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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar Renibacterium salmoninarum por el
método de inmunofluorescencia indirecta (IFI) en Truchas Arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) y caracterizar macroscépica y microscopicamente las principales lesiones
asociados con su presencia. Se colectaron 33 peces de engorde (ocho a nueve meses de
edad) clinicamente enfermos de una Piscifactoria ubicada en la provincia de Huancayo-
Junin-Pert; toméandose principalmente muestras de rifion para la determinacion de
Renibacterium salmoninarum por la técnica IFl y la descripcion anatomohistopatoldgica
de lesiones. Las alteraciones macroscopicas encontradas fueron rifiones pulposos y
granulomas, que a la fluorescencia indirecta resultaron positivos a Renibacterium
salmoninarum con una frecuencia de 15,2% (5/33). Los hallazgos histopatoldgicos
segun los grados y clasificacion de lesiones evaluados en las cinco muestras renales
positivas por IFI se observaron en todo el rifion. En la cabeza renal, predominaron
trastornos inflamatorios como granulomas, aumento de centros melanomacréfagos, y
trastorno congestivo de escasos a leves, y a nivel del cuerpo renal, degeneracion de gota
hialina en células del epitelio tubular, trastornos inflamatorios como granulomas con o
sin presencia de células epitelioides, granulomas con espora de hongo, aumento de
centros melanomacrofagos, ademas, trastornos de tipo congestivo y regeneracion
tubular de manera escasa a moderada. Se concluye, que el Renibacterium salmoninarum
estd presente en una piscifactoria de la Regidon Junin del Perd, donde las mayores
lesiones microscépicas y macroscépicas encontradas estan en el cuerpo renal, sin
embargo es necesario para su confirmacion el uso de una prueba diagndstica molecular,

asi mismo, otro causante de granuloma renal de Truchas Arcoiris es el Ichthyophonus

sp.

Palabras clave: Trucha Arcoiris, Renibacterium salmoninarum, inmunofluorescencia

indirecta, granuloma, centros melanomacrofagos, células epitelioides.



ABSTRACT

The purpose of this study was to determine Renibacterium salmoninarum by the
Indirect Fluorescent Antibody Technique (IFAT) in rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) and characterize the main macroscopic and microscopic lesions associated with
their presence. Thirty three were collected for fattening fish (eight to nine months old)
clinically ill from a fish farm located in the province of Huancayo-Junin-Peru, mainly
taking samples of kidneys for determining technical Renibacterium salmoninarum by
the IFAT and the description anatomic histopathological injuries. The alterations were
found macroscopic pulposus kidneys and granulomas, that the indirect fluorescence
antibodies were positive for Renibacterium salmoninarum with a frequency of 15.2%
(5/33). Pathological findings and classification according to the degrees of injuries in
the five samples tested positive for kidney IFAT were observed throughout the kidney.
In head kidney predominated inflammatory disorders such as granulomas, increased
melanomacrophage centers, and congestive disorder low to mild, and level of the body
renal hyaline droplet degeneration of the epithelial cells tubular, inflammatory disorders
such as granulomas with or without the presence of epithelioid cells, with spores of
granulomas fungal, melanomacrophage centers increased further disruption of
congestive type and tubular regeneration so low to moderate. We concluded that the
Renibacterium salmoninarum is present at a farm in the Junin Region of Peru, where the
largest macroscopic and microscopic lesions are found in the body kidney, but it is
necessary for confirmation by the use of a molecular diagnostic test, also another cause

of renal granuloma Rainbow Trout is the Ichthyophonus sp.

Key words: Rainbow trout, Renibacterium salmoninarum, indirect fluorescent antibody

technique, granuloma, melanomacrophage centers, epithelioid cells.
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I.  INTRODUCCION

La Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es una de las especies introducidas de
mayor importancia econdmica en nuestro pais, estableciéndose numerosas piscigranjas

principalmente en la region Puno y Junin por la alta demanda del producto.

Las patologias infecciosas estan relacionadas con la produccion intensiva y es un
tema importante en la moderna explotacion de Truchas, que van de la mano con nuevas
tecnologias de diagnostico. En nuestro pais el conocimiento de los problemas sanitarios
que afectan la produccion son escasos e incompletos, comparado a otros paises vecinos
como Chile, a pesar del crecimiento observado en la produccion de Truchas.
Actualmente no hay estudios de investigacion sobre Renibacteriosis en Truchas Arcoiris
de cultivo en el Per(, ni su repercusion. Sin embargo hay observaciones tanto
macroscopicas como microscopicas en el rifidén de truchas que nos sugieren la presencia

de la enfermedad en nuestro medio.

La determinacién de Renibacterium salmoninarum en nuestro medio es un punto
de partida para el estudio de esta enfermedad, y asi poder determinar las posibles causas
implicadas, medidas de prevencién, contribuir con la normatividad de importacion de
reproductores y ovas embrionadas, asi como el conocimiento del manejo sanitario y

tratamiento de este proceso infeccioso.



La Renibacteriosis es una enfermedad intracelular, sistémica cronica, de
transmision vertical y horizontal, ocasionando retardo del crecimiento, pobre conversién
alimenticia, alteracién cronica paulatina de 6rganos importantes como el rifion, higado,

bazo y desencadenando la muerte, afectando la productividad.

Por estas razones, el objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de
Renibacterium salmoninarum por el método de Inmunofluorescencia en Truchas
Arcoiris de cultivo y caracterizar sus principales lesiones macroscépicas Yy

microscopicas asociados con su presencia.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Situacion actual de la acuicultura

2.1.1 Acuicultura e ictiopatologia

La acuicultura es una actividad productiva en ambientes seleccionados y
controlados de especies que se desarrollan en el medio acuatico. Implica la interaccién
entre el hombre y el agua aplicando técnicas competitivas en calidad sanitaria y
comercial para utilidad humana. Es una nueva alternativa para la administracion de los
recursos acuaticos (Cuéllar, 1984; FAO 1999).

La ictiopatologia es una ciencia que desempefia un rol muy importante en la
conservacion de la fauna ictica (Mateo, 1972). La ictiopatologia, en el sentido mas
amplio, comprende las causas, consecuencias y tratamientos de enfermedades,
abarcando diversos campos de la medicina veterinaria especializada en el estudio de

enfermedades de los peces (Cuéllar, 1984).

2.1.2 Acuicultura mundial

La expansidon de la acuicultura contina, mientras que la pesca marina mundial de
captura, parece haber alcanzado un limite (FAO, 2006). Cerca del 45% del pescado para
consumo humano (48 millones de toneladas) procede de piscifactorias. Para el 2030, el

incremento de dos mil millones de personas significara que la acuicultura necesitara



producir 85 millones de toneladas de pescado anuales, para mantener los niveles de

consumo (Kourous, 2007).

En los ultimos 30 afios, la acuicultura a nivel mundial ha experimentado una tasa
anual de crecimiento del 11,1%, que de acuerdo con la FAO es la mayor tasa de
crecimiento en lo referido a la produccion de alimentos (Luna et al., 2005). Las
condiciones para un crecimiento sostenido de la acuicultura, en especial en América del
Sur y Africa, son buenas, asi mismo, la produccion acuicola en los paises en desarrollo
ha sido superior al registrado en los paises desarrollados. Por otro lado, se ha
identificado que las principales dificultades y/o desafios a mayor intensificacion, estaran

en el ambito ambiental y sanitario (FAO, 2006).

La produccion de salmdnidos a nivel internacional en el afio 2005 alcanzo la cifra
de 17986,213 TM (Tacon, 2007), de las cuales la Trucha Arcoiris participa con el 25%
(495577 TM) (USDA, 2007). Los principales y mayores productores de Trucha Arcoiris
son Chile y Noruega, con participaciones de 22% (109027 TM) y 11% (54513 TM)
respectivamente (USDA, 2007).

2.1.3 Acuicultura nacional

En el desarrollo cronoldgico de la acuicultura en el Perd, la Trucha Arcoiris es la
especie pionera, es asi, que en 1928 se importd 50,000 ovas embrionadas procedentes
de los EE.UU. a un criadero particular en La Oroya, comenzando una politica de
repoblamiento en aguas andinas (Godoy, 2002). Contando el Per( con caracteristicas
geogréficas, hidrograficas y climéticas adecuadas para el desarrollo de la acuicultura de
diversas especies, sin embargo, se ha concentrado en pocas especies (Luna et al., 2005).
La produccion acuicola nacional en el 2007 se incremento 35% con relacion a la
registrada el 2006. La acuicultura en el Peru esta orientada a la produccién de concha de
abanico, langostinos, trucha, tilapia y algunos peces amazonicos. La produccién de
origen marino representa el 79% y la de origen continental 21%. En el ambito marino
predomina el cultivo de concha de abanico (61%) y langostinos (39%). En el &mbito
continental predomina la trucha (74%), tilapia (22%), otras especies (4%) (PRODUCE,
2008b).



Informacion al 2007 sefialan que la exportacion de productos de la acuicultura,
superd en un 21% a la registrada en el afio 2006, siendo los principales recursos de
acuicultura los langostinos (9,023.36 TM), concha de abanico (3,131.40 TM), Trucha
Arcoiris (795.35 TM) vy tilapia (8.33 TM), con ingresos por US$ 78.21 millones
(PRODUCE, 2008b).

2.1.4 Produccion y exportacion de Trucha Arcoiris

La produccién de truchas en el Peru entre los afios 1993 al 2007 (Cuadro 1), fue
de 41,181 TM; de acuerdo a las informaciones obtenidas (PRODUCE 2008a, b, ¢).

Cuadro 1. Produccion de Trucha Arcoiris desde 1993 a Octubre del 2008

ARo Produccion TM
1993 584
1994 768
1995 930
1996 1094
1997 1147
1998 1479
1999 1608
2000 1928*
2001 2586*
2002 2081*
2003 3111*
2004 4699*
2005 5475*
2006 5794*
2007 6997*
2008! 5514*

Fuente: PRODUCE-OGTIE (Oficina general de tecnologia de la informacion y
estadistica)

ELABORACION: DGA (Direccion general de acuicultura)

* DIREPRO (Direcciones Regionales de Produccion) y Empresas Acuicolas

(1) Enero - Octubre 2008

Las Exportaciones de truchas entre los afios 1993 al 2007 (Cuadro 2), fue de 5,329
TM (PROMPEX, 2000; PRODUCE, 2008c). Siendo los principales destinos de dichas
exportaciones Canada, Estados Unidos y Noruega. La exportacion de trucha en el
periodo de Enero a Setiembre del 2007 se realiz6 en doce partidas, de las cuales la



trucha congelada concentro el 48% del total de las exportaciones, de los cuales

Piscifactoria Los Andes representa el 97% de las exportaciones (Chuquin, 2007).

Cuadro 2. Exportacion de Trucha Arcoiris desde 1994 a Octubre del 2008

Ao Exportacion TM
1994 443*
1995 183*
1996 77*
1997 196*
1998 116*
1999 181*
2000 207**
2001 276**
2002 361**
2003 441**
2004 422%*
2005 754**
2006 857**
2007 795**
2008" 463**

Fuente:

* PROMPEX 2000

**  PRODUCE 2008c

Empresas Acuicolas y a partir del 2003 la Superintendencia de Administracion
Tributaria (SUNAT) - Oficina de Estadistica

(1) Enero — Octubre 2008)

La globalizacion y la apertura comercial exigen el cumplimiento de normas
sanitarias, es asi, que la Organizacion Mundial del Comercio (OMC) reconoce las
normas dictadas por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) como el
organismo competente de las medidas sanitarias aplicables a las importaciones y
exportaciones de animales y productos acuaticos. Los estandares aplicables al
intercambio internacional de animales acuéaticos estan en el cddigo sanitario para los
animales acuaticos como referencia reglamentaria y cuando se necesita recurrir a
pruebas de diagnostico las recomendaciones técnicas figuran en el manual de pruebas
de diagnostico para los animales acuaticos de la OIE. Asi mismo, una de las bacterias
que se le aplica los requisitos de notificacion de enfermedades no inscritas en la OIE es
aquel producido por el Renibacterium salmoninarum por su importancia epidemioldgica

de mortalidad, morbilidad y econémica que afecta a las Truchas (OIE, 2008).



2.2 Trucha Arcoiris

2.2.1 Clasificacion taxonémica

Segun Smith and Stearley (1989) y Eschmeyer (2007):

Reino : Animalia
Phylum :  Chordata

Sub Phylum : Vertebrata
Clase . Actinopterygii
Orden : Salmoniformes
Sub Orden : Salmoneidei
Familia : Salmonidae
Género . Oncorhynchus
Especie . Oncorhynchus mykiss
Nombre Vulgar : Trucha arcoiris
Nombre Ingles : Rainbow trout.

2.2.2 Poiquilotermia

Es de gran importancia conocer la relacion de la vida acuética y patoldgica, es asi
que, la fisiologia de los peces esta regida por la Poiquilotermia, que tiene por definicion,
incapacidad de regulacién de la temperatura del cuerpo, por lo que esta varia de acuerdo
con la temperatura ambiental (Roberts, 1981; De Kinkelin et al., 1991). Cada especie
vive dentro de unos limites térmicos que le son propios, mas alla de las cuales con
temperaturas superiores o inferiores, alteran la homeostasis y pueden llegar a ser letales.
El soporte nutricional y estructural de la poiquilotermia lo constituye el alto grado de
instauracion de los Acidos Grasos (AG), predominantemente la serie omega 3 (»3) mas
que la omega 6 (®6) en Truchas Arcoiris. Un régimen lipidico no apropiado repercutira

sobre su sistema inmune y los rendimientos zootécnicos (De Kinkelin et al., 1991).



2.3 Caracteristicas generales del rifion de la Trucha Arcoiris

2.3.1 Localizacion y caracteristicas anatomicas

El rifion de la Trucha Arcoiris, esta localizado en una posicion retroperitoneal,
ventral a la columna vertebral y dorsal a la vejiga natatoria, extendiéndose desde la
parte posterior de la cabeza hasta el ano, tapizando toda la parte superior de la cavidad
abdominal. Su forma es aplanada con la parte craneal dividida en dos l6bulos, la
porcion caudal termina en forma aguda. Representa el 0,5% del peso corporal del pez,
presentando una coloracion que va de marrén oscuro a negro. Se encuentra firmemente
adosado al tejido esquelético y muscular, siendo cubierto por una capsula de tejido

conectivo de tipo fibroso (Vega, 2004).

Anatomicamente, el rifion en teledsteos puede ser lobulado o fusionado
haciéndose esta variacion mas marcada entre especies de agua dulce y marinas
(Reimshuessel, 2001). En salménidos el rifion esta fusionado como un 6rgano Unico
(Cepeda y Orostegui, 2000). La porcion anterior o cabeza posee tejido hematopoyeético,
linfoide y endocrino; y la porcion posterior denominada cuerpo, posee tejido excretor,
tejido intersticial hematopoyético y linfoide (Reimshuessel, 2001; Ferguson, 2006). El
tejido hematopoyético es, por lo general el lugar de eleccion donde se concentran los
agentes de infecciones generalizadas, originando granulomatosis crénica (Roberts,
1981; De Kinkelin et al., 1991).

Embriologicamente, la cabeza del rifién deriva de pronefros y el cuerpo de
mesonefros. En carpas y peces dorados, es posible diferenciar las dos partes (Hibiya,
1982), mas no, en salmonidos (Roberts, 1981). Los uréteres pueden fusionarse y
dilatarse formando la vejiga urinaria (Roberts, 1981), posteriormente los conductos

urinarios desembocan en la parte externa y posterior al ano (Vega, 2004).



2.3.2 Caracteristicas histoldgicas

2.3.2.1 Porcion excretora

La unidad funcional del cuerpo del rifion es el nefrén, el cual consiste en
glomérulo, segmento del cuello, 2 porciones de tabulos contorneados proximales,
segmento intermedio, tubulo contorneado distal, conductos colectores y sin asa de henle
(Hibiya, 1982). El glomérulo es un ovillo de capilares con arteriolas aferentes y
eferentes, formadas de células endoteliales, rodeado por la capsula de Bowman. Los
espacios entre los capilares se encuentran ocupados por células mesangiales (Ferguson,
2006). El conducto colector el cual es de mayor diametro posee tejido epitelial méas
grueso y estan rodeados por musculo liso y tejido conectivo. (Hibiya, 1982; Cepeda y
Ordstegui, 2000; Vega, 2004).

Una diferencia entre peces dulce acuicolas y marinos es que a estos ultimos carecen
del segmento intermedio y el distal donde tiene lugar la dilucion de la filtracion tubular,
ademés existe un escaso desarrollo o ausencia de glomérulos (Cepeda y Ordstegui,
2000; Ferguson, 2006).

2.3.2.2 Porcion endocrina

Alrededor de los vasos sanguineos del rifién anterior, se agrupan células
productoras de cortisona y células cromafines responsables de la secrecion de
adrenalina y noradrenalina. Por otra parte, estan los Corpusculos de Stannius regulando
el metabolismo del calcio y el aparato yuxtaglomerular productor de enzimas como la
renina (Roberts and Shepherd, 1980; Hibiya, 1982; Vega, 2004).

2.3.2.3. Sistema reticuloendotelial

Se encuentra presente en mayor proporcién en la cabeza renal y esta compuesto de
células fagociticas como monocitos circulantes, macrofagos y células
melanomacrofagicas que poseen pigmento melanico en su citoplasma y gran capacidad
fagocitaria (Roberts, 1981).



2.3.3. Funcion renal

Gran parte de la funcion excretora del rifion de mamiferos se cumple por difusion
branquial en los peces. La principal funcion renal excretora es la osmorregulacion
(Ferguson, 2006). El rifién juega un papel compensador produciendo una gran cantidad
de orina diluida, para contrarrestar la gran cantidad de agua que se introduce a través de
las branquias (Roberts, 1981; Hibiya, 1982; De Kinkelin et al., 1991; Ferguson, 2006).
El segmento distal es donde tiene lugar la dilucion de la filtracion tubular con
reabsorcion de cloro y sodio (Vega, 2004, Ferguson 2006).

En los animales superiores el rifién es simplemente un filtro selector, pero en los
peces contiene tejido hemopoyético, especialmente en el extremo anterior del rifidn. Es
este tejido que forma hematies que conducen el oxigeno y los globulos blancos que

acttan en la defensa del organismo (Roberts and Shepherd, 1980).

El sistema reticuloendotelial (SER) esta constituido de células fagociticas los
cuales llevan material particulado que consta en desechos metabdlicos, de origen
bacteriano o células envejecidas, a los centros melanomacréfagos (CMM) que estan
ausentes en vertebrados superiores pero si presentes en teledsteos (Cepeda y Orostegui,
2000; Vega, 2004).

2.3.4 Irrigacion renal

El rifion de la Trucha Arcoiris tiene un suministro de sangre duplicado desde la
arteria renal y las venas portorrenales. La arteria renal deriva directamente de la aorta
dorsal y suministra sangre a alta presion a la capa de capilares glomerulares a través de
las arteriolas aferentes, esta sangre produce la filtracion glomerular. Los vasos eferentes
de los glomérulos abastecen a la red capilar que rodea los tubulos renales (Roberts y
Shepherd, 1980; Vega, 2004; Ferguson, 2006).
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2.4 Propiedades fisico quimicas del agua para crianza de Truchas Arcoiris

En general el agua de alimentacion para una piscigranja desde el punto de vista
fisico debe tener una temperatura Optima, ser transparente, fresca y libre de materiales
en suspension (MES). Desde el punto de vista quimico, el agua debe estar
suficientemente oxigenada, las aguas alcalinas son mas favorables por ser productivas y

ricas en alimento natural (Cuadro 3) (Godoy, 2002).

2.4.1 Propiedades fisicas

2.4.1.1 Temperatura

Es un factor fisico que juega un papel importante en la presencia del oxigeno, para
el proceso fisioldgico y metabolico de la trucha (Godoy, 2002). Las temperaturas para
las etapas fisioldgicas son las siguientes (Roberts y Shepher, 1980; De Kinkelin et al.,
1991; Godoy, 2002):

— Temperatura para maduracion sexual, reproduccién 8-11 °C;
— Temperatura para incubacion, eclosion y larvas 8-10 °C
— Temperatura para alevinaje 10-15 °C

— Temperatura para crecimiento 12-17°C

2.4.1.2 Turbidez

Esta dado por la presencia de MES, sustancias inorganicas disueltas (arrastradas
por precipitaciones, crecidas de rio, poluciones de canteras, arenales y mineria) o por
material organico (acuicultura intensiva los desechos y heces son fuentes de MES)
presente en el cuerpo de agua. Para incubacion de los huevos de salménidos debe tener
menos de 25 mg/L. Para el resto menos de 75 mg/L, ya que 80 mg/L de los sélidos
suspendidos provoca la mortalidad de larvas y asfixia los huevos de truchas (De
Kinkelin et al, 1991; Godoy, 2002).
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2.4.1.3 Transparencia

Viene a ser el grado o distancia que recorre el rayo luminoso en el cuerpo del
agua, se utiliza el disco de Secchi para ambientes o cuerpos de aguas lénticos. Permite
inferir el grado de productividad bioldgica del ambiente acuatico (Godoy, 2002).

2.4.2 Propiedades quimicas

2.4.2.1 Oxigeno (Oxigeno disuelto)

Es el gas disuelto méas importante en el agua, se considera un nivel minimo de 6 —
9 mg/L para el caso de la Trucha Arcoiris (PRODUCE, 2004), sin embargo puede llegar
a tolerar hasta 2 mg/L por solo unos momentos y si se trata de aguas de abundante
caudal (Brown, 2000).

2.4.2.2 Amoniaco

Es el principal producto nitrogenado de desecho del metabolismo de los peces
excretado principalmente por las branquias, pero también se forma de la
descomposicion de la materia fecal (De Kinkelin et al., 1991; Brown, 2000). Se
considera niveles menores a 0.02 mg/L y 0.0255 mg/L (De Kinkelin et al., 1991;
PRODUCE, 2004). Para el amonio se consideran concentraciones menores a 0.012
mg/L (Godoy, 2004).

2.4.2.3 Potencial de hidrogeno (pH)

Es la medida del nivel de iones de Hidrogeno (H+) presentes en el agua, esta
relacionado con la dureza y la capacidad tamponante del agua. El rango 6ptimo para el
caso de las truchas es de 6,5-8,5, es decir, ligeramente alcalino. Fuera de este rango
pueden producirse efectos téxicos directos y los niveles de estrés seran altos,

ocasionando principalmente lesiones en las branquias (Brown, 2000; PRODUCE 2004).
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2.4.2.4 Dioxido de carbono (COy)

Este gas se origina en la dilucion de la atmdsfera, la incorporacion de aguas
subterraneas, la descomposicion de la materia organica y como producto residual del
proceso respiratorio de los peces y otros organismos. Se considera un nivel de 4 mg/L
(De Kinkelin et al., 1991; Brown, 2000).

2.4.2.5 Alcalinidad

Es la medida de la concentracién de los iones carbonatos y bicarbonatos en el agua
y refleja la capacidad tamponante, es decir, la resistencia al cambio de pH. Es
recomendable un rango aceptable de 50 y 200 mg/L (PRODUCE, 2004; Mantilla,
2004).

2.4.2.6 Nitratos

Estimula la flora acuatica en presencia de otros elementos indispensables,
aumentando la productividad del agua, sin embargo, cuando esta flora esta en exceso se
vuelve perjudicial. Los rangos establecidos para el cultivo de truchas indican que no sea
mayor a 100 mg/L (PRODUCE, 2004; Mantilla, 2004).

2.4.2.7 Nitritos

Son productos intermedios de la degradacion bioldgica de sustancias que
contienen nitrégeno organico, son solubles en el agua y resultan de la oxidacion del
amoniaco. Los nitritos pueden inducir la produccién de metahemoglobina con la
consiguiente hipoxia y cianosis. Los niveles inferiores de la accion toxica son los
menores a 0.055 mg/L (Brown, 2000; PRODUCE, 2004; Mantilla, 2004).

2.4.2.8 Dureza total

Esta referida a la presencia de ciertas sales compuestas, a partir de carbonatos y

bicarbonatos que se asocian con elementos alcalinos como calcio, magnesio, sodio y
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otros. Su medicion se expresa en mg/L de carbonato de calcio. Se recomienda la
utilizacion de aguas con dureza total comprendida entre 80-250 mg/L para el cultivo de
truchas (Mantilla, 2004).

Cuadro 3. Parametros fisicos y quimicos del agua para la crianza de trucha comercial

Caracteristicas Rango permisible Rango 6ptimo
Temperatura (C°) 6-20 10-18
Turbidez (mg/L)* 25-75 <75
pH 7-9 7-8
Oxigeno disuelto (mg/L) 6-10 6-8
CO; (mg/L) 0-4 0-2
NH3 (mg/L)** 0.01-0.017 <0.01
Nitritos (mg/L)* 0.01-0.05 <0.01
Alcalinidad (mg/L de CaCQO3) 30-180 175
Dureza total (mg/L de CaCO3) 60-250 150-250

Fuente: Godoy (2002)
* De Kinkelin et al. (1991)
** Roberts and Shepherd (1980)

2.5 Aspectos epidemiolégicos de enfermedad

2.5.1 La cadena epidemioldgica

Los estados de salud y enfermedad son consecuencia de la interaccion del agente,
hospedador y medio. Se hace necesario conocer, relacionar las caracteristicas y aspectos
clinicos o patoldgicos con variables como la edad, estacion del afio, tipo de manejo, etc.
(Peters, 2000), El balance de esta interaccion sera favorable al hospedador cuando el
agente esta ausente o en bajas dosis, el hospedador pone en marcha mecanismos
defensivos, el medio pone obstaculos a la difusion del agente, lo que da lugar a la

denominada “cadena epidemiolégica de la enfermedad” (Ruiz et al., 2004).

14



2.5.2 Laenfermedad y el modelo de iceberg

Por otro lado, la aparicion de la enfermedad en una parte de la poblacién animal
no significa que sean solo esos los animales que van a presentarla, ya que existe otra
parte muy importante de la poblacidn que esta infectada y no manifiesta clinicamente la
enfermedad. Eso explica que las enfermedades infecciosas sigan un modelo de iceberg
en el que la parte de poblacion que sufre una infeccién inaparente es tan importante o

mas que aquella parte que manifiesta la enfermedad (Ruiz et al., 2004).

2.5.3 Causas de enfermedades en los peces

2.5.3.1 Causas de orden fisico

Principalmente constituidas por las propiedades fisicas del agua tales como
temperatura, contenido de materias en suspension (MES), radiaciones, agresiones que

resultan de las actividades y practicas piscicolas.

La temperatura puede actuar de forma directa produciendo un shock térmico
(variaciones mayores o iguales a 7°C) generador de una reaccion de estrés, con sus
consecuencias energéticas (metabolismo basal, metabolismo de produccién, motilidad
gastrointestinal) o inmunolégicas (bioagresores y medioambiente) (De Kinkelin et al.,
1991).

Inmunoldgicamente, temperaturas permisiva y no permisiva dependen de las
especies de peces, es asi que, la no permisividad de temperatura se ha establecido como
4 °C en los salménidos, 14 °C en la carpa 'y 22 °C en el bagre (Bly y Clem, 1992). Las
defensas inespecificas tales como fagocitosis y la citotoxicidad en peces teledsteo
tienden a compensar la supresion inmune especifica mediada por células T helper en
ambientes de baja temperatura hasta que el sistema inmune se adapta. El estudio de
mecanismos de temperaturas mas bajas que modulan la inmunidad inespecifica puede
revelar los implicados en la modulacion de la inmunidad especifica (Le Morvan et al.,
1998). El deterioro de las funciones células T a bajas temperaturas se sugirié que
depende de los cambios en la membrana plasmatica de las células T (Bly y Clem, 1992).
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2.5.3.2 Causas de orden quimico

Estas son principalmente las propiedades y la composicién del agua (pH,
alcalinidad, contenido en gases disueltos, en materias nitrogenadas, en toxinas
segregadas por algas, o en diversos contaminantes tales como cloruros, sulfatos,
mercurio, acidos, pesticidas, clorofenoles, detergentes, hidrocarburos, etc.). El segundo
grupo de factores de orden quimico estd constituido por la alimentacion considerada
desde un punto de vista tanto cualitativo por toxinas y desequilibrios o carencias, asi
mismo, como cuantitativo con racionamientos en exceso afectando la calidad del agua.

La forma toxica sin ionizar del amoniaco (NHs) puede causar lesion en el epitelio
branquial con la consiguiente hiperplasia y reduccion de la capacidad de captar oxigeno.
Asimismo puede lesionar higado, rifion y cerebro con reduccion de la actividad y del
crecimiento. Niveles bajos de amoniaco puede producir estrés cronico (Brown, 2000).

2.5.3.3 Causas de orden bioldgico

Los bioagresores como Necrosis Hematopoyética Viral (IHN), Renibacterium
salmoninarum (BKD), Ichthyophonus hoferi y parasitos Mixosporidios (esporas),

representan las causas bioldgicas de enfermedad (Roberts, 1981).

2.5.3.4 Estrés

Debemos recordar que pueden desencadenar brotes de enfermedades infecciosas
debido a situaciones medioambientales adversas, que incluyen cualquier estrés que
actle sobre el pez o bien por cambios en el medio fisico o bien por la propia gestion de
los peces como manejo, sobredensidad, clasificacion, administracion de tratamientos
(Ruiz et al., 2004).

El estrés deprime la inmunidad y suceptibiliza a los peces a la accion patégena de
las bacterias (Roberts, 1981; De Kinkelin et al., 1991).
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2.5.4 Interaccion de las causas de enfermedad

La fisiologia de una especie determinada estara influenciada por la temperatura del
agua y su receptividad frente a los agentes infecciosos serd muy diferente. La
temperatura condicionara al mismo tiempo, el contenido de oxigeno disuelto en el agua,
ya que existe una relacion inversa cuando mas elevada esta la temperatura, menos
oxigeno disuelto hay en el agua, condicionando los otros parametros de calida del agua
a los cuales el pez es sensible, repercutiendo sobre todas sus funciones, incluidas las de
defensa, sensibilizando al pez a los bioagresores (De Kinkelin et al., 1991; Godoy,
2002).

Un ejemplo importante de interaccion de las causas de orden quimico y fisico es la
toxicidad del amoniaco que esta regulado a la vez por el pH, la temperatura, la salinidad
y el contenido de oxigeno del agua para una especie de peces en un estado fisioldgico
determinado (De Kinkelin et al., 1991).

2.5.5 Transmisién de las infecciones

2.5.5.1 Las fuentes de agentes patdgenos

El pez, constituye la principal fuente de los agentes infecciosos. Las condiciones
de explotacion intensiva favorecen la eclosion de las enfermedades debidas a los
bioagresores. Los peces albergan a los bioagresores segun distintas modalidades que
van desde el portador sano, al animal inmune pasando por el enfermo clinicamente

detectable.

La liberacion de bacterias por los peces enfermos puede hacerse a traves de
lesiones cutaneas abiertas, por diversas secreciones 0 excreciones, pero igualmente en el
momento de la descomposicion de los cadaveres. La persistencia sistematica a
continuacion de episodios infecciosos, 1o que en vista de la débil inmunidad, explicaria

las frecuentes recidivas observadas y debidas a cepas siempre parecidas.
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Bullock y Stuckey (1975a) han puesto a punto una técnica que asocia un choque
térmico a la inyeccion de corticoides y destinada a provocar la manifestacion de la
enfermedad en los peces sospechosos. McCarthy y Roberts (1980) mencionan que la
aplicacion de este método ha permitido atestiguar la amplia distribucién de agentes
infecciosos en salménidos aparentemente sanos, mientras que las tasa de animales
infectados parece que varian segun las especies. Del mismo modo, el alojamiento de
cepas atipicas, es muy frecuente en las demas especies aparte de las de Salmonidae, es

asi, que las interacciones microbianas contribuyen a diversificar los casos.

El agua, con sus caracteristicas crearan un ambiente adecuado o inadecuado para
la vida del pez, asi como para la multiplicacién de los agentes bioagresores (Ruiz et al.,
2004). La explotacion intensiva ofrece un ejemplo contundente de induccion a la accién
de los factores patdgenos (De Kinkelin et al., 1991).

La actividad humana viene a afiadir nuevos riesgos como la polucion introducen
en el medio acuatico sustancia peligrosas que no se encontraban originalmente alli, o
desarrollando précticas de la tecnologia piscicola que aumentan los efectos patdgenos
de los factores fisicos, quimicos o biologicos presentes en el medio, haciéndolos
patdgenos para los peces (De Kinkelin et al., 1991). El uso indiscriminado de
antibioticos y, en especial, su administracion para controlar o prevenir enfermedades de
los peces, ha dado como resultado en ciertas ocasiones al desarrollo de comunidades

microbianas resistentes a los mismos (Ruiz et al., 2004).

En resumen las fuentes de bioagresores se diversifican si se aleja de las 6ptimas

condiciones de explotacion intensiva (De Kinkelin et al, 1991).
2.5.5.2 Los modos de transmision

La transmisidn horizontal, se vera favorecida por la existencia de lesiones abiertas,
portadores asintomaticos, por los comportamientos colectivos, por la sobre densidad.

Tal contaminacidn en los peces necesita un contacto fisico y se produce sobre todo en

las explotaciones intensivas durante la seleccion y el transporte de los peces.
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La transmision vertical viene representado por progenitores infectados. En la
mayoria de los casos los huevos embrionados son contaminados en la superficie y es
sobre todo en la eclosion cuando, el alevin corre el riesgo de infectarse. En la
Renibacteriosis, Klontz (1983) piensa, sin embargo, que la localizacion en el interior es
lo habitual y que la transmision vertical es lo normal para esta enfermedad.

La transmision indirecta, estd tan extendida ya, que la mayoria de las bacterias
sobreviven bien en el medio exterior. Entre los vectores inanimados, el agua es
evidentemente el mas importante, y es cierto que en caso de fuertes liberaciones de
agentes patdgenos en el medio ambiente que son transportados en estado libre o en
materias en suspension. Los fondos y la vegetacion constituiran, sobre todo, una
amenaza segun sean las costumbres alimenticias o el comportamiento cavador de ciertas
especies. En las explotaciones, el material destinado a las manipulaciones asi como el
personal mismo son, para todas las enfermedades transmisibles, vectores muy temibles
(De Kinkelin et al., 1991).

2.5.5.3 Las vias de penetracion de los agentes infecciosos

Las barreras mecanica y enzimatica contra la introduccion de las bacterias en el
pez estan conformadas por el moco que recubre la piel, las branquias y la mucosa
intestinal. Asi mismo, las materias en suspension, los contaminantes quimicos,
tratamientos demasiados frecuentes y parasitismo externo causan un papel irritante.
Sucede que el moco y la epidermis se ven alteradas, lo cual suministra un punto de
anclaje a las colonias bacterianas y puede constituir el foco de origen de una infeccién
(De Kinkelin et al., 1991).

2.5.5.3.1 Via digestiva
Las Unicas certezas de penetracion por via oral de ciertas bacterias son las de

Tuberculosis, Renibacteriosis y Estreptococias. En los demas casos la via oral es un

modo de contaminacion no exclusivo (De Kinkelin et al., 1991).
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2.5.5.3.2 Via respiratoria

La superficie branquial es recorrida por una corriente de agua, bajo una ligera
presion, que aporta, al contacto, todos los elementos en suspension en el medio
acuatico. Las bacterias oportunistas tienen la probabilidad de penetrar por esta via en

branquias lesionadas como la Flavobacterium branchiophila (De Kinkelin et al., 1991).

2.5.5.3.3 Via transcutanea

Numerosas bacterias pasan por esta via y evolucionan a traves de todas las
soluciones de continuidad que pueden crear los traumatismos de manipulacion o el
parasitismo externo. No es dudosa para la mayoria de los agentes oportunistas hallados
normalmente en la superficie de los peces, pero la cuestion es la aptitud de las bacterias
para atravesar o0 para lesionar un tegumento intacto. Se llegan a producir lesiones tipicas
de la furunculosis por inyeccion intramuscular o subcutanea de bacterias virulentas (De
Kinkelin et al., 1991). Segun Udey y Freyer (1978) la virulencia de Aeromona
salmonicida esta ligada a su propiedad de adhesion a la superficie del pez. Esto hace
pensar que muchos casos, las lesiones microscopicas, favorecen la penetracion de los
microbios. Estos argumentos indirectos enmascaran, por lo que hay desconocimiento de
los mecanismos exactos que rigen la entrada de la mayoria de las bacterias

ictiopatdgenas en sus hospedadores.

2.5.6 Aspectos clinicos y patogénicos

2.5.6.1 Signos y lesiones macroscopicas

Todos los seres vivos cuando tienen alguna enfermedad manifiestan signos de
varias maneras y los peces no son la excepcion ya que pueden manifestarlos por
alteraciones del comportamiento que afectan principalmente a las funciones de relacién
y de nutricion, las primeras trastornan el equilibrio estatico o locomotor, el mimetismo,
el dinamismo del animal que oscila entre la hiperexitabilidad y la postracion. Las
funciones de nutricién requieren en primer lugar, apetito, la inapetencia es factor comin

en las grandes infecciones y, en todos los casos el indicador de la presencia de una
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anomalia; el ritmo respiratorio es necesario observarlo, pues indica a menudo una

afeccion branquial o una perturbacién del medio ambiente (Rodriguez et al., 2001).

Los signos, son considerados como modificaciones del comportamiento, portan
poca informacién con respecto a la naturaleza bacterioldgica de una infeccién. Puede
que no aparezca si la enfermedad evoluciona en forma sobreaguda o, por el contrario,
adopta un caracter crénico. Cualquiera que sea su combinacion y la intensidad de su
expresion, las manifestaciones cinicas en los peces raramente es patognomonica, asi
mismo, el cuadro clinico permite elegir una muestra y orientar al diagnostico (De
Kinkelin et al., 1991).

Las lesiones externas afectan en primer lugar al estado general y a las
proporciones corporales como el estado de conformacion (Rodriguez et al, 2001). En las
lesiones por infecciones nodulares, sus manifestaciones externas son poco tipicas,
incluso, excluyendo el adelgazamiento que marca la evolucion, puede hacer pensar en
otra enfermedad. En el momento de la necropsia, se comprueban las lesiones mas
caracteristicas. Los Organos internos estdn compuestos de granulomas de aspecto

blancuzco, a menudo bien delimitados (De Kinkelin et al., 1991).

2.5.6.2 Lesiones renales

El rifidn es drgano blanco de muchas enfermedades de importancia economica,

una razoén es su afinidad por las particulas antigénicas circulantes (Ferguson, 2006).
2.5.6.2.1 Trastornos circulatorios
En rifion de salménidos se describe hemorragias (petequias y equimosis) y

congestiones renales por infecciones bacterianas y virales (Roberts, 1981; De Kinkelin
etal., 1991).
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2.5.6.2.2 Trastornos degenerativos y del crecimiento

Degeneracion de gota hialina (macro y microvacuolas) se presenta como uno de
los cambios degenerativos mas frecuentes de tubulos renales proximales tanto en peces
de cultivo como silvestres (Hibiya, 1982). Corresponde a material proteinaceo que fuga
de glomerulos dafiados, en casos extremos se puede evidenciar picnosis y vacuolizacion
citoplasmatica (Roberts, 1981, Ferguson, 2006). Se puede encontrar gotas esosinofilicas
hialinas en células de tejido tubular de peces aparentemente normales, en donde los
nacleos y nucleolos celulares no presentan cambios evidentes (Hibiya, 1982; Ferguson,
2006).

Con relacion a los trastornos del crecimiento estos se observan principalmente a
nivel del tejido hematopoyético linfocitario y reticuloendotelial que proliferan frente a
procesos de tipo infeccioso, asi mismo, en tejido glomerular prolifera las células de los
capilares y engrosamiento de la capsula de Bowman producto de enfermedades locales
o sistémicas (Roberts, 1981). La membrana basal glomerular puede presentar un
engrosamiento difuso o segmentado como en el caso de BKD o por deficiencias de

acidos grasos esenciales en la dieta (Ferguson, 2006).

2.5.6.2.3 Trastornos necroticos

La necrosis de los tubulos renales se presenta como resultado de procesos
degenerativos que comprometen al tejido hematopoyético adyacente. La necrosis del
tejido hematopoyético del rifion puede estar acompafiada de edema por perdida de
capacidad osmoreguladora, infiltrado inflamatorio y fibrosis (Roberts, 1981, Ferguson,
2006).

2.5.6.2.4 Trastornos inflamatorios

La presencia del tejido hematopoyético en intersticio renal, dificulta la
interpretacion de cambios inflamatorios (Ferguson, 2006), asimismo, las infecciones
bacterianas generalizadas crénicas, tienen una evolucion lenta y a menudo intracelular,
asi tenemos Tuberculosis y Renibacteriosis determinan una respuesta inflamatoria

dominada por proliferaciones celulares cuya lesion tipica es el granuloma. El esquema
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evolutivo desde que proliferan los bacilos en un tejido, células linfocitarias y
polinucleares se infiltran en el foco. La fagocitosis se intensa y, en algunos dias, los
macrofagos sufren modificaciones morfoldgicas que llevan a la aparicion de células
epitelioides y de células gigantes (Roberts, 1981; De Kinkelin et al., 1991; Jansson,
2002).

En la Enfermedad Bacteriana del Rifion (BKD) causada por Renibacterium
salmoninarum describe granulomas subcapsulares y glomerulonefritis. Dichos
granulomas pueden comprometer todo el 6rgano, originando nefritis y nefrosis (Fryer,
1989, Solar y Evelyn, 1991).

2.5.6.3 Regeneracion

Al igual que los mamiferos, el rifion de los peces tiene la capacidad de
regeneracion de las células tubulares dafiadas (Reimschuessel, 2001). La regeneracion
de thbulos renales de la Trucha Arcoiris, presenta frecuente mitosis y poseen poca
cantidad de citoplasma (Hibiya, 2002). Estos surgen de los grupos de células baséfilas
en el intersticio, a menudo cerca de conductos colectores. Se pueden encontrar
normalmente en peces en crecimiento, sin embargo, se puede encontrar en peces adultos

lo que indica un episodio anterior de lesion tubular (Ferguson, 2006).

2.5.6.4 Aspectos patogénicos

Dentro de los aspectos patogenos, la forma en que se manifiestan depende
fundamentalmente de la especie o variedad del pez debido a la susceptibilidad tipica;
patogenicidad del agente infeccioso; influencia del medio ambiente (calidad del agua) y
manejo biotecnoldgico de las especies (Rodriguez et al., 2001).

La nocidn de estructura o produccion de superficie, conocidos como Factores de
Virulencia permiten a las bacterias adherirse, colonizar epitelio sano o alterado, penetrar
0 sobrevivir intracelularmente, es asi que, se manifiesta el poder patogeno de las
bacterias (De Kinkelin et al., 1991).
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2.6 Renibacteriosis

2.6.1 Introduccion

La Enfermedad Bacteriana del Rifion (BKD) es una infeccion usualmente de
caracter granulomatoso cronico que comudnmente provoca una elevada mortalidad en
salmdnidos, sin embargo, se producen brotes, especialmente a temperaturas moderadas
(13-18 °C). Afecta a salmonidos silvestre y de cultivo, tanto en agua dulce como en
ambiente marino. La enfermedad ocurre con mayor frecuencia en el rifion por su
profunda vascularizacion y capacidad de filtrado, pudiendo llegar a crear un grave

impacto econdémico (Roberts, 1981; Smith et al., 2001; Ferguson, 2006).

2.6.2 Etiologia

El BKD es causada por el agente infectocontagioso denominado Renibacterium

salmoninarum (Sanders y Fryer, 1980; Ferguson, 2006).

2.6.2.1 Clasificacion del Agente causal

Segln Sanders y Fryer (1980), Stackebrandt et al. (1988), Stackebrandt et al.
(1997) y OIE (2000) tenemos:

Phylum : Actinobacteria
Clase . Actinobacteriae
Orden : Actinomycetales
Familia : Micrococcaceae
Género : Renibacterium
Especie : R.salmoninarum

2.6.2.2 Morfologia

El Renibacterium salmoninarum es un bacilo corto de 0.3-1.0 por 1.0 - 1.5 um,
gram positivo, ocurriendo a menudo en pares como diplobacilo, inmdvil, no
esporulante, ni es acido alcohol resistente (Sanders y Fryer, 1980; Fryer y Sanders,
1981; OIE, 2006).
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2.6.3 Epidemiologia

El primer reporte de BKD fue descrito en salmdn silvestre del atlantico (Salmo
salar) de los rios Dee y Spey en Escocia a principios de los afios 30 (Makie et al.,
1933), esta patologia fue reportada por Belding y Merril en EEUU en 1935 en trucha de
arroyo (Salvelinus fontinalis). El agente causal fue cultivado e inicialmente clasificado
como Corynebacerium sp. (Ordal y Earp, 1956). En 1980, Sanders y Fryer lo clasifican

como Renibacterium salmoninarum.

En chile, la enfermedad se observo por primera vez en febrero de 1983 siendo
considerada hasta finales de los 80, por lejos, la principal enfermedad que afectaba a los
salmédnidos cultivados en Chile. En algunos casos, las pérdidas por mortalidades
atribuidas a BKD llegaban al 50% en salmén coho (Oncorhynchus kisutch) (Lindbergh,
1993) y éstas eran incluso superiores en otras especies de salménidos del Pacifico (O.
keta) (Shimazu y Puchi, 1984). En Enero del 2007 cerca del uno por ciento de
mortalidad por BKD de salménidos segun informaciones sanitarias de monitoreo de
enfermedades por parte del INTESAL en Chile (Leal y Woywood, 2007).

La supervivencia del R. salmoninarum en agua es limitada, hasta algunas semanas,
indicando que la bacteria es un patdgeno obligatorio, en peces con la enfermedad clinica
0 en los peces portadores latentes (Evelyn, 1993).

BKD se ha descrito solamente en peces salmonidos aunque la propagacion del R.
salmoninarum se ha demostrado en otra especie de peces, como, ciprinidos (Sakai et al.,
1989), en el sablefish Anoplopoma fimbria (Bell et al., 1990) y el molusco scallops
japonés (Patinopecten yessoensis) (Sakai y Kobayashi, 1992). Se considera BKD como
una enfermedad especifica de salménidos, aunque existen rarisimos hallazgos de la
presencia de la bacteria, pero no de la enfermedad, en otro tipo de peces cuando han
estado cohabitando con salmones infectados (Smith et al., 2001; Eissa y Elsayed, 2006).
Recientemente, el organismo ha sido aislado por primera vez en lamprea de mar

(Petromyzon marinus), en el Lago Ontario (Eissa et al., 2006).
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En Chile, estudios sobre la prevalencia y el monitoreo de patologias como BKD
en poblaciones de salmonidos son escasos, es asi que, entre 1999 y 2001 se realizd un
programa de monitoreo sanitario en los centros de produccién de Chile en el cual se
determinG en Truchas Arcoiris 8.7% positivos a Renibacterisis (PROYECTO FIP,
2003). La primera identificacion mediante inmunufluorescencia reporto 7% en Salmon
Chinook juvenil (Oncorhynchus tshawytscha) (Sanders y Barros, 1986), mientras que
Nufiez (1997) encontré mediante ELISA 18.2% de 11 Truchas Arcoiris. Segin Smith et
al. (2001) la prevalencia en hembras reproductoras en Chile es inferior al 5%. Se le
atribuye un efecto inmunosupresor al R. salmoninarum favoreciendo la presentacién de
otras enfermedades (Larenas, 1999), es asi que, Peters (2000) relaciona a BKD las
alteraciones inflamatorias y circulatorias de sus resultados. Nufiez (1997) reporta una
prevalencia de 3.7% (15/403) de Leucemia Linfoblastica en salmonidos clinicamente
enfermos con la que se asocia en un 26.7% (4/15) con BKD, mientras que Larenas et al.
(1995) reporta en 40 salmones del atlantico mediante frotis directo de rifion tefiido con

Gram, escasa presencia de R. salmoninarum.

En Canadé entre los afios 1992 a 1996 reportan prevalencias en Salmén chinook,
que van desde 90% Yy bajo hasta 20% (VanderKooi y Maule, 1999), mientras que, en
EEUU del afio 2001 al 2004 se reporto en Truchas de arroyo (Salvelinus fontinalis) 80%
y se redujo hasta 43% respectivamente (Eissa et al., 2006), lo que sugiere los
importantes avances en la capacidad de diagndstico y manejo sanitario especialmente
en el reproductivo limitando la severidad de las infecciones de R. salmoninarum (Smith
et al., 2001; Eissa et al., 2006).

Esta enfermedad es conocida en Japon, Norteamérica, Europa y Sudamérica. Es de
curso muy lento, cronico, sisttmico y a menudo fatal, que causa un severo
debilitamiento de la condicion del pez y afecta tanto a peces juveniles como adultos
(Brown, 2000).

Algunos factores de riesgo para la presentacion de la enfermedad son la
temperatura, salinidad, dureza del agua, asi como la dieta que se brinda a los peces
(Fryer y Sanders, 1981; Bullock y Herman, 1988). Al aumento de la temperatura del
agua (8-18 °C) la mortalidad se produce en forma masiva (Jansson, 2002).
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2.6.3.1 Transmision

Horizontalmente, por contacto con peces infectados (Bell et al., 1984; Murray et
al., 1992), o por ingestion de visceras que contengan el agente (Fryer y Sanders, 1981).
Es posible que en la transmisidn a través del agua contribuya la contaminacién fecal por
parte de los peces infectados (ruta orofecal) (Balfry et al., 1996), asi mismo, se informo
de que R. salmoninarum se excreta en las heces de la trucha clinicamente enfermas, y
que el organismo puede sobrevivir hasta 21 dias en heces y sedimentos de estanque
(Austin y Rayment, 1985) y mas de una semana en agua de mar (OIE, 2000). No se
descarta su transmision via branquial (Robohm y Koch, 1995; Smith, 2000),
considerandose a esta como una bacteria que actia lentamente en la invasiéon de los
tejidos, asi mismo, al no encontrarse en muestras de liquido de perfusién ni en el tejido
branquial in vitro (Martinez, 1996; Mcintosh et al., 2000). La transmision horizontal
también se ha descrito en condiciones de campo donde salmonidos silvestres
contagiaron a truchas cultivadas (Roberts y Shepherd, 1980; Mitchum y Sherman,
1981).

Verticalmente, de padres a la progenie, via huevos. Las altas cantidades de R.
salmoninarum en el liquido celémico son la fuente principal de la infeccién de los
huevos, pues la bacteria es bastante pequefia es transmitida por el micrépilo en el huevo
(Bullock et a.l, 1978; Evelyn et al., 1984; Evelyn et al., 1986b) Esta enfermedad es una
de las pocas que puede ser transmitida verticalmente (Bruno et al., 1997), sin embargo,
otros microorganismos, como Flavobacterium psychrophilum (Ekman et al., 1999) y
Piscirickettsia salmonis (Larenas et al., 1999) también emplean este método de

infeccion.

Se ha reportado en Chile que algunas enfermedades que afectan las poblaciones de
peces podrian estar asociadas a la importacion de ovas contaminadas con agentes
patdgenos a través de su transmision vertical u horizontal, como BKD (Smith et al.,
2001), es asi que, BKD presenta un aumento en el diagnostico de peces positivos
originados de ovas importadas, determinandose en truchas 8,7% (PROYECTO FIP,
2003).
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2.6.3.2 Susceptibilidad

Una serie de observaciones indican que las especies de salmonidos pueden diferir
en su susceptibilidad a BKD en infecciones experimentales (Suzumoto et al., 1977;
Winter et al., 1980). Es asi que dependen del hospedero o especie salménida (Evenden
et al., 1993) y a virulencia de la cepa (Starliper et al., 1997).

Los brotes naturales de BKD se presentan en forma exclusiva de salménidos y
dentro de éstos, los provenientes de la cuenca del océano Pacifico (género
Oncorhynchus) son las mas susceptibles (Smith et al., 2001). Los salmones rosados (O.
gorbushca), salmones del sockeye (O. nerka) y los salmones chinook (O. tshawtscha)
son las especies mas sensibles demostradas por infecciones mas agresivas y con
mortalidades més altas. Los salmones del atlantico (Salmo salar) y la trucha marrén
(Salmo trutta) son bastante resistentes y la Trucha Arcoiris (O. mykiss) se considera
relativamente resistente (Sakai et al., 1991: Dale et al., 1997; Starliper et al., 1997)
Ademas, se reporta que la Trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis) es mas susceptible a
la infeccion natural y experimental por R. salmoninarum que la Trucha Arcoiris, Trucha
Marron (Salmo trutta) y otros salmoénidos (Belding y Merrill, 1935; Mitchum y
Sherman, 1981; Eissa, 2005).

2.6.4 Signos clinicos

Los peces con infeccion grave por R. salmoninarum pueden carecer 0 manifestar
signos externos (OIE, 2006), con la enfermedad raramente manifiesta hasta que el pez
tiene 6-12 meses (Evelyn, 1993). Cuando se presenta un brote, los cambios de
comportamiento pueden variar segun la especie, edad y virulencia de las cepas de R.
salmoninarum, afectando funciones de relacién representados por movimiento erratico,
letargo y funcidn de nutricion con pérdida de apetito (Fryer y Sanders, 1981; Evenden et
al., 1993).
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2.6.5 Lesiones

2.6.5.1 Macroscopicas

Externamente, los peces pueden presentar las siguientes alteraciones:
oscurecimiento de la piel especialmente de la zona dorsal, exoftalmia, distension
abdominal, petequias en la base de las aletas pectorales, formaciones vesiculares con
contenido sanguinolento (especialmente en reproductores) y/o Ulceras en la piel (Evelyn
etal., 1998).

Internamente, es probable que se aprecien, con diferentes grados de intensidad, las
siguientes alteraciones morfoldgicas: branquias palidas, granulomas grisaceos-
blanquecinos de tamafio variable en el rifién, que también pueden observarse en higado,
bazo y en casos extremos eventualmente en cualquier érgano, aumento de volumen de
rifdn y bazo, presencia de fluido serosanguinolento u opaco en la cavidad visceral,
focos hemorragicos en higado, intestino, grasa pilérica y musculatura (Evelyn et al.,
1998), formacién de cavidades en tejido muscular en enfermedad crénica prolongada
(Wolke, 1975) y de una pseudomembrana que puede cubrir distintos 6rganos de la
cavidad celomica (Smith, 1964; Bruno, 1986; Evelyn et al., 1998). En ocasiones la
infeccion a temperaturas mas bajas se acompafian de perinefritis, periesplenitis,
perihepatitis y pericarditis (Ferguson, 2006). En el curso de enfermedad clinica en el
pez, los agentes de las grandes infecciones se encuentran por orden de frecuencia
decreciente en el rifion, el bazo, el encéfalo, el intestino, la sangre (muestras cardiacas)
y el higado (De Kinkelin et al., 1991).

2.6.5.2 Microscopicas

El estudio histopatoldgico del rifién, es indispensable y siempre debe formar parte
de los muestreos realizados para diagnosticar las causas de enfermedades en los peces
(De Kinkelin et al., 1991), ya que este organo es blanco de muchas enfermedades de
interés econdmico como BKD, Piscirickettsiosis (SRS) y Leucemia Linfoblastica (LL)
(Bruno, 1986; Suéarez, 1997).
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La principal lesion histopatologica corresponde a una respuesta granulomatosa
crénica que afecta principalmente a los tejidos del rifién y en menor medida el higado y
el bazo (Jansson, 2002; Eissa y Elsayed, 2006, Ferguson, 2006). Las inflamaciones
crénicas en peces son caracterizadas por una cantidad creciente de melanomacrofagos y
de melanina dispersa (Bruno, 1986). Las necrosis focales estan rodeadas por tejido
granulomatoso de células epitelioides y células linfoides, con diversos grados de

encapsulamiento (Jansson, 2002).

Los granulomas se forman como resultado de la activacion de los macrdfagos
seguido de su adhesién a otros que forman aspecto epitelioides y luego algunos de estos
fundirse para forma células multinucleadas y células gigantes (Secombes, 1985).
Células multinucleadas y macrofagos activados liberan grandes cantidades de enzimas
liticas en los tejidos circundantes conduce a la necrosis en la parte central del granuloma
(Bruno, 1986; Jansson, 2002). Las bacterias pueden estar intracelularmente o
extracelularmente en asociacién con los granulomas o focos necréticos (Bruno, 1986;
Jansson, 2002).

Las lesiones granulomatosas surgen en el estroma de tejido conectivo entre las
células del parénquima, asi mismo, el tejido hematopoyético de la parte anterior del
rifidn es afectado inicialmente, seguido de grandes dafios del tejido excretor de los
rifiones (Jansson, 2002).

Los glomérulos se ven afectados con engrosamiento de su membrana basal y
oclusién de la capsula de Bowman por contenido filamentoso o material granular (Sami
et al., 1992), ocasionando granulos eosinofilicos en los tubulos proximales (Young y
Chapman, 1978, Ferguson, 2006).

2.6.6 Patogenicidad

2.6.6.1 Factores de virulencia

El R. salmoninarum ocasiona generalmente un cuadro clinico sistémico crénico,

lento y progresivo (Evelyn, 1993), lo cual es consistente con el hecho de que no se han
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detectado toxinas de efecto letal agudo en esta bacteria. Sin embargo, produce la
proteina hidrofobica de superficie celular, de 57 kDa conocida como p57 (antigeno F)
(Getchell et al., 1985), codificado por el gen msa (principales o mayores antigenos
solubles) (Chien et al., 1992). Esta proteina p57 parece ser un factor de virulencia
importante, ya que suprime la produccion de anticuerpos in vitro y, ademéas parece
inducir una tolerancia inmunologica in vivo (Turaga et al., 1987; O'Farrel et al., 1999).
Sin embargo la represion también fue atribuida a la proteina p57, pero también a una

proteina de superficie de 22 kDa (Fredriksen et al., 1997).

La proteina p57 presenta propiedades hemoaglutinantes (Daly y Stevenson, 1990)
y leucoaglutinantes (Wiens y Kaattari, 1991). La actividad hemolitica se atribuye a un
polipéptido de 65 kDa y el gen fue designado como hly (Grayson et al., 1995). La
actividad proteolitica es originada por una proteasa de 100 kDa derivada de la proteina
p57 (Rockey et al., 1991; Barton et al., 1997).

Se ha descrito en Trucha Arcoiris (O. mykiss) y salmon chinook (O. tshawtscha)
una cepa de R. salmoninarum con bajos niveles de la proteina p57 en la superficie
celular bacteriana, denominada MT239. Esta cepa tiene una baja virulencia en
comparacion con otras, como la ATCC 33209, que expresa concentraciones mayores de
dicho antigeno (Bruno, 1990; O'Farrell et al., 1999; O'Farrel y Strom, 1999; O'Farrell et
al., 2000). Hamel (2001) concluye que las cepas difieren en su patogenicidad por que

existe una correlacion positiva a la cantidad de p57 asociados a la superficie bacteriana.

La pared celular de R. salmoninarum contribuye a la supervivencia bacteriana en
el fagocito mononuclear, por lo tanto, constituye un factor de virulencia (Gutenberger et
al., 1997). El peptidoglicano covalente ligado al polisacarido fue sugerido para explicar
la fuerza rigida de la pared de la célula del R. salmoninarum ante las lisosimas (Kusser
y Fieddler, 1983; Jansson, 2002). Por microscopia electrénica se ha revelado que R.
salmoninarum se encapsula (Dubreuil et al., 1990) Aunque su papel en la patogénesis
de BKD no estd determinado, la presencia de una capsula en otros patdgenos

bacterianos contribuye a su virulencia (Couch y Fournie, 1993).
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2.6.6.2 Patogenia

Aunque los mecanismos y factores que intervienen en la patogénesis de la
enfermedad no estd bien descrito debido a las diferencias en susceptibilidad entre las
especies de salmonidos (Jansson, 2002), pero hay varios caracteres de R. salmoninarum
que puedan contribuir a su virulencia (Couch y Fournie, 1993; Lim y Webster, 2001;
Jansson, 2002). Respecto a la ruta de ingreso que emplea R. salmoninarum para acceder
a los tejidos internos se realiza por via gastrointestinal a través de alimentos con
materiales infectados con esta bacteria (Fryer y Sanders, 1981). Una vez superada las
barreras superficiales, R. salmoninarum tiene la capacidad de inducir su absorcion por
parte de células no fagociticas y pueden sobrevivir a la ingestion. Esto proporciona un
medio de entrada en el hospedero a través del tracto gastrointestinal. R. salmoninarum
puede evadir la respuesta inmune del hospedero y multiplicarse intracelularmente en los
fagocitos (principalmente), asi como en células no fagociticas (Bruno, 1986;
Gutenberger et al. 1997), y parece capaz de sobrevivir a bajas concentraciones dentro de
los peces durante su ciclo de vida. Esta bacteria puede llegar a concentraciones de 10°
células/g en los tejidos de rifidn y bazo antes del inicio de la muerte de los peces
(Evelyn, 1996). La diseminacion de ella ocurre a través de la circulacion sanguinea en
forma libre y también intracelularmente incorporada principalmente en monocitos. El
éxito de diseminacion del proceso infeccioso es atribuido a la pared celular de la
bacteria que le confiere resistencia a la accion fagocitica y a la proteina de superficie

p57 suprimiendo la produccion de anticuerpos (Gutenberger et al., 1997; Smith, 2000).

El tejido hematopoyético de la parte anterior del rifion es afectado inicialmente,
seguido de grandes dafios al cuerpo renal conformado principalmente por tejido excretor
y parte del hematopoyético (Jansson, 2002). Esta bacteria ocasiona generalmente un
cuadro clinico cronico asociado a sus factores de virulencia. Se ha descrito la presencia
de cepas de baja virulencia con concentraciones menores de p57 (O Farrel y Strom,
1999; O’Farrel et al., 2000), afectando principalmente al rifién, por su profunda
vascularizacion y capacidad de filtrado (Noga, 2000; Ferguson, 2006), pudiendo
presentarse también en otros érganos como bazo e higado (Noga, 2000; OIE, 2000;
Ferguson, 2006).
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Existen evidencias que los dafios renales son consecuencia de deposito de
complejos inmunes, basicamente formados por anticuerpos ligados a la proteina p57,
que ocasionaria glomerulonefritis (Sami et al., 1992; Flafio et al., 1996; Kaattari y
Piganelli, 1997; Kaattari, 2000, Jansson, 2002).

La respuesta por parte del hospedero progresa de manera discreta, formando
granulomas rodeado de células epitelioides y células linfoides que luego se amplia
masivamente (Esmith et al., 2001; Jansson, 2002) ademas la presencia de células
gigantes (Secombes, 1985) y aumento de centros melanomacrofagos (Bruno ,1986). La
ruptura de la capsula renal ocasiona peritonitis. A temperaturas bajas, por debajo de 9
°C, se acompafa de pseudomembranas de fibrina y leucocitos alrededor de 6rganos
internos  (Smith, 1964; Ferguson, 2006), usualmente una encapsulacion mas
pronunciada de las lesiones en especies resistentes (Belding y Cerril, 1935; Evelyn,
1993) vy a temperaturas superiores las lesiones son de naturaleza necrética (Smith,
1964). La enfermedad clinica se desarrolla durante los momentos de estrés (Noga,
2000) para que se presenten los primeros signos clinicos de la enfermedad ocasionando
infeccion renal, septicemia y muerte del pez afectado (Zarzuelo, 1981; Bruno et al.,
1997).

2.6.7 Diagnostico de la enfermedad

Se basa en antecedentes anamnésicos, patologia macroscopica, contando con el
apoyo del laboratorio para observar lesiones en los tejidos y confirmar la presencia de la
bacteria (Smith et al., 2001). Siendo el rifidn el principal blanco y de mayor frecuencia a
BKD, resulta ser el mejor drgano para el muestreo durante las epidemias (Noga, 2000,
Smith et al., 2001).

El aislamiento bacteriano sigue siendo el método de prueba patron para determinar
la viabilidad del R. salmoninarum de una muestra, para lo cual, se necesita de 3 a 6
semanas, en la practica no es posible usarlo en forma rutinaria (Noga, 2000, Smith, et
al., 2001), sin embargo los procedimientos inmunodiagndsticos se han convertido en los
mas ampliamente utilizados. La deteccién del antigeno en los tejidos infectados es un

procedimiento méas rapido. Los dos métodos inmunodiagnosticos principales son la
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prueba inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y la prueba directa e indirecta de
anticuerpos fluorescentes (DFAT e IFI). Las pruebas diagnosticas basadas en acidos
nucleicos, tales como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) son aceptables
ahora para la identificacion confirmativa del R. salmoninarum en cultivos
bacteriol6gicos, muestras de tejido lesionado o muestras bacteriol6gicas de fluido
corporal. A medida que se ha desarrollado una prueba nueva, ha habido una cierta
tendencia a abandonar las técnicas anteriores. Sin embargo, no se ha desarrollado
todavia una Unica prueba ideal para detectar la presencia de R. salmoninarum en
multiples muestras (OIE, 2006).

El primer reporte de BKD en Chile, mediante inmunofluorescencia (DFAT) en
tejido renal de salmonidos, lo realizaron Sanders y Barros (1986). Se ha demostrado que
al aumentar el nimero de capas, aumenta el nimero de sitios de union especificos, de
modo que en IFI la fluorescencia es considerablemente mas brillante y, por tanto, mayor
sensibilidad en comparacion con un DFAT (Tizard, 1998; Roitt, 2003; OIE, 2006).

Se ha utilizado modificaciones el método de Bullock y Stuckey (1975b) para la
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), en la deteccion de BKD. Se reportan casos
determinados mediante IFI, en que los salménidos analizados no mostraron signos
clinicos (Bullock y Stuckey, 1975b; Sakai et al., 1992), es asi, que se determind en
Canadé infecciones asintomaticas en salmén del atlantico (Salmo salar) de 33,4% de
456 juveniles y 35,1% de 37 adultos (Paterson et al., 1979), mientras que, de 200
hembras gravidas resulto 12% (24/200) tejido renal y 7,5% (15/200) fluido ovérico
(Griffiths et al., 1996).

Realizando pruebas de rutina en tejido renal mediante IFI en 80 salmones coho de

desove resultaron positivas 12,5%, pero el 45% positivos por PCR. Por lo tanto, PCR
confirma la determinacion de portadores sugerida por IFI que proporcionando suficiente
discriminacion a ser Gtil para la supervision (Stevenson, 1999).
Se reporta en Chile, el uso de IFI en determinacion de otras enfermedades como
Piscirickettsia Salmonis (SRS) en ovas de Truchas Arcoiris y heces de alevinos
(Oncorhynchus mykiss) (Larenas et al., 2003; Larenas et al., 2005), Leucemia
linfoblastica en O. kisutch, O. mykiss y S. salar (Nufiez, 1997).
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2.6.7.1 Diagnostico diferencial

En relacion a las lesiones nodulares granulomatosas, se debe tener en cuenta que
este tipo de alteraciones pueden ser generadas por otros microorganismos, ya sean
bacterianos (Mycobacterium spp, Nocardia spp), micoticos (lIchthyophonus hoferi,
Exophiala salmonis) o parasitarios (Enfermedad Proliferativa del Rifion, Ceratomyxa
shasta, metazoos enquistados) e incluso como reaccion a materiales extrafios
particulados (Ej. componentes oleosos de los adyuvantes de las vacunas) en salmones
(Smith et al., 2001).

En todas estas enfermedades, es sobre todo la morfologia y las propiedades
tintoriales de las bacterias presentes en los focos lesionales que permiten una
orientacion méas segura en el diagndstico. Coloracién Gram (Renibacteriosis), Tincion
de Ziehl Nielsen - acido alcohol resistentes (Tuberculosis), formaciones
pseudomiceliares (Nocardia), coloracion Hematoxilina y Eosina (espora de
Ichthyophonus hoferi) (De Kinkelin et al., 1991).

Se debe diferenciar de otros bacilos Gram positivos especialmente
Carnobacterium piscicola, Lactococcus piscium y Vagococcus salmoninarum. Estas
tres especies tienen gran similitud entre sus patrones bioquimicos, originalmente se les
clasifico6 como lactobacilos y se les asoci6 como agentes causales de la
«pseudoenfermedad del rifidn». Son basicamente bacterias oportunistas y tienen una
baja virulencia. La diferenciacion se basa principalmente en la observacion y deteccion
del organismo o de sus antigenos mediante Inmunofluorescencia, inmunohistoquimica,
ELISAy PCR (Eissa y Elsayed, 2006).

Por otra parte, en peces dulceacuicolas expuestos a niveles superiores a 5mg/l de
diéxido de carbono y una dieta baja en minerales con menos de 0.1% de magnesio, se
produce una deposicion de sales calcicas en los uréteres, lo que origina nefrocalcinosis,
respuesta granulomatosa de textura arenosa (Peddie, 2004) o urolitiasis, donde se pro-
ducen lesiones renales, que a nivel macroscopico podrian confundirse también con
BKD (Smith et al., 2001; Ferguson, 2006).
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2.6.7.2 Confirmacidn del diagndstico

El diagnostico de BKD se debe basar en ELISA, IFI y DFAT. La confirmacion del
R. salmoninarum se debe hacer PCR o por cultivo bacteriolégico en medio
especializado de la enfermedad del rifion (OIE, 2006) KDM-2 (Evelyn, 1977), KDM-C
(Daly and Stevenson, 1985) o SKDM-2 (Austin et al., 1983).

2.6.8 Prevencion y control

2.6.8.1 Prevencion

Debido a las dificultades con los tratamientos, la mejor manera de enfrentar esta
enfermedad es mediante la implantacion de medidas preventivas. Una estrategia para
evitar la transmisién horizontal es utilizar fuentes de agua donde no existan poblaciones
silvestres de salmonidos y evitar usar el agua provenientes de otras piscifactorias
cercanas (Smith et al, 2001). Tomar medidas sanitarias de manejo, descanso,
desinfeccion de materiales e instalaciones con soluciones yodadas (150 mg/L),
maniluvios, pediluvios y rodoluvios (300 mg/L) para evitar la diseminacion de la

bacteria dentro del cultivo intensivo de peces (Enriquez et al, 2000; Smith et al., 2001).

Se ha logrado inactivar la bacteria con uso de cloro, donde lo importante es el
tiempo de exposicion (Pascho et al., 1995; Pascho y Ongerth, 2000), se recomienda en
desinfeccion de estanques, vias de flujo y materiales de trabajo a 40 mg/L por 30

minutos o para pediluvios y rodoluvios con 1000 mg/L (Enriquez et al, 2000).

Los especimenes con los que se inicia el ciclo de la crianza, ovas o alevinos deben
provenir de reproductores examinados y que hayan resultado libres de la infeccion de

esta bacteria (Evelyn, 1986).

En las Ultimas décadas, la vacunacion contra BKD ha alcanzado distintos niveles
de éxito y progresos limitados (OIE, 2000; Jansson, 2002; Smith et al., 2001; Eissa y
Elsayed, 2006). Se encontrd que aungue se genere anticuerpos especificos en los peces,
estos no se relacionan con inmunoproteccion contra la enfermedad (Evelyn, 1993; Sakai
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et al., 1995). Sin embargo al administrar antigenos sin la proteina p57, por via oral se

genera una respuesta inmune efectiva (Piganelli et al., 1999; Kaattari, 2000).

2.6.8.2 Control

2.6.8.2.1 Quimioterapia

El tratamiento con antibidticos sélo tiene efecto temporal, no elimina
completamente la bacteria. La falta de la eficiencia terapéutica se atribuye a la
supervivencia intracelular de R. salmoninarum, sin embargo, las mortalidades
ocasionadas en un brote de BKD en salmoénidos pueden ser disminuidas
significativamente empleando algunos antimicrobianos (Freyer y Sanders, 1981), como
el empleo de Eritromicina en alimento para juveniles 100-200 mg/kg por 21 dias,
evitando perjudicar la palatabilidad (Wolf y Dunbar, 1959; Austin, 1985, Moffit, 1992),
desinfeccion de ovas con solucién yodada (100 mg/L) por 10-15 minutos (Fryer, 1989;
Enriquez et al, 2000), o en hembras reproductoras 11-20 mg/kg via subcutanea 30-60
dias antes del desove reduciendo la transmision de R. salmoninarum a los huevos
(Klontz, 1983; Evelyn et al, 1986a; Moffitt, 1991).

Tratamientos via oral por 10 dias en juveniles (Austin, 1985), otro estratégico no
terapéutico en alevinos por corto tiempo después que estos inician su primera
alimentacion (Evelyn, 1993) y la Inyeccién en las hembras reproductoras 20 mg/kg
durante 9 dias antes del desove (Armstrong et al., 1989). Estas medidas persiguen
disminuir la tasa de infeccién a un minimo, con un bajo costo debido al menor volumen
de antibiotico usado y ademas evitar el riesgo de producir dafio de la funcion renal en
los peces sometidos a estos tratamientos tan prolongados (Hicks y Geraci, 1984,
Evelyn, 1993).

Otra alternativa terapéutica en Truchas Arcoiris para el control de la infeccion de
BKD es la utilizacion de enrofloxacina a una dosis de 1.25-2.5 mg/kg durante 10 dias
(Hsu et al., 1994). Asi mismo, la eritromicina (tiocianato y fosfato), penicilina G sddica,
clindamicina, kitasamycin y espiramicina redujeron efectivamente la mortalidad

temprana en casos clinicos de BKD. Ademaés, cephradine, lincomicina, y rifampicina
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fueron eficaces para la quimioprofilaxis de BKD, pero fueron ineficaces para la terapia
(Austin, 1985).

Como estrategia para atenuar el estrés cronico originado por estrés oxidativo y por
densidades altas en cultivo intensivo que originan la disminucion de la accién
inmunitaria, asimismo, susceptibliza a los peces ante la infeccidon y presentacion de
BKD, se recomienda monitorear el suplemento de Yodo, Fluor, Magnesio, acidos
grasos esenciales (AGE: Omega 3 y omega 6), vitaminas E y C en las dietas (Lall et al.,
1985; De Kinkelin et al., 1991; Trenzadero, 2004).

2.6.8.2.2 Segregacion de adultos

Regularmente los programas de cribado (screening) para prevenir transmision
horizontal entre ovas y alevinos, asi como la transmision vertical del BKD ha sido la
mas importante posibilidad de control (Elliott et al., 1989; Fryer y Lannan, 1993). El
sacrificio de las crias, la destruccion de ovas procedentes de hembras reproductoras
positivos a BKD, se ha demostrado para reducir la prevalencia de la enfermedad (Elliott
et al., 1995; Gudmundsdottir et al., 2000). Esto requiere una técnica rapida, especifica 'y
sensible para la identificacion de los portadores, y una cuidadosa separacion de los
huevos hasta que el diagndstico sea establecido (Jansson, 2002). Los métodos mas
empleados son pruebas de inmunofluorescencia, directa o indirecta (Bullock et al.,
1980; Laidler, 1980) y de ELISA, con el proposito de detectar la presencia de la bacteria
desde tejido renal o fluido celémico (Pascho y Mulcahy, 1987; Lee y Evelyn, 1989),
como también PCR para fluidos de ovario (Miriam et al. 1997). Los avances en el
control de BKD dependen de una comprension de la patogenesis de BKD vy el

conocimiento de funciones de base inmune en los peces (OIE, 2006).
2.6.8.2.3 Erradicacion
Destruccion completa de las poblaciones infectadas y desinfeccion de las

instalaciones de la explotacion para lograr la erradicacion completa de la enfermedad.

Sin embargo, este procedimiento es considerado impracticable (Sanders y Fryer, 1980).

38



I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucion

El muestreo del presente estudio se realiz6 en una piscigranja ubicada en el
distrito de Ingenio, Provincia de Huancayo, Region Junin, a una altitud de 3540 msnm.,
durante el mes de Febrero del 2007, correspondiendo a la época de lluvias con
temperaturas ambientales entre 10-18°C, temperatura promedio del agua de cultivo de
10.8°C, Oxigeno disuelto de 7.5 mg/L evaluado por la piscifactoria en estudio y un pH
de 7.3. Asi mismo, la fuente de agua proviene del Rio Chiapuquio que en invierno tiene
un caudal de 2500 L/seg y en seca de 750 L/seg. El ciclo de produccion intensiva es
completo, contando con sala de incubacién, estanques de alevinaje, juveniles,
precomerciales (engorde) y comerciales (acabado). Sus instalaciones son estanques de
concreto construidos con el sistema americano. La produccién total de trucha asciende

entre 150-200 TM por afio, siendo el principal mercado local.
3.2 Tamafio de muestra

Se utilizo el Teorema de Limite Central, el cual nos indica que el tamafio muestral
de 30 se considera como la cantidad minima significativa (Spiegel, 1991; Wayne,

1996). Sin embargo, el tamafio total de la muestra fue de 33 truchas.

Las truchas se seleccionaron de los 13 estanques correspondientes a la fase de

precomerciales. Esta seleccion se realiz6 tomando en cuenta la poblacién total de los 13
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estanques y la poblacion de cada estanque seleccionado. Mediante una regla de tres

simple se obtuvo el nimero de truchas muestreadas por estanque.

3.3 Caracteristicas de la muestra

Se muestrearon Truchas Arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en fase precomercial de
ocho a nueve meses, cultivadas en estanque de concreto. Estas procedieron de ovas de
reproductores nacionales. Los peces sacrificados fueron pesados y medidos para asi

obtener sus promedios.

3.4 Materiales

Los materiales utilizados para la colecta de peces, necropsia, histopatologia e
inmunofluorescencia indirecta fueron aportados por la piscigranja en estudio,
Laboratorio de Histologia, Embriologia y Patologia Veterinaria, Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia Veterinaria (seccion virologia) ambos de la FMV-
UNMSM, y recursos propios (Anexo A3).

3.5 Métodos

3.5.1 Obtencién de muestra

En las mafianas se identifico las pozas de truchas precomerciales, colectando los
peces con signos de enfermedad o moribundos. Las truchas fueron sacrificadas
mediante la técnica de corte medular con tijera, entre el cerebro y medula espinal
(Roberts and Shepherd, 1980; Rosenthal, 2007). La inspeccion, coleccién y

conservacion de las muestras se realizaron el mismo dia.

Una vez obtenido e identificado el pez, se tomd la talla, peso y se efectud un
cuidadoso examen de la superficie corporal anotandose la presencia de anormalidades
visibles macroscopicamente. Se evalu6 la homogeneidad de la piel, erosiones y posible

presencia de exoftalmia, luego se desinfecto la superficie del pez con alcohol de 70°.
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El proceso de necropsia se llevo a cabo mediante la metodologia recomendada por
y Reimschuessel et al. (1992) y Ostrander (2000), dejando expuestas in situ las visceras.
Una vez expuestas las branquias y la cavidad celomica, se procedio a efectuar un
examen macroscopico de érganos internos para determinar y anotar alguna anormalidad

o lesion tomando especial interés en el rifion.

3.5.1.1 Obtencion de muestras para inmunofluorescencia

Se tomaron pequerios cortes de tejido renal 5-10 mm. de longitud de las muestras
de rifion, los cuales fueron colocados inmediatamente en bolsas plasticas, rotulados para
su conservacion en frio (0°C) para realizar improntas y su posterior andlisis de

inmunofluorescencia indirecta en el laboratorio.

3.5.1.2 Obtencién de muestras para histopatologia

Se tomo pequefios cortes de tejido renal de la regidn anterior y posterior, higado,
bazo y branquias, de 5-10 mm. de longitud, los cuales fueron fijados inmediatamente en
pequefios frascos con formol tamponado al 10% para su posterior analisis en el

laboratorio.

3.5.2 Procesamiento de las muestras

3.5.2.1 Inmunofluorescencia indirecta

El proceso y lectura se realizé en el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia
Veterinaria (seccion virologia) de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional Mayo de San Marcos. Las muestras fueron procesadas segun las
recomendaciones del Kit para deteccion de Renibacterium salmoninarum de “BIOS
Chile” de la siguiente manera:

»  Los anticuerpos monoclonales utilizados son especificos para R. salmoninarum

ATCC y para 4 aislados obtenidos de diferentes centros de cultivo del Chile.
»  Las improntas se fijaron por 10 minutos en Xilol frio (-20°C).

41



Se agreg6 sobre cada frotis 10 pL del reactivo oligoclonal Anticuerpo anti
Renibacterium salmoninarum del Kit, previamente diluido 1:100 con la solucién
de dilucién, cubriendo toda la superficie de la muestra e incubar los portaobjetos
por 30 minutos en una cdmara hiumeda y cerrada en oscuridad a 37°C.

Se lavd los portaobjetos con la solucion de lavado previamente diluida 1:25 con
agua destilada y se dejo reposar tres minutos en el coplin, repitiendo el
procedimiento de lavado una segunda vez por un minuto. Removiendo los
portaobjetos del recipiente y eliminando el exceso de solucién evitando que el
tejido se seque.

Se agrego sobre cada muestra 10 pL de anti-lgG de ratdén conjugado con FITC
(Fluoresceina isotiocianato), previamente diluido 1:100 con la solucion de
dilucidn e incubar los portaobjetos a temperatura ambiente por 30 minutos en una
camara himeda y cerrada en oscuridad a 37°C.

Se repitid el procedimiento de lavado descrito como en el caso del oligoclonal.

Se agreg6 10 a 20 pL de solucion de montaje de pH 9, se cubri6 la muestra con un
cubreobjeto evitandose la formacion de burbujas. Las muestras se examinaron en
el microscopio de fluorescencia con un aumento de 1000X e inmersion,
realizandose el diagndstico (Anexo Al).

Se considerd un control positivo de una lamina fijada en acetona con la cepa
Rs4/86 donado por la SVA: Statens Veterindrmedicinska Anstalt, departament of
wildlife, fish and enviroment. Section of fish. Suecia, el cual se esquematiza en la
figura 1.

Se considero6 positivo (+) cuando se observé al microscopio de fluorescencia con
un aumento de 1000x e inmersion, la presencia de bacterias fluorescentes y con
caracteristicas compatibles (diplobacilos forma de “v”, cocobacilo forma de pera)
con Renibacterium salmoninarum por lo menos en 5 y maximo 100 campos de
observacidn, examinados en la ampliacion 1000x.

Se consider6 negativo (-) cuando la muestra no tenia ninguna fluorescencia (Bios
Chile, 2000; OIE, 2006).
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Anticuerpos  secundarios, marcados
Anticuerpos primarios con FITC, contra los anticuerpos
monoclonales

Antigeno

Tejido
J —

| Portaobjeto |

Figura 1. Fluorescencia positiva: Tejido renal presenta fluorescencia asociada a las
bacterias (Adaptado de CEFAS 2007)

3.5.2.2 Histopatologia

Las muestras fijadas y reducidas fueron sometidas a deshidratacion por diversos
grados de alcohol en concentraciones crecientes (80°, 90° y 100°); aclaracion en Xilol; e
inclusion en parafina, para posteriormente obtener los cortes con ayuda de un
micrétomo, en secciones de 3-5 micras de espesor (Anexo A2) y ser coloreadas con

Hematoxilina-Eosina (H-E) segun el protocolo de trabajo (Anexo A4).

Las laminas obtenidas fueron observadas con un microscopio optico de luz con
aumentos de 50x, 100x y 400x para la determinacion de lesiones e interpretadas en el
Laboratorio de Histologia, Embriologia, y Patologia Veterinaria de la Facultad de

Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

3.5.2.2.1 Clasificacion de lesiones histopatolégicas

Los grados (I al IV) y clasificacion de lesiones (degenerativas, necroticas,
inflamatorias, circulatorias, crecimiento y regenerativas) encontrados a la microscopia
estan adaptados de la técnica propuesta por Reimschuessel et al., (1992) basadas en la
extension del tejido renal afectado. Modificado por el Laboratorio de Histologia,
Embriologia y Patologia Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional Mayor de San marcos (Ramos, 2007), tal como se muestra en el
cuadro 4:
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Cuadro 4. Valores establecidos por la severidad de acuerdo a la extension del tejido

afectado

Grado Extension

Escasa presencia de la lesién, multifocal, hasta 25%
aproximadamente de toda la muestra.

| Leve presencia de la lesion, multifocal, del 25% hasta 50%
aproximadamente de toda la muestra.

i Moderada presencia de la lesion, difuso, del 50% hasta
75% aproximadamente de toda la muestra.

" Severa presencia de la lesion, difuso, del 75% hasta
aproximadamente el 100% de la muestra.

Fuente: Adaptado de Reimschuessel et al. (1992)

Para el caso de lesiones hepaticas de degeneracion grasa se adaptd de la técnica
propuesta por Bernet et al., (1999). Modificado por el Laboratorio de Histologia,
Embriologia y Patologia Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional Mayor de San marcos (Rosenthal, 2007) (Cuadro AS8).

3.6 Analisis de datos

Para el analisis estadistico de los resultados de la caracterizacion
anatomohistopatoldgica se utilizd un andlisis de frecuencia, indicando el porcentaje de

cada variable con respecto al total de la poblacién analizada para cada analisis.

La frecuencia fue determinada mediante la formula:

N° de animales con X x 100
N° total de muestras

Donde (X) representa = Alteraciones clinicas, lesiones renales macroscopicas
externas e internas, resultados IFl de muestras renales,
lesiones microscépicas determinadas por histopatologia.

Los resultados microscopicos de lesiones en la extension de tejidos, se presentaron
en una escala de grados que va de 1-4 descrita anteriormente, con la finalidad de hacer

una evaluacién mas objetiva.
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IV. RESULTADOS

Las muestras empleadas en el presente estudio provienen de 33 Truchas Arcoiris
(Oncorhynchus mikiss) de fase precomercial (8-9 meses) con un peso y talla promedio
de 145g. y 22cm. respectivamente (Cuadro A2). Todos los peces muestreados
presentaron uno 0 mas signos de aparente enfermedad, tales como letargia, poca
movilidad, oscurecimiento de piel, cambio de comportamiento, nado erratico u orillado,

exoftalmia, entre otros (Cuadro Al).

4.1 Estudio clinico y lesiones macroscépicas

Al examen externo de las Truchas Arcoiris clinicamente enfermas, se pudo
determinar diferentes tipos de caracteristicas clinicas y lesiones, representadas
mayormente por melanosis parcial de la piel (Fig. 2) con 87.9% (29/33), nado lento y
superficial 57.6% (19/33), palidez branquial de 51.5% (17/33) y pez en el fondo 36.4%
(12/33) (Fig. 3) (Cuadro Al).
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Figura 2. Melanosis parcial de Trucha Arcoiris: (A) Zona pectoral. (B) Zona dorsal

Figura 3. Signos clinicos de Truchas Arcoiris: (A) Nado lento y superficial cerca de la
reja de salida de agua. (B) Pez en el fondo de la poza

A la necropsia, se evidencié esplenomegalia, renomegalia con granulomas
blanquecinos de variados tamafios (0.1 a 0.6 cm), que fueron observados también en

higados.

Las lesiones macroscépicas de la cabeza y cuerpo renal (Fig. 4) represento el
36.4% (12/33). Los rifiones se caracterizaron por estar pulposo, dilatados, de color rojo
oscuro, de apariencia congestionada sobresaliendo a la cavidad celomica (Fig. 4). Se
evidenciaron rifiones con puntos blanquecinos compatibles con granulomas (Fig. 4)
(Cuadro 6).
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Otras lesiones macroscopicas a la necropsia fueron las encontradas en los higados
78.7% (26/33) caracterizados por palidez hepatica y granulomas (Fig. 4). El bazo con
96.9% (32/33) principalmente presento esplenomegalia y congestion (Fig. 4) (Cuadro
5).

B.1 B.2

Figura 4. Rifiones de Truchas Arcoiris. (A) Rifidn pulposo y con granulomas (Flecha
roja), granuloma hepatico (Flecha azul), esplenomegalia y congestion

(Flecha verde). (B) Rifién aparentemente normal. Partes anatdmicas renales;
(B.1) Cabeza renal, (B.2) Cuerpo renal. (C) Rifidn totalmente pulposo
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Cuadro 5. Frecuencia de las alteraciones macroscépicas observadas en rifiones, higados

y bazos de Truchas Arcoiris

Alteraciones macroscopicas de 6rganos internos

i _ Total %
Organo Alteraciones
Cuerpo renal pulposo 5/33 15.2
Ambas porciones renales pulposas + granulomas 3/33 9.1
Cuerpo renal pulposo + granulomas 2/33 6.1
Ambas porciones renales pulposas y cuerpo renal
Rifién P PeP Y P 1/33 3
con granulomas
Ambas porciones renales pulposas + granulomas 133 3
y cuerpo renal protuye de capsula renal
Total 12/33 36.4
Palidez hepética 18/33 54.5
Palidez hepética + Granulomas 4/33 12.1
Granulomas 2/33 6.1
Higado ) . )
Palidez hepética + Adherencia 1/33 3.0
Palidez hepética + Granulomas + Adherencia 1/33 3.0
Total 26/33 78.7
Esplenomegalia + Congestion 22/33 66.6
Esplenomegalia 7/33 21.2
Bazo Esplenomegalia + Congestion + Consistencia
2/33 6.1
deleznable
Congestién 1/33 3.0
Total 32/33 96.9
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4.2 Estudio renal mediante Inmunofluorescencia Indirecta (1F1)

El control positivo, presentd innumerables bacterias que emitian luz fluorescente
(Fig.5A). Se detecto antigeno de Renibacterium salmoninarum (Fig. 5B, C, D) en una
frecuencia del 15.2% (5/33), al realizarse la prueba de inmunofluorescencia indirecta

(IFI) a los tejidos renales de peces clinicamente enfermos (Cuadro 6).

Figura 5. Improntas de rifiones de Truchas Arcoiris: (A) Control positivo de la cepa
Rs4/86 de Renibacterium salmoninarum, Diplobacilos fluorescentes a la
inmunofluorescencia indirecta. IFI. 1000x. (B, C, D) Muestras renales
Positivos a Renibacterium salmoninarum por inmunofluorescencia indirecta:
Flechas Rojas. IFI. 1000x

Cuadro 6. Frecuencia renal de Truchas Arcoiris positivas a Renibacterium
salmoninarum, determinadas por inmunofluorescencia indirecta

Inmunofluorescencia indirecta Total %
NEGATIVOS 28/33 84.8
POSITIVOS 5/33 15.2
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Las caracteristicas fisicas de los peces positivos se detallan en el apéendice (Cuadro
A3). Las alteraciones macroscopicas internas de las cinco muestras renales positivas a
R. salmoninarum por IFI representan el 60% (3/5), observandose a nivel de solo el
cuerpo renal como en ambas porciones la apariencia pulposa ademas de granulomas
(Cuado 7). Otros 6rganos como el higado presentaron una frecuencia del 80% (4/5)
observandose palidez y presencia de granulomas. Por Gltimo el bazo presento un 100%

(5/5) de lesiones en forma asociada de esplenomegalia y congestion (Cuadro 7).

Cuadro 7. Frecuencia de las alteraciones macroscépicas observadas en rifiones,
higados y bazos de Truchas Arcoiris positivas a Renibacterium
salmoninarum por Inmunofluorescencia Indirecta

Organo Alteracion Total %
Cuerpo renal pulposo 2/5 40

Rifibn ~ Ambas porciones renales pulposas + granulomas 1/5 20
Total 3/5 60

Palidez hepética 3/5 60

Higado Palidez hepética + Granulomas 1/5 20
Total 4/5 80
Esplenomegalia + Congestion 4/5 80

Bazo Esplenomegalia 1/5 20
Total 5/5 100

4.3 Estudio histopatologico

La microscopia determind las caracteristicas de los granulomas en tejidos de peces

positivos a Renibacterium salmoninarum por IFI.
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4.3.1 Cabeza renal

De las cinco muestras renales positivas a Renibacterium salmoninarum por IFI se
determin6, mediante histopatologia, lesiones de grado leve. Trastornos inflamatorios
relacionados a leve presencia de tejido granulomatoso (Fig. 6A) y escaso aumento de
centros melanomacrofagos (CMM) (Fig. 6B), 20% (1/5) respectivamente. Trastorno

circulatorio como escasa congestion 40% (2/5) (Fig. 6C) (Cuadro 8).

Figura 6. Rifion de Trucha Arcoiris: (A) Granuloma en tejido de cabeza renal: Flecha.
Hematoxilina y Eosina: H&E. 50x. (B) Aumento de centros
melanomacrofagos en tejido de cabeza renal: Flecha. H&E. 400x. (C)
Congestidn en tejido de cabeza renal: Flecha. H&E. 100x

51



Cuadro 8. Frecuencia de alteraciones histopatologicas de las porciones anteriores de
rifiones en Truchas Arcoiris positivas a Renibacterium salmoninarum

determinadas por Inmunofluorescencia indirecta

Tipo de _ Grado Alteraciones
Lesiones
trastorno [ I B 1 B AV Total %
Inflamatorios Aumento CMM 1 0 O 0 1/5 20
Granulomas 0O 1 0 O 1/5 20
Circulatorio Congestion 2 0 0 O 2/5 40

CMM: Centros melanomacréfagos

De las 28 muestras de cabezas renales negativas a Renibacterium salmoninarum
por IFI, se determiné por histopatologia lesiones en grado escaso a moderado, siendo
los trastornos inflamatorios los mas notorios, relacionados al aumento de CMM, tejido
granulomatoso, células multinucleadas, células epitelioides, asociadas a estructuras
compatibles con esporas de hongo sistémico Ichthyophonus sp. (Fig. 7). EIl Trastorno

circulatorio fue congestion (Cuadro A4).

Figura 7. Rifidn de Trucha Arcoiris: Tejido de cabeza renal con espora de hongo
sistémico (Flecha Azul). H&E. 400x
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4.3.2 Cuerpo renal

De las cinco muestras renales positivas a Renibacterium salmoninarum por IFI se
determind, mediante histopatologia, escasas a moderadas lesiones de esta porcion.
Trastornos degenerativos con leve degeneracion de gotas hialinas en células de tabulos
renales (Fig. 8A) y escasa degeneracion vacuolar de tdbulos renales (Fig. 8B) en una
frecuencia de 40% (2/5). Las gotas hialinas se observaron de color intensamente
acidofilo, como estructuras a manera de gotas de diferentes tamafios en el citoplasma de
las células (Fig. 8C). Algunas veces las células presentaron cambios en el nucleo sin
observarse detalle celular evidenciandose leve necrosis coagulativa tubular (Fig. 8D) en
40% (2/5). Asi mismo, se observaron escasos a moderados trastornos inflamatorios
como moderado aumento de CMM (Fig. 9A), leve presencia de tejido granulomatoso
(Fig. 9B, C) y leve presencia de granuloma asociado a espora de hongo Ichthyophonus
sp. 40% (2/5), ademas escasa presencia de Células epitelioides 20% (1/5). La espora del
Ichthyophonus sp. sistémico se observd con la coloracion de H-E, como mudltiples
estructuras ligeramente acidéfilas, esféricas y con una fina membrana que la separaba
de la reaccion granulomatosa. Leve congestion 40% (2/5), observado cuando los
capilares y vasos sanguineos del tejido se presentaban pletdricos y llenos de globulos
rojos (Fig. 9D). Trastorno de crecimiento y regeneracion como leve regeneracion

tubular 60% (3/5) (Fig. 9E), observandose de una coloracién basofila (Cuadro 9).
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Figura 8. Rifion de Trucha Arcoiris: Tejido de cuerpo renal; (A) Degeneracién de gota
hialina de tibulos renales (Flechas Azules). H&E. 400x. (B) Degeneracion
vacuolar de tubulos renales (Flechas rojas). H&E. 400x.: (C) Degeneracion

de gota hialina; Microvacuolas (Flecha Azul) y macrovacuolas (Flecha
negra) en tubulos renales. H&E. 400x. (D) Necrosis coagulativa de tdbulo
renal, con ausencia de luz tubular (Flecha negra). H&E. 400x
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Figura9. Rifiones de Truchas Arcoiris: Tejido de cuerpo renal; (A) Aumento de
centros melanomacrdéfagos entre los ttbulos (Flechas azules). H&E. 100x.
(B, C) Granulomas entre los tabulos renales (Flechas azules). H&E. 100x.
(D) Congestion (FlechasAzules). H&E. 400x. (E) Regeneracion tubular,
grupo de células baséfilas (Flechas rojas). H&E. 100x
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Cuadro 9. Frecuencia de alteraciones histopatoldgicas de cuerpos renales en Truchas
Arcoiris positivas a Renibacterium salmoninarum determinadas por

Inmunofluorescencia Indirecta

Tipo de ) Grado Alteraciones
Lesiones

trastorno I 11 111 IV Total %

Degeneracion de gotas hialinas en
] 1 1 0 O 2/5 40
. tubulos renales
Degenerativos » )
Degeneracion vacuolar en tubulos
2 0 0 0O 2/5 40
renales

. Necrosis coagulativa de tubulos
Necratico 0 2 0 O 2/5 40
renales

Aumento CMM 0O 1 1 0 2/5 40
Granuloma 1 1 0 O 2/5 40
Inflamatorios
Granuloma con espora de hongo O 2 0 O 2/5 40
Células epitelioides 1 0 0 O 1/5 20
Circulatorio  Congestion 0O 2 0 O 2/5 40
Crecimientoy
Regeneracion tubular 1 2 0 0 3/5 60

regeneracion

CMM: Centros melanomacrofagos

De las 28 muestras de los cuerpos renales negativos a Renibacterium
salmoninarum por IFI se presentaron escasas a severas lesiones, siendo los trastornos
inflamatorios los mas notorios, con aumento de CMM, presencia de tejido
granulomatoso asociado a esporas de Ichthyophonus sp. (Fig. 10), células gigantes y
células epitelioides. Leve Adaptacion con engrosamiento de membrana basal de
glomérulo (Fig. 11) (Cuadro A5).
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Figura 10.

Figura 11.

Rifion de Trucha Arcoiris. Cuerpo renal: Granuloma con espora de
hongo sistémico (Flecha azul) y células gigantes (Flecha roja). H&E.
400x

Rifion de Trucha Arcoiris. Cuerpo renal: Engrosamiento de la membrana
basal de glomérulos (Flechas azules). H&E. 400x
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Por otro lado las muestras de higados procedentes de las truchas positivas a BKD
por IFI presentaron lesiones de forma escasas a severas como degeneracion grasa 60%
(3/5), trastornos inflamatorios leves con presencia de tejido granulomatoso (Fig. 12A),
células multinucleadas asociadas 0 no a la espora de hongo Ichthyophonus sp. sistémico
(Fig. 12B) y trastorno circulatorio como moderada congestion (Fig. 13A), 20% (1/5)
respectivamente (Cuadro A10). Los Bazos presentaron lesiones de forma escasas a
severas, mayormente problemas circulatorios como congestion (Fig. 13B) 80% (4/5)
(Cuadro Al12). Las branquias presentaron lesiones de forma escasas a severas, siendo
las mayores lesiones por trastornos del crecimiento y adaptacion como hiperplasia
interlamelar y fusion de lamelas secundarias 100% (5/5) respectivamente y atrofia de
lamelas secundarias 80% (4/5) (Cuadro A7).

Figura 12. Higados de Truchas Arcoiris. (A) Granuloma hepético. H&E. 100x. (B)
Espora hongo sistémico en granuloma hepatico. H&E. 400x

Figura 13. (A) Higado de Trucha Arcoiris; Congestion hepatica. H&E. 100x. (B)
Bazo de Trucha Arcoiris; Bazo congestionado. H&E. 50x
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De las muestras de los 28 higados procedentes de truchas negativas a BKD por IFI
presentaron lesiones de forma escasas a severas, siendo los trastornos inflamatorios los
mas notorios, como presencia de tejido ganulomatoso, células epitelioides y espora de
hongo sistémico, ademas de trastornos degenerativos como degeneracion grasa,

necréticas como necrosis coagulativa y circulatorios como congestion (Cuadro A9).

Los Bazos, presentaron escasas a severas lesiones, siendo lo mas notorio el
trastorno circulatorio como congestion (Cuadro Al11).

Branquias, lesiones de forma escasas a severas, siendo las mas notorias, trastornos

del crecimiento y adaptacion como hiperplasia interlamelar y atrofia de lamelas

secundarias. Escasos a leves aumento de células granulares eosinofilicas en filamento

branquial (Fig. 14A, B) y telangiectasia de lamelas secundarias (Fig. 15) (Cuadro A6).

/

Figura 14.  Branquias de Truchas Arcoiris; (A, B) Células granulares Eosinofilicas
en filamentos branquiales. H&E. 400x

Figura 15.  Branquias de Trucha Arcoiris: Telangiectasia en lamela secundaria.
H&E. 100x
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V. DISCUSION

Hasta la fecha en nuestro pais no se han llevado a cabo estudios sobre
determinacion de la presencia de Renibacterium salmoninarum en la Trucha Arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) de cultivo, por lo cual este trabajo representa el primer reporte
de infeccion de BKD en el pais, enfermedad que produce grandes pérdidas en los

centros de explotacion piscicola del mundo.

La utilizacion de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) para la deteccion de
Renibacterium salmoninarum en tejidos renales obtuvo como frecuencia 15.2% (5/33)
en Truchas Arcoiris de cultivo clinicamente enfermas. IFI es una prueba recomendada
por la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) como método de diagndstico
para BKD que detecta bacterias en una muestra de tejido (OIE, 2006). Asi mismo, esta
prueba a permitido la deteccién de la bacteria en otras muestras como liquido ovarico de
salmédnidos (Lee y Gordon 1987), pudiendo ser detectada en infecciones subclinicas
(Bullock y Stuckey 1975b, Sakai et al., 1992). Esta prueba tiene una alta sensibilidad
respecto a pruebas convencionales como Tincion Gram (Bullock y Stuckey, 1975b;
Paterson et al., 1979), asi mismo también depende de la calidad de anticuerpos

empleados (Jansson, 2002).

Los resultados del presente estudio difieren de los determinados por diferentes
investigadores que también usaron la prueba de IFI. Paterson et al. (1979) en salmoén del
atlantico juveniles (Salmo salar) donde se obtuvo 33,4% (152/456) y 35,1% (13/37) en
salmones del atlantico adultos, asi mismo Griffiths et al. (1996) determind en tejido
renal de hembras adultas de salmén del atlantico 12% (24/200) y 7,5% (15/200) en
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fluido ovarico. Stevenson (1999) en tejido renal de hembras adultas de salmon coho
(Oncorhynchus kisutch) determind 12,5% (10/80). Estos estudios fueron realizados en
Canada donde emplearon un mayor numero muestral, salmonidos de diferentes

especies, de diferentes estados fisioldgicos y diferentes edades.

La forma por la cual BKD se ha introducido en un pais, es posible a las
importaciones de ovas embrionadas contaminadas con el agente intracelular
Renibacterium salmoninarum (Gutenberger et al., 1997) debido a que este patdgeno se
transmite verticalmente infectando a la progenie (Fryer y Sanders, 1981; Evelyn et al.,
1986b), teniendo en cuenta que la primera importacion al pais se realizd en 1928
(Godoy, 2002) proveniente de los EEUU en donde fue reportada por Belding y Merril
en 1935 y actualmente se importa de Canada y Noruega. Por otro lado, la probabilidad
de transmision de la enfermedad a peces susceptibles de nuestro pais se encontraria
agravado por el deficiente control de importacion de ovas embrionadas provenientes de
hembras infectadas (Evelyn 1993; Smith et al., 2001). Lamentablemente los
piscicultores no acuden a los centros de investigacion y la enfermedad puede estar
subdiagnosticada clinicamente. Ademas no hay normas sanitarias en nuestro pais que
exijan el diagnostico de esta y otras enfermedades. Aunque en la actualidad la
piscifactoria de estudio no importa ovas, los resultados podrian ser secuela de anteriores

importaciones o instalaciones.

Sin embargo, el agente puede estar diseminado en otras piscifactorias las cuales
importan ovas embrionadas y a su vez éstas pueden afectar a las que estan cercanas
(Evelyn, 1993; Smith et al., 2001; PROYECTO FIP, 2003), asi mismo la utilizacion del
mismo curso o fuente de agua, alimento con visceras contaminadas mal pasteurizadas
pueden contribuir a la diseminacion del agente (Roberts, 1981; De Kinkelin et al.,
1991). Mitchum & Sherman (1981), Hastein & Lindstad (1991) refieren que las
medidas para controlar las pérdidas causadas por BKD pueden anularse por la
exposicién constante de las piscifactorias a la bacteria, transmitida por el agua mediante
descargas originadas por peces silvestres de alto riesgo que residen aguas arriba de los
criaderos, como la presencia de Truchas Arcoiris silvestres segun refieren Smith et al.
(2001) y Jansson (2002). Por otro lado Jonsdottir et al, (1998), Bruneau et al (1999)

mencionan que R. salmoninarum es a menudo endémico en salmdnidos silvestres.
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Por el contrario en el presente trabajo las muestras provinieron solo de la especie
Oncorhynchus mykiss, de etapa precomercial o engorde provenientes de reproductores
nacionales y que fueron recolectados en Febrero, coincidiendo con la época de lluvia de
la region entre Noviembre a Marzo. Estos factores podrian influenciar en la frecuencia
de BKD. Las condiciones ambientales del tiempo de muestreo coincidieron con la época
de lluvias el cual brindo un caudal adecuado para las pozas y una temperatura promedio
del agua 10.8°C, asi mismo las condiciones quimicas de oxigeno disuelto (7.5 mg/l), pH
(7.3) estuvieron dentro de los rangos aceptables, no generando un estrés suficiente como
para producir un brote de enfermedad. Asi mismo, Eissa (2005) reporta que depende de
la virulencia del tipo de cepa de BKD Yy la especie de salménido. Starliper et al. (1997)
menciona que la Trucha Arcoiris es relativamente resistente al desafio con la cepa
ATCC 33209 de BKD. Se ha reportado que la Trucha de arrollo (Salvelinus fontinalis)
es la especie mas susceptible a la infeccion por R. salmoninarum entre todos los
salménidos (Eissa, 2005; Eissa et al., 2006). Ademas, el desencadenante de la
manifestacion de las infecciones subclinicas de BKD son aparentemente las formas de
estrés como las variaciones bruscas de temperatura, disminucion del oxigeno disuelto en
el agua, excesivo manipuleo en el manejo (Roberts, 1981; De Kinkelin et al., 1991;
Noga, 2000) y concomitancia con otros agentes patdgenos conducen a la presencia
masiva de BKD (Larenas, 1995). Si bien hemos demostrado la presencia de esta
enfermedad, ain no podemos definir que la baja frecuencia es de un tipo de cepa de
BKD de baja virulencia, por no haber sido determinada.

Por otro lado, la baja frecuencia 15.2% (5/33), obtenida en este estudio podria
deberse a que IFI es un método de diagnostico de una sensibilidad no tan alta como las
pruebas moleculares, sin embargo, mediante esta prueba se pudo determinar la
presencia de Renibacterium salmoninarum en una piscigranja de la regiéon Junin en
nuestro pais. Habiéndose demostrado el patdgeno, se puede deducir que por estos
resultados positivos a BKD, Renibacterium salmoninarum representa un potencial
factor de riesgo de enfermedad en la Truchas Arcoiris de cultivo intensivo y por ende
para la produccion, que puede ocasionar morbilidad y mortalidad, asi como perdidas
econdémicas como las reportadas en el pais vecino de Chile en la década del 80 siendo
una de las mas importantes (Campalans, 1990) causando mortalidades de 50% en las
piscifactorias de salmén coho (Lindbergh, 1993), e incluso superiores en otras especies
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de salmonidos del pacifico (Shimazu y puchi, 1984), por lo que su estudio significa de
suma importancia para que los centros piscicolas cuenten con sistemas de monitoreo
preventivo, sobre todo el reproductivo, asi evitar un incremento de la infeccion por
BKD. EIl Renibacterium salmoninarum por ser de transmision vertical y horizontal, en
el pais podria diseminarse si es que no se hace monitoreo de la presencia del agente
previamente al transporte o traslado de ovas embrionadas, semillas o reproductores,
principalmente con el transporte a largas distancias, asi como también el transporte en
distancias cortas de alevinos para engorde como repoblamiento. En el pais ocasionaria
una reduccion y pérdida de la produccion debido al alto porcentaje de mortalidad,
decrecimiento de la conversion alimenticia, el incremento del costo de mano de obra, la
predisposicion a otros patdgenos y perdidas por la diferencia de calidad del producto.
Ademaés, al ser una bacteria de cardcter intracelular, no responde a los tratamientos con
antibidticos de manera eficiente, debido a esto es dificil su eliminacion y erradicacion
en un pais. De acuerdo a la OIE, la presencia de esta enfermedad en un pais, se le debe
aplicar los requisitos de notificacion de enfermedades no inscritas. Esta condicién
pondria en riesgo las exportaciones en Truchas Arcoiris de nuestro pais. Ademas es
necesario realizar una prueba molecular para confirmar los resultados obtenidos

mediante esta prueba de IFI, como lo manda la OIE.

Segln Smith et al. (2001) y Jansson (2002), la principal lesién histopatologica
corresponde a una respuesta granulomatosa cronica que afecta predominantemente el
tejido hematopoyético renal, lesion que fue observada en multiples casos provenientes
de este estudio, asi como otras truchas de otras piscigranjas, sugiriendo la presencia de

la enfermedad en nuestro medio.

Histologicamente en la cabeza renal de las 5 muestras renales positivas a
Renibacterium salmoninarum por IFI, se pudo encontrar trastornos inflamatorios tales
como una leve presencia de tejido granulomatoso y escaso aumento de centros
melanomacréfagos (CMM) en una frecuencia de 20% (1/5) respectivamente. Estas
lesiones se deben al rol que cumple el rifidn por su profunda capacidad de filtrado y la
afinidad del agente patdégeno como indican Noga (2000) y Ferguson (2006). En cuanto
a los granulomas se forman por activacion de macrofagos (Secombes, 1985; Jansson
2002). Asi mismo Ferguson (2006) considera que segun la respuesta del hospedero el
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granuloma se forma de manera discreta. Con respecto a los CMM, su presencia es
normal entre las células hematopoyéticas de la cabeza renal (Cepeda y Orostegui,
2000), pero se pueden ver aumentados en numero si se presenta ante un agente como
BKD que genera una inflamacién croénica (Bruno, 1986). Flafio et al. (1996) y Agius y
Roberts (2003) reportan que este incremento de CMM puede actuar como depdsitos
focales de bacterias intracelulares desde donde pueden desarrollarse infecciones
cronicas. Ademas, Wood & Yasutake (1956) y Jansson (2002), indican que el tejido
hematopoyético del rifion anterior es afectado en primer lugar, seguido de grandes
dafios principalmente del tejido excretor en el cuerpo renal. La escasa congestion 40%
(2/5), probablemente fue debido al rol que cumple el rifion como o6rgano de profunda
vascularizacion y doble suministro de sangre desde el sistema arterial y venas
portorrenales que pueden aumentar la posibilidad de enfermedades concurrentes y
producir congestion (Roberts y Shepherd, 1980; Vega, 2004; Ferguson, 2006).

Histologicamente en el cuerpo renal de las 5 muestras renales positivas a
Renibacterium salmoninarum por IFI, se pudo encontrar trastornos inflamatorios, como
una leve presencia tejido granulomatoso 40% (2/5) y reaccién granulomatosa con escasa
presencia de células epitelioides 20% (1/5) lo cual se ha descrito que es representativo
de BKD. En cuanto al tejido granulomatoso, Peters (2000) reportd una frecuencia de 2%
(3/151) en Truchas Arcoiris, que presentaban afecciones renales principalmente en
relacion con cuadros de BKD segun informes histopatoldgicos provenientes de centros de

cultivos localizados entre la X™ y XII"®

regiones de Chile, ademas asume que es
observado en los tejidos cuando el agente etioldgico es de virulencia moderada y el
hospedero presenta una buena respuesta inmunolégica. El tejido granulomatoso renal de
salmonidos puede estar rodeado por células epitelioides (Smith et al., 2001; Jansson,
2002), los cuales se forman por la adhesion de macréfagos activados (Secombes, 1985).
Se sostiene que las lesiones granulomatosas en el intersticio debido a bacterias,
probablemente, en parte es al amplio suministro de sangre y la capacidad de captura del
6rgano, y por otro lado, el proceso de reaccion intersticial secundaria ocurre con la
participacion de los nefrones debido a la extension de la lesion a través del intersticio
(Ferguson, 2006). Flafio et al., (1996) en infecciones experimentales de alevinos de

salmén coho, demuestra células epitelioides en tejido renal a la segunda semana post
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infeccion mediante microscopia electronica. En el presente trabajo las células

epitelioides se observaron escasas y no rodeaban las reacciones granulomatosas.

En cuanto a los CMM, se observo un moderado aumento 40% (2/5). Segin Vega
(2004) los CMM normalmente estdn presentes entre los tubulos renales, como se
observaron en el presente estudio. Peters (2000) reporto una frecuencia de 31.8%
(48/151) de CMM en Truchas Arcoiris. Por otro lado este autor menciona que los CMM
aumentan en nimero con la edad e independientemente del tipo de agente etioldgico
responsable del proceso inflamatorio en el 6rgano afectado. Segin Agius y Roberts
(2003) lo asocian a la calidad de agua, mientras que Ferguson (2006) menciona que
ademas de aumentar de tamafio, se vuelven mas 0scuros y numerosos por causas de
inanicion y estrés. Asi mismo, mencionan que el aumento de CMM bordea la lesion de
la inflamacién crénica (Bruno, 1986; Ferguson, 2006). En el presente trabajo, el
aumento de CMM en el intersticio de los tabulos renales fue en forma difusa sin rodear

a las reacciones granulomatosas.

Por otro lado se encontré una leve presencia de espora de hongo compatible con
Ichthyophonus sp. conformando un granuloma con una frecuencia de 40% (2/5). Se
menciona que dichas esporas forman verdaderos granulomas bordeados por células
epitelioides (Noga, 2000). Anteriores trabajos en el pais han reportado ictiofonosis con
una prevalencia de 100% (20/20) en Truchas Arcoiris de 10 meses, de la misma
piscigranja en estudio (Mateo, 1996), lo cual sugiere que existen otras causas que
inducen a la presencia de granulomas en el tejido renal de la Trucha Arcoiris diferentes
a la de BKD.

Dentro de los trastornos degenerativos observados se evidencio una leve
degeneracion de gotas hialinas en tabulos renales en 40% (2/5). A diferencia de lo
reportado por Peters (2000), quien obtuvo una frecuencia de 17.2% (26/151) y Iregui et
al. (2004) 38% (57/149) en degeneracion de gotas hialinas en el epitelio tubular de
Truchas Arcoiris que presentaban lesiones renales. Se ha determinado que estas gotas
hialinas son causadas por elevados niveles de proteina (44%-50%) en la dieta de
alevinos de tilapia (Oreochromis nilotica) como lo reporto Jiménez et al. (2008). Por

otro lado, se considera como un cambio, indicativo de un metabolismo celular anormal
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(Kumar et al., 2003). Ademas lo asocian con dafio glomerular causado principalmente
por sustancias quimicas, niveles elevados de amoniaco, problemas bacterianos que
ocasionan lesion vascular del glomérulo (Roberts, 1981; Ferguson, 2006), razon por la
cual la proteina escapa a través del filtro glomerular pasando al tibulo proximal donde
es reabsorbido por las células epiteliales tubulares (Ferguson, 2006). Asi mismo Hibiya
(1982) y Ferguson (2006) sefialan que puede aparecer en células tubulares renales de
peces aparentemente sanos, ademas Hibiya (1982) este caso lo identifica cuando no hay
cambios evidentes en el nucleo celular. Asi mismo a pesar que autores mencionan el
hallazgo en peces sanos, en este estudio las gotas hialinas las encontramos en peces
clinicamente enfermos. Otro de los cambios observados fue la degeneracion vacuolar de
tubulos renales en una escasa frecuencia de 40% (2/5), lo cual difiere por lo encontrado
por Peters (2000) quien reportdé una frecuencia de 31.1% (47/151) constituyendo el
principal problema degenerativo asociado a trastornos de origen proteico. Esta
diferencia puede ser explicada al menor nimero de muestras empleadas en comparacion

con el de Peters.

En los trastornos necroéticos se determind leve Necrosis coagulativa de tubulos
renales con 40% (2/5). Esta lesion estd relacionada con la perdida de capacidad
osmoreguladora celular como resultado de la hinchazon mitocondrial (Ferguson, 2006)
y el exceso de acumulacion de granulos proteinaceos puede llevar a necrosis (Hibiya,
1982). Peters (2000) reporto una frecuencia de 7.4% (47/633) de trastornos necroticos
en tubulos renales en salmonidos y menciona que son consecuencia de procesos
patolégicos sistémicos que tienen lugar en el tejido hematopoyético. Por otro lado,
Bruno (1986) asocia esta necrosis coagulativa directamente a BKD. Al respecto
Ferguson (2006), Roberts (1981) mencionan que este tipo de trastornos ademas de ser
consecuencia de la accién de agentes bacterianos, también se presentan como
consecuencia a alteraciones circulatorias como congestion cronica, isquemia, infarto y

trombosis, también a la exposicion prolongada de farmacos y en el estrés.

Como unico trastorno circulatorio se determind leve congestion con una
frecuencia de 40% (2/5). Peters (2000) reporto una frecuencia baja 5.3% (8/151) siendo
esta lesién la de mayor presentacion como trastorno circulatorio renal en Truchas

Arcoiris. Sin embargo la congestién se presenta también por fallas respiratorias
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(branquiales) como sucede en BKD y por fallas cardiacas (pericarditis) (Ferguson,
2006).

En cuanto a la regeneracion tubular predominantemente fue leve 60% (3/5),
observandose el tabuli de una coloracion basofila. Al respecto Reimschuessel (2001)
menciona que los peces tiene la capacidad de regeneracion de las células tubulares
renales dafiadas como en los mamiferos. Ferguson (2006) afirma que se pueden
encontrar normalmente en peces en crecimiento, sin embargo, se puede encontrar en
peces adultos lo que indica un episodio anterior de lesién tubular. En este estudio se

evidencio que la regeneracion tubular es consecuencia de lesion de tubulos renales.

Ademas lo mas representativo de los higados de las 5 Truchas Arcoiris positivas a
BKD fue la presencia de escasa a severa degeneracion grasa con una frecuencia de 60%
(3/5), a diferencia de Rosenthal (2007) quien report6 70.6% (41/58) en Truchas Arcoiris
juveniles, y Lopez et al., (2001) 45.6% (323/709) en salmdnidos. Esta lesion puede
deberse a la amplia variedad de antigenos y metabolitos que circulan por la sangre y
requieren su paso por este érgano antes de ser eliminados, ademas los altos niveles de
acidos grasos poliinsaturados en las dietas pueden sufrir cambios oxidativos como
rancidez producida por estar almacenado a altas temperaturas, en el ambiente o falta de
un adecuado antioxidante como vitamina E (Ferguson, 2006). En este estudio, se
explicaria por un inadecuado transporte del alimento, sin las condiciones de temperatura
y humedad, produciéndose cambios oxidativos de los acidos grasos poliinsaturados que

se encuentran en la racion que recibian las truchas precomerciales.

Bazos con una moderada a severa congestion en 80% (4/5). Esta lesion es
reportada por Brown (2000) y Noga (2000) sustentando que esta presente en diversos
procesos infecciosos como furunculosis, BKD, Yersiniosis, Piscirickettsiosis entre
otros. Sin embargo todas estas enfermedades cursan con otros signos ademés de la
esplenomegalia y se necesita de pruebas especificas para realizar el diagnostico del
agente que lo causa. Por altimo, en ambos 6rganos higado y bazo, se observaron leve

presencia de tejido granulomatoso 20% (1/5).
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Ademas, las branquias presentaron escasas a severas lesiones, de hiperplasia
interlamelar y fusion de lamelas secundarias, ambas con una frecuencia de 100% (5/5),
y atrofia de lamelas secundarias 80% (4/5). Noga (2000) afirma que la hiperplasia
epitelial como respuesta al dafio branquial puede originar la fusién de las laminas y
filamentos. Sin embargo la presentacion de estas lesiones tiene alto grado de
inespecificidad, debido a que es respuesta ante condiciones adversas del medio acuatico
como bacterias, parasitos o mala calidad del agua asociado a un excesivo acumulo de
materia organica y su descomposicion tal como amoniaco y nitritos (Noga 2000;
Ferguson, 2006). En el presente estudio los cambios de las branquias en los peces se

habrian producido a causas diferentes de parasitosis y bacterias.

Histolégicamente las muestras negativas a Renibacterium salmoninarum por IFI
de la cabeza y cuerpo renal presentaron una mayor frecuencia de forma leve en
trastornos inflamatorios, representado por tejido granulomatoso, células epitelioides,
células gigantes y granulomas consecuencia del hongo sistémico Ichthyophonus sp.,
mientras que los CMM fueron observados moderadamente. Los higados mostraron
tejido granulomatoso, células epitelioides, espora de hongo sistémico y degeneracion
grasa. Los bazos con congestion presentaron mayor frecuencia. Las branquias
presentaron hiperplasia interlamelar y atrofia de lamelas secundarias. Estos érganos
guardan relacion principalmente con agentes infecciosos de tipo bacteriano. Peters
(2000) encontr6 en Truchas Arcoiris una frecuencia de trastornos granulomatosos
renales 2% (3/151) y Lopez et al (2001) trastornos inflamatorios hepaticos 21.1%
(38/180) en Truchas Arcoiris. Peters (2000) menciona que la presencia de granulomas
renales se observd principalmente en relacion con cuadros de BKD y secundariamente
con afecciones por Nocardia sp. y micosis (Exophilia sp) en salmonidos. Entre las
posibles agentes bacterianos responsables de causar granulomas en parénguima hepatico
de peces tenemos Flavobacterium sp y Aeromona sp (De Kinkelin et al., 1991; Noga,
2000). Estos resultados sugieren la existencia de agentes infecciosos diferentes a la

Renibacteriosis causantes de granulomas en peces y que son necesarios estudiarlos.
A pesar de la baja frecuencia a Renibacterium salmoninarum determinada por IFI

a la necropsia, los cinco especimenes positivos a BKD evidenciaron presencia de

lesiones macroscépicas internas que estuvieron relacionadas a rifion pulposo

68



parcialmente en forma individual en el cuerpo renal y totalmente en forma mixta
acompafiado de granulomas en ambas porciones del rifion, sin embargo esta Ultima
lesion solo fue vista en una de las truchas. Estas lesiones granulomatosas focales o
multifocales se han descrito en salmén del atlantico silvestre (Salmo salar) desde los
afios 30 (Makie et al., 1933), y a veces en el bazo e higado. Ademas, puede haber
liquido turbio en la cavidad abdominal, hemorragias en la pared del abdomen y
en las visceras y una capa membranosa difusa y blanca (pseudomembrana) en
uno o mas de los 6rganos internos (Young y Chapan, 1978; Bruno, 1986;
Gutenberger et al., 1997). El presente estudio difiere de los encontrados en otros
trabajos y resaltdndose la presencia de Renibacterium salmoninarum mediante
IFI por primera vez en el pais. Por ultimo, el higado presento palidez hepatica y

granulomas, mientras el bazo esplenomegalia y congestion.

La necropsia del resto de peces, negativos a Renibacterium salmoninarum por IFI,
se evidencian alteraciones renales, hepaticas, esplénicas similares a las descritas
anteriormente, sin embargo estas lesiones son similares a otras enfermedades como
Tuberculosis, Nocardiosis, Ictiofonosis lo cual hace mas dificil el diagndstico en peces
frescos, es asi que se hace necesario la utilizacion de histopatologia apoyada de
coloraciones especiales como la Tincién de Ziehl Nielsen - &cido alcohol resistentes,
formaciones pseudomiceliares (De Kinkelin et al., 1991) y coloracion Hematoxilina -
Eosina (Mateo, 1996) respectivamente. En el presente estudio se pudo identificar la

presencia de Ichthyophonus sp. asociandose algunas de las lesiones a este patdgeno.

Al examen externo de todas las Truchas Arcoiris, se pudo determinar diferentes
tipos de caracteristicas clinicas y lesiones. Faure (1980), De Kinkelin et al., (1991)
consideran que el crecimiento del pez se encuentra influenciado por numerosos factores
de indole propio y ambiental. En el presente trabajo se encontrd entre los mayores
porcentajes de frecuencia, la melanosis parcial de la piel con 87,9% (29/33), que es por
la alteracién de la distribucion de la melanina en la dermis por situaciones de estreés,
enfermedad o deficiencias nutricionales, siendo un indicativo de alteracion de la
condicion de la salud. Nado lento y superficial 57,6% (19/33), palidez branquial de
51,5% (17/33) y pez en el fondo 36.4% (12/33), son alteraciones del comportamiento a

consecuencia de diversas causas o factores ambientales. Alteracion de aletas 21.2%
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(7/33) como consecuencia de hongos externos, fricciones y abrasiones del mucus de
proteccion del pez en el manejo. Asi, Rand y Cone (1990) no encontraron diferencia
significativa entre Truchas Arcoiris sanas y las enfermas. Sin embargo, en el presente
estudio, se diferenciaban de las truchas sanas, y a pesar de estar en el rango de talla (15-
24 cm) y peso (60-180g) (Cuadro A13), mostraron signos y lesiones de enfermedad.
Los peces pueden carecer de manifestacion de signos externos, y si lo manifiestan no es
patognomonico, siendo necesario relacionarlos con las lesiones internas,
histopatolégicas y pruebas de diagnostico de mayor sensibilidad (Roberts, 1981; OIE,
2006).
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VI. CONCLUSIONES
El Renibacterium salmoninarum, esta presente en una piscigranja de la Region
Junin del Pera.
El cuerpo renal de las muestras positivas a BKD por inmunofluorescencia
indirecta, presentaron los mayores procesos inflamatorios caracterizados por

granulomas, aumento de centros melanomacrofagos y células epitelioides.

Macroscopicamente las lesiones en peces positivos a BKD se visualizaron

mayormente en el cuerpo renal.

Otro causante de granulomas en tejido renal de Truchas Arcoiris de crianza

comercial es el Ichthyophonus sp.
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VIl. RECOMENDACIONES

» Realizar controles diagnostico sanitarios de la importacion de ovas embrionadas,

verificando que procedan de reproductoras libres de BKD.

» Se recomienda que los centros piscicolas cuenten con sistemas de monitoreo de
rutina que incluyan IFI, ademas la posterior confirmacion con PCR para la
deteccion de BKD y mantener un diagnéstico sanitario de reproductores

previniéndolos de Renibacteriosis.

» Realizar estudios de otros patdégenos que suceptibilizan a las Truchas Arcoiris de

cultivo, que originan mayor infeccién y manifestacion clinica de BKD.
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IX. APENDICE

Cuadro Al. Caracteristicas clinicas y lesiones macroscopicas externas en Truchas

Arcoiris clinicamente enfermas

CARACTERISTICAS CLINICAS Y

LESIONES MACROSCOPICAS Total v
Melanosis total 4/33 12.1
Melanosis parcial 29/33 87.9
Piel ulcerada 1/33 3.0
Piel con cicatriz 2/33 6.1
Pez nado lento y superficial 19/33 57.6
Pez nado lento a media agua 1/33 3.0
Pez orillado 2/33 6.1
Pez en fondo 12/33 36.4
Exoftalmia unilateral 1/33 3.0
Anoftalmia unilateral 1/33 3.0
Alteracion de aletas 7/33 21.2
Palidez branquial 17/33 51.5
Alteracion de columna 5/33 15.2
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Cuadro A2. Pesos, tallas, sexo y resultados de inmunofluorescencia indirecta (IFI) de

las Truchas Arcoiris

Pez N° Peso (g9) Talla (cm) Sexo IFI
1 180 24 M Neg
2 150 23 H Neg
3 170 24 M Neg
4 140 21 H Neg
5 140 21 M Neg
6 120 20 H Neg
7 150 22 H Neg
8 120 21 H Neg
9 150 22 H Neg
10 160 23 H Neg
11 120 21 H Pos
12 110 20 H Neg
13 130 21 M Neg
14 60 17 M Neg
15 130 21 H Pos
16 100 19 H Pos
17 170 24 M Pos
18 160 23 H Neg
19 60 16 H Neg
20 140 22 H Neg
21 145 23 H Neg
22 180 24 H Neg
23 170 24 H Pos
24 180 24 H Neg
25 80 18 H Neg
26 180 24 H Neg
27 170 24 H Neg
28 170 24 H Neg
29 150 23 H Neg
30 180 24 H Neg
31 170 24 M Neg
32 170 24 M Neg
33 180 23 H Neg

PROMEDIO 145 22.06 5
Pos: Positivo

Neg: Negativo
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Cuadro A3. Pesos, tallas, sexo y resultados de inmunofluorescencia indirecta (IFI) de

las Truchas Arcoiris positivos a Renibacterium salmoninarum,

determinadas por IFI

Pez N° Peso (9) Talla (cm) Sexo IFI
11 120 21 H Pos
15 130 21 H Pos
16 100 19 H Pos
17 170 24 M Pos
23 170 24 H Pos
Promedio 138 21.80 5
Pos: Positivo

Cuadro A4. Frecuencia de alteraciones histopatoldgicas de las porciones anteriores

de rifiones en Truchas Arcoiris negativas a Renibacterium salmoninarum

por inmunofluorescencia indirecta (IFI)

GRADO ALTERACIONES
TIPO DE TRASTORNO
I 1 gy Total %

Trastornos necroéticos

Linfocitolisis 0 0 1 0 1/28 3.6
Trastornos inflamatorios

Aumento CMM 6 7 2 0 15/28 53.6
Granuloma 0 4 0 0 4/28 14.3
Granuloma con espora de hongo 6 5 0 0 11/28 39.3
Células epitelioides 2 1 0 0 3/28 10.7
Células multinucleadas 3 2 0 0 5/28 17.9
Trastorno circulatorio

Congestion 2 5 2 0 9/28 32.1

CMM: Centros melanomacrdéfagos.
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Cuadro A5. Frecuencia de lesiones histopatoldgicas de cuerpos renales en Truchas

Arcoiris negativas a Renibacterium salmoninarum por

inmunofluorescencia indirecta

Lesiones del cuerpo renal Grado Total %
[ L 1 A4

Trastornos degenerativos
Degeneracion gotas hialinas en tibulos renales 9 4 2 1 16/28 57.1
Degeneracion vacuolar tubulos renales 4 2 1 0 7/28 25.0
Trastornos necroéticos
Necrosis coagulativa de tubulos renales 2 2 1 2 7/28 25.0
Trastornos inflamatorios
Aumento CMM 3 12 3 0 18/28 64.3
Granuloma 2 6 0 0 8/28 28.6
Granuloma con espora de hongo 3 5 0 2 10/28 357
Células epitelioides 2 1 0 0 3/28 10.7
Células multinucleadas 3 0 0 0 3/28 10.7
Trastorno circulatorio
Congestion 0 1 1 0 2/28 7.1
Trastorno de crecimiento, regeneracion y
adaptacion
Hiperplasia tubular 1 0 O 0 1/28 3.6
Engrosamiento membrana basal glomérulo 0 1 0 0 1/28 3.6
Regeneracion tubular 7 3 0 0 10/28 35.7

CMM: Centros melanomacréfagos
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Cuadro A6. Frecuencia de alteraciones histopatoldgicas de branquias en Truchas

Arcoiris negativas a Renibacterium salmoninarum

GRADO ALTERACIONES
TIPO DE TRASTORNO
I [ (TN \Y; Total v
Trastornos degenerativos
Degeneracion lamelas secundarias 0 1 0 0 1/28 3.6
Trastornos necroticos
Necrosis coagulativa lamelas secundarias 1 0 0 0 1/28 3.6
Trastornos inflamatorios
CGE en lamelas primarias 8 4 0 0 12/28 429
Trastorno circulatorio
Congestion lamelas primarias 0 4 0 1 5/28 17.9
Telangiectasia lamelas primarias 0 0 1 0 1/28 3.6
Telangiectasia lamelas secundarias 3 1 0 0 4/28 14.3
Edema lamelas secundarias 2 1 0 0 3/28 10.7
Trastorno de crecimiento y adaptacion
Hiperplasia lamelas primarias 0 0 1 0 1/28 3.6
Atrofia lamelas primarias 2 3 1 0 6/28 214
Hiperplasia interlamelar 3 11 10 0 24/28 85.7
Atrofia lamelas secundarias 5 11 6 0 22/28 78.6
Fusion lamelas secundarias 3 7 7 0 17/28 60.7

CGE: Células Granulares Eosinofilicas

94



Cuadro A7. Frecuencia de alteraciones histopatoldgicas de branquias de Truchas

Arcoiris positivas a Renibacterium salmoninarum

GRADO ALTERACIONES
TIPO DE TRASTORNO

| 1 gy Totl %
Trastornos inflamatorios
CGE en lamelas primarias 1 2 1 0 4/5 80
Trastorno circulatorio
Congestion lamelas primarias 0 2 1 0 3/5 60
Telangiectasia lamelas secundarias 0 0 0 1/5 20
Edema lamelas secundarias 1 0 0 0 1/5 20
Trastorno de crecimiento y adaptacion
Atrofia lamelas primarias 0 1 0 O 1/5 20
Hiperplasia interlamelar 2 2 0 1 5/5 100
Atrofia lamelas secundarias 0 0 3 1 4/5 80
Fusion lamelas secundarias 0 1 3 1 5/5 100

CGE: Células Granulares Eosinofilicas

Cuadro A8. Valores establecidos para severidad y extension en degeneracion grasa

en higado

Grado Severidad Extension

Escasa presencia de microvacuolas
I predominantemente de borde definido (se
mantiene la arquitectura del hepatocito).

Multifocal, hasta el 25% de toda la
muestra.

Leve  presencia de  micro  ylo
macrovacuolas de borde definido con

I mayor compromiso de las células
hepaticas.

Multifocal, del 25% hasta 50%
aproximadamente de toda la muestra.

Moderada presencia de macro y
microvacuolas de borde definido, nucleo,
i ligeramente  desplazado con  ligera
distorsion de la arquitectura del hepatocito.

Difuso, del 50%  hasta  75%
aproximadamente de toda la muestra.

Severa presencia de macrovacuolas dentro
del citoplasma del hepatocito, ndcleo
IV  aplanado y ligeramente ovalado. Perdida Difuso, del 75% hasta aproximadamente
de la citoarquitectura de los hepatocitos y el 100% de toda la muestra.
se encuentran muy unidos entre si.

Fuente: adaptado de Bernet et al., (1999)
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Cuadro A9. Frecuencia de alteraciones histopatolédgicas de higados de Truchas

Arcoiris negativas a Renibacterium salmoninarum

GRADO ALTERACIONES
TIPO DE TRASTORNO I o
I 1 v Tota /o
Trastornos degenerativos
Degeneracion grasa 1 6 6 3 16/28 57.1

Trastornos necréticos

Necrosis coagulativa 1 8 2 1 12/28 42.9
Trastornos inflamatorios

Granuloma 2 5 1 0 8/28 28.6
Granuloma con espora de hongo 1 2 0 1 4/28 14.3
Células epitelioides 6 1 0 0 7/28 25.0
Células multinucleadas 1 2 0 0 3/28 10.7
Tejido conectivo 0 1 0 0 1/28 3.6
Acumulo mononuclear 1 1 0 0 2/28 7.1
Trastorno circulatorio

Congestion 3 7/28 25.0
Edema 0 1 0 0 1/28 3.6
Extravasacion de glébulos rojos 0O 1 0 0 1/28 3.6

Cuadro A10. Frecuencia de alteraciones histopatoldgicas de higados de Truchas

Arcoiris positivas a Renibacterium salmoninarum

GRADO ALTERACIONES
TIPO DE TRASTORNO

N LI 1 T 1 Total %
Trastornos degenerativos
Degeneracion grasa 1 1 0 1 3/5 60
Trastornos necroéticos
Necrosis coagulativa 1 0 1 0 2/5 40
Trastornos inflamatorios
Granuloma O 1 0 0 1/5 20
Granuloma con espora de hongo 0 1 0 0 1/5 20
Células multinucleadas 0 1 0 0 1/5 20
Trastorno circulatorio
Congestion o 0 1 0 1/5 20
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Cuadro All. Frecuencia de alteraciones histopatoldgicas de bazos de Truchas Arcoiris

negativas a Renibacterium salmoninarum

GRADO ALTERACIONES
TIPO DE TRASTORNO
I 1 o1y Total %

Trastornos inflamatorios
Granuloma 0O 1 0 O 1/28 3.6
Granuloma con espora de hongo 1 1 0 0 2/28 7.1
CGE 1 0 0 0 1/28 3.6
CMM 6 1 0 O 7/28 25.0
Células multinucleadas 1 0 0 0 1/28 3.6
Trastorno circulatorio
Congestion 2 6 13 2 23/28 82.1
Trastorno de crecimiento y adaptacion
Disminucién linfoide 2 3 1 0 6/28 21.4

CGE: Ceélulas granulares eosinofilicas
CMM: Centros melanomacréfagos

Cuadro Al12. Frecuencia de alteraciones histopatoldgicas de bazos de Truchas Arcoiris

positivas a Renibacterium salmoninarum

GRADO ALTERACIONES
TIPO DE TRASTORNO

I n a1y ot %
Trastornos inflamatorios
Granuloma 0 1 0 0 1/5 20
CMM 1 0 0 0 1/5 20
Trastorno circulatorio
Congestién 0 0 3 1 4/5 80
Trastorno de crecimiento y adaptacion
Disminucioén linfoide 0 1 0 0 1/5 20

CMM: Centros melanomacréfagos

97



Anexo Al.  Inmunofluorescencia Indirecta para BKD

OLIGOCLONAL
10 pl diluido 1:100

|

INCUBACION
37 °C x 30 minitos

!

LAVADO
Solucién de lavado diluida 1:25
Dos veces; una de 3 min y otra de 1min

!

CONJUGADO
10 pL de anti-IgG de ratdn
conjugado con FITC diluido 1:100

!

INCUBACION
37 °C x 30 minitos

!

LAVADO
Solucién de lavado diluida 1:25
Dos veces; una de 3 min. y otra de 1min.

!

MONTAJE
10 a 20 uL de solucién de montaje de pH 9

'

LECTURA
Micrcroscopio de fluorescencia con un aumento de 1000X e inmersion.
(+) si fluoresce
(-) ninguna fluorescencia
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Anexo A2.

Procesamiento histoldgico de las muestras

FIJACION
Formol bufferado al 10%

|

DESHIDRATACION
Alcohol 80° x 1 hora (2 veces)
Alcohol 90° x 1 hora (2 veces)
Alcohol 100° x 1 hora (2 veces)

|

ACLARAMIENTO
Xilol x 1 hora (3 veces)

|

INFILTRACION
Parafina x 1 hora (2 veces)

|

INCLUSION
En parafina haciendo bloques

|

SECCIONAMIENTO
Corte 3-5 micras en micrébmetro

|

TINCION
Segun protocolo de coloracion
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Anexo A3. Materiales y equipos
Para colectar especimenes

— Malla o carcal.

— Tijera para sacrificio.

— Recipiente para colocar truchas moribundas.

— Bolsas plasticas.

— Plumén indeleble.

— Guantes.

— Termometro.

— Cintas de pH (pH — FIX 0-14. Manchercy-Nagel) 100 tiras con indicadores
coloridos.

Necropsia

— Alcohol de 70°.
— Tijeras.

— Pinzas planas.
— Bisturi.

— Bandeja.

— Papel toalla.

Histopatologia

— Hoja de bisturi.

— Tijera.

— Frascos con tapa hermética.

— Formol tamponado al 10%.

— Alcohol de 70°.

— Bandeja.

— Papel toalla.

— Plumén indeleble.

— Microscopio Optico con objetivos de 10X, 40X y 100X (inmersién).
— Cémara digital para las microfotografias.

Inmunofluorescencia indirecta

— Kit de inmunofluorescencia indirecta de BIOS Chile
— Microscopio de lectura de inmunofluorescencia con objetivo de 100X.
— Aceite de inmersion.
— Cémara con rollo ASA 1600.
— Bolsas de plastico.
— Léamina portaobjetos.
— Coplin de vidrio.
— Xilol.
— Isopos.
— Estufa
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Anexo A4. Protocolo de coloracion de hematoxilina y eosina

La tincion de los cortes va ha permitir estudiar y conocer las caracteristicas fisicas de las
muestras y las relaciones entre las células que lo constituyen. Se utilizo la tincién
ordinaria mas utilizada en histologia que es de Hematoxilina - eosina (H-E) que son
colorantes de contraste. La hematoxilina, que permite observar las estructuras fisicas del
nucleo, y la eosina, que permite distinguir los detalles del citoplasma de las células.

En primer lugar los cortes se sumergieron en el primer bafio de xileno durante tres
minutos. Se pasaron el segundo bafio de xileno por dos minutos, se dejo escurrir el
exceso de solucion inclinando el soporte y dejandolo en contacto con el borde del
recipiente. Luego se llevo al primer bafio de alcohol etilico absoluto durante dos
minutos. Posteriormente se sumergieron a un bafio de alcohol etilico de 95° durante dos
minutos.

Sucesivamente se sumergieron en alcohol de 70° por uno a dos minutos. Una vez
realizados los bafios con alcohol se procedié a hidratar los cortes sumergiéndolos en un
frasco con agua destilada por uno a dos minutos. Luego se realizd la tincion durante 5
minutos con hematoxilina. Sucesivamente se aclaro sumergiendo la preparacion tres

veces en alcohol cido al 1 por 100. Para finalmente enjuagar en agua.

Se colocaron las muestras en carbonato de litio al 1 por 100 por 30 segundos para
azular.

Se enjuago con agua corriente.

Se procedio a tefiir con Eosina durante 30 segundos.

Se enjuago rapidamente con alcohol de 80°

Se lavo con agua corriente por 30 segundos.

Se procedio a deshidratar en tres bafios sucesivos de alcohol etilico absoluto de 20
segundos cada uno.

Se paso por tres bafios de xileno de 15 segundos cada uno.

Finalmente se procedié a montar la preparacion con balsamo de Canada y se coloco una

lamina cubreobjetos para conservacion de la muestra 'y mejor observacion.
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Cuadro A13. Denominacidn, talla y peso considerados en centro piscicola

Denominacion Talla (cm) Peso (9)
Alevin 3-10 1.5-20
Juveniles 10-15 20-60
Precomercial 15-24 60-180
Comercial 24-30 180-250

Cuadro Al4. Promedio de pH de las pozas de estudio

pH
Hora Valor
6:00 am 6.9
12:00 pm 7.9
18:00 pm 7.1
Promedio 7.3

Cuadro A15. Promedio de temperatura de las pozas de estudio

Temperatura (°C)

Hora Valor
6:00 am 9.8
12:00 pm 11.8
18:00 pm 10.7

Promedio 10.8
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