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RESUMEN

Piscirickettsia salmonis es el agente causal de piscirickettsiosis, la enfermedad mas
importante de la salmonicultura en Chile. EI microorganismo se encuentra habitualmente en
rifidn, higado, bazo, branquias, corazén, piel y encéfalo, Al respecto, la OIE ha establecido
que para el diagnostico con la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI), se utilice de
preferencia rifién, higado y sangre obtenido desde peces infectados. Sin embargo, no existen
antecedentes publicados que establezcan cuales son los érganos mas adecuados para la

deteccion del agente etiologico.

En el presente trabajo se emplearon 19 peces de la especie salmén coho (Oncorhynchus
kisutch), con signos clinicos de piscirickettsiosis, provenientes de centros de cultivo en agua
de mar con brote de la enfermedad, ubicado en la Regién de los Lagos. Como muestras se
obtuvieron frotis de tejido renal, hepatico, esplénico y de heces, para posteriormente ser

procesadas mediante (IFI) para la deteccion de Piscirickettsia salmonis.

Los resultados obtenidos demostraron la presencia de Piscirickettsia salmonis en todos los
organos y heces de salmones coho (Oncorhynchus kisutch), presentando mayor positividad
el higado y rifion con un 68,4% y 52,6% respectivamente. Ademas, la bacteria fue observada
en heces en un 47,4%, significando que la eliminacion via fecal del agente es posible en

condiciones de cultivo, lo que plantea nuevas estrategias epidemioldgicas.

Por otro lado en este estudio se demuestra que los 6rganos rifion e higado sélo detectan el
78,9% de los peces positivos al agente. Al respecto, solo al utilizar los tejidos hepatico,
esplenico y las heces se logra detectar el 100% de los peces positivos a Piscirickettsia
salmonis. Estos resultados pueden implicar una reformulacién de los métodos diagndsticos

actualmente utilizados.

Palabras claves: Salmon coho, diagndéstico, enfermedad, piscirickettsiosis.
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ABSTRACT

Piscirickettsia salmonis is the causative agent of piscirickettsiosis, the most important
disease of salmon culture in Chile. The microorganism is commonly found in kidney, liver,
spleen, qills, heart, skin and brain. In this regard, the OIE has established that for the
diagnosis with indirect fluorescent antibody test (IFAT), kidney, liver and blood obtained
from infected fish should preferably be used. However, there is no reported information

establishing the most appropriate organs for detection of the etiologic agent.

In this study 19 specimens of coho salmon (Oncorhynchus kisutch) with clinical signs of
piscirickettsiosis were used. They were obtained from seawater cultures with outbreak of the
disease, located in the Region de los Lagos. Smear samples were obtained from kidney,
liver, spleen and fecal tissues and then processed by IFAT for detecting Piscirickettsia

salmonis.

The results obtained showed the presence of Piscirickettsia salmonis in all organs and feces
of coho salmon (Oncorhynchus kisutch), presenting greater positivity in liver and kidney
with 68.4% and 52.6%, respectively. In addition, the bacterium was observed in 47.4% of
feces, indicating that fecal elimination of the agent is possible under culture conditions,

posing new epidemiological strategies.

Furthermore, in this study it is shown that kidney and liver detect only 78.9% of the fish
positive to the agent. In this regard, only when using liver and spleen tissues as well as
feces, detection of 100% of fish positive to Piscirickettsia salmonis is attained. These results

may involve a reformulation of the diagnostic methods currently used.

Key words: Coho salmon, diagnosis, diseases, piscirickettsiosis.



INTRODUCCION

En Chile, la salmonicultura se ha desarrollado con tal rapidez que actualmente se ha
transformado en uno de los sectores mas exitosos de la economia nacional (Bravo y
Midtlyng, 2007) y en el segundo productor del mundo de salménidos de cultivo después de

Noruega (Buschmann et al., 2009).

Entre las principales ventajas comparativas que Chile posee para el desarrollo de esta
industria, se destacan el clima y la geografia, que permiten cultivos en grandes extensiones,
y la calidad de sus aguas, ideales para los peces por su temperatura y salinidad que permiten

un adecuado desarrollo de las especies acuicolas salmonideas (Knapp et al., 2007).

Sin embargo, estas cualidades se han ido perdiendo con el tiempo, debido que al igual que
en otros paises, las enfermedades infecciosas también empezaron a constituir un serio
problema para la industria salmonera (Bravo y Midtlyng, 2007). Esta situacion ha tenido un
mayor impacto en la fase de engorda de estos peces, efectuada en el agua de mar o estuarina,
generando pérdidas econdémicas que anualmente exceden los 100 millones de délares (Bravo
y Campos, 1989).

Las enfermedades bacterianas corresponden al 42,2% de las pérdidas totales de la
salmonicultura en Chile (Bustos et al., 1994). Entre estas enfermedades se encuentran la
piscirickettsiosis, descrita por primera vez en Chile en 1989 (Bravo y campos, 1989; Fryer
et al., 1990; Cvitanich et al., 1991). Esta enfermedad tiene como agente etiolégico a
Piscirickettsia salmonis, que es considerado el mas serio patdgeno que afecta a los

salmones de cultivo en Chile (Bravo, 1994).

En la actualidad la piscirickettsiosis, no se ha podido controlar y esto es debido a la escasa
informacion que existe acerca de varios aspectos del ciclo de vida de la bacteria, asi como la
virulencia, patogenia, medios de transmision y medios de excrecion del agente. Es por ello
que la presente memoria de tesis busca aportar informacion acerca de la distribucion de la

bacteria en diferentes 6rganos y su posible eliminacion del agente via fecal.



En la presente tesis se compard la presencia y asociacion de Piscirickettsia salmonis en
muestras de frotis renal, higado, bazo y contenido intestinal, obtenidos de salmones coho
(Oncorhynchus kisutch) provenientes de centros de cultivo de la Region de los Lagos, que
presentaban brotes de piscirickettsiosis. Para la deteccion del agente etiologico se utilizo la

técnica de inmunofluorescencia indirecta (1F1).



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. PISCIRICKETTSIOSIS

Actualmente, la piscirickettsiosis es considerada como la principal causa de altas
mortalidades en las especies de salmdnidos cultivadas en Chile, provocando anualmente
pérdidas superiores a los cien millones de ddlares. Ademas, representa la causa primordial y

de mayor impacto econémico en la salmonicultura en Chile (Bravo et al., 2005).

La piscirickettsiosis es una de las principales enfermedades infecto-contagiosas teniendo un
curso agudo o crénico en sus hospederos. Afecta, principalmente a las especies de
salmonidos como trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), salmoén coho (Oncorhynchus
kisutch), salmén del Atlantico (Salmo salar), salmén chinook (O. tshawytscha), salmén
japonés (O. masou) y salmon rosado (O. gorbuscha) (Leal y Woywood, 2007). Se sospecha
que el salmoén coho (Oncorhynchus kisutch), es la especie mas susceptible (OIE, 2006). En
su aparicién e impacto coexisten una serie de factores propios del agente, de los mismos
peces y de los sistemas de cultivo a la que estan sometidas las especies (Leal y Woywood,
2007). El agente etiologico fue caracterizado por primera vez en 1989 (Fryer et al. 1990),
quienes utilizaron la linea celular CHSE-214 sin antibidticos ni fungistaticos para su

aislamiento.

Los brotes de la enfermedad se presentan generalmente entre abril y agosto, 6 a 12 semanas
después que los “smolts” son transferidos a la fase marina del ciclo productivo, llegando a
durar hasta 10 semanas y luego declinar (Cvitanich et al., 1990). No obstante lo anterior, la
enfermedad se puede presentar en peces de todas las edades, incluso hasta los tamafios
comerciales (Corbeil y Crane, 2009). Al respecto, se ha propuesto que el proceso de
“smoltificacion” puede incrementar la susceptibilidad de los peces infectados (Graumann et
al., 1997). Originalmente, las epizootias surgian en el otofio y la primavera de cada afio
(Lannan y Fryer, 1994) cuando las temperaturas de agua fluctuaban entre los 9 y los 16°C

(Cvitanich et al., 1995; Lannan y Fryer, 1991), pero en los ultimos afios su presentacion no



ha tenido las caracteristicas de estacionalidad anteriormente sefialadas, puesto que esta

enfermedad se produce durante todo el afio (Monasterio, 2008).

La piscirickettsiosis se considera basicamente una enfermedad de agua de mar, ya que en
este tipo de ambiente acuético es donde se han presentado practicamente la mayoria de
brotes; no obstante lo anterior, excepcionalmente la enfermedad se ha reportado en agua
dulce y en la literatura se describen dos hallazgos de este tipo en ambiente acuético, uno de
ellos comunicado por Bravo (1994) y el otro por Gaggero et al. (1995). Esta enfermedad ha
sido denominada de diversas maneras tales como: “Sindrome de Huito”, “Sindrome del
salmon coho”, “Septicemia rickettsial del salmon (SRS)” y “piscirickettsiosis” (Austin et al.,
2007; Leal y Woywood, 2007). Para la prevencion de esta enfermedad se recomienda
algunos manejos en los planteles productivos. Entre estos se describe: la disminucién en la
densidad de la biomasa (Fryer y Hedrick, 2003).

2. CARACTERISTICAS DEL AGENTE ETIOLOGICO

El agente etioldgico de la piscirickettsiosis es Piscirickettsia salmonis, la cual es una
bacteria patdgena intracelular facultativa, aerdbica, Gram negativa, inmoévil, sin capsula,
pleomorfica (aunque generalmente suele observarse como un cocoide) y dificil de cultivar
(OIE, 2006). Habitualmente se la observa agrupada en pares o en anillos y de un tamafio que
varia de entre 0,5 a 1,5 um de didmetro (Fryer et al., 1990; Cvitanich et al., 1991; Bravo
1994), aunque se describe que puede generar variantes pequefias con tamarios inferiores a
0,2 um (Rojas et al., 2008). El rango de temperatura Optima para la multiplicacién de
Piscirickettsia salmonis estd entre los 15 y 18°C, disminuyendo significativamente su
replicacion bajo los 10°C y sobre los 20°C, ademas no se multiplica sobre los 25°C (Fryer et
al., 1992).

La bacteria se replica en vacuolas intracitoplasmaticas de sus células hospederas, formando
un efecto citopatico (ECP) caracteristico. La multiplicacion bacteriana en la linea celular
CHSE-214 se evidencia por la presentacion gradual de un ECP, que comienza entre los 5 a 6
dias post-inoculacion. ElI ECP se visualiza por la formacion progresiva de grupos de células

redondeadas, que aumentan tanto en tamafio como en nimero, similares a racimos de uvas,
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hasta lograr finalmente que la monocapa celular se afecte completamente (Fryer et al.,
1990; Garcés etal., 1991).

3. ELIMINACION DEL AGENTE

El agente es eliminado por las heces, orina y bilis de los individuos afectados y una vez en el
ambiente es capaz de infectar a otros peces, siendo capaz de penetrar piel y branquias
intactas (Smith et al., 1999). Se desconoce hasta la fecha si existen vectores marinos
implicados en la transmision. Al respecto, Correal (1995) describi6 la presencia del agente,
usando técnicas de inmunofluorescencia indirecta (IFI), en el parasito hemat6fago
Ceratothoa gaudichaudii y en el ectoparasito Calligus sp. Ademas la observo en algunos
peces tales como la Cabrilla (Paralabrax humeralis), Jurel (Trachurus murphyi), Pejerrey
(Basilichthys australis), asi como en algunos moluscos y crustaceos como Chorito (Mytilus
chilensis), Picoroco (Austromegabalanus psittacus) y copépodos de la vida libre (no

identificados).

4. MECANISMO DE TRANSMISION

La transmision horizontal ocurre tanto en agua salada como dulce. La transmision vertical ha
sido experimentalmente documentada, pero su importancia epidemiol6gica no es clara
(Larenas et al., 2003).

5. PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD

La patogenesis de la piscirickettsiosis se inicia cuando las barreras fisicas de la piel y/o
branquias son superadas por la bacteria, produciendo zonas decoloradas en la piel que luego
pueden convertirse en Ulceras superficiales. La bacteria via hematdgena alcanza
posteriormente el parénquima de numerosos 6rganos (Smith et al., 2004). La naturaleza
septicémica de la Piscirickettsia salmonis se demuestra también por la presencia de
macrofagos infectados visibles en los frotis de sangre de los peces enfermos (Fryer y
Hedrick, 2003).



5.1 Signologia

Los peces afectados presentan signos clinicos inespecificos, tales como un desplazamiento
cerca de la superficie, erratico, descoordinado, lento, y a veces en tirabuzén, lo que refleja
alteraciones en el sistema nervioso en estos individuos (Cvitanich et al., 1991; Larenas et
al., 1995; Larenas et al., 1996). Ademas, se ha descrito letargia, anorexia, choque contra las

mallas de las balsas-jaulas y orillamiento (Olsen et al., 1997; Larenas et al., 2000).

Las alteraciones macroscopicas externas mas relevantes incluyen oscurecimiento vy
descamacion de la piel (Fryer et al., 1997; Larenas et al., 2005; Monasterio, 2008), ademas
de lesiones en este tejido que comprenden desde pequefias areas de solevantamiento hasta
Ulceras hemorréagicas de hasta 2 cm de diametro (Branson y Nieto Diaz-Mufioz, 1991).
También se describe la presencia de petequias y equimosis en la piel de la base de las aletas,
del vientre y de la zona perianal y en algunos casos, hemorragias perioculares, que
generalmente son bilaterales (Alvarado et al., 1990; Cubillos et al., 1990). Un signo
generalmente presente es la palidez branquial, consecuencia de una anemia significativa. El
hematocrito en los peces afectados puede disminuir hasta un 2%, con un promedio de 18,5,
siendo el rango normal de 35 a 50% (Fryer y Hedrick, 2003).

Internamente, se presenta severa inflamacidn y necrosis en el rifion, higado, bazo, intestino y
tejido hematopoyético del rifidn inflamado y descolorido, ademas de una esplenomegalia.
También puede presentarse ascitis en la cavidad celémica y hemorragias en la grasa visceral
circundante al estbmago, en la vejiga natatoria y en la musculatura esquelética (Almendras
etal., 1997; Almendras et al., 2000; Fryer y Mauel, 1997).

El higado se presenta palido y con noédulos blanquecinos, circulares y opacos de alrededor
de 5-6 mm de didmetro (Fryer y Lannan, 2005). Ademas, puede mostrar un aspecto
“moteado”, debido a la presencia de pequefios nodulos subcapsulares blanquecinos a
amarillentos distribuidos difusamente en toda su superficie (Larenas et al., 1995; Olsen et
al.,, 1997). Tambien existe un aumento en el volumen del liquido cefalorraquideo,

acompariado en muchos casos de congestion de las meninges (Larenas et al., 1997).



En tanto, el rifion exhibe pérdida de su apariencia brillante, torndndose café-grisaceo opaco

(Alvarado etal., 1990) y aumento de su tamafio (Branson y Nieto Diaz-Mufioz, 1991).

A nivel del bazo, se presenta esplenomegalia en diferentes grados, observandose en
reiteradas ocasiones las mismas lesiones blanquecinas descritas en el higado (Mauel et al.,
2002; Cubillos et al., 1990; Fryer et al., 1990). Cabe recalcar que las lesiones

histopatoldgicas mas severas se observan en el higado, rifion y bazo (Cvitanich et al., 1990).

En el estbmago, se encuentra un liquido transparente seromucoso (Alvarado et al., 1990;
Schéfer et al., 1990), lo cual confiere la impresion de que el pez ha tragado agua (Bravo,
2000). El intestino generalmente no posee alimento (Austin et al., 2011; Venegas, 1996),
evidenciandose enteritis en el tercio distal (Garcias et al., 2005); adicionalmente, el lumen de
esta viscera puede contener un gran volumen de mucus amarillento (Schéfer et al., 1990;
Larenas, 1999). El corazén, en ocasiones, también presenta focos necréticos y hemorragias
petequiales de tipo difuso (Cubillos et al., 1990) y en un 2% de los peces moribundos se
observa la presencia de una pseudomenbrana que lo cubre, sugiriendo la presencia de
pericarditis (Cvitanich et al., 1991). Por la gran variedad de 6rganos que presentan lesiones
se puede desprender gque esta enfermedad tiene una naturaleza sistémica (Fryer y Hedrick,
2003), aungue ciertos tejidos tienen un dafio mas severo, como el inmunopoyético renal

(Venegas et al., 2004) y el cardiaco (Monasterio, 2008).

5.2 Lesiones histologicas

Las alteraciones histopatolégicas mas relevantes son necrosis, proliferacion del tejido
conectivo y alteraciones vasculares (Larenas et al., 1995; Manneschi, 2011). Ademas, se
observa la formacién de trombos, invasién de células inflamatorias, aparicion de granulos
basofilicos, asi como la aprecia de fibrosis y edema del tejido hematopoyético renal
(Branson y Nieto Diaz-Mufioz, 1991; Larenas et al., 1997). También se puede encontrar
macrofagos conteniendo organismos dentro del citoplasma, coagulacion intravascular,
inflamacion perivascular, pericarditis, endocarditis, lesion inflamatoria crénica en la lamina

propia del intestino, incremento del nimero de células granulares del estrato granuloso



intestinal e hiperplasia y fusion laminillar (Cubillos et al.,, 1990; Sernapesca, 2013;
Stefansson et al., 1991).

6. METODO DE DIAGNOSTICO DEL AGENTE

Respecto a los métodos de diagndstico, la manera de confirmar la presencia del patdégeno
viable en los tejidos es mediante el aislamiento de este en diferentes lineas celulares o en
medios de cultivo libres de célula, como el descrito por Mauel et al. (2008). La confirmacién
de Piscirickettsia salmonis en cultivo celular puede hacerse mediante la prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) o por la prueba de la reaccion en cadena de polimerasa
(PCR) (OIE, 2006). Alternativamente, la bacteria puede detectarse en frotis de tejidos
tefiidos con Giemsa (OIE, 2006).

Inmunofluorescencia indirecta

La técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) desarrollada por Lannan et al. (1991), es
actualmente la mas utilizada y ampliamente implementada en los laboratorios por ser un
método rapido, simple y sensible para la deteccidon del agente. No hay requerimientos de
estrictas condiciones de asepsia como es el caso del aislamiento. Se puede realizar esta
técnica en frotis de tejidos o de sangre las que deben ser fijadas en metanol u otro fijador
citoldgico. Las muestras no utilizadas deben ser almacenadas a -20°C (Lannan et al., 1991).
Para el caso de Piscirickettsia salmonis al ser observada bajo el microscopio de
fluorescencia se ve de un color verde manzana y con su caracteristica morfologia cocoide,
destacandose su contorno lo cual le confiere una forma de anillo (Lannan et al., 1991,
Larenas etal., 1996).

La prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI) incorpora como primer anticuerpo
inmunoglobulina IgG de ratdn anti Piscirickettsia salmonis y como segundo anticuerpo una
IgG comercial anti-raton conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) u otro
compuesto fluorescente. Al examinarlo con iluminacion de campo oscuro, en un
microscopio que tenga una luz ultravioleta, las particulas antigénicas unidas al Ac marcado

se observan brillantes y fluorescentes. Ademas, esta técnica ha sido modificada por Larenas
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et al. (1996) mediante el uso de microondas lo cual disminuye el tiempo requerido para la
incubacion del primer y segundo anticuerpo. Los resultados obtenidos y la calidad de
observacion alcanzada son buenas, sin afectar la sensibilidad y especificidad de la prueba
(Larenas et al., 2005).

7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segln Salinas (1998), en un trabajo experimental utilizando trucha arcoiris que fueron
inoculadas via intraperitoneal con Piscirickettsia salmonis, se obtuvo como resultado la
presencia del agente en rifidén, orina, bilis y heces; significando esto la eliminacién y

posterior diseminacion del agente mediante via fecal.

De acuerdo a Larenas et al. (2005), en alevines de salmon coho (Oncorhynchus kisutch)
infectados naturalmente via vertical, se diagnosticé la presencia de Piscirickettsia salmonis
en rifion y heces, teniéndose como resultado que sélo un alevin demostr6 positividad del
agente en ambas muestras; 10 presentaban el agente sélo en rifion y 11 s6lo en las heces
(Tabla 1); indicando en este Gltimo caso que se logra eliminar y diseminar el agente via fecal
aun cuando en el rifion resulte negativo a la presencia de Piscirickettsia salmonis.

Tabla 1. Namero de alevines de salmén coho (Oncorhynchus kisutch) segun deteccion por IFI de
Piscirickettsia salmonis en frotis renal y de heces (Larenas et al., 2005).

Rif6n (+) RifoN (-) Total
Heces (+) 1 10 11
Heces (-) 11 78 89
Total 12 88 100

+ : Presencia de Piscirickettsia salmonis
- : Ausencia de Piscirickettsia salmonis

En un trabajo realizado por Solis (2002), en reproductores macho y hembra de salmén del
Atlantico (Salmo salar), salmén coho (Oncorhynchus kisutch) y trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), afectados naturalmente por piscirickettsiosis; se compard la
presencia de Piscirickettsia salmonis en muestras de tejido renal y de fluido celémico o

seminal en hembras y machos respectivamente. La especie salmén coho (Oncorhynchus



kisutch) fue la que presenté el mayor porcentaje de positividad siendo las hembras
eliminadoras del agente por sus fluidos. Esto podria indicar que existe mayor probabilidad
de encontrar a un individuo positivo para su frotis renal que para su frotis de fluido celémico

0 seminal.

Segn la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) (2006), indica que para
diagnosticar la piscirickettsiosis en peces afectados por la enfermedad, se recomienda usar
como muestras frotis o improntas tomadas directamente del rifion (parte posterior); en el

caso de usar la prueba de inmunofluorescencia indirecta.

Por otro lado, la excrecion de Piscirickettsia salmonis mediante las heces s6lo se ha
demostrado en truchas arcoiris inoculadas via intraperitoneal en agua dulce; sin embargo no
existe informacion bibliografica que demuestre si esta via de eliminacion se presenta en la

especie salmén coho (Oncorhynchus kisutch) cultivada en agua de mar.

De acuerdo a los antecedentes descritos, no se ha establecido que muestra de 6rgano(s) es el
mas adecuado para un correcto diagndstico de la infeccidn. Al respecto, actualmente para el

diagndstico son usados el tejido renal y hepético, de acuerdo a la OIE.

En el presente trabajo se diagnostico, mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI), la
presencia del agente en muestras de tejido renal, hepatico, esplénico y heces de salmones
coho cultivados en agua de mar durante un brote de piscirickettsiosis. Ademas, mediante las
pruebas estadisticas Q de Cochram y Mc Nemar, se establecié una asociacion de la

presencia de Piscirickettsia salmonis entre los 6rganos y con las heces.
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HIPOTESIS 1

Existe presencia de Piscirickettsia salmonis en rifion, higado, bazo y heces de salmén coho

(Oncorhynchus kisutch), bajo condiciones de cultivo en agua de mar.

HIPOTESIS 2

Existe asociacion de la presencia de Piscirickettsia salmonis entre los drganos y heces de

salmén coho (Oncorhynchus kisutch) que presenten signos clinicos de piscirickettsiosis.

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la presencia y asociacion de la Piscirickettsia salmonis en el rifidn, higado, bazo
y heces en salmon coho (Oncorhynchus kisutch) que presenten signos clinicos de

piscirickettsiosis.

Objetivos especificos

1. Determinar la presencia de la Piscirickettsia salmonis en rifion, higado y bazo mediante
la técnica inmunofluorescencia indirecta (IFI).

2. Determinar la excrecion de Piscirickettsia salmonis en heces mediante la técnica
inmunofluorescencia indirecta (IFI).

3. Determinar la asociacion de la presencia de Piscirickettsia salmonis entre rifion,

higado, bazo y heces de salmén coho (Oncorhynchus kisutch).

11



MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio Nacional de Referencia para el
Diagnostico de Enfermedades de Especies Hidrobioldgicas, Unidad de Anatomia Patoldgica,
Departamento de Patologia Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile.

1. OBTENCION DE FROTIS RENALES, HIGADO, BAZO Y HECES

Se emplearon 19 salmones coho (Oncorhynchus kisutch) en etapa adulta moribundos o
muertos correspondientes a la mortalidad del dia, que presentaban signos clinicos de
piscirickettsiosis, provenientes de diferentes jaulas de un mismo centro ubicado en la Region
de los Lagos-Chile, zona endémica de la enfermedad. El diagnostico fue realizado por la

empresa de acuerdo a sus protocolos sanitarios y segun la normativa de Sernapesca.

Los peces moribundos escogidos se encontraban orillados o con letargia que posteriormente
fueron previamente eutanasiados mediante un golpe en la cabeza. Ademas, se seleccionaron
peces muertos que pertenecian a la mortalidad del dia recogida por buzos. Todos los peces
seleccionados presentaban lesiones macroscopicas evidentes de la enfermedad; donde las
Ulceras eran la lesion mas prominente. Posteriormente los individuos fueron analizados

mediante un estudio de necropsia para luego obtener muestras de frotis de érganos y heces.

El procedimiento de necropsia se realizé en una balsa jaula techada y acondicionada para
realizar esta operacion de acuerdo a la normativa vigente. El proceso de necropsia se realizd
de acuerdo a lo descrito por Acufia et al. (2014). Basicamente esta consistié en realizar un
corte abdominal ventral desde la zona del opérculo hasta el ano, luego un segundo corte por
el lado izquierdo del pez que discurre desde la zona anal hasta el extremo superior del
opérculo y un tercero paralelo al opérculo que une a los dos cortes anteriores, de tal manera

de facilitar el muestreo de los 6rganos de interés y evitar una posible contaminacion cruzada.

12



Como muestras se tomaron frotis de tejido renal, higado, bazo y contenido fecal. Para
obtener la muestra de rifidn, se realiz6 un corte longitudinal con un bisturi en la region mas
posterior del rifion; luego se introdujo un coton en la zona de la incisién. Posteriormente se
realiz6 el frotis en un portaobjetos debidamente rotulado indicando el nimero de pez y
6rgano muestreado. El frotis se fijé con un fijador citoldgico (Citofix®)*. El procedimiento
de toma de muestras del higado y bazo fue de forma similar que el rifidén. En el caso de la
toma de muestra de las heces, se realizd con un corte longitudinal en la parte posterior del

intestino procediéndose a realizar un frotis del contenido intestinal.

Luego de obtenerse todas las muestras, éstas fueron refrigeradas. Durante su transporte
desde el centro de cultivo hacia Santiago, se mantuvieron en un contenedor con bolsas de
hielo, para tratar de mantener la temperatura lo mas baja posible. Las muestras fueron
recibidas en el laboratorio en mencién y almacenadas a temperatura de refrigeracion hasta su

uso.

2. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Todas las muestras obtenidas fueron procesadas mediante la técnica de inmunofluorescencia
indirecta, de acuerdo a lo previamente establecido por Lannan et al. (1991) y modificada de
acuerdo a los protocolos propios del laboratorio (Anexo N°1).

Para el andlisis de las muestras se utilizé un “kit” comercial de inmunofluorescencia
indirecta (SRS-FluoroTest Indirecto®?) para detectar la presencia de Piscirickettsia

salmonis.

A cada muestra se afiadié 10 pL de solucion de trabajo (102 en PBS) del primer anticuerpo
anti-Piscirickettsia salmonis producido en raton. Después cada frotis se procedio a incubar
en una camara cerrada, humeda y oscura por 60 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se realizé un lavado completo de la muestra con PBS (pH = 7,05), por 5

minutos.

! Laboratorio Linsan, Santiago, Chile
2 Grupo Bios, Santiago, Chile
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En la etapa siguiente, se agrego a la muestra 10 pL de solucién de trabajo (102 en PBS) del
segundo anticuerpo anti-raton conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Los frotis
se incubaron en una camara cerrada, himeda y oscura por 60 minutos a temperatura

ambiente y posteriormente se siguio el mismo procedimiento anterior de lavado.

Los cubreobjetos se montaron usando un medio de montaje acuoso Fluorogel®3. Para
visualizar las muestras en un microscopio de epifluorescencia se utilizd una longitud de

onda de 494 nm, utilizdndose un aumento de 1000X.

3. CONTROLES
3.1 Control positivo

Como controles positivos, se usaron frotis de una alicuota de cultivo celular CHSE-214
infectada con Piscirickettsia salmonis (100% de efecto citopatico). Para confirmar la

presencia del agente se realizaron pruebas de tincion Giemsa, Gram, IFl y PCR.

3.2 Control negativo

Como controles negativos de la prueba se utilizaron frotis de los mismos tejidos analizados
provenientes de truchas arcoiris clinicamente sanas que provenian de una piscicultura
ubicada en la Region de Valparaiso, zona la cual nunca se han presentado o registrado brote
de piscirickettsiosis. Para comprobar que estos frotis estuviesen libres de la bacteria se
realizd pruebas de Gram, IFI y PCR. Por otra parte, como control negativo se utiliz6 frotis
de cultivos celulares libres de la bacteria. Ademas, como control de especificidad se obvio el

uso del primer anticuerpo en algunas muestras.

3 Empresa Fermelo, Santiago, Chile
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4. OBSERVACION DEL AGENTE

Para visualizar la presencia de Piscirickettsia salmonis en las muestras, se utilizd6 un
microscopio* de epifluorescencia con una longitud de onda de 494 nm. Para cada muestra se
observaron 10 campos microscopicos con un aumento de 1000X, de acuerdo a los descrito
por Smith et al. (1999). Las muestras fueron clasificadas como negativas (-) o positivas (+).
En este ultimo caso, correspondié a la deteccion de a lo menos una bacteria dentro de los 10

campos visuales.

5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados mediante las pruebas estadisticas no paramétricas Q de Cochran

y Mc Nemar (que usa la distribucion chi?).

5.1 Comparacion de diferencias entre todas las muestras

Primero se realizo la prueba de Cochran (Q), para comparar la presencia de Piscirickettsia
salmonis en los érganos y heces. Los resultados de la prueba fueron ordenados en un tabla
de dos vias que tiene N filas y k columnas, a los resultados positivos se les asigné el namero
1y a los negativos el namero 0. La hip6tesis nula (Ho) indica que la probabilidad de obtener
una respuesta positiva es la misma para cada una de las cuatro muestras y la hipotesis
alternativa (H1) sefiala que la probabilidad de registrar una respuesta positiva para cada una
de las cuatro muestras difiere. La formula utilizada para este modelo estadistico, se sefiala a

continuacion (Siegel, 1956):

4 Nikon, modelo Optiphot-2, Tokio, Japén.
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XQQ=(K—1) [K £ Gn? — (£ Gn)¢]
K IZLc—XLe?

Donde:

X% : Estadistico ji cuadrado de la prueba Q de Cochran.

K : Ndmero de tratamientos.
Gn  : Ndmero total de respuestas de cambio de cada tratamiento positivas en la columna.
Lc : NUmero total de respuestas de cambio por individuo de la muestra.

5.2 Medicion de la asociacion entre 6rganos y heces

La asociacion estadistica consiste en determinar que Piscirickettsia salmonis esté presente
en ambos 6rganos comparados; para ello se utilizo6 el método Mc Nemar (x2) (Dawson-
Saunders y Trapp, 1997; Martin et al., 1997), permitiendo evaluar la concordancia que existe
entre dos tratamientos diferentes en un mismo grupo de individuos; utilizandose un nivel de

significancia de 0,05 para determinar la asociacion entre rganos y heces.

Para las determinaciones de las asociaciones, se utiliz6 una tabla de contingencia
agrupandose en pares de acuerdo a lo sefialado por Thrusfield (1990) y Martin et al. (1997).

Una adaptacidn de esta tabla se ilustra a continuacion:
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Estado verdadero
Total
Infectado No infectado

Infectado a b a+b
Resultado
de la Prueba

No infectado c d c+d

Total a+c b +d a+b+c+d
Donde:

a : Son los 6rganos de los individuos que fueron detectados como positivos por la prueba

inmunofluorescencia indirecta (IFI) y que son verdaderamente positivos.

b : Son los drganos de los individuos falsos positivos. La prueba diagnostica
inmunofluorescencia indirecta (IFI) los define como positivos pero en realidad son

negativos.

c : Son los organos de los individuos falsos negativos. La prueba diagnostica
inmunofluorescencia indirecta (IFI) los define como negativos pero en realidad son

positivos.

d : Son los érganos de los individuos que fueron detectados como negativos por la prueba
diagndstica inmunofluorescencia indirecta (IFI) y que son verdaderamente negativos.

a+ c: Esel total de 6rganos verdaderamente positivos.
b + d : Es el total de 6rganos verdaderamente negativos.

a + b : Es el total de drganos de los individuos definidos como positivos por la prueba

diagnostica.

c +d : Es el total de 6rganos de los individuos definidos como negativos por la prueba

diagnostica.
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RESULTADOS

1. DETECCION DE Piscirickettsia salmonis EN HIGADO, RINON, BAZO Y HECES

Todos los salmones presentaron signos y/o lesiones macroscépicas que han sido descritas
para la enfermedad. Dentro de estas se observo principalmente Ulceras prominentes en la

piel, palidez hepatica y hemorragias en 6rganos abdominales.

Los resultados de positividad o negatividad de los 6rganos y heces obtenidas por medio de la
técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) para la totalidad de las muestras, se muestran
en la Tabla 2.

Tabla 2. Deteccion de Piscirickettsia salmonis mediante inmunofluorescencia indirecta (IF1) en frotis de
rifion, higado, bazo y heces de salmén coho (Oncorhynchus kisutch).

ORGANOS
PEZ — .
RINON HIGADO BAZO HECES
1 - - + -
2 + - + +
3 + + - -
4 - + - -
5 + + - +
6 - - - +
7 - - - +
8 + + - -
9 + + - -
10 + + - -
11 - + - +
12 - + - -
13 - + + -

(Continta)
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(Continuacion)

ORGANOS
PEZ — .
RINON HIGADO BAZO HECES
14 . - . +
15 + + - -
16 - + + +
17 + + - +
18 + + - -
19 + - . +
Total positivos 10 13 4 9
Totgl 9 6 15 10
negativos
TOTAL 19 19 19 19
% positivos 52,6 68,4 21,1 47,4

+ : Presencia de Piscirickettsia salmonis
- : Ausencia de Piscirickettsia salmonis

En la Tabla 3 se muestra un resumen de la sumatoria de positividad, negatividad y el

porcentaje de positividad

de los oOrganos y heces encontrados a la presencia de

Piscirickettsia salmonis. Para el total de muestras (n=19), se obtuvo un 52,6% de positividad

a Piscirickettsia salmonis en rifién, un 68,4% en higado, un 21,1% en bazo y un 47,4% en

heces.

Tabla 3. Porcentaje de positividad de Piscirickettsia salmonis en 6rganos y heces en salmén coho

(Oncorhynchus kisutch).

Rifion Higado Bazo Heces
+ 10 13 4 8
- 9 6 15 11
% Positividad 52,6 % 68,4 % 21,1 % 47,4 %
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En el siguiente grafico se muestra a manera ilustrativa los resultados de la Tabla 2

68,4 %

PORCENTAJE -~

T s2,8%

21,1%

20,0%

10,0%

0,0%
RIRGN Higapo BAZO HECES
ORGANOS

Gréfico 1. Porcentaje de positividad de Piscirickettsia salmonis en 6rganos y heces
en salmén coho (Oncorhynchus kisutch)

2. ANALISIS ESTADISTICO

2.1 Determinacion del grado de asociacion entre las muestras de los 6rganos y heces en

forma conjunta mediante la prueba Q de Cochran (Q)

Para este calculo se emplearon los resultados de la Tabla 2. En el caso de las muestras
analizadas el valor fue de Q = 5,95. Este valor es superior al valor critico de Q = 5,9;
definido para todas aquellas pruebas con un grado de libertad y un nivel de significancia

de un 5%. Por lo tanto, las pruebas difieren al ser analizados en forma conjunta.

2.2 Analisis para determinar la asociacion entre los 6rganos y heces a través de la

prueba Mc Nemar (x?)

Para calcular estas asociaciones estadisticas se construyeron las siguientes tablas de

contingencia agrupando los érganos en pares (Tablas 4 a 9).
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Tabla 4. Deteccion de Piscirickettsia salmonis en frotis de rifion e higado de salmones coho
(Oncorhynchus kisutch) afectados por un brote de piscirickettsiosis.

RINON
+ - TOTAL
+ 7 5 12
HIGADO - 3 4 7
TOTAL 10 9 19

Valor 0,125 (p > 0,01)

Tabla 5. Deteccion de Piscirickettsia salmonis en frotis de rifion y bazo de salmones coho
(Oncorhynchus Kisutch) afectados por un brote de piscirickettsiosis.

RINON
+ - TOTAL
+ 2 3 5
BAZO - 8 6 14
TOTAL 10 9 19
Valor 3,27 (p > 0,01)

Tabla 6. Deteccion de Piscirickettsia salmonis en frotis de rifidn y heces de salmones coho
(Oncorhynchus kisutch) afectados por un brote de piscirickettsiosis.

RINON
+ - TOTAL
+ 4 5 9
HECES - 6 4 10
TOTAL 10 9 19
Valor 0,36 (p > 0,01)

Tabla 7. Deteccidn de Piscirickettsia salmonis en frotis de higado y bazo de salmones coho
(Oncorhynchus kisutch) afectados por un brote de piscirickettsiosis.

HIGADO
+ - TOTAL
+ 2 2 4
BAZO - 11 4 15
TOTAL 13 6 19

Valor 7,69 (p < 0,01)




Tabla 8. Deteccion de Piscirickettsia salmonis en frotis de higado y heces de salmones coho
(Oncorhynchus kisutch) afectados por un brote de piscirickettsiosis.

HIGADO
+ - TOTAL
+ 4 5 8
HECES ] 8 2 11
TOTAL 12 7 19

Valor 1,23 (p >0,01)

Tabla 9. Detecci6n de Piscirickettsia salmonis en frotis de bazo y heces de salmones coho
(Oncorhynchus kisutch) afectados por un brote de piscirickettsiosis.

BAZO
+ - TOTAL
+ 2 7 8
HECES - 3 7 11
TOTAL 5 14 19

Valor 0,9 (p > 0,01)

2.3 Resumen de asociaciones a la presencia de Piscirickettsia salmonis en frotis de

organos y heces

En la Tabla 10, se resumen los resultados obtenidos al determinar la asociaciéon

existente entre los 6rganos y heces de salmén coho (Oncorhynchus kisutch).

Tabla 10. Resumen de asociacion encontrada entre los 6rganos y heces de salmdn coho (Oncorhynchus

kisutch).
HIGADO BAZO HECES
RINON SI
HIGADO
BAZO
HECES

S| : Si hay asociacion
NO : No existe asociacion
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DISCUSION

En la salmonicultura en Chile, las enfermedades han significado un serio problema para su
desarrollo, constituyéndose en un freno para su avance. Dentro de las principales patologias,
la piscirickettsiosis, descrita hace mas de 25 afios, sigue siendo la principal causa de altas
pérdidas econdmicas por concepto de mortalidad, costos en tratamientos, vacunaciones y en
ciertos casos mas extremos, por la eliminacion completa de “stocks” afectados (Camussetti
et al., 2015). Esta enfermedad continta siendo dificil de controlar y se requiere mayor
investigacion del ciclo de vida del agente etioldgico para desarrollar estrategias efectivas de

control (Rozas y Enriquez, 2014).

La fuente y reservorios de Piscirickettsia salmonis en el ambiente natural, asi como el modo
de transmision aln se desconocen (Rozas y Enriquez, 2014). Si bien se ha determinado que
no existe necesidad de vectores para la transmision de la bacteria en el mar (Olivares et al.,
2010). Aungue la transmision horizontal se ha demostrado en forma experimental, poco se
conoce con respecto a la forma que ella ocurre en condiciones de cultivo, especialmente lo
relacionado con los mecanismos de eliminacion del agente al medio y posterior via de

ingreso al hospedador.

Por otra parte, dentro de los métodos de diagndstico recomendados para la piscirickettsiosis,
el més concluyente es la inoculacion de lineas celulares, pero la contaminacion de estos es
altamente probable (Lannan y Fryer, 1991; Garcés et al., 1991). Otras técnicas descritas son:
tincién de Gram, Giemsa, azul de toluidina y naranja de acridina (Bravo y Campos, 1989).
Por otra parte segun la OIE, como método de diagndstico se recomienda usar la técnica de
inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos (IFI) o la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (OIE, 2006).

La técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) es una prueba que es ampliamente usada
para la deteccion y diagndstico de enfermedades tanto en medicina humana como animal,
demostrando ademas ser una técnica sencilla, rapida y no requerir condiciones asépticas para

la deteccidn del agente y diagnoéstico de la enfermedad (Yariez et al., 2015). La técnica de

23



inmunofluorescencia indirecta (IFI) para detectar Piscirickettsia salmonis, fue descrita y
desarrollada por primera vez por Lannan et al. (1991), utilizdndose un anticuerpo primario
especifico que reacciona a la presencia de Piscirickettsia salmonis, y un anticuerpo
secundario que se une con el primer anticuerpo y que ademas se encuentra marcado con un

fluorocromo.

Segun Lannan et al. (1991), para demostrar que los anticuerpos usados en IFI no
reaccionaban de manera inespecifica, fueron probados en peliculas de sangre, secciones de
tejido, frotis de tejido, y con otras dos bacterias Gram-negativas y dos Gram-positivas
patégenas de salmonidos, no existiendo reaccion inespecifica o cruzada de los anticuerpos

usados y ademas la bacteria pudo ser claramente diferenciada del material de fondo.

En el presente trabajo se tomaron muestras de rifion, higado, bazo y heces de salmones coho
(Oncorhynchus kisutch) afectados por un brote de piscirickettsiosis. Para ello se escogieron
individuos moribundos y provenientes de la mortalidad del dia para evitar los procesos
propios del post mortem temprano que podrian alterar los resultados del diagndstico
(Henriguez, 2013). Ademas, se observo que las lesiones macroscopicas en todos los peces
no eran las mismas lo cual puede indicar diversos estados de la infeccion (Salinas, 1998).
Estos factores antes mencionados podrian alterar o producir alguna variabilidad de
resultados entre cada individuo. Se analizaron un total de 19 salmones coho (Oncorhynchus
kisutch) que provenian de un centro de cultivo en agua de mar los cuales fueron analizados
para la deteccion de Piscirickettsia salmonis a través de la prueba diagnostica de

inmunofluorescencia indirecta (IFI).

Por otra parte, con el propdsito de reducir otros factores de error en el diagndstico, se utilizd
un solo protocolo y las muestras fueron tomadas siempre en una misma zona determinada
para el rifion, higado, bazo y heces de todos los peces. Al respecto, no existe una publicacion
que indique area o areas de los 6rganos o tejidos que sean mas representativos para una

buena toma de muestra.

Para realizar el diagnéstico de la presencia de Piscirickettsia salmonis, se utilizé el método

de diagndstico de inmunofluorescencia indirecta (IFI) de acuerdo a lo descrito previamente
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(Lannan et al. 1991). Dicha prueba, correspondiente a un “kit” comercial, contiene una
mezcla de anticuerpos monoclonales, lo que le confiere a la técnica una mayor sensibilidad y
especificidad (Diaz, 1999).

Segin Diaz (1999), en un trabajo realizado para comparar las pruebas diagnosticas
inmunofluorescencia indirecta (IFI1) y dos ensayos inmunoenzimaticos, uno ellos donde se
utilizé como primer anticuerpo un monoclonal (ELISAm) y el otro un policlonal (ELISAp)
para detectar Piscirickettsia salmonis, demostré que la prueba de inmunofluorescencia
indirecta (IFI) presentd mayor sensibilidad y especificidad que los ensayos
inmunoenzimaticos. A diferencia, las pruebas de ELISA demostraron un porcentaje elevado

de falsos positivos y negativos.

La OIE (2006) ha establecido que al usar la técnica de inmunofluorescencia para el
diagnostico de la infeccidn, hay que utilizar rifién e higado, ello basado en publicaciones
donde se describe la histopatologia de la enfermedad. Sin embargo, hasta la fecha no existe
ningun trabajo que indique cual o cuales son los mejores 6rganos para diagnosticar a los

animales infectados.

En el presente trabajo, se comprobd que los drganos que presentaron mayor positividad al
agente etiologico mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI), fueron el higado, rifion y
heces con un 68,4%, 52,6% y 47,4%, indicando que ningun érgano en forma independiente
es capaz de detectar el 100% de los animales con piscirickettsiosis, por ello es necesario

asociar los 6rganos para un efectivo diagnostico de la enfermedad.

Para analizar los resultados independientemente de la prueba estadistica, se asociaron los
Organos tomandose las muestras en pares y de a tres, lo que se muestra en el Gréafico 2, para
establecer cuél es la mejor asociacién capaz de detectar el 100% de los animales infectados

con Piscirickettsia salmonis.
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Grafico 2. Porcentaje de deteccion de Piscirickettsia salmonis segun la
asociacion de érganos para el diagnostico de piscirickettsiosis

De acuerdo al Grafico 2, se muestra que la asociacion de rifion e higado sélo es capaz de
detectar el 78,9% de los animales positivos al agente; por otro lado se demuestra que la
asociacion de higado, bazo y heces detecté el 100% de los animales infectados. Esto no
concuerda con que establece la OIE, que indica que los mejores drganos para diagnosticar la
piscirickettsiosis son solo rifién e higado.

En un trabajo realizado por Larenas et al. (2005), en alevines de salmdn coho
(Oncorhynchus kisutch), clinicamente sanos, se realizaron frotis de riidn y de heces
obteniéndose como resultado mediante IFI 12% y 11% de positividad a Piscirickettsia
salmonis respectivamente. Al respecto, en el presente trabajo también realizado en salmén
coho (Oncorhynchus kisutch) pero en etapa adulta se obtuvo 52,6% para el rifion y 47,4%
en heces. Estas diferencias, obtenidos en la misma especie, podrian estar dadas por la

diferente condicién clinica de los animales.

Este trabajo demuestra por primera la eliminacion de Piscirickettsia salmonis via fecal al
medio marino en salmones coho (Oncorhynchus kisutch), lo que concuerda con trabajos
realizados en truchas arcoiris mantenidas en condiciones de cultivo en agua de mar (Peirano,
2015), sin embargo, es necesario establecer si el agente es viable y logra afectar a otras

especies susceptibles, tanto salménidos como no salmoénidos. Al respecto, Correal (1995),
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demostro la presencia de Piscirickettsia salmonis en peces silvestres como pejerrey
(Basilichthys australis), robalo (Eliginops maclovinus), cabrilla (Paralabrax humeralis),
merluza (Merluccius sp.), jurel (Trachurus murphy), asi como también en moluscos y

crustaceos como choritos (Mytilus chilensis).

En un estudio realizado por Peirano (2015), realizado en trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) provenientes de un centro de cultivo en agua de mar, en el que busco la presencia de
Piscirickettsia salmonis en muestras de rifion, higado y heces, se obtuvo como resultados
83,3%, 70,8% y 62,5% respectivamente mediante la técnica de Reaccion de Cadena en
Polimerasa (PCR). Al respecto, los resultados del presente trabajo concuerdan con el estudio
de Peirano (2015), al demostrar que los peces cultivados en agua de mar con signologia
también logran excretar el agente via fecal, y que ninguno de los érganos y heces presentd el
100% de positividad a la presencia de Piscirickettsia salmonis, inclusive usando la técnica
molecular PCR que es mas sensible y especifica que la técnica de inmunofluorescencia
indirecta (IFI) (Reyes et al, 2006).

Si bien el presente trabajo demuestra que los salmones coho (Oncorhynchus kisutch) con
signologia logran eliminar Piscirickettsia salmonis via fecal, seria interesante determinar y
estudiar si los peces infectados, clinicamente sanos también logran eliminar el agente por

esta via.

Segln Shannon et al. (1996), existen algunas bacterias, que afectan a las especies de
salmoénidos y no salmoénidos, que son capaces de sobrevivir en el estbmago para
posteriormente crecer y multiplicarse en el intestino, como en el caso de Vibrio anguillarum,
agente causal de la vibriosis en los salmonidos. Este agente es capaz de soportar el bajo pH y
a las enzimas encontradas en el estomago, para posteriormente desarrollarse en el intestino y
ser eliminado via fecal. Al respecto, no existe publicacion que indique si Piscirickettsia
salmonis es capaz de sobrevivir y soportar el bajo pH y a las enzimas encontradas en el

estdmago para posteriormente ser eliminada via fecal y ser viable e infectar asi a otros peces.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis, se determind la excrecion via fecal del

agente en salmon coho (Oncorhynchus kisutch), si bien el modo por el cual la bacteria
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llegaria al material fecal de los peces infectados se desconoce. Al respecto, en un estudio
para conocer las vias de excrecion de Piscirickettsia salmonis, Salinas et al. (1998) demostro
la presencia del microorganismos en rifion, heces, orina y bilis en truchas arcoiris
experimentalmente infectados y cultivadas en agua dulce. De acuerdo a ello, la bacteria
podria ingresar al intestino y posteriormente ser eliminado via fecal por medio de la bilis.

Por otra parte, no se puede descartar la eliminacién por la orina.

Segun un trabajo de Solis (2002), realizado en reproductores de salmén coho (Oncorhynchus
kisutch), salmén del Atlantico (Salmo salar) y trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se
comparo la presencia de Piscirickettsia salmonis en tejido renal, fluido seminal y celomico
en macho y hembra respectivamente. Se encontré que en el salmén del Atlantico habia
positividad al agente en tejido renal y no en fluido seminal ni celémico; para el caso de la
trucha arcoiris no se encontr6 el agente en el tejido renal y si en el fluido celémico y
seminal; y para el salmén coho se presentd positividad en ambos tejidos, indicandose
diferencias por especies de salmonidos. Al respecto, seria interesante comprobar si los
resultados obtenidos en este trabajo son extrapolables a otras especies de salmoénidos

cultivados en Chile.

Los resultados de asociacion de la presencia de la Piscirickettsia salmonis mediante IFI en
las muestras de los drganos higado, bazo y heces encontrados en el presente trabajo,
proporcionan un importante avance en la epidemiologia de la piscirickettsiosis. Sin
embargo, seria recomendable la generacién de mayores datos para perfeccionarlos y
profundizar la validacion de éstos, sobre mayores poblaciones que representen la mayor

cantidad de variables de cultivo presentes en los centros de salmonicultura en Chile.

Finalmente este trabajo permite confirmar la eliminacion de Piscirickettsia salmonis por las
heces en salmones coho (Oncorhynchus kisutch) cultivado en agua de mar, lo cual sélo se
habia observado de forma experimental. Por lo tanto, es posible pensar que el agente es

viable y existe el riesgo de transmision horizontal hacia otras especies susceptibles.
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CONCLUSIONES

Piscirickettsia salmonis mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) se
detecto en todos los 6rganos estudiados y heces de salmén coho (Oncorhynchus kisutch)

cultivados en agua de mar.

Se encontr6é una mayor frecuencia del agente en el higado con un 68,4% de positividad y en
segunda instancia el rifidn con un 52,6%, indicando que ninguno de los dos 6rganos fue

suficiente para detectar el 100% de los peces positivos a Piscirickettsia salmonis.

El presente trabajo demuestra que en conjunto frotis de higado, bazo y heces, es posible

detectar el 100% de los peces infectados con la bacteria.
Piscirickettsia salmonis se encontré por primera vez en las heces de salmén coho
(Oncorhynchus kisutch) que presentaban lesiones macroscopicas de piscirickettsiosis

provenientes de un cultivo en agua de mar.

Estadisticamente se encontr asociacion en la presencia de Piscirickettsia salmonis entre

todos los 6rganos a excepcion entre higado y bazo.
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ANEXO N°1

Protocolo inmunofluorescencia indirecta (IFI) para la deteccion de Piscirickettsia

salmonis

1. Aplicar 10 ul del ler anticuerpo monoclonal anti-Piscirickettsia. salmonis (Grupo Bios®)

hecho en raton diluido en una solucion 102.

2. Incubar la muestra en una camara oscura y humeda durante 60 minutos a temperatura

ambiente. Evitando que se seque los anticuerpos

3. Lavar completamente la muestra con PBS (pH: 7,0) mediante el uso de una botella de

lavado por 5 minutos

4. Aplicar 10 pl del 2do anticuerpo anti-ratobn marcado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC)diluido en una solucién 1072,

5. Incubar las muestras en una camara oscura y humeda durante 60 minutos a temperatura

ambiente. Evitando que se seque los anticuerpos

6. Lavar completamente la muestra con PBS (pH: 7,0) mediante el uso de una botella de

lavado por 5 minutos.
7. Montar la muestra con un medio de montaje acuoso (Fluorogel 11®).

8. Ver la muestra en un microscopio de epifluorescencia utilizando 10 campos visuales y un
aumento de 1000X.
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FIGURAS

Figura 1. La fotografia muestra signos clinicos propios de la
piscirickettsiosis. Se observa abundante cantidad de Ulceras
correspondientes a Piscirickettsiosis salmonis en salmén coho
(Oncorhynchus kisutch) cultivados en agua de mar.

Figura 2. Frotis renal. Se observa abundante cantidad de
microorganismos cocoides correspondientes a Piscirickettsiosis salmonis
en salmén coho (Oncorhynchus kisutch) cultivados en agua de mar.
Inmunofluorescencia indirecta (IFI). 2000X.
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Figura 3. Frotis de higado. Se observa abundante cantidad de
microorganismos cocoides correspondientes a Piscirickettsia salmonis
en salmén coho (Oncorhynchus kisutch) cultivados en agua de mar.
Inmunofluorescencia indirecta (I1FI). 1000X.

Figura 4. Frotis de bazo. Se observa abundante cantidad de
microorganismos cocoides correspondientes a Piscirickettsia salmonis
en salmén coho (Oncorhynchus kisutch) cultivados en agua de mar.
Inmunofluorescencia indirecta (IFI). 1000X.
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Figura 5. Frotis de heces. Se observa abundante cantidad de
microorganismos cocoides correspondientes a Piscirickettsia salmonis
en salmoén coho (Oncorhynchus kisutch) cultivados en agua de mar.
Inmunofluorescencia indirecta (IFI). 1000X.
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