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RESUMEN

Piscine reovirus (PRV) es considerado el agente causal de la enfermedad denominada
“inflamacién del musculo cardiaco y esquelético” (HSMI), una de las afecciones mas
comunes en salmones del Atlantico (Salmo salar) criados en jaulas marinas en Noruega. En
Chile, recientemente también se ha detectado PRV en salmones del Atlantico cultivados en
el mar, especie que no es nativa de nuestro pais, aunque sin lesiones compatibles con
HSMI. A fin de buscar la presencia de PRV en poblaciones de peces nativos marinos
silvestres y asociarla con HSMI, se analizaron quince congrios colorados (Genypterus
chilensis) que fueron capturados en la Peninsula de Punta Lengua de Vaca de la Region de
Coquimbo de Chile. Cada pez fue sometido a una necropsia para registrar sus lesiones
macroscopicas generales, examinar su corazon histopatolégicamente y detectar PRV desde
muestras de rifidén anterior mediante reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa en tiempo real. Se encontraron varias lesiones como ascitis, hidropericardio,
epicarditis y, especialmente, infiltracion de células mononucleares en tejido cardiaco, las
cuales son compatibles con HSMI. Sin embargo, se descarté la presencia de HSMI debido a
que todos los peces resultaron negativos a PRV. Como hallazgos no patoldgicos, se
encontré foliculos tiroideos localizados de modo adyacente al atrio en uno de los congrios y
ausencia del estrato compacto del ventriculo en la mayoria de los peces examinados. Los
resultados sugieren que PRV no esta presente en congrios colorados de la zona geogréfica
muestreada. Seria util extender estos estudios para establecer si este virus realmente aln no

se encuentra en poblaciones de peces silvestres nativas de nuestro pais.

Palabras claves: PRV, HSMI, peces silvestres, congrios colorados, Genypterus chilensis,
Chile



ABSTRACT

Piscine reovirus (PRV) is described to be the causative agent of “Heart and Skeletal Muscle
Inflammation” (HSMI), a highly prevalent disease of sea-cages reared Atlantic salmon
(Salmo salar) in Norway. Rather recently, this virus has also been detected in Atlantic
salmon cultured in Chilean sea-water, aquatic habitat in which they are not a native species,
but these fish did not show lesions consistent with HSMI. In order to search for PRV
presence and its association with HSMI in wild marine fish, fifteen red cusk-eels
(Genypterus chilensis), captured in the near shore of the Peninsula de Punta Lengua de
Vaca in the Coquimbo Region of Chile, were studied. Necropsy, heart histopathology and
PRV testing from head kidney samples using real-time reverse transcription polymerase
chain reaction were carried out in each fish. Although several lesions associated to HSMI,
such as ascitis, liver paleness, hydropericardium, epicarditis and, particularly, mononuclear
cell infiltration in heart, were found, all fish resulted negative to PRV and therefore the
presence of HSMI, as described so far, was also discarded. Thyroid follicles close to the
atrium in one fish and lack of the ventricle compact stratum in most of them were
interesting non-pathological findings. Results suggest that PRV would not be present in red
cusk-eels of the sampled area. It would be useful to expand this research to establish if

Chilean native wild fish are really PRV free.

Keywords: PRV, HSMI, wild marine fish, red cusk-eels, Genypterus chilensis, Chile



INTRODUCCION

Actualmente, tanto la pesca como la acuicultura contribuyen al bienestar y a la prosperidad
de un gran nimero de paises. El pescado constituye una fuente esencial de nutrientes y de
proteina de origen animal a nivel mundial. Por otro lado, la acuicultura presenta una serie
de ventajas por lo cual se ha constituido en uno de los sistemas de produccion de alimentos

de origen animal de mayor desarrollo en las ultimas décadas (FAO, 2012).

Actualmente, diversas epidemias de enfermedades infecciosas se han asociado al cultivo
del salmon del Atlantico (Salmo salar) no sélo afectando la produccién de esta especie,
sino que también pudiendo infectar a los peces silvestres que cohabitan en las mismas
zonas amagadas (Palacios et al., 2010). Es el caso de la enfermedad denominada
“inflamacion del mdsculo cardiaco y esquelético” (HSMI, sigla proveniente del inglés
Heart and Skeletal Muscle Inflammation) la que fue descrita por primera vez en 1999 en
Noruega. Recientemente, se ha demostrado que el agente etiologico de esta patologia es el
virus piscine reovirus (PRV) (Kongtorp et al., 2004; Palacios et al., 2010). Esta enfermedad
emergente ha causado grandes pérdidas econdémicas en el cultivo del salmén del Atlantico
en el hemisferio Norte, ya que posee una morbilidad cercana al 100% y una mortalidad que

puede alcanzar hasta el 20% de la poblacion afectada (Kongtorp et al., 2004).

Respecto de la situacion en Chile, entre los afios 2011 y 2012, estudios encabezados por el
Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura (SERNAPESCA) confirmaron la presencia de
PRV en centros de cultivos de salménidos en la zona Sur; sin embargo, no se encontraron
lesiones concordantes con HSMI en los peces muestreados (SERNAPESCA, 2011; Balboa,
2012).

En esta memoria de titulo se postula que es posible que este virus se encuentre en
poblaciones de peces nativos de Chile que no han compartido el habitat con salmdnidos
infectados. En particular, el objetivo de este estudio es detectar la presencia de PRV en
congrios colorados (Genypterus chilensis) silvestres capturados en la Region de Coquimbo
y encontrar posibles lesiones cardiacas macroscopicas e histopatologicas concordantes con
HSMI.



REVISION BIBLIOGRAFICA

En 1999 distintos brotes de una nueva patologia afectaron a salmones del Atlantico
cultivados en la costa Oeste de Noruega, presentando signos clinicos iniciales inespecificos
tales como disminucidn del apetito y conducta de nado anormal, seguido de la presencia de
peces moribundos y aumento de la mortalidad en una o varias de las jaulas afectadas
(Kongtorp et al., 2004; Lavoll et al., 2012). Rapidamente, esta enfermedad emergente se
distribuy6 por las costas noruegas constituyendo, actualmente, una de las afecciones mas
comunes del cultivo de salmén del Atlantico de dicho pais (Finstad et al., 2012). Esta
patologia, denominada HSMI, posee un gran impacto econémico en Noruega, ya que el
namero de brotes en centros de cultivo de salmones del Atlantico ha aumentado a més del
doble entre el 2003 y el 2010, lo que ha traido como consecuencia un aumento de la
mortalidad, disminucion del crecimiento de los peces e incremento de los costos asociados
al manejo de esta patologia. Es por esta razon que HSMI estd incluida en la lista de
enfermedades de notificacion obligatoria de Noruega desde el afio 2008 (Kristoffersen et
al., 2012; Garseth et al., 2013a).

Esta enfermedad se denomind HSMI por las lesiones macroscopicas e histologicas que
produce. A nivel macroscopico, se puede observar un corazon palido, hemorragia
pericardica, ascitis, higado palido o ictérico y presencia de petequias en la grasa
perivisceral. A nivel histolégico, se observa necrosis de los cardiomiocitos con una
infiltracion de células inflamatorias mononucleares tanto del tejido compacto como del
esponjoso del ventriculo, epicarditis asociada a miocarditis, necrosis focal del higado,
edema y congestion en distintos érganos, producto de una falla circulatoria. Con respecto al
musculo esquelético, éste puede presentar patrones de inflamacion similares a los
observados en el musculo cardiaco, aunque no estan siempre presentes (Mikalsen et al.,
2012; Yousaf et al., 2012).

Kongtorp et al. (2004) demostraron que esta patologia posee una naturaleza infecciosa, ya
que lograron reproducir la enfermedad en salmones del Atlantico via inoculacion
intraperitoneal de homogeneizados de tejido cardiaco provenientes de peces con lesiones de

HSMI y por cohabitacion con individuos enfermos. En ambos casos se desarrollaron
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lesiones compatibles con la enfermedad. No se observaron lesiones en el musculo
esquelético durante las doce semanas que duro el estudio, por lo que se postuld que éstas se
desarrollarian en una etapa mas tardia de la enfermedad y/o que se necesitaria una mayor
carga del supuesto agente infeccioso para su desarrollo. Paralelamente, los cultivos
bacterioldgicos de la sangre extraida de los peces muestreados mostraron resultados
negativos, descartando una posible etiologia bacteriana. Finalmente, los autores
concluyeron que HSMI era causado por un agente infeccioso, probablemente un virus, y

que éste se podia transmitir a través del agua (Kongtorp et al., 2004).

Posteriormente, se logrd identificar al agente, PRV, mediante pirosecuenciaciéon de alto
rendimiento a partir de muestras de suero y de tejido cardiaco de peces con HSMI
experimentalmente infectados (Palacios et al., 2010). Este agente pertenece a la familia
Reoviridae, subfamilia Spinareoviridae, género Orthoreovirus y es un virus icosaédrico, sin
envoltura y que posee una doble hebra de ARN con 10 segmentos (Carstens y Ball, 2009;
Garseth et al., 2013b; Markussen et al., 2013). El segmento S1 es bicistronico y codifica las
proteinas p13 y 3. La proteina p13 es capaz de inducir citotoxicidad y la proteina 63 esta
asociada a la proteina outer-clamp de otros Orthoreovirus que interactta con la proteina de
capside externa formando un complejo estable. ElI conocimiento de la codificacion de
ambas proteinas es importante ya que éstas pueden ser posibles blancos para el desarrollo
de vacunas o inhibidores moleculares, permitiendo el desarrollo de una estrategia efectiva

contra la infeccion por PRV en peces (Key et al., 2013; Markussen et al., 2013).

HSMI afecta principalmente a salmones del Atlantico cultivados de 1 kg de peso, después
de 5 a 9 meses de haber sido transferidos a aguas marinas (Kongtorp et al., 2004; Wiik-
Nielsen et al., 2012a). No obstante, se ha detectado el agente viral desde pre-smolts hasta
peces adultos previo a la cosecha. Tanto la prevalencia como la carga viral aumentan
posterior a la transferencia a aguas marinas, pero decaen previo al sacrificio, lo que indica
el desarrollo de una posible respuesta inmune por parte de los peces infectados (Lavoll et
al., 2012). La infeccion de los pre-smolts se puede deber a una transmision vertical a traves
de las ovas de reproductores positivos y/u horizontal a través del agua o por una inadecuada

desinfeccion del instrumental utilizado. Sin embargo, la transmisién vertical es poco



probable puesto que ovas fertilizadas provenientes de reproductores obtenidos de jaulas con
brotes de HSMI fueron negativas a PRV (Lavoll et al., 2012; Wiik-Nielsen et al., 2012b).

Por otro lado, peces con mayor tiempo de vida en aguas marinas parecen tener mayores
probabilidades de infectarse por PRV. Debido a que el tamafio de cada pez se relaciona
colinealmente con el tiempo de vida en aguas marinas, se concluye que peces de mayor
tamafo tienen mayor riesgo de estar infectados por PRV (Garseth et al., 2013a). No
obstante, Kristoffersen et al. (2012) demostraron que peces con un peso inferior a 0,5 kg
son mas susceptibles a infectarse por PRV y a desarrollar HSMI. Esto puede deberse a que
si se transfieren peces de menor tamafio a aguas marinas, tanto el estrés como el tiempo de
permanencia en la etapa marina son mayores, incrementandose el riesgo de contraer PRV y

de desarrollar la enfermedad (Kristoffersen et al., 2012).

En cuanto a la carga viral y el desarrollo de la patologia, se ha observado que existiria una
relacion directamente proporcional entre ambas, puesto que se ha detectado bajas cargas
virales en salmones sanos, tanto silvestres como cultivados (Mikalsen et al., 2012). Sin
embargo, de acuerdo al estudio realizado por Marty et al. (2014), la asociacion entre el
nimero de peces muestreados que presentaron lesiones compatibles con HSMI y los
valores de ciclo umbral (Ct, sigla proveniente del inglés Cycle threshold) obtenidos por
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real (RT-gPCR) no

fue estadisticamente significativa.

A pesar de gque la enfermedad se presenta durante todo el afio, se ha observado una mayor
incidencia durante la primavera y principios del verano. La morbilidad es alta ya que la
mayoria de los peces de una jaula infectada presentan lesiones concordantes con HSMI. No
obstante, la mortalidad varia desde valores insignificantes hasta el 20% de la poblacion
afectada. Generalmente, las mortalidades mas altas se asocian a manejos estresantes de los

peces (Kongtorp et al., 2004).

En cuanto a la transmision de este virus, se ha descrito que la mayoria de los centros de
cultivo que han sufrido algin brote de HSMI ya habia sido afectado por esta patologia
durante el afio anterior o se encontraba en un radio de 50 km o menos de distancia de otro
centro de cultivo que habia desarrollado la enfermedad (Aldrin et al., 2010). Debido a este
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hecho, se puede suponer que el virus es capaz de mantenerse en el ambiente e infectar a los
nuevos smolts introducidos. Es por esta razén que el uso de adecuados sistemas de
descanso y desinfeccion posteriores a la cosecha de los centros de cultivos son de suma

importancia para el control de esta patologia (Kristoffersen et al., 2012).

Cabe sefialar que los casos clinicos de HSMI se han reportado sélo en salmones del
Atlantico en cautiverio y, especialmente, durante la etapa marina de su ciclo productivo.
Esta situacion puede deberse a que los centros de cultivo proporcionan un ambiente
favorable para la transmision de patogenos debido a las condiciones a las que son
sometidos los peces, tales como altas densidades, empleo de jaulas abiertas durante la fase
marina y uso de instrumental y personal comun para un gran ndmero de individuos
(Garseth et al., 2013a). Sin embargo, en Noruega se ha detectado PRV en salmoénidos
silvestres -salmon del Atlantico y trucha café (Salmo trutta) en su variedad anadroma- y en
peces silvestres marinos no salmonidos, tales como jurel (Trachurus trachurus), arenque
(Clupea harengus) y capelan (Mallotus mallotus), todos ellos sin lesiones coincidentes con
la enfermedad (Wiik-Nielsen et al., 2012a; Garseth et al., 2013b). Por ende, es probable
que factores no relacionados con el virus, tales como manejos estresantes y enfermedades

concomitantes, contribuyan al desarrollo de esta patologia (Finstad et al., 2012).

Los peces silvestres no salménidos muestreados durante el estudio de Wiik-Nielsen et al.
(2012a) fueron capturados en zonas alejadas de centros de cultivo que sufrieron brotes de
HSMI, por lo tanto existe la posibilidad de que estas especies silvestres cumplan un rol de
vector. La transmision del virus desde peces cultivados a silvestres, y viceversa, parece
ocurrir durante la migracion marina de estos ultimos. El hecho de que se haya detectado la
misma cepa de PRV en aguas distantes, permite suponer que el agente viral puede ser
transportado por corrientes marinas, fomites y/o peces migratorios por largas distancias
(Kristoffersen et al., 2012).

La presencia de PRV no sélo se ha descrito en Noruega, sino que también en Escocia, Chile
y Canada (Kibenge et al., 2013). Respecto a este ultimo pais, Marty et al. (2014)
demostraron que dicho virus ya estaba presente en la costa Oeste de Canada desde al menos
1977, ya que detectaron el agente en una muestra en bloque de parafina correspondiente al

higado de una trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) recolectada en dicho afio. Este
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resultado se contrapondria a la teoria de que PRV fue introducido a la costa canadiense a
través de la importacion de salmones del Atlantico con fines productivos en el afio 1985,
pese a que, filogenéticamente, la cepa canadiense no tiene diferencias significativas con la
secuencia genética de la cepa noruega (Marty et al., 2014). No obstante, estos resultados se
oponen a las conclusiones derivadas de la investigacion de Kibenge et al. (2013) que
sugieren que las cepas de PRV, tanto de Chile como de Canada, son de origen noruego.

El diagnostico de HSMI se basa fundamentalmente en la deteccion de signos clinicos, de
alteraciones patologicas macroscopicas y de lesiones histopatolégicas en corazon y
masculo esquelético. Es necesario diferenciar esta enfermedad del sindrome
cardiomiopatico (CMS) y de la enfermedad del pancreas debido a la similitud de las
lesiones que estas entidades patoldgicas desarrollan en el salmon del Atlantico (Finstad et
al., 2012). La deteccion de PRV se realiza mediante RT-gPCR desde muestras,
generalmente, provenientes de rifion anterior (Finstad et al., 2012; Garseth et al., 2013c).
Habitualmente, el segmento gendmico objetivo de amplificacion corresponde al L1 (Levoll
et al., 2012; Wiik-Nielsen et al., 2012b; Garseth et al., 2013b). No obstante, esta deteccion
no es una herramienta de diagnostico concluyente de la presencia de la enfermedad, puesto
que se ha logrado identificar el agente con esta técnica en salmones sanos, ya sean
cultivados como silvestres (Finstad et al., 2012; Garseth et al., 2013c). Otra herramienta
suplementaria de diagndstico consiste en la inmunohistoquimica con el fin de detectar
antigenos de PRV en leucocitos y/o cardiomiocitos (Finstad et al., 2012). Los antigenos
virales son detectables en el citoplasma de leucocitos y cardiomiocitos previo al desarrollo
de dafio celular. Esta ubicacion en el citoplasma coincide con el lugar de replicacion viral
realizada por los reovirus en sus células blanco. Por ende, la inmunohistoquimica seria una
herramienta util para la deteccién temprana de infeccidén por PRV previo al desarrollo de
las lesiones (Finstad et al., 2012). No obstante, un estudio recientemente publicado (Finstad
et al., 2014) indica que los eritrocitos corresponderian a las primeras células blanco en ser
infectadas por PRV. Puede que la amplia distribucion de PRV en salmones cultivados y
silvestres aparentemente sanos se deba a una infeccion de los eritrocitos, sin llegar a afectar

la musculatura cardiaca ni esquelética. Adicionalmente, es posible que la mantencion del



agente en peces supervivientes a brotes de HSMI se deba a la infeccion de estas células
(Finstad et al., 2014).

En Chile, en enero del 2011, SERNAPESCA encarg6 un estudio con el fin de detectar la
eventual presencia de los agentes etiologicos de HSMI y de CMS en salmones del Atlantico
en centros de cultivos marinos. De los doce centros de la Regién de Los Lagos que fueron
muestreados, diez dieron resultados positivos a la presencia de PRV mediante la técnica de
PCR; no obstante, ninguno de los peces infectados presentd signos de la enfermedad. En
cuanto al agente de CMS, ninguno de los centros muestreados resultd positivo a su
presencia ni presentd peces con lesiones compatibles con la patologia (SERNAPESCA,
2011). Posteriormente, en el 2012, en una investigacion conjunta de SERNAPESCA y de la
Universidad Austral de Chile se obtuvo positividad a PRV no sélo en centros de cultivo
marinos de salmdnidos de la Region de los Lagos, sino también en las regiones de Aysén
del General Carlos Ibafiez del Campo y Magallanes y de la Antértica chilena (Balboa,
2012).

La literatura disponible indica que en Chile este agente sélo se ha buscado en cultivos de
salménidos vy, especificamente, en la zona Sur de nuestro pais. Como se menciona en la
revision bibliogréfica, PRV es, aparentemente, un virus ubicuo, ya que se ha detectado no
s6lo en el salmoén del Atlantico sino también en otras especies silvestres no salmonidas del
hemisferio Norte en zonas distantes de centros de cultivo de salmones. En este contexto, en
la presente memoria de titulo se postula que PRV podria encontrarse muy diseminado en
poblaciones de peces silvestres nativas, en las cuales la enfermedad podria eventualmente
manifestarse y no, necesariamente, provenir de centros de cultivo de especies salmonidas.
Dado lo anterior, en este estudio se obtuvieron muestras de congrios colorados de vida libre
en una zona muy alejada de los centros de cultivo de salmonidos. Esta especie de congrios
se encuentra naturalmente distribuida en el Pacifico Sureste desde Peru al extremo sur de
Chile y es una de las especies extraidas por la pesca artesanal de nuestro pais (Chirichigno,
1974; Avilés, 1979, citados por Chong y Gonzalez, 2009; SERNAPESCA, 2006). Ademas,
posee la ventaja de que es una especie de facil captura por su relativamente alta biomasa,
no tiene restricciones de vedas y no esta protegida. Debido a sus habitos sedentarios (Mann,
1954), sus migraciones son cortas, lo que impediria que congrios alejados de las zonas de
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cultivos marinos de salmdnidos estuviesen en contacto con poblaciones de salmones

infectados por PRV.

En esta memoria de titulo se investigd la presencia de PRV, mediante RT-qPCR, en
congrios colorados silvestres de la Region de Coquimbo obtenidos mediante pesca
artesanal. Paralelamente, se realizd andlisis macroscopico e histoldgico de los peces
muestreados en busqueda de lesiones cardiacas concordantes con HSMI para establecer la

relacién entre la presencia del virus y la enfermedad.

La localizacidn de este agente en especies silvestres de distintas regiones geograficas de
nuestro pais contribuye al conocimiento de la epidemiologia de PRV y, por lo tanto, facilita
el establecimiento de medidas apropiadas para la prevencion y el control de eventuales

futuros brotes de esta enfermedad tanto en especies cultivadas como silvestres.



HIPOTESIS

Congrios colorados de la Region de Coquimbo son portadores de PRV, agente causal de
HSMI, y presentan lesiones cardiacas asociadas a esta enfermedad.

OBJETIVO GENERAL

Obtener informacion sobre la epidemiologia de PRV y sobre su patologia cardiaca asociada

en congrios colorados silvestres de la Region de Coquimbo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar la presencia de PRV en una muestra de congrios colorados silvestres de la
Region de Coquimbo.

2. Describir lesiones macro y microscopicas de tejido cardiaco de los congrios colorados

muestreados.

3. Asociar las lesiones descritas en el objetivo especifico anterior con las descritas para

HSMI y con la presencia de PRV en los peces estudiados.



MATERIALES Y METODOS

Peces

Se utilizaron quince congrios colorados de un rango de talla desde 40,3 cm hasta 70 cm
capturados en aguas costeras de la Region de Coquimbo. Estos peces fueron obtenidos
mediante la técnica de caza submarina con arpdn en las cercanias de la Peninsula Punta
Lengua de Vaca (latitud -30,2439 y longitud -71,6303), a una profundidad maxima de 30
m. El tamafio de muestra seleccionado fue de quince individuos y éste se obtuvo a través de
la aplicacién de la formula de Cannon y Roe (1982), asumiendo una prevalencia de un
20%, de acuerdo al estudio realizado por Palacios et al. (2010), y un 95% de nivel
estadistico de confianza. En cuanto fueron retirados del agua, los peces fueron
insensibilizados por aturdimiento por percusion en la cabeza seguido de descabello para
sacrificio respetando las normas de bioética correspondientes (AVMA, 2013), previamente
aprobadas por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de
la Universidad de Chile.

Examen macroscdpico post-mortem

Después de su sacrificio, cada pez fue rotulado y fotografiado para asegurar su
identificacion. Se realizé una necropsia de cada espécimen con el fin de buscar en ellos
lesiones pericardicas y cardiacas macroscopicas asociables a HSMI (hemorragia pericardica
y/o tejido cardiaco palido) (Mikalsen et al., 2012; Yousaf et al., 2012). Adicionalmente, se
registraron alteraciones de los 6rganos pertenecientes a la cavidad abdominal que también
se asocian a la enfermedad en estudio, tales como lesiones de tipo hemorragicas, ictéricas
y/o ascitis de acuerdo a lo descrito por Mikalsen et al. (2012) y Yousaf et al. (2012). Los
hallazgos no relacionados directamente con HSMI también fueron registrados.

Se tomaron fotografias de los érganos de las cavidades pericardicas y abdominales de los
peces con el objetivo de respaldar las observaciones hechas durante las necropsias. Las
lesiones fueron calificadas de acuerdo a su intensidad mediante un sistema de apreciacion
cualitativa por cruces segun el consenso de tres observadores independientes (+: leve, ++:

moderada, +++: severa).
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Histopatologia

Muestreo:

En el momento de realizar la necropsia, se extrajo el corazon de cada pez y se preservo en
una solucién de formalina neutra tamponada al 10% en una relacién de 20 volimenes

respecto del tamarfio del 6rgano (Kongtorp et al., 2004).

Examen histopatoldgico:

Se analizé el tejido cardiaco de todos los peces considerando tres cortes para-sagitales (de 5
um de grosor de seccion con 15 um de separacion entre cada corte) de cada corazon
completo. Para la preparacion de las muestras fijadas, se aplicé la técnica estandar de cera
de parafina. Posteriormente, los cortes respectivos se tifieron con hematoxilina y eosina
(Kongtorp et al., 2004). Todas las preparaciones se examinaron completas al microscopio
Optico en una magnificaciéon de 100x, 200x, 400x y 1.000x. Los hallazgos no asociados a
HSMI, tanto patolégicos como no, también se registraron para un mejor provecho del
estudio. La intensidad de las alteraciones detectadas fueron calificadas mediante un sistema
de apreciacion cualitativa por cruces segun las observaciones de dos examinadores

diferentes (+: leve, ++: moderada y +++: severa).

Deteccion viral

Muestreo:

Para este fin, se siguié la metodologia descrita por Levoll et al. (2010) y Palacios et al.
(2010). Se tomaron muestras de rifién anterior (aproximadamente 0,125 g por pez) y se
preservaron en RNAlater (Qiagen, Hialden, Alemania) en un volumen de 1,25 mL en
congruencia con las recomendaciones del instructivo del fabricante (Qiagen, 2012). Las
muestras se refrigeraron durante las primeras 24 h para luego congelarlas a -20° C hasta su

uso.
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RT-gPCR:

Estas pruebas se llevaron a cabo en el Western Fisheries Research Center perteneciente al
United States Geological Survey (U.S.G.S.), ubicado en la ciudad de Seattle en el Estado de
Washington de Estados Unidos (EE.UU.). Una vez recibidas en el laboratorio mencionado,
las muestras fueron almacenadas a -80° C hasta su anélisis. La extraccion del ARN desde
los tejidos se realizd empleando el RNAeasy Mini Kit (Qiagen, Hialden, Alemania) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. EI ARN fue cuantificado mediante
espectrofotometria (NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific, Massachusetts,
EE.UU.). Las hebras de ADN complementario (ADNCc) fueron sintetizadas utilizando el
High Capacity cDNA Synthesis Kit (Life Technologies, California, EE.UU.). La sintesis de
ADNCc se inici6 utilizando 1,5 pg de ARN diluido en 20 pL de volumen de reactivo. Esta
mezcla, a su vez, se diluyd en una proporcién de 1:5 v/v con agua libre de nucleasas y se

almacend a -20° C hasta su uso.

Los ensayos de RT-gPCR fueron realizados utilizando el Viia 7 Real-Time PCR System de
Applied Biosystems (Life Technologies, California, EE.UU.). Los partidores utilizados se
obtuvieron de Integrated DNA Technology (California, EE.UU.) y la sonda se obtuvo de
Applied Biosystems (Life Technologies, California, EE.UU.). Cada tubo para PCR contuvo
12 uL de Universal PCR Master Mix de Applied Biosystems (Life Technologies, California,
EE.UU.) sin diluir al cual se le adicion6 los partidores directo e inverso (900 nM), la sonda

(200 nM) y 5 uLL de ADNCc diluido segun se describio anteriormente.

Los partidores y la sonda utilizados para la amplificacion del segmento L1 coincidieron con
los usados por Lavoll et al. (2012), Wiik-Nielsen et al. (2012b) y Garseth et al. (2013b) y

corresponden a los descritos a continuacion:
e Partidor directo: F 5'-TGCTAACACTCCAGGAGTCATTG-3’
e Partidor inverso: R 5'-TGAATCCGCTGCAGATGAGTA-"3
e Sonda: 5'-CGCCGGTAGCTCT-'3 — MGB/NFQ

En cuanto a la metodologia, se siguieron las siguientes etapas durante los ciclos de RT-

gPCR: mantencion a 50° C durante 2 min, mantencion a 95° C durante 10 min y realizacion
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de 40 ciclos de gPCR en los que se mantuvo una temperatura de 95° C durante 15 seg
(desnaturalizacion) y posteriormente, una temperatura de 60° C durante 1 min

(alineamiento). La prueba fue repetida dos veces por muestra.

Para la lectura, se consideraron positivas a aquellas muestras con un valor medio de Ct
menor a 37, en las que se amplifico L1 en todas las repeticiones de la técnica y en las que
se obtuvo una curva sigmoidal de amplificacion en todas las repeticiones de la misma. Se
caracterizaron como sospechosas de ser positivas a aquellas muestras que obtuvieron un
valor medio de Ct entre 37 y 40, en las que se amplifico L1 en al menos una de las
repeticiones de la técnica y en las que se obtuvo una curva sigmoidal de amplificacion en
la(s) repeticion(es) en la(s) que se amplifico L1. Aquellas muestras con resultados que no
cumplieron con los requisitos mencionados fueron categorizadas como negativas a la

presencia de PRV,

Finalmente, en cuanto a la determinacion del grado de preservacion del ARN de las
muestras, éste se evalu6 mediante la amplificacion del gen housekeeping 18s ribosomal.
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RESULTADOS

Para facilitar la lectura, en esta seccidn se presentan los principales resultados; en tanto que
sus detalles y documentacion fotogréafica respectiva se muestran en las Tablas N°1 a3y en

las Figuras N° 1 a 3 que se encuentran en el anexo ubicado después de la bibliografia.
Examen macroscopico post-mortem

Las lesiones u otros hallazgos observados durante la necropsia se agruparon en dos
categorias principales segtn el (los) 6rgano(s) afectado(s). Estas correspondieron, por una
parte, a corazon, incluyendo pericardio, y, por otra, a los érganos intraabdominales que se
observaron afectados durante el examen. En ambos casos, también se describid si hubo
alteraciones en las cavidades que contienen dichos érganos. Las lesiones macroscépicas
observadas en cada individuo y su intensidad se resumen en la Tabla N° 1. Ademas, en la
Figura N° 1, se presentan las fotografias representativas de las principales lesiones
macroscopicas observadas durante las necropsias. Se observd dos tipos de lesiones
cardiacas: pigmentacién oscura de la superficie del ventriculo o del atrio (Fig. 1a) e
hidropericardio (Fig. 1b). En cuanto a las alteraciones de los 6rganos intraabdominales, se
observd ascitis (Fig. 1c), presencia de nematodos adheridos a la tinica serosa del higado o

del estomago (Fig. 1d) e higado pélido (Fig. 1e) o con una zona congestiva.
Examen histopatolégico de tejido cardiaco

Todas las observaciones se muestran en la Tabla N° 2 en la que, ademas, se detalla la
localizacion de las lesiones (segun tejido y pez implicado) y su intensidad correspondiente.
Asimismo, las principales lesiones estan representadas por las fotografias de la Figura N° 2.
La lesion de mayor significancia por su frecuencia, implicancia patoldgica y que, ademas,
coincide con la principal alteracion asociada a HSMI correspondio a infiltracién de células
mononucleares tanto en el atrio como en el ventriculo (Fig. 2a, i, n). Otras lesiones
detectadas fueron presencia de trombos (Fig. 2b, c), vacuolizaciones intracitoplasmaticas
(Fig. 2d, e), infiltracion de melanomacrdéfagos (Fig. 2f), de células eosinofilicas granulares

(Fig. 2i, m) y/o de fibroblastos (Fig. 2j, I), fibras musculares en degradacién, elongadas
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(Fig. 2g) ylo rotas, fibrosis (Fig. 2h, i, j), endocarditis, epicarditis (Fig. 2k, I, m, n),
hemorragia miocardica (Fig. 20) y, posiblemente, un xenoma (Fig. 2p), un granuloma (Fig.
2Q), un quiste parasitario (Fig. 2r) y un parasito protozoario (Fig. 2s). Adicionalmente, se
evidencié la presencia de zonas con engrosamientos subendocardicos con ndcleos
prominentes de las células del endocardio asociado (Fig. 2t, u). Esta ultima caracteristica
tisular estuvo presente en todos los peces, tanto en el atrio como en el ventriculo, lo cual
sugiere que no tiene significancia patoldgica y, mas bien, forma parte de la histologia

normal de esta especie.
Hallazgos microscépicos sin significancia patologica

Estos hallazgos estan ilustrados en la Figura N° 3. Estos correspondieron a una ova
adyacente al tejido cardiaco (Fig. 3a), foliculos tiroideos contiguos al atrio (Fig. 3b) y la
observacion de la total ausencia del estrato compacto del ventriculo (Fig. 3c), con
excepcion de solo dos (congrios 1l 'y XIV) de los quince peces examinados. En el
espécimen 11, esta capa estaba presente con un grosor variable y sin una separacién nitida
entre ésta y el estrato esponjoso (Fig. 3d) y, en el congrio XIV, el estrato compacto se
aprecié como una estructura muy delgada. Adicionalmente, cabe agregar que los vasos
coronarios solo fueron detectados en el epicardio del atrio y del ventriculo, a excepcion del

congrio 111 en el que se distingui6 una arteriola en el estrato esponjoso del ventriculo.
RT-qPCR

Ninguna de las muestras analizadas mostro niveles detectables de ARN de PRV en las dos
repeticiones de la técnica. Por lo tanto, se concluy6 que ninguno de los peces muestreados

estaba infectado por el virus.

Por otro lado, todas las muestras analizadas presentaron valores medios de Ct para la
amplificacion del gen housekeeping 18s ribosomal bajos (rango desde 14,3 hasta 16,5). La
cantidad de ARN y el valor medio de Ct para este gen obtenidos de cada muestra se

presentan en la Tabla N° 3
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DISCUSION

Pese a que la lesion de mayor significancia en los individuos analizados correspondio a la
infiltracion de células mononucleares, manifestacion caracteristica de HSMI, ésta no se
asocio a la infeccion por PRV ya que ninguno de los peces arrojé resultado positivo a la
presencia de este virus en la RT-gPCR. Cabe mencionar que dicha lesidn, aunque se asocia
a HSMI, es inespecifica y solo es indicativa de una respuesta inflamatoria. Por ende, y en
cierto modo paradojalmente a los objetivos de esta memoria, cualquier otro agente distinto
de PRV, de los multiples que podrian inducir este tipo de reaccion, puede ser el causante de

esta infiltracion en los peces muestreados.

En cuanto a la confiabilidad del método de diagndstico viral, es de importancia considerar
que los valores Ct obtenidos para la amplificacion del gen housekeeping 18s ribosomal
fueron bastante bajos. EI Ct corresponde al nimero de ciclo en el cual la intensidad de la
sefial fluorescescente emitida al hibridar la sonda con la secuencia de interés comienza a
aumentar de forma exponencial y a partir de éste se registran los datos. Este nUmero de
ciclo se denomina Ct y su valor es inversamente proporcional al nimero de copias del
ADNCc blanco, es decir, a mayor concentracion de ADNc blanco, menor es el valor de Ct
obtenido (Fonseca et al., 2010). Como se obtuvo valores de Ct bajos, este resultado indica
que el ARN de las muestras se preservd adecuadamente hasta su procesamiento. Por lo
tanto, los resultados de los analisis son validos desde esta perspectiva. Cabe indicar que el
uso de estos genes housekeeping es comunmente utilizado para la normalizacién de las

pruebas de PCR en tiempo real (Bas et al., 2004).

Debido a que existe mayor certeza de que las lesiones calificadas como moderadas y/o
severas, tanto macroscopicas como histologicas, tienen significancia patoldgica y no asi las
leves, solo las primeras se analizan en esta discusion. No obstante, en este acapite también
se incluyen cinco lesiones categorizadas como leves y que corresponden a presencia de
nematodos y posibles xenoma, granuloma, quiste parasitario y protozoo intracelular, ya que

tienen, claramente, un potencial efecto patologico.

Al respecto, llama la atencién que tres individuos (congrios Ill, V y VI) concentraron un

mayor numero de lesiones que el resto. Es importante hacer notar que la interpretacion de
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las causas y consecuencias fisiopatoldgicas de las lesiones en los peces tiene limitaciones
importantes puesto que la informacion es incompleta ya que, ademés de los datos
macroscopicos recolectados durante las necropsias, solo se dispone de examenes

histoldgicos de corazon.

El individuo Il presentd higado palido lo que se puede deber, entre otras causas, a una
anemia 0 a una esteatosis (Kumar, 2013a; Kumar 2013b). Es posible que la captura con
arpon contribuyera a generar una anemia por hemorragia, no solo en este pez, sino que en
todos los individuos muestreados, aun cuando no en todos se evidencié palidez hepatica.
Ademas, en este individuo, se observo presencia de trombos en venas del sistema coronario
lo que se puede deber a un dafio endotelial producido por algun virus o por una reaccion
inflamatoria de otro origen. Asimismo, se detecto infiltracion de células mononucleares y
de melanomacrofagos en el miocardio del atrio lo que indico el desarrollo de un proceso
inflamatorio (Trigo, 1998a; Trigo, 1998b; MacLachlan y Dubovi, 2011; Kumar, 2013a).
Por lo tanto, se concluye que dicho congrio habria estado cursando un cuadro patoldgico

importante, de causa desconocida, con probable compromiso de la funcion cardiaca.

A su vez, el congrio colorado V también present6 higado palido, probablemente debido a
una anemia hemorragica puesto que este pez sufrié una mayor ruptura de visceras que los
demas producto del arpdn utilizado para su captura. A nivel histoldgico, ademas de la
presencia focal de trombos venosos en el epicardio tanto del atrio como del ventriculo, se
evidencio dos lesiones cardiacas adicionales de gran extension. Una de ellas correspondi6 a
una fibrosis en el miocardio del ventriculo que, probablemente, se encontraba en etapa de
remodelacion con algunos focos inflamatorios y proliferativos remanentes. La otra lesion
consistio en una epicarditis en el ventriculo compuesta por engrosamiento severo del
epicardio, infiltracion moderada de fibroblastos, de células eosinofilicas granulares y de
células mononucleares y presencia de fibras de colageno. Se postula que esta otra lesion,
pese a ser cronica, estaba cursando aun una respuesta inflamatoria activa debido a la
intensidad de las infiltraciones celulares. Se estima, entonces, que pese a que este pez
poseia lesiones cronicas, probablemente la etiologia de éstas aln seguia actuando al
momento del muestreo. Adicionalmente, la presencia de trombos podria haber contribuido
a la formacion de estas lesiones debido a las alteraciones generadas por el taponamiento de
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los vasos coronarios, sobre todo en el ventriculo (Kumar et al., 2013a; Kumar et al., 2013c;
Kumar et al., 2013d).

Por su parte, el pez VI presento un hidropericardio severo, lo que al menos en mamiferos
podria ser causado por una falla circulatoria congestiva importante, una hipoproteinemia o
una infeccion septicemica (Trigo, 1998a). MicroscOpicamente, este congrio colorado s6lo
presentd infiltracion de células mononucleares en epicardio y miocardio del ventriculo.
Llama la atencion que, pese a que este pez presentd hidropericardio severo, no se
observaron otros signos concordantes con una posible falla circulatoria congestiva ni otras
lesiones microscopicas a nivel de tejido cardiaco. Al respecto, en teledsteos, se describe que
el pericardio visceral es muy poco flexible y la dilatacion del atrio tiene una importante
dependencia del efecto vis-a-fronte generado por la contraccién ventricular en esta cavidad
pericardica rigida (Ferguson, 2006). Por estas razones, se esperaria que un hidropericardio
generara una disminucién significativa en la eficiencia del débito cardiaco en los peces
afectados. En este caso, no se puede sefialar con precision la causa del hidropericardio; no
obstante los hallazgos sugieren una etiologia extracardiaca, probablemente asentada en una
disfuncion hepatica y/o renal (Trigo, 1998a; Kumar et al., 2013c). Ademas, este pez
presentd dos hallazgos patoldgicos leves; la presencia de un granuloma con un espacio en
su centro en el miocardio ventricular y de anisékidos adheridos a la tinica serosa del
estomago. Dichos hallazgos, que se discuten posteriormente, no parecen explicar el
desarrollo de las lesiones moderadas y severas del congrio VI, ya comentadas

anteriormente.

Cabe destacar que el pez V, siendo el que concentrd6 mas lesiones moderadas a severas, es
el de mayor talla, tal y como se indica en la Tabla N° 4. Se puede hipotetizar que dicho
congrio es el mas viejo de la muestra y que, por lo tanto, ha tenido mas tiempo para
desarrollar lesiones durante su vida. Sin embargo, también se tendria que tomar en cuenta
otros factores para analizar el efecto de la talla de los individuos muestreados como el
género, el peso y el estado de salud. Por otro lado, el congrio colorado Il también
concentrd varias lesiones moderadas a severas; no obstante no correspondié a uno de los
individuos de mayor talla dentro de la muestra. Asimismo, el pez VI presentd varias
lesiones de intensidad moderada a severa, pero su talla fue una de las mas bajas dentro de la
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muestra. Por ende, aunque no se puede aseverar con seguridad por el bajo nimero de peces
analizados, probablemente no existe una relacion entre la talla del individuo y el desarrollo

de las lesiones de mayor intensidad.

Por otra parte, los especimenes VI y VIII presentaron nematodos adheridos a la tunica
serosa del estobmago y del higado (Tabla N° 1), respectivamente. De acuerdo a su
apariencia, luego de haber sido observados a la lupa, estos parasitos parecen pertenecer a la
familia Anisakidae en estado larvario L3 y probablemente corresponden a la especie
Anisakis simplex. Las larvas L3 de A. simplex se encuentran, generalmente, encapsuladas de
modo enrollado adheridas a las serosas de los érganos viscerales de los peces hospederos
(Levsen y Berland, 2012). Esta disposicion corresponde a la que se observd en los
nematodos detectados en estos congrios y, ademas, sus caracteristicas morfoldgicas de
tamafo, color y disposicion anatomica del aparato digestivo son coincidentes con A.
simplex de acuerdo a lo que describe Lorenzo (2000). En un estudio realizado por Torres et
al. (2000), cuyo objetivo fue el registro de nematodos anisékidos en peces comercializados
para su consumo en la ciudad de Valdivia, se encontro larvas de Pseudoterranova decipiens
en la musculatura de nueve de los dieciocho congrios colorados examinados. Cabe destacar
que estas dos especies son de importancia en salud publica debido a su capacidad zoonética
(Nagasawa, 2005). Por lo tanto, aunque en la literatura revisada no se encontr6 reportes de
A. simplex en congrios colorados, si se ha descrito presencia de otros anisakidos en esta
especie de peces. En cualquier caso, se requiere una confirmacion taxonOmica para
asegurar la identificacion de la especie de anisakidos encontrada, idealmente con técnicas

moleculares de acuerdo a las metodologias de uso actual (Umehara et al., 2006).

A su vez, en el congrio colorado IV se detectd un posible xenoma adosado a la pared de
una arteriola del epicardio del ventriculo (Fig. 2p). Los xenomas son caracteristicos de la
infeccion por parasitos microsporidios de los géneros Glugea y Spraguea, ambos de
importancia en los peces de cultivo. Estos agentes inducen una hipertrofia masiva del
citoplasma de la célula infectada que, a su vez, aloja en su interior esporas del parasito
(Roberts, 2012). Adicionalmente, en este pez también se detecté un trombo antiguo
endotelializado en una arteriola del epicardio del bulbo arterioso (Fig. 2c). Cabe destacar
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que este trombo fue el Gnico que se detect6 en una arteria, todos los demés se ubicaron en

venas, como generalmente ocurre en este tipo de alteraciones en mamiferos (Trigo, 1998a).

Asimismo, en el miocardio ventricular del individuo VI, se observé un granuloma con un
espacio en su centro (Fig. 2q). Este tipo de granuloma, en salmones del Atlantico, se asocia
a una reaccion inflamatoria granulomatosa por efecto secundario de la administracion de
vacunas con adyuvantes oleosos (Koppang et al., 2005). Debido a que los congrios
examinados eran silvestres y, por ende, nunca fueron vacunados, se descarta que ésta sea la
causa de esta lesion. Por su parte, en mamiferos, se describe el lipogranuloma hepético
formado por agregados de macréfagos y linfocitos y material lipidico en su centro en forma
de vacuola los que pueden tener origen metabolico, farmacoldgico e/o infeccioso (Villar et
al., 1996; Anandakumar y Vanitha, 2014). No obstante, no se ha descrito el desarrollo de
éstos en el tejido cardiaco por lo que parece dificil que alguna de las causas recién

mencionadas sea la responsable del desarrollo de dicha lesion en el congrio examinado.

Por su parte, en el congrio colorado X, se observd un posible quiste parasitario en el
ventriculo (Fig. 2r). Al respecto, se ha descrito el desarrollo de quistes en musculatura
cardiaca en peces marinos por la infeccion de microsporidios, especificamente G. takedai
(Dykova, 2006), Sin embargo dichos parasitos se presentan normalmente en aguas de baja
temperatura (Dykova, 2006), lo cual no coincide con el hébitat acuético de los congrios

estudiados.

Finalmente, en el individuo XV, se observé una estructura semejante a una de las etapas de
desarrollo de las coccidias: el merozoito (Fig. 2s). Las coccidias que afectan a los peces
marinos se dividen en dos grandes grupos: las coccidias propiamente tales y las coccidias
sensu lato. La mayoria de las coccidias propiamente tales se desarrollan en intestino. Sin
embargo, algunas de ellas se reproducen en otros érganos, pero no en corazon. Por otro
lado, las coccidias sensu lato se desarrollan en células sanguineas tales como linfocitos,
neutrdfilos, monocitos y eritrocitos, las que se pueden encontrar en cualquier organo, VY,
ademas, necesitan dos hospederos para su desarrollo: peces y sanguijuelas (Molnar, 2005).
Debido a la localizacion de este posible merozoito en el tejido cardiaco es bastante dificil
que se trate de una infeccion por una coccidia propiamente tal. En cambio, si podria

corresponder a una infeccion por alguna coccidia sensu lato, puesto que el parasito, en este
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caso, si se podria localizar en el tejido cardiaco y que, ademas, se han descrito distintas
especies de sanguijuelas en la costa chilena (Mufioz y Olmos, 2007) las que podrian actuar
como hospederas intermediarias. Inclusive, George-Nascimento y Huet (1984) describieron

a una de ellas afectando a un congrio negro (G. maculatus).

Respecto a los engrosamientos subendocardicos, su presencia llama la atencion ya que, en
teoria, dificultarian la difusion de la sangre desde las cavidades atrial y ventricular al tejido
miocardico esponjoso. Cabe mencionar que, en peces, como se detalla mas adelante en esta
discusion, la irrigacion del estrato esponjoso depende de la sangre proveniente de las
cavidades y no de la circulacion coronaria (Farrel, 2011). Al respecto, Amin y Poppe en
1989, describieron una lesion similar en salmones del Atlantico la cual la caracterizaron
como una fibroelastosis subendocardica. En ese reporte se presentaron distintas hipdtesis
sobre la etiologia y patogénesis de esta enfermedad tales como hipoxia, exposicién del
endocardio a un flujo sanguineo de alta presion, efectos metabdlicos en el miocardio,
enfermedad autoinmune del tejido conectivo, desorden congénito, obstruccion linfética e
infeccion viral. La segunda posibilidad es la que mejor coincide con la alteracion observada
en las muestras de esta memoria de titulo puesto que, en los congrios examinados, los
engrosamientos subendocéardicos fueron observados en zonas cercanas a las valvulas atrio-
ventricular y ventriculo-bulbar, donde se esperaria que el flujo sanguineo tuviese una alta
presion y turbulencia. Debido a que todos los peces presentaron estos engrosamientos
subendocéardicos es que se concluye que, posiblemente, se trate de una adaptacion
fisiolégica méas que de una manifestacion patologica. Asimismo, respecto al aspecto
prominente de los nucleos de las células endocardicas que revestian estos engrosamientos,
es importante recordar que el endocardio de los peces posee capacidad fagocitica (Genten
et al., 2009a). Por otro lado, se ha descrito que existe una fuerte correlacion entre el tamafio
nuclear y los niveles de transcripcién de ARN (Sato et al., 1994; Schmidt y Schibler, 1995).
Por lo tanto, una posible explicacion de estos nucleos sobresalientes es que las células del
endocardio se encontraban con un mayor nivel de transcripcion de ARN derivado de una

actividad fagocitica importante.

Adicionalmente a las lesiones ya comentadas, se encontraron tres hallazgos microscépicos,
que aunque sin significancia patoldgica, son de interesante discusion. El primero de ellos
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fue la deteccion de una ova en la periferia del tejido cardiaco del pez VI (Fig. 3a). Esta se
debe haber adherido al corazon durante la preservacion de las muestras en formalina
tamponada. Este artefacto, seguramente, se produjo porque en la toma de muestras se
extrajeron distintos oOrganos por pez y se introdujeron en el mismo tubo. La ova
fotografiada se encuentra en la fase vitelogénica ya que posee un nucleo central, un
citoplasma pélido, granulos de vitelo y vacuolas lipidicas. Esta etapa es la segunda de tres
etapas marcadas del desarrollo de la ova y es la que antecede a la fase madura (Genten et
al., 2009b).

El segundo de estos hallazgos tuvo lugar en el pez XIII en el que se detectd foliculos
tiroideos adyacentes al atrio (Fig. 3b). Se describe que los peces 6seos adultos presentan la
glandula tiroides en forma de foliculos difusos dispersos, generalmente, alrededor de la
aorta ventral y de los vasos branquiales aferentes. No obstante, éstos pueden distribuirse
fuera de la region faringea ya que la glandula tiroides no esta encapsulada ni rodeada por
tejido conectivo. Estos foliculos se denominan foliculos tiroideos heterotopicos (Genten et
al., 2009c). Este hallazgo corresponde, a nuestro entender, a la primera descripcion de

foliculos tiroideos en esta especie.

Finalmente, la tercera observacion correspondio a que la mayoria de los corazones de los
congrios examinados no presentaron estrato compacto ventricular. Respecto a este tema, es
importante mencionar que en los peces se describen dos tipos de organizacion del
miocardio. En el primero de ellos, el miocardio esta compuesto por dos estratos: uno
compacto ubicado en la periferia del miocardio, de grosor variable y con irrigacion
coronaria, y otro denominado esponjoso que esta en contacto con el endocardio. El segundo
tipo consiste en un miocardio compuesto s6lo por estrato esponjoso (Santer et al., 1983).
Asimismo, los peces que no presentan estrato compacto ventricular, deben la mayoria del
suministro de oxigeno y nutrientes del miocardio a la sangre contenida en la cavidad
ventricular que fluye hacia las lagunas del estrato esponjoso. En cambio, los peces con
mayor actividad fisica, como los salmones y los atunes, si necesitan un estrato compacto
con su propia circulacion coronaria para satisfacer los requerimientos energéticos del
miocardio (Farrel, 2011). De acuerdo a nuestros resultados, en la mayoria de los peces no
se detectd estrato compacto ventricular y solamente se distinguio circulacion coronaria en
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la zona epicérdica ya fuere de atrio y/o de ventriculo. Por ende, el segundo tipo de
organizacion del miocardio descrito corresponde a la arquitectura del miocardio observado
en los congrios colorados muestreados y es concordante a lo comunicado por Sanchez-
Quintana et al. (1995) para otros teleosteos con héabitos sedentarios. Esto, ademas,
coincidiria con la actividad descrita para esta especie que, en general, incluye movimientos
pesados y lentos en sus desplazamientos mediante natacion y/o deslizamiento por el
substrato de fondos rocosos (Mann, 1954). Esta informacion, hasta donde se sabe,
corresponderia a la primera descripcion de la estructura del ventriculo en los congrios

colorados.

Aunque todos los peces hayan resultado negativos a la presencia de PRV, se aporta
informacidn valiosa sobre la epidemiologia de este virus y de su enfermedad asociada en
Chile. Pese a que el tamafio de muestra no es suficiente para poder concluir que el agente
en estudio no esta infectando a los peces nativos de la Regién de Coquimbo, si se puede
inferir que éste no se encontraria o tendria una muy baja prevalencia en los congrios que
habitan la Peninsula de Punta Lengua de Vaca. Por ende, probablemente, PRV no sea un

agente infeccioso nativo de esa zona ni de la especie de peces estudiada.

Sin embargo, como se menciond anteriormente, este virus si se ha detectado en un alto
porcentaje de los centros de cultivo de salmoén del Atlantico estudiados de la zona Sur de
Chile. Por lo tanto, seria interesante estudiar el estado de los peces silvestres que habitan en
las cercanias de estos centros y asi, detectar si éstos se encuentran también infectados y si
presentan lesiones asociables a HSMI. En caso de positividad, existirian dos posibles
origenes de la infeccion. En primer lugar, podria ser que este agente sea nativo de la zona
Sur de la costa chilena y que no haya alcanzado la zona Norte del pais. En segundo
término, existe la posibilidad de que este virus haya ingresado al mar chileno debido a la
introduccion del salmén del Atlantico a Chile con fines productivos. De ser la segunda
posibilidad el verdadero origen de la infeccion, ésta representaria un descubrimiento de
importancia ecoldgica, puesto que se estaria exponiendo a la poblacion de peces nativos de
nuestro pais a un agente exotico, pudiendo producir dafios irreparables. Por lo tanto, se
tendrian que buscar medidas apropiadas con el fin de erradicar o al menos controlar la
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infeccion por este agente y asi disminuir su impacto tanto en los peces silvestres como en

los cultivados.
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CONCLUSIONES

Los congrios muestreados no estaban infectados por PRV.

Los resultados sugieren que PRV estaria ausente en congrios colorados de la zona

geografica muestreada y que estas poblaciones de peces estarian libres de HSMI.

Algunos peces presentaron lesiones cardiacas compatibles con HSMI, pero se descarta
que hayan estado cursando dicha enfermedad debido a la ausencia de su agente causal
(PRV).

La mayoria de los peces estudiados presentaron alteraciones a nivel de tejido cardiaco,
y en algunos casos de caracter bastante severo, por lo cual seria interesante realizar

estudios adicionales para discernir las causas de estas anomalias.

Se evidencid la presencia de foliculos tiroideos contiguos al atrio, lo que corresponderia
a la primera descripcion de estas estructuras anatomicas y su localizacion en congrios

colorados.

Se detecto la ausencia de estrato compacto del ventriculo en la mayoria de los congrios
colorados estudiados, lo que seria coincidente con su estilo de vida relativamente

sedentario.

Seria util extender estos estudios para establecer si este virus realmente ain no se

encuentra en poblaciones de peces silvestres nativas de nuestro pais.
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ANEXOS

Tabla N° 1: Alteraciones macroscépicas observadas en congrios colorados (Genypterus chilensis)

Corazo6n
Pigmentacion | Atrio +
oscura en
superficie del | Ventriculo + T+
corazén
Hidropericardio o+ + | ++ +
Otros
Organos
Ascitis -+ +
Presencia de Estomago +
nematodos en .
tinica serosa | Higado +
Higado palido ++ | ++ | ++
Higado con una ++
zona congestiva
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Pigmentacién oscura en corazon: leve (+), moderada (++) y severa (+++) de acuerdo a

la extension de la lesion segun el consenso de tres observadores diferentes

Hidropericardio: leve (+), moderado (++) y severo (+++) de acuerdo al consenso de tres

observadores diferentes

Ascitis: leve (+), moderada (++) y severa (+++) de acuerdo al consenso de tres

observadores diferentes

Nematodos: parasitos se sitan en la tdnica serosa de 1 6rgano (+), parasitos se sitlan
en la tanica serosa de 2-3 drganos (++), parasitos se sittan en la tunica serosa de mas de

3 6rganos (+++)

Higado palido: leve (+), moderado (++) y severo (+++) de acuerdo al consenso de tres

observadores diferentes

Higado con una zona congestiva: zona congestiva abarca una pequefia porcion de la
superficie del higado (+), zona congestiva abarca hasta la mitad de la superficie del
higado (++), zona congestiva abarca méas de la mitad de la superficie del higado (+++)

Espacio en blanco: no se detecto lesion en el individuo muestreado
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Figura N° 1: Fotografias de las principales lesiones macroscépicas observadas en

congrios colorados (Genypterus chilensis)

a: Congrio colorado V. Pigmentacion oscura leve (flecha blanca) en atrio

b: Congrio colorado V1. Hidropericardio severo (flecha blanca)

c: Congrio colorado XII. Ascitis moderada (flecha negra)

d: Congrio colorado VI. Nematodos adheridos a la tinica serosa del estdmago (flechas
negras)

e: Congrio colorado I1l. Higado palido moderado (flecha negra)
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Tabla N° 2: Alteraciones cardiacas microscopicas observadas en congrios colorados (Genypterus chilensis)

Infiltracion de células Miocardio ++ +
mononucleares en atrio
Infiltracion de células Epicardio ++ ++ | ++ |+
mononucleares en Wi g i e e e e "
ventriculo locardio
Presencia de trombos Atrio +++ ++
en epicardio Ventriculo + ++
Bulbo
arterioso
Vacuolizacién en ventriculo | Endocardio + + +
Miocardio + + ++
Macrofagos +
Infiltracion de Atrio ++ +
melanomacréfagos en .
Ventriculo + | +

miocardio
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Continuacién Tabla N° 2: Alteraciones cardiacas microscopicas observadas en congrios colorados (Genypterus chilensis)

Infiltracion de células Miocardio + +
eosinofilicas granulares en
atrio
Infiltracién de células Epicardio ++
eosinofilicas granulares en Miocardi Tt "
ventriculo locardio
Infiltracion de fibroblastos en | Epicardio ++
ventriculo : -
Miocardio ++
Fibras musculares en Atrio +
degradacion -
g Ventriculo + + +
Fibras musculares elongadas | Ventriculo +
Ruptura de fibras musculares | Ventriculo + + + + +
Fibrosis Miocardio ++
ventriculo
Endocarditis Atrio +
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Continuacién Tabla N° 2: Alteraciones cardiacas microscopicas observadas en congrios colorados (Genypterus chilensis)

Epicarditis Ventriculo ++
Hemorragia Miocardio +
ventriculo
Posible xenoma Epicardio +
adherido a pared de ventriculo
arteriola
Granuloma con Miocardio +
espacio central ventriculo
Posible quiste Miocardio +
parasitario ventriculo
Posible protozoo Miocardio +
intracelular ventriculo
Engrosamientos Atrio S I B S S I B s R R o S O B 0 S S ++ | ++
subendocérdicos y
Ventriculo e T B e B I T e i T e G e O s = O R I S B ++ | ++

nucleos prominentes
del endocardio
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Infiltracion de células mononucleares: 1-5 focos de 5-50 células (+), 6 0 mas focos
de 5-50 células o 1-5 focos de 51-100 células (++), 6 0 mas focos de 51-100 células

0 1 0 més focos de mas de 100 células (+++)
Presencia de trombos: 1-2 trombos (+), 3-7 trombos (++), mas de 7 trombos (+++)
Zonas con vacuolizacion: 1-5 zonas (+), 6-10 zonas (++), mas de 10 zonas (+++)

Infiltracion de melanomacrdéfagos: 1-3 focos de 1-9 células (+), 4 o més focos de 1-9
células o 1-3 focos de 10-50 células (++), 4 0 mas focos de 10-50 células 0 1 0 mas

focos de mas de 50 células (+++)

Infiltracion de células eosinofilicas granulares: 1-2 focos de 1-5 células (+), 3 0 mas
focos de 1-5 células o 1-2 focos de 6-20 células (++), 3 0 mas focos de 6-20 células

0 1 0 més focos de mas de 20 células (+++)

Infiltracion de fibroblastos: 1-2 focos de 1-10 células (+), 3 o mas focos de 1-10
células 0 1-2 focos de 11-50 células (++), 3 0 mas focos de 11-50 células 0 1 0 mas
focos de més de 50 células (+++)

Zonas con fibras musculares en degradacion: 1-3 zonas (+), 4-10 zonas (++), mas de

10 zonas (+++)

Zonas con fibras musculares elongadas: 1-3 zonas (+), 4-10 zonas (++), més de 10

zonas (+++)

Zonas con ruptura de fibras musculares: 1-3 zonas (+), 4-10 zonas (++), mas de 10

zonas (+++)

Fibrosis: de acuerdo a la intensidad de la infiltracién de células en la lesion,
presencia de fibrina y extension de la lesion segln el consenso de dos observadores

diferentes

Endocarditis: de acuerdo a la intensidad de la infiltracién de células en la lesion,
presencia de fibrina y extension de la lesion segin la observacion de dos

observadores diferentes

Epicarditis: de acuerdo a la intensidad de la infiltracion de células en la lesion,
angiogénesis, engrosamiento epicardico y presencia de fibrina de acuerdo al

consenso de dos observadores diferentes
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Hemorragia: de acuerdo a la extension de la lesion de un foco Unico segun el

consenso de dos observadores diferentes
Posible xenoma (px): 1 px (+), 2-5 pxs (++), méas de 5 pxs (+++)

Granuloma con espacio central: 1 granuloma (+), 2-5 granulomas (++), mas de 5

granulomas (+++)
Posible quiste parasitario: 1 quiste (+), 2-5 quistes (++), méas de 5 quistes (+++)
Posible protozoo intracelular (pi): 1 pi (+), 2-5 pis (++), mas de 5 pis (+++)

Engrosamientos subendocardicos y ndcleos prominentes: poco frecuente y abarca
una pequefia proporciéon del endocardio (+), frecuente y abarca una proporcion
importante del endocardio (++), muy frecuente y abarca la totalidad del endocardio
(+++). Estos criterios corresponden al consenso de las conclusiones de dos

observadores independientes.

Espacio en blanco: no se detecto lesion en el individuo muestreado
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Figura N° 2: Fotografias de las principales alteraciones cardiacas microscopicas

observadas en congrios colorados (Genypterus chilensis)
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Continuacion Figura N° 2: Fotografias de las principales alteraciones cardiacas
microscopicas observadas en congrios colorados (Genypterus chilensis)
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Continuacion Figura N° 2: Fotografias de las principales alteraciones cardiacas

microscopicas observadas en congrios colorados (Genypterus chilensis)

a: Congrio colorado VI, 400x. Focos moderados de células mononucleares en el epicardio

(flecha negra) y en el miocardio (flecha con punta circular) del ventriculo

b: Congrio colorado 111, 100x. Trombo de macrofagos con hemosiderina (flecha negra) en

vena del epicardio del ventriculo

c: Congrio colorado 1V, 400x. Trombo antiguo endotelializado (flecha con punta circular)
en arteriola del epicardio del bulbo arterioso, esta arteriola posee un vaso vasorum (flecha
negra)

d: Congrio colorado VI, 400x. Endocardio (flecha negra) y miocardio (flecha con punta

circular) del ventriculo vacuolizados

e: Congrio colorado VII, 1.000x. Macréfagos vacuolizados (flecha negra) entre fibras

musculares del ventriculo

f: Congrio colorado 11, 400x. Infiltracion moderada de melanomacréfagos (flecha negra)

en miocardio del atrio

g: Congrio colorado VI, 100x. Fibras musculares elongadas (flecha con dos puntas) en

miocardio del ventriculo
h: Congrio colorado V, 100x. Fibrosis (flecha con dos puntas) en miocardio del ventriculo

i Congrio colorado V, 1.000x. Infiltracion moderada de células eosinofilicas granulares
(flecha negra) e infiltracion leve de células mononucleares (flecha con punta circular) en

fibrosis del miocardio del ventriculo
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j: Congrio colorado V, 1.000x. Infiltracion moderada de fibroblastos (flecha negra) en

fibrosis del miocardio del ventriculo

k: Congrio colorado V, 100x. Epicardio del ventriculo engrosado (flecha con dos puntas) y

angiogenesis (flecha negra)

I: Congrio colorado V, 1.000x. Infiltracion moderada de fibroblastos (flechas negras) en
epicardio del ventriculo

m: Congrio colorado V, 1.000x. Infiltracion moderada de células eosinofilicas granulares

(flechas negras) en el epicardio del ventriculo

n: Congrio colorado V, 1.000x. Infiltraciobn moderada de células mononucleares (flechas
negras) y presencia de fibras de coladgeno (flecha con punta circular) en el epicardio del

ventriculo

0: Congrio colorado XIII, 400x. Hemorragia leve (flecha negra) en el miocardio del

ventriculo

p: Congrio colorado 1V, 400x. Posible xenoma (flecha negra) adosado en la pared de una

arteriola en el epicardio del ventriculo

g: Congrio colorado VI, 400x. Posible granuloma con un espacio en su centro (flecha

negra) localizado en el miocardio ventricular

r: Congrio colorado X, 1.000x. Posible quiste parasitario (flecha negra) rodeado por

miofibrillas rotas del ventriculo (flecha con punta circular)
s: Congrio colorado XV, 1.000x. Posible protozoo intracelular (flecha negra) en ventriculo

t: Congrio colorado VIII, 100x. Engrosamiento subendocardico y ndcleos prominentes
(flechas negras) del endocardio asociado en atrio

u: Congrio colorado VII, 400x. Engrosamiento subendocardico y ndcleos prominentes

(flechas negras) del endocardio asociado en ventriculo
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Figura N° 3: Fotografias de los principales hallazgos cardiacos sin significancia
patoldgica observados al microscopio 6ptico en congrios colorados (Genypterus

chilensis)

a: Congrio colorado VI, 100x. Ova (flecha negra) adyacente al corazén

b: Congrio colorado XIII, 400x. Foliculos tiroideos con material coloidal en su centro

(flechas negras) contiguos al atrio
c: Congrio colorado I, 200x. Ventriculo sin estrato compacto

d: Congrio colorado I, 200x. Ventriculo con estrato compacto delgado (flecha con dos

puntas)
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Tabla N° 3: Concentracion de ARN y valor medio de Ct para el gen housekeeping 18s

ribosomal en muestras de rifién anterior de congrios colorados (Genypterus chilensis)

NO
identificador
de cada pez

I 177,6 15,3

] 227,5 15,3

Il 277 14,6

v 181,3 14,4

V 2441 15,2

Vi 137,4 151

\1 143,9 151

VI 84,8 14,7

IX 158,5 15,2

X 142 14,3

Xl 120,8 15,3

Xl 202,3 15,0

X1 117,9 15,1

X1V s.D. sD.

XV 193,5 14,6

! Sin dato: el informe enviado por la U.S.G.S. no incluyé los valores para el congrio
colorado X1V
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Tabla N° 4: Talla aproximada de congrios colorados (Genypterus chilensis)*

I 40,8
I SR’
Il 56

v 49

Vv 70

VI 40,3
Vil 58
VI 39,7
IX 56

X 43,7
Xl 51,3
Xl 53,7
X1 58,8
XV 58,3
XV 53,7

Promedio (desviacion estandar) 53 (8,7)

'Medida desde la punta de la boca hasta la bifurcacion de la cola.

2'S.R.: Sin registro confiable.
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