Sedimento y células Beorocentrum lima aisladas para analisis de toxinas.

Extracto metandlico N° de células TR ng/mL pg DTXeEl
G1 quistes tecados 27 2.13 <2 -
G2 quistes tecados 67 2.14 0.5 1.1
G3 quistes tecados 87 2.15 1.2 2.1
G4 células vegetativas 60 2.15 3.4 8.7
G6 sedimentos alicuota 2.13 1.3 1.9 pg (L sed.

TR: tiempo de retencion.
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Figura 2. Cromatogramas de extractos metandlicdd a@centrum lima: quistes tecados (a), células vegetativas (b)
y sedimentos (c).

Tabla 2. Caracteristicas del sedimento con quistelos d€rorocentrumlima

Tipo Tamafo (mm) %
Grava 2 35
Arena media 0.25-0.5 32
Arena muy fina 0.063-0.125 2
Limo-arcilla < 0.063 1

Estos resultados constituyen otra eventual pod#ilide toxicidad en los moluscos por VDM, no sébo d
aquellos con modalidad de vida benténica supelfsai de aquellos que también viven enterradds emnena (e.g.
almeja, huepo). Mas aln si se conoce Quiéma posee la capacidad de desarrollar poblacionesatesuen aguas
templadas en nimeros que podrian justificar unaitd por VDM en los mariscos (eldaranda et al. 2007a).b
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ANEXO 4

Contrato de ensayo propuesto por [FOP'y
aceptado por INTECMAR para facturacion.



]

T XUNTA DE GALICIA & nﬂ’;&%@g‘
d Coovan " DOMEDIORURAL < (-/@.%Awm.c

Datos del solicitante:
Nombre‘c’) Razén Social: TwstiTvTo de ioden/"fo ?'65&&/@ Ro

Direccién: O/awco 239, Y A—lP,4€/}I’SO/ cHilE

Persona de Contacto: GERITA F7 2420

CLE. 6 N.LF: 67.34do 000~ &

Telf.: S6-32-2/54/500 Fax: S6-32-24/5/s00 E-mai: GermR. Pioanme@iFoR. L.

Condiciones del Servicio

Tipo de Muestra / Especle |Ensayos sollcltados |Procedimiento de Ensayo
Determinacién de | PNT-B-13-T: Andlisis de
Moluscos
toxInas lipofilicas en | toxinas lipofilicas: A0, DTX2,
moluscos DTX1, AZA1, AZA2, AZA3,
PTX2, PTX1, YTX, homoVYTX,
450H-YTX y 450H-homoYTX
mediante LC-MS/MS
Frecuencia de los Ensayos: 1 Condiciones del Muestreo: T Bar/col

, . N ATU A e S
Envio de las muestras: . Jv/eo 2o0/5.

Coste de los Serviclos: Segiin Ley 2/2013 de Ié C.A de Galicla
Duracién del contrato: 1 afio

OBSERVACIONES: BT los netaw olicos exs Seco ole:
RS puesTrAS e 2o lvscos }/ RS ruesiass
de /{fcﬂoﬂ'/fﬂ-f

177 N . 3 S
m&gﬁ'fﬁm G Fesn ot nceadiindo por ENACY f6n: 160/LE/394.
~El INTECMAR dispone de los recursos y medios uficlentes para Ia realizaclén de los ensayos
solicitados.
FPG-05-01/01 ' Edicién 2

Tolf.: £86 51 23 20/ 22 - Fax: 986 51 23 00 - Palrac de Vilaxo#n ~ 38611 - Vliagarcia - Pontevedra - Spain - wwwi.infecmar.org




ANEXO 5

Costos del analisis de 58 muestras enviadas a INTECMAR,
procedentes de Magallanes.



EJEMPLAR PARA EL INTERESADO

R KUNTA
+ **— DE GALICIA Ley 6/2003, del 9 de diciembre
Decreto 61/2005, del 7 de abril
CONSELLERIA DE FACENDA
AUTOLIQUIDACION

TASAS de la COMUNIDAD AUTONOMA DE GALICIA

AIO0337397 3

Conselleria de MEDIO RURAL E DO MAR
Delegacion de poNTEVEDRA

Servicio de INTECMAR

ANALISIS DE BIOTOXINAS MARINAS EN MOLUSCOS_
TOXINAS LIPOFILICAS LC-MS/MS

Tasa: denominacién:

APELLIDOS Y NOMBRE O RAZON SOCIAL

INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO

ViA PUBLICA NUMERO

BLANCO 839, VALPARAISO; CHILE

PUERTA

TELEFONO

SUJETO PASIVO

AYUNTAMIENTO PROVINCIA

BASE DE CALCULO O BASE IM- TIPO O TARIFA
PONIBLE O UNIDADES

58 andlisis de toxinas
lipofilicas por cromatografia
liquida con deteccidén de
espectrometria de masas

(LC-MS/MS)

LIQUIDACION

a de

CODIGO POSTAL

IMPORTE A INGRESAR

5521 60

Firma del declarante o representante legal

Ndmero

IMPORTANTE: Elingreso debera realizarse en cualquiera de las sucursales de las entidades financieras colaborado-

ras en la recaudacion.




EJEMPLAR PARA LA ENTIDAD BANCARIA

cODIGOS

g KUNTA
W DE GALICIA

CONSELLERIA DE FACENDA

Delegaciéon de PONTEVEDRA

Servicio de INTECMAR

TASAS de la COMUNIDAD AUTONOMA DE GALICIA

Ley 6/2003, del 9 de diciembre
Decreto 61/2005, del 7 de abril

AUTOLIQUIDACION

ATI0337397 3

Conselleria de MEDIO RURAL E DO MAR

Tasa: denominacion:

ANALISIS DE BIOTOXINAS MARINAS EN MOLUSCOS
TOXINAS LIPOFILICAS LC-MS/MS

APELLIDOS Y NOMBRE O RAZON SOCIAL

INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO

VIA PUBLICA

BLANCO 839, VALPARAISO; CHILE

SUJETO PASIVO

NUMERO

PUERTA

TELEFONO

AYUNTAMIENTO

BASE DE CALCULO O BASE IM-
PONIBLE O UNIDADES

PROVINCIA

TIPO O TARIFA

58 andlisis de toxinas
lipofilicas por cromatografia
liquida con deteccién de
espectrometria de masas

(LC-MS/MS)

LIQUIDACION

a de

CODIGO POSTAL

IMPORTE A INGRESAR

552160

Firmadel declarante o representante legal

Ndmero

IMPORTANTE: Elingreso debera realizarse en cualquiera de las sucursales de las entidades financieras colaborado-

ras en la recaudacion.
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EJEMPLAR PARA LA ADMINISTRACION

cODIGOS

KA < UNTA TASAS de la COMUNIDAD AUTONOMA DE GALICIA

e04 DF GALICIA Ley 6/2003, del 9 de diciembre
Decreto 61/2005, del 7 de abril
CONSELLERIA DE FACENDA
AUTOLIQUIDACION

AIO0337397 3

Conselleria de MEDIO RURAL E DO MAR

Delegacion de poNTEVEDRA

Servicio de INTECMAR

Tasa: denominacioén: ANALISIS DE BIOTOXINAS MARINAS EN MOLUSCOS_

TOXINAS LIPOFILICAS LC-MS/MS

APELLIDOS Y NOMBRE O RAZON SOCIAL

INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO

ViA PUBLICA NUMERO

BLANCO 839, VALPARAISO; CHILE

PUERTA

TELEFONO

SUJETO PASIVO

AYUNTAMIENTO PROVINCIA

BASE DE CALCULO O BASE IM- TIPO O TARIFA
PONIBLE O UNIDADES

58 anélisis de toxinas 95,20 eu
lipofilicas por cromatografia
liguida con deteccidén de
espectrometria de masas

(LC-MS/MS)

LIQUIDACION

a de

CODIGO POSTAL

IMPORTE A INGRESAR

552160

Firma del declarante o representante legal

Numero

IMPORTANTE: Elingreso debera realizarse en cualquiera de las sucursales de las entidades financieras colaborado-

ras en la recaudacion.




ANEXO 6

Resolucion n° 2614 de 17 julio 2012 emitido
por la SEREMI Salud Magallanes para cierre
de area para la extraccion de caracol piquilhue.



SEREMI

Regidn de Magallanes
y de la Anthrtica
Chilena

Ministeriode |

DEPARTAMENTO ACCION
DRA.MIIL / CGM / SPV / P R>

N° 66
N PROHIBE LA EXTRACCION DE CARACOL
PIQUILHUE EN SECTORES DEL ESTRECHO
DE MAGALLANES Y MODIFICA

RESOLUCION EXENTA N° 166/2005 DI
ESTA SEREMI DE SALUD.-

L
RESOLUCION EXENTA No __ 2 b/ii. ¥

PUNTA ARENAS, 17 JUL 2012

VISTOS: Estos antecedentes: Informes de
Laboratorio de Salud Publica de Punta Arenas N° 765-1 de fecha 11.07.2012, informe N?
756 de fecha 11.07.2012, informe N° 538 de fecha 18.05.2012, Informe de Resultados
NO 37024 de fecha 15.05.2012 del Centro Regional de Andlisis de Recursos y Medio
Ambiente - CERAM, Informe de Ensayo N° 27638-2012-41811 de fecha 22.06.2012, del
Instituto de Salud Publica (ISP); la Resolucion N° 166 del 24 de Marzo de 2005, que
refunde las Resoluciones anteriores sobre Marea Roja en la Region de Magallanes
Antartica Chilena; y demas antecedentes que obran en poder de esta SEREMI de Salud,
que sefialan un aumento de los niveles de Veneno Diarreico de los Moluscos (VDM)
detectado en sectores de la Region en Caracol Piquilhue; y

CONSIDERANDO:

19 Que, los resultados obtenidos en los analisis
toxicologicos de la especie Caracol Piquilhue han dado como resultado positivos a Veneno
Diarreico de los Moluscos (VDM), siendo esto confirmado por el Instituto de Salud Publica
(ISP).

2° Que esta SEREMI de Salud debe velar por la
salud de la poblacion y de acuerdo a la opinién técnica del Departamento de Accién
Sanitaria de esta SEREMI de Salud, corresponde prohibir la extraccion de Caracol
Piquilhue, en los sectores denominados Bahia Gente Grande, Santa Maria, Puerto Yartou
en Isla Tierra del Fuego y Punta Arenosa en el Estrecho de Magallanes Continental.

TENIENDO PRESENTE: lo dispuesto en el
Cddigo Sanitario; en los articulos 101 letra a), 102 y 333 del Reglamento Sanitario de los
Alimentos, Decreto 977/96 del Ministerio de Salud; en la Ley 19.880; y las facultades que
me otorga el DFL N° 1, de 2005, del Ministerio de Salud; la Resolucion Exenta N©
1.600/2008 de la Contraloria General de la Republica; D.S. N°© 136/2004 que establece &l
Reglamento Organico del Ministerio de Salud; y Decreto de Nombramiento N° 38 del 18
de Marzo de 2010 del Ministerio de Salud, dicto la siguiente:

BALMACEDA 661 — TELEFONOS: Central: (61) 291300 — OIRS: (61) 291326 — FAX: (61) 291349
E-Mail Contacto: seremisalud12@redsalud.gov.cl Web: http://seremimagallanes.redsalud.gov.cl




SEREMI
Region de Magallanes
y de la Antértica

Chilena

Ministerio de
Salud
DEPARTAMENTO ACCION SANITARIA
DRA.MIIL / CGM / SPV / PSR
N° 66

RESOLUCION

1.- MODIFICASE, la Resolucién Exenta N° 1653
de fecha 24 de Marzo de 2005 de esta SEREMI de Salud, en su punto N© 6, en el sentida
de que se PROHIBE la extraccion, transporte, procesamiento, tenencia,
comercializacion, distribucion, venta y consumo, del recurso del mar susceptible dz
presentar toxina marea roja: CARACOL PIQUILHUE (Adelomelon ancilla), en los
sectores denominados: Bahia Gente Grande, fijando como limite una linea imaginariza
desde Punta Zegers a Punta Paulo; Santa Maria, fijando como limite norte Cabo
Monmouth y como limite sur Cabo Boqueron; Puerto Yartou, fijando limite norte Cabo
Nose y como limite sur Punta Carukinca, a través de toda la extension del canal
Whiteside, en la Isla de Tierra del Fuego; y sector de Punta Arenosa, fijando como
limite norte desembocadura de Rio Chabunco y como limite sur Agua Fresca, en el
estrecho de Magallanes Continental.

2.- TENGASE PRESENTE, que en virtud de lo
establecido en la Resolucion N© 166 de fecha 24 de Marzo de 2005, de esta Autoridad
Sanitaria, todo producto extraido en las Zonas Autorizadas, previo a su proceso, venta,
distribucion y consumo, debe ser analizado por los Laboratorios de Salud Plblica de esta
SEREMI de Salud, a fin de determinar su aptitud para el consumo y prever cualquier
aumento de los niveles de toxicidad.

3.- RIJA la presente Resolucion a partir de esta
fecha y manténgase plenamente en lo no modificado por este acto de la Resolucidn
Exenta N© 166 de fecha 24 de Marzo de 2005.

4.- DEJESE ESTABLECIDO que la SEREMI de
Salud realizara monitoreo permanente los sectores en cuestion, lo que implica toma de
muestra y analisis de esta para controlar lo niveles de toxina que presente en area.

5.- TRANSCRIBASE, la presente Resolucion a
todos los medios de comunicacion de la Region para una amplia difusién y publiquese un
extracto de ella en el Diario Oficial.

NOTESE Y PUBLIQUESE
S

N

SECRETARIA| 1%V K A |
* REGIONAL

~~~DRA. MARIA ISABEL IDUYA LANDA

SECRETARIA REGIO’N’AT."M,fNISTERIAL DE SALUD
MAGALLANES Y ANTARTICA CHILENA

DISTRIBUCION

- MINISTERIO DE SALUD

- INTENDENCIA REGION DE MAGALLANES
- Gobernacion Provincial de Magallanes.

- Gobernacion Provincial de U. Esperanza.
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 SEREMI
Regi6n de Magallanes
y de la Antirtica
Chilena

Ministerio de
Salud
DEPARTAMENTO ACCION SANITARIA
DRA.MIIL / CGM / SPV / PSR
N° 66

- Gobernacién Provincial de Tierra del Fuego.
- Gobernacién Provincial Antartica.

- Prefectura de Carabineros.

- SEREMI Salud X - Region.

- SEREMI Salud XI - Region

- SEREMI Salud XII - Region.

- Gobernacién Maritima Punta Arenas.

- Gobernacién Maritima Puerto Williams.

- Capitania de Puerto de Punta Arenas.

- Capitania de Puerto de Puerto Natales.

- Sernapesca XII - Regidn.

- IFOP. XII - Region.

- COMITE MAREA ROJA, XII - Regidn.,

- Plantas Procesadoras de Productos del Mar.
- Asociacion de Pescadores Artesanales.

- Pescaderias.

- TODOS LOS MEDIOS DE COMUNICACION.
- Oficina Provincial Natales

- Oficina Provincial Porvenir

- Asesoria Juridica

- Archivo DAS

- Of. de Partes.
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INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO
Seccion Ediciones y Produccion
Almte. Manuel Blanco Encalada 839
Fono 56-32-2151500
Valparaiso, Chile
www.ifop.cl



http://www.ifop.cl/

www.ifop.cl



