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CAPITULO I: MONOGRAFIA

DETECCION DE Piscirickettsia salmonis EN EL ECTOPARASITO
Caligus rogercresseyi.

REVISION BIBLIOGRAFICA

Piscirickettsia salmonis

La piscirickettsiosis es una enfermedad que afecta principalmente a salménidos y
cuyo agente etiologico es Piscirickettsia salmonis y que fue descubierto por primera
vez en el salmén coho (Oncorhynchus kisutch) en 1989 en Chile (Fryer et al., 1990).
Es un agente bacteriano, gramnegativo, intracelular facultativo (Karatas et al., 2008),
aerobico y altamente patégeno (Fryer y Hedrick, 2003). Morfoldgicamente
corresponde a un microorganismo inmavil, sin capsula, pleomdrfico, habitualmente
cocoide, que se encuentra en forma de pares o en anillo y de un tamafio que varia
entre 0,5 y 1,5 um de diametro (Fryer et al., 1990, Cvitanich et al., 1991). Mediante
microscopia electronica se ha observado que el agente posee en la superficie dos
capas: una membrana externa ondulada que forma parte de la pared celular y una
membrana interna citoplasmatica (Fryer et al., 1990). Se relaciona filogenéticamente
con el género Coxiella y Francisella y se agrupa con la subdivision Gamma de las
proteobacterias. Piscirickettsia salmonis se ha detectado en el salmén coho, salmén
rey (O. tshawytscha), salmon japonés (O. masou), trucha arcoiris (O. mykiss),
salmoén rosado (O. gorbuscha) y salmon del Atlantico (Salmo salar) (Fryer et al.,
1992). Cuando la enfermedad fue recién descrita se describié una mortalidad en las
jaulas de engorda de entre un 30% a un 90% entre los salmones criados en Chile
(Bravo y Campos, 1989).

Principales hospederos de Piscirickettsia salmonis

Los principales hospederos de P. salmonis corresponden a salmonidos. En este
contexto, la bacteria ha sido observada en peces en extensas areas geograficas (Fryer
y Lannan, 1996) como en Canadd/Costa Atlantica (Salmo salar), Canadéd/Costa
Pacifico (O. gorbuscha, O. tshawytscha, S. salar), Chile (O. kisutch, O. mykiss, O.
tshawytscha, S. salar, O. masou), Irlanda (S. salar), Noruega (S. salar), Estados
Unidos (Atractoscion nobilis) y Grecia (Dicentrarchus labrax) (Fryer y Hedrick,
2003; Mikalsen et al., 2008). El agente etiologico también ha sido aislado en peces
no salmoénidos (Chen et al., 2000a). En estudios realizados en organismos silvestres
la bacteria ha sido reportada en cabrilla (Sebastes capensis), jurel (Trachurus
murphyi), choritos (Mytilus chilensis), picorocos (Megabalanus psittacus), Caligus
(Caligus spp y C. rogercresseyi) (Correal, 1995; Venegas, 1996; Gonzales, 2014).



Diagndstico de Piscirickettsia salmonis en Caligus rogercresseyi

La identificacion definitiva de la presencia de P. salmonis en los ejemplares de Caligus
afectados se puede realizar a través de técnicas inmunoldgicas como
inmunofluoresencia (Correal, 1995; Venegas, 1996), inmunohistoquimica (Gonzélez,
2014) o de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Gonzélez, 2014; Campalans,
2011; Contreras-Lynch et al., 2015).

Medios de cultivo para Piscirickettsia salmonis

La bacteria es nutricionalmente exigente y de crecimiento lento en sistemas de
cultivo en el laboratorio (Mancilla y Bustos, 2015). El desarrollo de los primeros
medios de cultivo libres de células capaces de permitir el crecimiento de P. salmonis
tomo alrededor de 10 afios (Mikalsen et al., 2008). Este debe estar suplementado con
cisteina y sales de fierro que son los componentes imprescindibles que permiten el
crecimiento de la bacteria (Yafez et al., 2012). Hasta el afio 2006, la bacteria era
aislada exclusivamente en lineas celulares, utilizando diferentes tipos de células
derivadas de salménidos (CHSE-214, RTS-11, RTG2, SHK-1, ASK, CSE-119,
CHH-1), de carpa (EPC) y una de insecto (Sf21) (Fryer et al., 1990; Almendras et
al., 1997a; Almendras et al., 1997; Rojas et al., 2009). La factibilidad de cultivar P.
salmonis in vitro, en células de insectos y ranas sugiere que la bacteria podria
persistir en invertebrados y poiquilotermos que no son peces (Birkbeck et al., 2004).

Caligus rogercresseyi

Caligus rogercresseyi (Copepoda: Siphonostomatoida: Caligidae) (Boxshall y
Bravo, 2000) es la especie de copépodo dominante que afecta a los centros de
cultivo de salménidos durante la etapa de crecimiento en el mar y es uno de los
principales problemas sanitarios que enfrenta la industria del salmén en Chile
(Gonzélez y Carvajal, 2003, Bravo et al., 2012, Johnson et al., 2004). Los dafios
econdmicos provocados por Caligus estan relacionados con la pérdida de calidad del
producto final, crecimiento retardado de los peces parasitados, incremento de la
susceptibilidad frente a otros patdgenos y costos generados por los tratamientos
(Bravo, 2003; Johnson et al., 2004; Costello, 2009). La accién del piojo de mar no
solo altera el crecimiento de los peces y ocasiona dafios en el animal, también
produce inmunodepresion por el estrés generado y con ello facilita la coinfeccién
con otros agentes bacterianos y viricos, provocando la muerte del hospedador (Bravo
et al., 2012). El piojo de mar ademas del severo dafio mecanico provocado por sus
apéndices y aparato bucal bien desarrollado, provoca lesiones en el sitio de fijacion
del hospedador, lo que permite el ingreso de otros patdgenos, siendo hasta ahora el
de mayor peligrosidad P. salmonis, cuya puerta de entrada es también la superficie
corporal (Smith et al., 1999; Bravo et al., 2012). Considerando que un vector es una
especie no susceptible que es capaz de dispersar un patégeno aumentando la
infeccion en huéspedes susceptibles (Berthe y Alfonso, 2009), se ha asumido que C.
rogercresseyi pueda actuar facilitando la diseminacion de patdégenos de impacto en
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los cultivos de salmones (Carvajal et al., 1998; Carvajal et al., 2001; Bravo, 2003;
Boxshall & Bravo, 2000; Gonzalez et al., 2000; Johnson et al., 2004).

Ciclo bioldgico de Caligus rogercresseyi

El parasito presenta ocho estados de desarrollo, tres planctonicos (dos de nauplius y
un copepodito) y cinco parasitarios (cuatro de chalimus y uno de adulto). Las etapas
de nauplius y copepodito (estado infeccioso) son fases moviles, mientras que los
chalimus (juveniles) y adultos son inmdviles. A los 10 °C y 14 °C de temperatura del
agua, el ciclo de vida es de 48 y 28 dias respectivamente (Gonzélez y Carvajal,
2003).

El salmon del Atlantico y la trucha arcoiris son las especies de salmonidos que han
mostrado ser altamente susceptibles a C. rogercresseyi. Por el contrario, el salmon
coho presenta resistencia bajo las mismas condiciones de cultivo, siendo parasitado
solo por estados juveniles, que no logran alcanzar el estado adulto (Pino-Marambio
et al., 2007; Bravo et al., 2010).

Distribucion geografica de Caligus rogercresseyi

Los primeros reportes de Caligus en peces silvestres parasitados en Chile, datan de
1940 (Fagetti y Stuardo, 1961). Desde el comienzo de la actividad salmonera local
se ha reportado la presencia de céligus en Chile (Caligus teres, 1985; Caligus
flexispina, 1998, posteriormente descrito como Caligus rogercresseyi, 2000) (Bravo
et al., 2009). A partir de 1998 se tienen registros de esta especie en la zona de Rio
Gallegos, Argentina (Bravo et al., 2008). En el 2001, C. rogercresseyi fue reportado
parasitando a ejemplares de tilapias cultivadas en el norte del Perd, lo que
documenta una amplia distribucién en el hemisferio sur (Bravo et al., 2011).

Hospedadores naturales y especies susceptibles a Caligus rogercresseyi

El género Caligus incluye a una serie de parasitos generalistas, que se encuentran en
mas de 80 especies de peces de todo el mundo (Kabata, 2003). Los hospedadores
naturales son los peces marinos nativos como el pejerrey (O. regia), el lenguado
(Parlichthys microps), que presentan normalmente cargas parasitarias relativamente
bajas, a diferencia de los salmones de cultivo (Carvajal et al., 1998). El robalo, de
acuerdo a los antecedentes, seria el transmisor de Caligus a los salmones. En Chile,
el parasito se encuentra en el 99% de las jaulas de cultivo y se distribuye tanto en
salmédnidos y peces nativos (Boxshall y Bravo 2000).

Pérdidas econdmicas causadas por el piojo de mar

Los piojos de mar (Lepeophtheirus Nordmann 1832 y Caligus Miiller 1785) son los
principales patdgenos de salmonidos cultivados en el hemisferio norte y tienen un
impacto significativo en muchas areas de produccion (Pike y Wadsworth, 1999). Se
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ha estimado que puede producir una pérdida de US$ 0,1 a US$ 0,2 por kg de salmén
producido, llegando a alcanzar un total de US$ 300 millones al afio (Costello, 2009).
Lepeophtheirus salmonis es la principal especie de piojo de mar que afectan a las
operaciones acuicolas en el hemisferio norte, mientras C. rogercresseyi ejerce la
mayor influencia en el hemisferio sur (Boxshall y Bravo, 2000, Bravo, 2003, Bravo
et al., 2009 y Gonzalez y Carvajal, 2003). Las pérdidas anuales atribuidas a C.
rogercresseyi se estiman sobre los 178 millones de délares (Costello, 2009; Rozas y
Ascencio, 2007) con costo asociado a los tratamientos antiparasitarios que estaria
cercanos a los US$ 160 millones anuales (Carvajal et al., 1998; Costello, 2009). Las
infestaciones con C. rogercresseyi puede conducir a una reduccion del crecimiento y
la salud de los peces (Bravo, 2003 y Johnson et al., 2004). Carvajal et al. (1998),
reportaron pérdidas economicas por efecto de la desparasitacion de Caligus de US$
0,3 por kg de pez. En el 2002 los costos de los tratamientos con benzoato de
emamectina, considerando dos tratamientos por periodo de crianza en el mar, fueron
de US$ 0,022 por kg de pez, sin considerar los costos generados por la pérdida de
calidad del producto, gastos incurridos en prevencion y pérdida de peso entre otros
(Bravo, 2003; Johnson et al., 2004). Los costos generados solo por la compra de
pesticidas para el control de Caligus en 2013, fueron alrededor de US$80 millones,
equivalente a US$ 0,10 por kg pez, cifra que fue 112% mas alta que el afio anterior.
Estos valores no consideran los costos generados por la aplicacion de los
tratamientos ni otros efectos causados por la Caligidosis (Bravo et al., 2014).

Piojo de mar vector de enfermedades

Lepeophtheirus salmonis se alimenta de la piel, mucosa y la sangre de salmén, tiene
el potencial de actuar como vector mecanico de enfermedades virales (Nylund et al.,
1993) como el virus de la anemia infecciosa del salmén (Danneving et al., 1995 y
Hovland et al., 1994). Por su parte C. rogercresseyi, se ha especulado que promueve
el contagio de enfermedades al producir lesiones en la piel del pez e
inmunosupresion (Almendras et al., 1997; Nolan et al., 1999). Como se nutre de
mucus, piel y probablemente de sangre de los peces, produce dafios por erosion,
generando una serie de efectos negativos, entre ellos, estrés, disminucién del apetito
y mayor vulnerabilidad a enfermedades secundarias bacterianas o virales (Bravo,
2008).

Con respecto a la participacion de vectores bioldgicos similares, en la bacteria Gram
negativa Coxiella burneti, de la familia Rickettsiaceae (Burnet y Freedman, 1937;
Davis y Cox, 1938), agente infeccioso de la fiebre Q, utiliza como fuente de
reservorios una gran variedad de garrapatas. Las garrapatas duras (Ixodides)
representan posiblemente el reservorio natural mas genuino y evolutivamente mas
antiguo de C. burneti. El microorganismo esta perfectamente adaptado a vivir en el
interior del ectoparésito y su virulencia va aumentando conforme realiza pases
sucesivos a los demas hospederos (Blanco, 2004). Crece exclusivamente en las
células eucariotas, vive en las vacuolas acidas (pH=4,8) de macréfagos y monocitos,
inhibiendo la actividad fagolisosomica y los mecanismos de apoptosis celular y es
capaz de formar fuera de la célula unas pseudoesporas metabdlicamente inactivas, lo
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que explica su extrema resistencia a variaciones ambientales y condiciones fisico-
quimicas. Esta bacteria puede crecer solo en celulas vivas, incluyendo cultivos
celulares, huevos embrionados y animales susceptibles (Farifias y Collado, 2010).
Las garrapatas ocupan un lugar central en el mantenimiento de la viabilidad de este
microorganismo en la naturaleza, transmitiéndolo de unos animales a otros (Farifias
y Collado, 2010). Una garrapata que contenga C. burnetii puede diseminar la
infeccion a través de heces desecadas, un gramo puede contener hasta un billén de
gérmenes viables (Field et al., 2002). Algunos autores citan también que se ha
identificado C. burnetii en artropodos, peces, reptiles y anfibios, pero sin aportar
demasiadas precisiones (Farifias y Collado, 2010).

Asociacion de Piscirickettsia salmonis y Caligus rogercresseyi

Los estudios sobre la dindmica de infeccién de piojos de mar en los centros de
cultivo de salmén en Noruega y Chile, sugieren que estos parasitos pueden ser
transmitidos hasta una distancia de 40 km (Jansen et al., 2012, Kristoffersen et al.,
2013). Lhorente et al. (2014) demostraron que el piojo de mar C. rogercresseyi
reduce significativamente la resistencia del salmon del Atlantico a la bacteria P.
salmonis. Esto explica la frecuente asociacion entre estos dos patdgenos que
constituyen los dos principales problemas patolégicos de salmoén cultivado en Chile
(Sernapesca, 2013). Se ha propuesto que C. rogercresseyi no causa la muerte directa,
sino mas bien produce estrés cronico, reduce el apetito, provoca inmunosupresion y
dafo a la piel (Bravo et al., 2008).

Tejidos y tipos de células en copépodos de la familia Caligidae

En trabajos realizados en copépodos mostraron, que la estructura interna de los
organismos zooplancténicos se puede observar con mayor facilidad, en los cortes
histoldgicos resultando en una mayor resolucion de los tejidos mostrando detalles
del sistemas muscular, nervioso, digestivo y tejido conjuntivo, fibras musculares,
fibras nerviosas, la estructura de los apéndices y caracteristicas celulares. Los
hemocitos se hallan inmersos en el tejido conjuntivo y es posible observar en estas
células un nucleo grande, céntrico con un citoplasma estrecho. El sistema muscular
es muy prominente en los copépodos de oOrdenes calanoidea y cyclopoidea, los
musculos estriados se encuentran rodeados por epimisio. En las células musculares
se pueden observar estriaciones cruzadas, tanto en cruz y longitudinales.

Las células del sistema nervioso se observan en secciones del cefalotérax anterior
donde se pueden observar haces de fibras nerviosas, a menudo rodeadas por las
celulas-hemocitos (Melo et al., 2007).

El sistema reproductor de la hembra del ectoparasito C. rogrecresseyi, esta formado
por un par de ovarios ubicados en la zona media del cefalotdrax; un par de oviductos
que se extienden a lo largo del sistema digestivo hasta llegar al segmento genital,
donde se encuentran un par de glandulas cementantes y un receptaculo seminal. El
sistema reproductor del macho, es similar y consta de un par de testiculos ubicados



en la zona media del cefalotorax, un par de vasos deferentes, glandulas cementantes
y los sacos del espermatdforo ubicados en el segmento genital (Levicoy, 2013).

Inespecificidad de Piscirickettsia salmonis

Piscirickettsiosis es una enfermedad transmisible, que afecta a salménidos y peces
marinos, estuarinos y ocasionalmente algunos de agua dulce (Almendras et al.,
1997b; Karatas et al., 2008). Los estudios realizados por Chen et al. (2000) a partir
de tejido de lubina blanca (Atractoscion nobilis) concluyeron que P. salmonis es
capaz de afectar otras especies diferentes a salmonidos. Ademas, en condiciones in
vitro, se ha demostrado que P. salmonis puede proliferar en las lineas celulares de
insecto Sf21, derivada del gusano del maiz (Spodoptera frugiperda), y de ranas, lo
que sugiere que la bacteria podria persistir en invertebrados y poiquilotermos que no
son peces (Birkbeck et al., 2004).

Para desarrollar un plan eficaz de prevencién y control de Piscirickettsiosis, es
necesario conocer la presencia de P. salmonis en C. rogercresseyi desde diversos
angulos, como la identificacién del agente en diversos 6rganos del ectoparasito.
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CAPITULO I1: ARTICULO CIENTIFICO

DETECCION MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA DE Piscirickettsia salmonis
EN CORTES DE TEJIDO DE Caligus rogercresseyi

RESUMEN

La piscirickettsiosis, cuyo agente etioldgico es la bacteria Piscirickettsia salmonis, y
la caligidosis, una ectoparasitosis producida por Caligus rogercresseyi, constituyen
los principales problemas sanitarios que afectan a la industria del cultivo del salmon
en Chile. Diversos autores han sugerido que el parasito pueda ser vector y/o
reservorio para P. salmonis. En el presente trabajo, se recolectaron muestras de
Caligus rogercresseyi, durante el periodo verano-otofio de 2016, desde un centro de
engorda de salmon del Atlantico (Salmo salar), ubicado en la Region de Los Lagos.
El lugar presentaba un brote de piscirickettsiosis en el momento de la toma de
muestra, con una mortalidad semanal superior a 5%. Para el muestreo se eligieron
peces parasitados (n=50) con Caligus, con un peso promedio de 3 kg, seleccionando
aquellos en los que se evidenciaban signos y sintomas concordantes con
piscirickettsiosis. De los peces se seleccionaron los parasitos al azar, considerando
cinco hembras (H), cinco machos (M) y cinco chalimus IV (C), resultando un total
de 15 parésitos por jaula (n=10), lo que dio un total de 150 individuos muestreados.
Las muestras fueron procesadas para cortes incluidos en parafina para realizar
estudios histologicos e inmunohistoquimicos para la deteccion de P. salmonis en los
tejidos del paréasito. Del total de individuos analizados un 32,6% fueron positivo a P.
salmonis, de los cuales un 42% fueron hembras, 28% machos y 28% chalimus IV.
Ademas, la bacteria fue detectada en sistema muscular, digestivo y reproductor.
Adicionalmente, las hembras positivas, se evaluaron mediante microscopia
electrénica de barrido, observandose que P. salmonis se encontraba formando
conglomerados de bacterias unidas por un material amorfo, que ademas, lo adheria
al borde exterior de la bolsa ovigera. En conclusién, los resultados demuestran que el
agente estd presente en distintos tejidos del ectoparasito, por ende, existe la
posibilidad de que éste pueda participar en el ciclo de la piscirickettsiosis,
constituyéndose como un vector de P. salmonis en el medio marino.

Palabras clave: Enfermedades del salmén, Caligidosis, Caligus rogercresseyi,
Piscirickettsiosis, Piscirickettsia salmonis, inmunohistoquimica.
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ABSTRACT

Piscirickettsiosis, whose etiological agent is the bacterium Piscirickettsia salmonis, and
caligidosis, an ectoparasitosis caused by Caligus rogercresseyi, constitute the major
health problem affecting the salmon farming industry in Chile. Various authors have
suggested that the parasite might be a vector and/or reservoir for P. salmonis. For this
study, samples of Caligus rogercresseyi were collected during the 2016 summer-
autumn period from an Atlantic salmon (Salmo salar) growing center, located in the
Region de Los Lagos. The site exhibited a piscirickettsiosis outbreak at the sampling
time with a weekly mortality of over 5%. For the sampling procedure, fish (n = 50)
parasitised by Caligus rogercresseyi with a 3 kg average weight and showing signs and
symptoms concordant with piscirickettsiosis were chosen. Parasites selected at random
from the fish included five females, five males and five chalimus 1V, with a total of 15
parasites per cage (n = 10), and a total of 150 sampled individuals. The samples were
processed for paraffin-embedded sections to carry out histological and immune-
histochemical analyses for P. salmonis detection in the parasite tissues. Out of the total
of analysed individuals, 32.6% proved positive to P. salmonis, 42% of which were
females, 28% males and 28% chalimus IV. Besides, the bacterium was detected in the
muscular, digestive and reproductive systems of the parasite. Moreover, in examining
the C. rogercresseyi females positive to P. salmonis by scanning electron microscopy it
was observed that P. salmonis appeared forming conglomerates of bacteria held
together by an amorphous material that also attached itself to the outer layer of the egg
capsule. To conclude, the results demonstrated that the bacterial agent occurs in
different tissues of the ectoparasite and, therefore, it is likely that this latter takes part in
the piscirickettsiosis cycle, thus being a potential vector for P. salmonis.

Key words: Salmon diseases, caligidosis, Caligus rogercresseyi, piscirickettsiosis,
Piscirickettsia salmonis, immunohistochemistry
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INTRODUCCION

Las principales enfermedades responsables de altas mortalidades en salmdnidos en
Chile, corresponden a la piscirickettsiosis 0 SRS, un cuadro bacteriano producido
por Piscirickettsia salmonis, una bacteria patdgena Gram negativa, intracelular
facultativa, (Camussetti, 2014; Fryer y Hedrick, 2003; Rozas y Enriquez, 2014) y la
caligidosis producida por Caligus rogercresseyi, ectoparasito marino que infesta la
piel de varias especies de salmonidos (Bravo et al., 2008; Gonzélez y Carvajal,
2003; Johnson, 2004; Mufoz y Olmos, 2007). Las frecuentes asociaciones entre
ambos agentes constituyen uno de los principales problemas patoldgicos del salmén
cultivado en Chile (Sernapesca, 2013). Ha sido posible comprobar la presencia de P.
salmonis en el ectoparésito Caligus sp., lo cual indica que podria actuar como
eventual vector o reservorio marino del agente (Larenas et al., 1999). El reservorio
natural de P. salmonis es desconocido, pudiendo incluir a una o mas especies de
peces u otros organismos acuaticos (Fryer y Hedrick, 2003; Rozas y Enriquez,
2014). Al respecto, se conoce que muchas especies de salmonidos pueden actuar
como reservorios naturales de algunos patdégenos (Nylund y Jakobsen, 1995; Rolland
y Nylund, 1998).

Existe un consenso que define a un vector como una especie no susceptible, que es
capaz de dispersar a un patdgeno, aumentando la infeccion en huéspedes
susceptibles (Berthe y Alfonso, 2009). Al respecto, se ha sugerido que C.
rogercresseyi podria cumplir un rol de vector mecanico para P. salmonis
(Campalans, 2011) y posiblemente para otros agentes patdgenos (Oelckers et al.
2014). Los primeros estudios que se realizaron en el ectoparasito Caligus sp. en
busqueda de P. salmonis, fueron realizados por Venegas (1996) y Correal (1996),
quienes mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta, demostraron su
presencia en frotis. Posteriormente, estudios por PCR han reportado el material
genético de P. salmonis en C. rogercresseyi (Campalans, 2011; Gonzales, 2014). Por
lo tanto, se ha propuesto que el parésito podria facilitar la diseminacion de este
patdgeno y actuar como su reservorio (Bravo, 2003; Boxshall y Bravo, 2000).
Existen bacterias del género Rickettsia que incluye bacterias del orden rickettsiales,
subdivision alfa de la clase Proteobacteria, intracelulares obligadas (Labruna et al.,
2011), como C. burnetii que es capaz de crecer en artropodos, peces, reptiles y
anfibios. Este agente infeccioso se sitla en el endotelio de los vasos sanguineos,
cerebro, piel, corazén de su hospedador (Farifias y Collado, 2010). Debido a la
cercania filogenética, cabe la posibilidad de que P. salmonis tenga un
comportamiento similar que C. burnetii, por lo tanto, se le encuentre
intracelularmente en diversos tejidos, huevos y capsulas ovigeras del ectoparéasito C.
rogercresseyi.

Por otra parte, se ha demostrado que P. salmonis puede proliferar en distintas lineas
celulares; como de insecto Sf21, derivada del gusano del maiz (Spodoptera
frugiperda) y de ranas, lo que sugiere que la bacteria podria persistir en
invertebrados y poiquilotermos que no son peces (Birkbeck et al., 2004).
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De acuerdo a lo anterior, existen algunos trabajos que han demostrado la presencia
de P. salmonis en Caligus rogercresseyi, sin embargo, no se ha estudiado si esta
bacteria esta presente en algunos 6rganos o tejidos propios de este parésito. El
estudio de la ubicacion intra o extracelular, permitiria establecer con mayor
precision si existe un papel mas activo del parasito en el ciclo de la infeccion con P.
salmonis en condiciones de cultivo. La informacion permitiria entender mejor la
patogenia de la piscirickettsiosis y establecer nuevas estrategias de manejo y
prevencion de la enfermedad. De acuerdo a lo anterior, en el presente estudio, se
presentan los resultados de la deteccion de P. salmonis en cortes de tejido de C.
rogercresseyi, detectado mediante inmunohistoquimica. Los individuos muestreados
provinieron de salmones del Atlantico (Salmo salar) afectados naturalmente por un
brote de piscirickettsiosis.
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HIPOTESIS
Piscirickettsia salmonis se encuentra intracelularmente en diversos tejidos del

ectoparasito Caligus rogercresseyi.

OBJETIVO GENERAL.
Detectar e identificar a Piscirickettsia salmonis en cortes de tejido de Caligus

rogercresseyi provenientes de salmén Atlantico (Salmo salar) afectados por

piscirickettsiosis.

OBJETIVO ESPECIFICOS.
Determinar la presencia de Piscirickettsia salmonis en cortes de tejido de los

estadios chalimus IV 'y adultos de Caligus rogercresseyi mediante

inmunohistoquimica.

Establecer la presencia de Piscirickettsia salmonis en el sistema muscular, digestivo

y reproductor de Caligus rogercresseyi.

Detectar e identificar de forma interna y externa a Piscirickettsia salmonis en huevos

de las hembras adultas de Caligus rogercresseyi.
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MATERIALES Y METODOS
Realizacion del estudio

El trabajo de tesis se realiz6 en el Laboratorio Nacional de Referencia para el
Diagnostico de Enfermedades de Especies Hidrobioldgicas dependiente de la Unidad
de Anatomia Patoldgica de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
(FAVET) de la Universidad de Chile.

Material biologico

Se recolectaron muestras del ectoparasito Caligus rogercresseyi, durante el periodo
verano-otofio de 2016, desde un centro de engorda de salmén del Atlantico (Salmo
salar), ubicado en la Region de Los Lagos. El lugar presentaba un brote de
piscirickettsiosis en el momento de la toma de muestra, con una mortalidad semanal
superior a un 5%. El centro fue considerado como positivo a P. salmonis de acuerdo
a los protocolos de diagnostico de la empresa y de Sernapesca.

Para el muestreo se eligieron peces parasitados (n=50) con Caligus, con un peso
promedio de 3 kg, seleccionando aquellos en los que se evidenciaban signos y
sintomas concordantes con piscirickettsiosis, tales como: tendencia a orillarse, nado
lento y errético, Ulceras y oscurecimiento de la piel, dentro de los maés
caracteristicos. De los peces se seleccionaron los parasitos que fueron muestreados
al azar, considerando cinco hembras (H), cinco machos (M) y cinco chalimus IV
(C), resultando un total de 15 parasitos por jaula (n=10), lo que dié un total de 150
individuos muestreados. Los salmones fueron recolectados en bolsas de polietileno
para facilitar la extraccién de los parasitos, que inmediatamente fueron colocados en
tubos Eppendorf de 50 ml, que contenian formalina tamponada (pH=7,0) al 3,7%,
identificados y mantenidos a temperatura ambiente hasta su procesamiento para el
analisis histoldgico e inmunohistoquimico.

Procesamiento, inclusién y corte

Las muestras fueron procesadas para cortes histoldgicos incluidos en parafina de
acuerdo a técnicas estandar (Levicoy, 2013; Lynch et al., 1972). En forma resumida
los parésitos fueron deshidratados en una serie graduada de alcoholes, 70%, 95% vy
100%, sometidos a tres bafios de xilol y embebidos en dos bafios de parafina liquida
a una temperatura de 56 °C a 58 °C, seguida por un proceso de inclusion. Las
muestras incluidas en parafina fueron seccionadas a 4 um utilizando un micrétomo
Leitz. Todos los cortes fueron identificados y montados sobre portaobjetos
previamente silanizados. Por cada individuo de Caligus, se obtuvieron cuatro cortes
seriados a los cuales se les realizo tinciones con hematoxilina y eosina (HE), azul de
toluidina, inmunohistoquimica. A los que resultaron con inmunorreaccion positiva
en las bolsas ovigeras, se les realizd un procedimiento para ser analizados en un
microscopio electronica de barrido segun se describe posteriormente.
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Tincion hematoxilina y eosina (HE) y azul toluidina

Las secciones histologicas, fueron tefiidas con hematoxilina y eosina (HE) y azul
toluidina de acuerdo a técnicas estandar (Levicoy, 2013; Lynch et al., 1972). En
forma resumida, las muestras fueron desparafinadas en tres bafios de xilol por 3 min,
hidratadas en tres bafios de alcohol 100%, 95%, 70% por 3 min, un bafio con agua
corriente y destilada por 1 min. Luego las muestras fueron tefiidas con hematoxilina
de Harris por 4 min, lavadas con agua corriente seguida por inmersiones rapidas en
alcohol acido, lavado en abundante agua corriente, inmersiones en carbonato de litio,
enjuague en agua corriente por 5 min, tefiido con eosina por 4 min, lavado rapido en
agua corriente y posteriormente fueron deshidratados en tres bafios de alcohol 70%,
95% y 100% por 3 min. Luego se aclaro el tejido en tres bafios de xilol por 3 min y
finalmente los cortes fueron montados. Los mismos procedimientos se realizaron
para la tincion con azul toluidina de acuerdo a protocolos estandar (Levicoy, 2013;
Lynch et al., 1972).

Inmunohistoquimica

Las muestras fueron montadas en portaobjetos silanizados que previamente fueron
sometidos a un proceso de desenmascaramientos antigénico, basado en uso de calor
en presencia de una solucién de recuperacion tampon citrato pH=6,0 (Cattoretti et
al., 1992; Suurmeijer y Boon, 1993; Shi et al., 1997), a temperatura de 120 °C por
29 min en una olla a presion, segin el protocolo estandarizado del fabricante
(Prolab). Posteriormente, para inhibir la actividad de las peroxidasas enddgenas se
utilizé un bloqueo con peréxido de hidrogeno (solucion de bloqueo Bloxall™) por
30 min a temperatura ambiente en una camara de incubacion. Luego, para impedir
uniones inespecificas de los anticuerpos, se realiz6 un bloqueo utilizando 2,5% de
suero normal de caballo (Vector R.T.U.™) por 30 min a temperatura ambiente.

Se utiliz6 un primer anticuerpo anti P. salmonis de origen comercial (SRS fluorotest,
Grupo Bios) correspondiente a un oligoclonal producido en ratén. El proceso de
incubacion se realizé segun el protocolo establecido previamente por Larenas et al.
(1996) con un tiempo de 60 min a temperatura ambiente en una cémara de
incubacion, posteriormente se realizd un lavado en tampén TBS. Para la
amplificacion de la reaccion se utilizé un “kit” de origen comercial (ImmPRESS™
Excel Amplified HRP Polymer Staining Kit AntiMouse 1gG), que utiliza un segundo
anticuerpo anti raton producido en cabra, el cual fue incubado durante 60 min de
acuerdo a especificaciones del fabricante. Posteriormente, después de un lavado con
TBS, la muestra fue incubada con un tercer anticuerpo anti cabra unido a un
micropolimero que ademas contiene una peroxidasa (IMmPRESS™ Excel). Este
conjugado se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente. Como sistema de
deteccion se utilizO como sustrato un cromogeno que precipita de color azul
(ImmPACT™ SG) por un tiempo de 30 s. Los ntcleos no fueron contrastados con
hematoxilina de Mayer para no generar confusiones con el marcaje del sustrato. Las
muestras fueron finalmente deshidratadas, aclaradas y montadas en resina sintética
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permanente. Los procedimientos mencionados se realizaron de acuerdo a las
especificaciones indicadas por los fabricantes.

Para el proceso de desenmascaramiento se utilizd controles positivos
correspondientes a muestras de 6rganos de peces fijados en formalina provenientes
de peces afectados naturalmente por piscirickettsiosis y diagnosticados previamente
mediante PCR e inmunofluorescencia indirecta (IFAT). Los controles negativos
correspondieron a 6rganos (higado) de salmon del Atléntico (S. salar), de peces de la
Regidn del Maule, zona donde hasta la fecha nunca se ha identificado la presencia de
P. salmonis. Como controles negativos de Caligus, se utilizaron parasitos del Centro
de Maricultura Hueihue del Instituto de Fomento Pesquero (IFOP), ubicada en la
provincia de Chiloé. Para cada ensayo inmunohistoquimico se contdé con los
siguientes controles y sus respectivos procedimientos:

1. Control de bloqueo de actividad enddgena de peroxidasa. Las muestras fueron
comparadas utilizando muestras de tejidos con y sin bloqueo con solucion Bloxall™,

2. Control de bloqueo con proteinas. Las muestras fueron comparadas con y sin
bloqueo con suero de caballo utilizando todos los anticuerpos del sistema sobre
muestras controles negativos y positivos de 6rganos.

3. Control de anticuerpos. Para demostrar que no existe inespecificidad de los
anticuerpos, la técnica fue estandarizada como sigue:

a. Incubacion con el segundo anticuerpo + ImmPRESS™ Excel + InmPACT™ SG
b. Incubacion con InmPRESS™ Excel + ImmPACT™ SG

4. Como controles positivos adicionales se utilizardn muestras de cultivos celulares
(CHSE214) inoculadas con P. salmonis, las cuales fueron comparadas con la linea
sin inocular.

5. Control negativo de Caligus. Se obtuvieron ejemplares de centro experimental
Hueihue - Chiloé, instalaciones pertenecientes a IFOP, en donde los C. rogercresseyi
fueron diagnosticados como negativos a P. salmonis mediante PCR.

Evaluacion de la presencia de Piscirickettsia salmonis

Los parasitos incluidos en parafina, fueron cortados en sentido longitudinal y cada
corte fue evaluado para detectar la presencia o ausencia de P. salmonis en los
estadios adultos (hembra y macho) o juveniles (Chalimus V) de C. rogercresseyi
mediante inmunohistoquimica. Se consider6 como positivo cuando el tejido
presentaba un precipitado de color azul.

Los cortes evaluados por inmunohistoquimica fueron complementados con tincién
de hematoxilina y eosina (HE), azul toluidina y un andlisis con microscopia
electronica de barrido; esto ultimo cuando los cortes resultaron inmunopositivos a P.
salmonis en bolsas ovigeras. Se evaluaron por inmunomarcacion 150 cortes de tejido
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de C. rogercresseyi (50 machos, 50 hembras y 50 chalimus IV) y por tincion 300
(150 HE, 150 azul toluidina).

Microscopia electrénica de barrido

Como se menciono anteriormente, solamente se evaluaron los cortes en serie de las
hembras de Caligus rogercresseyi que dieron positivo por inmunohistoquimica en
las bolsas ovigeras. Todas las muestras se fijaron bajo el protocolo estandar usado
por Larenas et al. (2003). Las muestras, luego de ser incubadas durante sus
correspondientes tiempos y tratamientos, fueron fijadas en glutaraldehido al 3% en
solucién tampon cacodilato de sodio (0,2 M) y mantenidas a temperatura ambiente
durante al menos 24 h. Posteriormente las muestras se procesaron en la Unidad de
Microscopia Electronica de la Pontificia Universidad Catolica de Chile, donde se
realizaron lavados con agua destilada. Luego fueron deshidratadas en
concentraciones crecientes de acetona (30, 50, 70, 95 y 100%), llevadas a secado de
punto critico y sombreadas con oro con un espesor de 20 nm. Las muestras se
guardaron al vacio en un desecador hasta el momento de su observacion en un
microscopio de barrido en la misma unidad (Jeol, JSM 25 SllI), donde se capturaron
y digitalizaron las imagenes. Se realiz6 un andlisis descriptivo de las muestras para
establecer las diferencias en la formacion de CAP entre los grupos, de acuerdo a lo
establecido por (Quinteros, 2005).

Anadlisis estadistico

Se realizd un analisis descriptivo de la presencia y ausencia de P. salmonis en los
cortes de tejido de C. rogercresseyi en estadios adultos (machos y hembras) y
juvenil (chalimus IV). Los resultados fueron analizados usando modelos lineales
generalizados y mixtos (MLGM) de respuesta Binomial y funcion de enlace logit
con un criterio de decision del pvalor menor a 0.05, donde las medias de los
tratamientos son significativamente diferentes. Los datos se analizaron a través de la
libreria Ime4 (Bates et al., 2015) en el lenguaje de programaciéon R (R Core Team -
2016). Los codigos fueron ejecutados a través del “software” estadistico InfoStat (D1
Rienzo et al., 2016), para lo cual la variable respuesta fue codificada en presencia =
1, ausencia = 0 y los porcentajes (%) de presencia de P. salmonis fueron
representados por graficos de barras.

El cumplimiento de los supuestos de normalidad y de homogeneidad de varianza se
comprobd mediante el test de normalidad de Shapiro-Wilk, Anderson-Darling, que
indica que las muestras han sido tomadas de forma independiente.
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RESULTADOS

Deteccion de Piscirickettsia salmonis en cortes de tejido de chalimus IV y adultos
de Caligus rogercresseyi mediante inmunohistoquimica

En el presente estudio se analiz6 un total de 150 parésitos que fueron procesados
para cortes histoldgicos, inmunohistoquimica y eventualmente microscopia
electronica de barrido (MEB). Del total, 49 ejemplares resultaron positivos a P.
salmonis mediante inmunohistoquimica, lo que representa un 32,6 %. La
distribucion porcentual segun las categorias fue de un 42% (x 0,07) en hembras,
28% (+£0,06) en machos y de un 28% (+0,06%) en chalimus IV (Figura 1), aunque
no se demostro diferencias significativas entre los grupos estudiados (Tabla 1).
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Figura 1. Presencia de P. salmonis en tejidos de C. rogercresseyi expresado en porcentaje
segun categoria de hembras (H), machos (M) y chalimus IV (C). Los individuos fueron
detectados mediante técnica de inmunohistoquimica. Se analizé un total 50 individuos por
categoria. Las muestras fueron recolectadas desde un centro de engorda de salmon del
Atlantico (Salmo salar) ubicado en la Region de Los Lagos y que fue diagnosticado
positivo a piscirickettsiosis en el periodo verano-otofio de 2016.
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Tabla 1. Presencia de P. salmonis en tejidos de C. rogercresseyi expresado como total y
porcentaje segun categoria de hembras (H), machos (M) y chalimus 1V (C).

Categoria de Caligus Presencia Media E.E.
H 21 (42%) 0,42 =+ 0,07
M 14 (28%) 0,28 =+ 0,06
C 14 (28%) 0,28 + 0,06

EE representa el error estandar de acuerdo a la prueba de modelos lineales generalizados y mixtos
(MLGM) de respuesta binomial y funcién de enlace logit con un criterio de decision del p-valor
menor a 0.05. El asterisco muestra que no existen diferencias entre los grupos. Las muestras de
Caligus rogercresseyi fueron recolectadas desde un centro de engorda de salmdn del Atlantico (Salmo
salar) ubicado en la Region de Los Lagos y que fue diagnosticado positivo a piscirickettsiosis en el
periodo verano-otofio de 2016.

Del total de cada categoria, 21 hembras, 14 machos y 14 chalimus IV resultaron
positivos a P. salmonis mediante inmunohistoquimica, de los cuales en 40
ejemplares se detectd el agente en el interior del parasito, ya sea en forma intra o
extracelular. En un caso, la bacteria se detectd solo en el exterior, adosado a la
cuticula. En ocho individuos el microorganismo se observo tanto en el interior como
sobre la superficie del Caligus (Tabla 2).

Tabla 2. Presencia de P. salmonis mediante inmunohistoquimica en C. rogercresseyi
adultos y chalimus IV segln su ubicacidn en el interior o exterior del parasito.

Ubicacion
Categoria de Caligus Interno  Externo Int-Ext  Total
H 19 0 2 21
M 12 1 1 14
C 9 0 5 14
Total 40 1 8 49

H = Hembra, M = Macho, C = Chalimus IV. Externo: Presencia de P. salmonis en la superficie del
parasito. Interno: Deteccion de P. salmonis en tejidos de Caligus rogercresseyi intra o extracelular.
Int-Ext: Presencia de la bacteria tanto en el interior como en la superficie del parasito.

Las bacterias fueron identificadas en distintos sectores del ectoparasito, tanto en
estadios adultos (hembra y macho) y juveniles (chalimus 1V). Se identificé el agente
en una serie de muestras en el interior del ectoparasito como se muestra en las
figuras 3, 4 y 5, ya sea en forma intra o extracelular. También fue posible identificar
el agente en el exterior del ectoparasito, adosado a la cuticula (Figura 2). En un caso
se detecto el agente tanto en la superficie como dentro de la pared cuticular (Figura
4).
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Figura 2. Cefalotérax. Se observa
inmunorreaccion  positiva (flecha) a

un grupo de bacterias ubicadas en los
microfilamentos de un miembro toracico
de C. rogercresseyi de
una hembra adulta. Tincién con
peroxidasa InmPACT™ SG. 1000X.

Figura 3. Cefalotdrax. Deteccion de
Piscirickettsia salmonis en Caligus
rogercresseyi. Se observa
inmunorreaccion positiva (flecha) en
una agrupacion de bacterias en tejido
muscular en Chalimus IV. Tincion con
peroxidasa InmPACT™ SG. 400X

inmunorreaccion positiva (flechas) a P.
salmonis en la superficie y dentro de la
pared cuticular. Chalimus IV. Tincién
con peroxidasa InmPACT™SG. 1000X.
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Figura 5. Pared del tubo digestivo. Se
observa  inmunorreaccion positiva
(flecha) a P. salmonis debajo de las
células epiteliales de revestimiento.
Chalimus 1V. Tincion con peroxidasa
ImmPACT™SG. 1000X.



Presencia de Piscirickettsia salmonis en el sistema muscular, digestivo y
reproductor de Caligus rogercresseyi

De los 49 ectoparasitos que presentaron inmunorreaccion positiva a P. salmonis, 40
individuos presentaron la bacteria en algun tipo de tejido del Caligus, ya sea en forma
intra 0 extracelular. De estos, en 20 parasitos la bacteria fue detectada en alguna zona
del sistema muscular, en 11 en el sistema digestivo y en 9 en el sistema reproductor. En
cuanto a la presencia de P. salmonis por estadios, 19 hembras, 12 machos y 9 chalimus
IV fueron positivos (Tabla 3).

Tabla 3. Presencia de P. salmonis intra o extracelular en C. rogercresseyi mediante
inmunohistoquimica.

Categoria de Sist. Sist. Sist. TOTAL
Caligus Muscular  Digestivo Reproductor
H 6 4 9 19
M 9 3 0 12
C 5 4 0 9
TOTAL 20 11 9 40

H = Hembra, M = Macho, C = Chalimus IV. Presencia de P. salmonis mediante inmunohistoquimica
en tejidos de Caligus rogercresseyi en forma intra o extracelular. Las muestras del parésito fueron
recolectadas desde un centro de engorda de salmén del Atlantico (Salmo salar) ubicado en la Region
de Los Lagos y que fue diagnosticado positivo a piscirickettsiosis en el periodo verano-otofio de
2016.

Al analizar en porcentaje la positividad de P. salmonis en tejidos de C.
rogercresseyi, se observé que en un 22,5% de las hembras el agente se encontro en
el sistema reproductor (Figura 9), seguido por un 15% en el sistema muscular
(Figura 8) y un 10% en sistema digestivo (Figura 7). Con respecto a los machos, la
bacteria fue observada en un 22,5% de los individuos en el sistema muscular, un
7,5% en el sistema digestivo y no fue detectada en el sistema reproductor. Por otra
parte, en los chalimus IV, el agente se observé en un 12,5% en el sistema muscular,
en un 10% en sistema digestivo y no fue encontrado en el sistema reproductor. Los
resultados por categorias y sistema afectado se muestran en la figura 6.
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Figura 6. Presencia de P. salmonis en tejidos de C. rogercresseyi expresado en porcentaje
segun categoria de hembras (H), machos (M) y chalimus IV (C), de acuerdo al tejido
afectado. Los individuos fueron detectados mediante técnica de inmunohistoquimica. Los
datos estan referidos a 40 Caligus infectados con la bacteria mostrados en la tabla 3. Las
muestras fueron recolectadas desde un centro de engorda de salmon del Atlantico (Salmo
salar) ubicado en la Region de Los Lagos y que fue diagnosticado positivo a
piscirickettsiosis en el periodo verano-otofio de 2016.
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Figura 7. Tracto Digestivo. Se observa
inmunorreaccion positiva (flechas) a un
grupo de P. salmonis en el sistema
digestivo de C. rogercresseyi de una
hembra adulta. 1000X. Tincion con
peroxidasa InmPACT™SG. 1000X

Figura 8. Mdusculo Cefalotorax. Se
observa inmunorreaccion positiva (flecha)
a P. salmonis en el tejido muscular del
cefalotorax de C. rogercresseyi de una
hembra adulta. Tincién con peroxidasa
ImmPACT™SG. 1000X.

Figura 9.

Ovario.

Se observa

inmunorreaccion positiva (flecha) a P.
salmonis en los ovocitos del sistema
reproductor de C. rogercresseyi de una
hembra adulta. Tincién con peroxidasa
ImmPACT™SG. 400X.
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Deteccion e identificacion de Piscirickettsia salmonis en huevos de hembras
adultas de
Caligus rogercresseyi

Como se mostro en la tabla 3 y figura 6, en el presente estudio se detectd la
presencia de P. salmonis en el sistema reproductivo de hembras adultas, lo que se
corresponde anatdmicamente a la bolsa ovigera. La bacteria fue observada asociado
a los huevos y en la superficie de la capsula de la bolsa ovigera. En total, se
analizaron 50 Caligus hembras de las cuales nueve fueron positivos a P. salmonis en
la zona de los huevos y en dos casos se ubicaron sobre la superficie (Figuras 10 y
11).

En las imégenes de la figura 12 y 13 se muestran los resultados de los cortes en serie
analizados por inmunohistoquimica (Figura 12) y por microscopia electronica de
barrido (Figura 13). De la misma manera las imagenes de las figuras 14, 15y 16
corresponden a los cortes en serie de un mismo parasito analizados por
inmunohistoquimica (Figura 14) y por MEB (Figura 15 y 16).

En relacion a la ubicacion externa de la bacteria, estd fue detectada mediante azul
toluidina, hematoxilina eosina, inmunohistoquimica y microscopia electronica de
barrido (MEB) (Figuras 12, 13, 14, 15 y 16). La bacteria fue observada ya sea en
forma individual (Figuras 14 y 15) o bien formando agrupaciones que se unian a la
superficie de la bolsa ovigera (Figuras 12, 13, 14 y 16). En este ultimo caso y
mediante MEB, se observd que los grupos de bacterias se encontraban inmersos en
una sustancia amorfa y que emitia prolongaciones hacia la superficie (Figuras 13 y
16).

3o

observa

Figura 10.

Figura 11. Huevos en cistos. Se observa

inmunorreaccion positiva (flecha) a P.
salmonis en el huevo dentro de la bolsa
ovigera de C. rogercresseyi de una
hembra adulta. Tincién con peroxidasa
ImmPACT™SG. 1000X.
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inmunorreaccion positiva (flecha) a P.
salmonis en el huevo dentro los cistos de
la bolsa ovigera de C. rogercresseyi de
una hembra adulta. Tinciébn con
peroxidasa InmPACT™SG. 1000X.



Figura 12. Bolsa Ovigera. Capa Externa
Se observa inmunorreaccion positiva
(flecha) a P. salmonis externo a la
bolsa ovigera de C. rogercresseyi de una
hembra adulta. Tinciébn con peroxidasa
ImmPACT™SG. 1000X.

Figura 14. Bolsa Ovigera. Capa Externa.
Se observa inmunorreaccion positiva a P.
salmonis en la zona externa de la bolsa
ovigera. Las bacterias se disponen en
forma individual (flecha) y grupal
(circulo).  Tincibn  con  peroxidasa
ImmPACT™SG. 1000X.
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665.6540029 2016-10-28 N x8,0k
Figura 13. Borde Externo. Bolsa
Ovigera. MEB. Se observa un

conglomerado de bacterias uniéndose a la
bolsa ovigera de C. rogercresseyi
(flecha) de una hembra adulta. La zona es
la misma que se aprecia en la figura 12
pero sin anticuerpos.

L
s

P. salmonis

665.6540016 2016-10-28 N x8,0k 10 um

Figura 15. Bolsa Ovigera. Capa Externa.
MEB. Se observa P. salmonis en el borde
externo de la bolsa ovigera de C.
rogercresseyi de una hembra adulta. La
zona es la misma que se aprecia en la
figura 14 pero sin anticuerpos.
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665 6540021 2016-10-28 N %6, 0k 10 um

Figura 16. Borde Externo. Bolsa Ovigera. MEB. Se
observa P. salmonis unido a la bolsa ovigera de C.
rogercresseyi de una hembra adulta. La zona es la misma
que se aprecia en la figura 14 pero sin anticuerpos.
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DISCUSION

La piscirickettsiosis, producida por la bacteria Piscirickettsia salmonis, es una de las
enfermedades que ha causado las condiciones sanitarias mas severas en la
acuicultura en Chile (Smith et al., 2011) conjuntamente con el ectoparasitismo
producido por Caligus rogercresseyi, un tipo de copépodo (Oelckers et al., 2014).
Este ultimo puede promover la transmision de enfermedades ya que es capaz de
producir heridas en la piel del pez y ademas los deprime inmunologicamente
(Johnson, et al., 2004). Por otra parte, diversos estudios han reportado la deteccion
de P. salmonis en el ectoparésito C. rogercresseyi (Garcés et al., 1994; Correal,
1995; Venegas, 1996; Gonzalez, 2014) sin establecer si esta bacteria se encuentra en
la superficie o en el interior de este.

En la presente tesis, un 32,6% de las muestras de Caligus resultaron positivas a la
presencia de P. salmonis. Este valor es muy superior a lo observado por Venegas
(1996), quien encontrd un 2,8% de positividad en muestras tomadas en verano-otofio
o Correal (1995), que detectdé un 6,9% en muestreos realizados en invierno
primavera. En ambos casos, la técnica utilizada fue la deteccion en frotis, obtenidos
a partir de macerados de parasitos, mediante inmunofluorescencia indirecta. Por otra
parte, los estudios realizados por Campalans (2008), mediante la técnica de reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), en distintas zonas de cultivo de salmoénidos,
reporta la prevalencia de P. salmonis en Caligus, entre un 1,5% y en un 51%. Estas
diferencias las atribuye a los tratamientos realizados en el primer caso contra P.
salmonis lo que explicaria la baja proporcion de positivos.

Al parecer, en los centros de cultivo de salménidos, existe una alta prevalencia de P.
salmonis en C. rogercresseyi. Al respecto, estudios realizados por Gonzalez (2014),
con PCR anidado, reporta un 70% de muestras positivas (7/10), de los cuales tres
(30%) fueron hembras, dos (20%) machos y dos (20%) de sexo indeterminado. Lo
anterior, es el primer estudio que sefiala la presencia de P. salmonis por sexo de
Caligus, en donde se observa un mayor porcentaje de hembras positivos al agente.
De manera similar, es interesante sefialar que los resultados obtenidos en la presente
tesis reflejan una mayor proporcién de hembras infectadas (42%), en comparacién
con los machos (28%) y chalimus IV (28%). Ademas, llama la atencion que la
mayoria de las hembras infectadas presentaron una mayor positividad en el sistema
reproductor con ubicacion en la zona interna de la bolsa ovigera (18%).

De acuerdo a lo anterior, la ubicacion del P. salmonis en ovocitos, hace sospechar
que pueda existir transmision vertical, como se ha establecido por ejemplo para
Coxiella burnetii, una bacteria que se encuentra cercana filogenéticamente.

Coxiella burnetii, es una bacteria Gram negativa de la familia Coxiellaceae (Derrick,
1939; Philip, 1948), que utiliza como reservorio una gran variedad de garrapatas, en
donde el agente se multiplica, se transmite verticalmente y pasa una parte de su ciclo
de vida adaptada en el interior del ectoparasito. Ademas, su virulencia va
aumentando conforme realiza pasajes sucesivos en las garrapatas (de la Fuente et al.,
2008). Diversos estudios han reportado infecciones de Coxiella burnetii en muchas
especies de animales silvestres, entre ellos marsupiales, roedores, lagomorfos y
peces (OIE, 2015). Asimismo, se ha comprobado la infeccion natural en més de 40
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especies de garrapatas (de las familias ixodidae y argasidae), como también en otros
artropodos que se alimentan sobre animales (Kawar, 2002).

Mayores estudios se necesitan para establecer si P. salmonis presenta un
comportamiento similar a C. burnetii. Esto seria de importancia en el rol o
participacion que pueda tener el parasito como reservorio y/o vector biologico de la
bacteria.

De acuerdo a los resultados de este estudio, se observd que P. salmonis estaba
presente en diversos organos Y tejidos del parasito; especialmente en los musculos
del cefalotérax, seguido por tracto digestivo y por ultimo en tejido ovarico. Aunque
no existen otros estudios realizados con los que se pueda comparar, se ha
demostrado que la bacteria es altamente inespecifica de especie. Al respecto, los
estudios realizados por Birkbeck et al. (2004) demostraron que P. salmonis es capaz
de crecer en lineas celulares de insectos y ranas, sugiriendo por parte de los autores,
que este microorganismo podria persistir en invertebrados y poiquilotermos que no
son peces.

En relacion a la inespecifidad de P. salmonis, se ha establecido, ademas, que puede
ser encontrado en diversos hospedadores, como salménidos, diversas especies
silvestres (Almendras et al., 1997a; Karatas et al., 2008; Chen et al., 2000) y en
Caligus (Correal, 1995; Venegas, 1996; Mauel et al., 1996; Campalans, 2011,
Gonzélez, 2014). Ademas, se ha demostrado que esta bacteria puede proliferar en
distintas lineas celulares derivadas de salmdnidos (CHSE-214, RTS-11, RTG-2,
SHK-1, ASK, CSE-119, CHH-1), de carpa (EPC), de insecto (Sf21) y rana (XTC-2)
(Fryer et al., 1990; Almendras et al., 1997; Almendras y Fuentealba, 1997; Birkbeck
et al., 2004; Rojas et al., 2009).

En la presente tesis, los cortes de tejido que dieron positivos a P. salmonis mediante
inmunohistoquimica (IHQ) y que se encontraban en la superficie del parasito en la
zona de la bolsa ovigera, fueron analizados mediante microscopia electronica de
barrido (MEB). En nueve individuos la bacteria fue observada en alguna zona de la
superficie de los ejemplares de Caligus, pero sélo en dos fue posible detectarlo en la
bolsa ovigera. Mediante IHQ, la bacteria se presentd en forma individual o formando
agrupaciones sobre la cuticula (Figuras 12 y 14). Estas muestras al ser analizadas por
MEB, se observo que las bacterias se presentaban unidas entre ellas por un material
amorfo y que a su vez emitia varias prolongaciones que lo unian a la superficie de la
bolsa ovigera. También fue posible hallar bacterias individuales adheridas a la bolsa
(Figura 15). Las estructuras amorfas encontradas, son similares al “Complejo de
Adhesion Piscirickettsial” o CAP, descrito por Larenas et al. (2003), en ovas de
trucha arcoiris y por Perez et al. (2016) sobre la superficie de conchas de chorito
(Mytilus chilensis). Este CAP corresponderia a un factor de virulencia (Quinteros,
2005) y aparentemente mantiene su capacidad infectiva (Perez et al., 2016).

De acuerdo a Marshall et al (2012), concluyen que P. salmonis, produce estructuras
muy complejas denominadas “biofilms” o biopeliculas. Estas estructuras estdn
unidas por una matriz de polisacaridos cuando se cultivan bajo alto contenido de sal
y condiciones de nutrientes limitantes (caldo marino). Se conoce que las biopeliculas
bacterianas en medio natural son producidas como una estrategia importante para
persistir en el medio ambiente, asi como para la transmision de enfermedades
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(Margolis et al., 2010; Simojoki et al., 2012; Twomey et al., 2012). Muchos tipos de
microorganismos forman biopeliculas que se incrustan en sustancias poliméricas
extracelulares y ofrecen un micronicho con disposiciones estables y un cierto grado
de homeostasis, garantizando la difusion de oxigeno, nutrientes y productos de
desecho (Donlan, 2002; Rollet et al., 2009). Generalmente las bacterias que
componen una biopelicula se ubican dentro de una matriz que ellas mismas
producen y que esta constituida por azucares complejos del tipo exopolisacaridos,
proteinas y ADN. Estas se unen a una superficie inerte o a un tejido vivo (Costerton,
1999).

Los resultados de la presente tesis, sugieren que las estructuras observadas sobre la
superficie de Caligus son consistentes con lo descrito para el CAP (Larenas et al.,
2003; Pérez et al., 2016). Por otra parte, no es descartable que este sea ademas un
tipo de biopelicula de acuerdo a lo sugerido por Marshall et al. (2012).

De acuerdo a lo anterior, Sauer (2003) describe las etapas de formacion de
biopeliculas adheridas a un sustrato en: (1) algunas bacterias se adhieren a un
sustrato; (2) union débil entre las bacterias; (3) formacion de microcolonias; (4)
desarrollo de macrocolonias con una estructura interna compleja y (5) biopelicula
madura, del que se desprenden bacterias que regresan a la vida libre.
Adicionalmente, la importancia de las biopeliculas bacterianas es que estas son
capaces de liberar y dispersar las células en el medio ambiente con el fin de
colonizar nuevos sitios (Kaplan y Fine, 2002). Por ejemplo, es posible detectar la
liberacion de células de la matriz en las primeras etapas de formacién de biopeliculas
en la cepa CTO7 de Pseudomonas sp. cuando las condiciones ambientales,
nutricionales y otras favorecen el crecimiento celular (Bester et al., 2005). Es
concebible que, en un punto dado, la biopelicula alcanzard una masa critica y como
consecuencia, la capa mas externa de la estructura puede comenzar a liberar los
organismos planctonicos para colonizar otras superficies (Marshall et al., 2012).

Los resultados de esta tesis, sugieren la posibilidad de que Caligus rogercresseyi sea
un vector de P. salmonis. Sin embargo, no fue posible establecer si la bacteria se
multiplica en el parasito o si se produce una transmisién vertical en las progenies de
estos.

Resulta interesante mencionar que en garrapatas ha sido demostrado la infeccion con
patégenos multiples. Algunos investigadores han establecido que la coinfeccion de
garrapatas con varios microorganismos puede aumentar la gravedad de la
enfermedad en los seres humanos por ejemplo en 240 pacientes diagnosticados con
la enfermedad de Lyme, el 11 % estaban coinfectados (Krause et al., 1996), en el
ganado vacuno de 286 animales analizados por PCR el 90 % de los animales
presentaron una coinfeccion (Hofmann-Lehmann et al., 2004). Es probable que
pueda ocurrir esta misma situacion en C. rogercresseyi, ya que diversos autores han
reportado la presencia concomitante de virus ISA y P. salmonis en el parasito. Los
estudios realizados por Oelckers et al. (2015) corroboran que C. rogercresseyi es
vector del virus ISA vy tiene la capacidad de infectar salmones sanos. En forma
similar, en el hemisferio norte el ectoparasito Lepeophtheirus salmonis se ha
demostrado que podria portar pasivamente el virus ISA y actuaria como vector
transmisor (Nylund et al., 1993). Es mas, Nylund et al. (1993), demostraron que el
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virus ISA estaba presente en el intestino de L. salmonis, pero no existe informacion
acerca de cuanto tiempo permanece el virus en el parasito y si éste tiene capacidad
de replicar en él.

Generalmente, los ectoparasitos marinos de peces se alimentan de mucus de su
hospedador. En la presente investigacion se observé inmunoreaccion positiva a
grupos de P. salmonis en el tracto digestivo de C. rogercressseyi en forma similar a
lo descrito para virus ISA en Lepeophtheirus salmonis. Ello hace suponer que la
bacteria ingresa al tubo digestivo conjuntamente con restos de particulas que
componen el detritus y posiblemente junto a los restos de mucus. Cabe sefialar que
L. salmonis y C. rogercresseyi pasan la fase parasitica completa de su ciclo de vida
en contacto con el mucus de la piel de su pez hospedero (Johnson y Albright, 1992)
y en la fase de chalimus se alimentan exclusivamente de mucus y epidermis, pero los
estadios preadulto y adulto son capaces también de alimentarse de sangre (Carvajal,
2009; Brandal et al., 1976). Cabe sefialar, que los ectoparasitos del presente estudio
fueron obtenidos desde un centro de cultivo de salmén del Atlantico positivo a
piscirickettsiosis, por ende, cabe la posibilidad de que C. rogercresseyi se haya
alimentado de mucus o sangre de peces infectados con el agente, lo cual explicaria la
presencia de P. salmonis en el sistema digestivo. Al respecto, de acuerdo a los
estudios publicados por Olsen et al. (1997), es posible encontrar P. salmonis en la
sangre de peces infectados. Trabajos realizados en L. salmonis han determinado que
es posible observar una coloracién rojiza oscura en el tracto digestivo; asumiendo
que corresponderia a sangre del pez hospedador (Johannessen, 1975). Brandal et al.
(1976) demostraron la presencia de sangre del hospedador en el tracto digestivo de
una hembra adulta, minimas cantidades en un macho y post chalimus de L. salmonis.
Hasta el momento no existen estudios que describan el ingreso de P. salmonis a C.
rogercresseyi ni tampoco como ingresa a los tejidos del cefalotorax. Sin embargo, en
estudios realizados in vitro a distintas bacterias de salménidos observaron que éstas
son capaces de adherirse tanto a células como al mucus de los peces; esto entrega
una evidencia indirecta de la potencialidad de colonizacién de la superficie corporal
de los hospederos (Smith et al., 2001).

De acuerdo a los resultados de este trabajo, C. rogercresseyi probablemente pueda
actuar como reservorio marino de P. salmonis manteniendo el agente infeccioso
tanto interna como externamente. Ademas, el hecho que la fase mévil del parésito
puede moverse entre peces, hace que este parasito sea un posible vector para la
bacteria. Estos antecedentes llevan a plantear la importancia de realizar futuros
estudios que definan la importancia del parasito en el ciclo de la piscirickettsiosis.
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CONCLUSIONES

El agente patdgeno Piscirickettsia salmonis se observd en el interior y sobre
la superficie de Caligus rogercresseyi en un 42 % de las hembras, 28 % de
machos y 28 % de chalimus IV.

La bacteria fue observada en 40 individuos en el interior del parésito,
asociada al sistema muscular en un 50 %, digestivo 27,5 % Yy reproductor
22,5 %.

No se pudo establecer dafios celulares en los ectoparéasito infectados con P.
salmonis.

La mayor proporcion de parasitos infectados con P. salmonis, correspondio a
hembras, donde se ubico principalmente en alguna zona de la bolsa ovigera.
De las 50 Caligus hembras analizadas, nueve fueron positivos a P. salmonis
en la zona de los huevos y en dos casos se ubicaron sobre la superficie.
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