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ESTUDIO DE LEUCEMIA LINFOBLASTICA Y SU ASOCIACION CON OTRAS
ENFERMEDADES EN SALMONIDEOS DE CULTIVO INTENSIVO EN FASE
MARINA EN EL SUR DE CHILE.

1. RESUMEN

Antecedentes de la presencia de una nueva enfermedad diagnosticada como
"Leucosis Linfoblastica" en peces de aproximadamente 1 kg. de peso, motivaron la
ejecucion de un muestreo dirigido entre Octubre de 1995 y Enero de 1996, de 403 peces
clinicamente enfermos en fase marina, de los cuales 25.3% correspondieron a Oncorhynchus
kisutch, 28.8% a Oncorhynchus mykiss y 45.9% a Salmo salar provenientes de 30 centros de
cultivo distribuidos en la X y XI regiones del pais (Latitud 41° 20" S - 45° 15' S), con el
objetivo de determinar el nivel de prevalencia y distribucion geografica de esta patologia y su
posible asociacion con otras enfermedades.

A la totalidad de los peces se les realizd examen clinico externo e interno, estu-
dio sanguineo y tinciones de Giemsa y Gram en frotis e improntes de tejidos. De los peces
clinicamente sospechosos a L. Linfobldstica se obtuvieron muestras de tejidos para examenes
histologicos, test de ELISA, microscopia electronica y frotis de tejidos para el test de 1FAT.

Se observd que la prevalencia general de L. Linfoblastica tue de 3.7%, pre-
sentandose principalmente en O. kisutch y O. mykiss y todos los casos positivos se observaron
distribuidos en la X regién, especificamente en las areas de Chiloé, Rio Negro Hornopirén -
Cholgo y Fiordo de Reloncavi - Ralun. Un 46.7% de los casos se presentaron asociados al
Sindrome Rickettsial Salmonideo y un 26.7% a la Enfermedad Bacteriana del Rifion. Los
peces con L. Linfoblastica se caracterizaron clinicamente por presentar natacion superficial y
letargica, oscurecimiento de la piel, palidez branquial y ocasionalmente exoftalmia bilateral.
Internamente, esplenomegalia, renomegalia y acumulacion de liquido en el estomago. En los
examenes de laboratorio los peces presentaron Oprincipalmente anemia, aumento del nivel de
la Capa Flogistica y Leucocitosis. Histologicamente se caracterizaron por una infil-tracion de
células inmaduras con caracteristicas de linfoblastos en o6rganos hematopoyéticos y no
hematopoyéticos, en las cuales se observd ocasionalmente la presencia de esporas gran
positivas intranucleares correspondientes a la fase madura del parédsito microsporideo
Enterocytozoon (Nucleospora) salmonis y particulas virales similares a retrovirus.

En consecuencia, L. Linfobldstica corresponde en sus caracteristicas a una
enfermedad neoplésica observada desde 1988 en salmones chinook (Oncorhynchus
tshawytscha) en Canadd y Estados Unidos denominada "Anemia Marina" o "Leucemia
Plasmacitoidea".

De acuerdo a los resultados y discusiéon de este estudio se ha sugerido
denominar a esta patologia como Leucemia Linfobldstica.

PALABRAS CLAVES: Leucosis - Leucemia - Linfoblastos - Microsporideo - Retrovirus.



STUDIES ON LYMPHOBLASTIC LEUKAEMIA AND ITS RELATIONSHIP WITH
OTHERS DISEASES OF SALMON FISH UNDER INTENSIVE MARINE CULTURE
CONDITIONS IN SOUTHERN CHILE.

2. SUMMARY

Evidences of the existence of a new fish in Southern Chile named
"Lymphoblastic Leukosis" have been suggested. This findings suggested that it was
necessary to screen the fish in order to determine the prevalence, geographic distribution of
disease and their possible relationship in with other fish diseases. The study was carry out
from October 1995 to January 1996, in 30 marine sites located in the X and XI region of the
country (Latitude 41° 20" S - 45° 15' S). A total number of 403 moribund fish were tested,
25.3% of them were Oncorhynchus kisutch, 28.8% Oncorhynchus mykiss and 45.9% Salmo
salar.

Complete post-mortem examination was performed in all the sampled fish including
blood analysis and Giemsa and Gram staining from blood and tissue smears and imprints.
Those fish which showed lesions similar to "L. Leukosis" were additionally submitted to
histopathological, ELISA, IFAT and electron microscopy analysis. It was shown that 3.7 % of
the sampled fish were positive to "L. Leukosis" affecting mainly to O. kisutch and O. mykiss.
The only area were the disease was detected was the X region, particularly the areas of Chiloe,
Rio Negro Hornopiren - Cholgo and Reloncave fiord - Ralun.

Some of the fish positive to "L. Leukosis" were also affected with
Piscirickettsia salmonis and Renibacterium salmoninarum ( 46.7% and 26.7%, respectively).
Positive fish to "L. Leukosis" showed abnormal swimming behaviour, lethargy, darkness of
the skin, pale gills, bilateral exophthalmus, enlargement of the spleen and kidney and also
excess of fluid in the stomach. The laboratory test of those fish mainly showed anaemia,
increase of the flogistic layer and leukocytosis. Histopathologically the disease was
characterized by an infiltration of immature cells resembling lymphoblastic cells both in
haematopoietic and non haematopoietic tissues. Sometimes Gram positive intranuclear spores
were observed in those tissues which corresponded to mature stages of the parasite
Enterocytozoon (Nucleospora) salmonis. By electron microscopy viral particles similar to
retrovirus were observed.

The results from the present study showed that the Chilean "L. Leukosis"
disease share many characteristics with the disease observed since 1988 in Oncorhynchus
tshawytscha in Canada and the United States named "Marine Anemia" or "Plasmacytoid
Leukaemia". The histopathological characteristics of disease suggested that it should be
named "Lymphoblastic Leukaemia'.

KEY WORDS: Leukosis - Leukaemia - Lymphoblasts - Microsporidium - Retrovirus.



3. INTRODUCCION

En Chile la salmonicultura se inici6 con la introduccion de especies salmonideas a
fines del siglo pasado. Desde entonces, lentamente se fue estableciendo un tipo de produccion que
se ha desarrollado espectacularmente desde comienzos de la década de los '80 (Méndez y Munita,
1989; Achurra, 1992), consolidandose definitivamente en los ultimos afos. Desde 1992 el pais
ostenta el segundo lugar a nivel mundial en la exportacion de salmén cultivado (Achurra, 1992;
Bravo, 1993; Méndez y Vidal, 1994), aportando un poco mas del 17 % de la produccion mundial
total (Infante, 1996'). Entre 1992 y 1995 la produccién nacional de salmones crecié en un 64 %,
pasando de 62.147 a 101.958 toneladas, de las cuales el 33.5 % correspondidé a salmoén del
atlantico (Salmo salar), 33.8 % a salmon coho (Oncorhynchus kisutch) y un 33.2 % a trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Para 1996 se estima una produccion total de 145.000 toneladas
(Mardones y col., 1995). De esta forma, la salmonicultura nacional se ha convertido en una de las
principales fuentes de recursos para la X y XI regiones del pais, participando activamente en el
desarrollo de ellas (Achurra, 1992).

Sin duda, el éxito de la salmonicultura nacional a corto o largo plazo esta
intimamente relacionado con la presencia de enfermedades (Trust, 1986; Bustos. 1993). La
historica ventaja de Chile como poseedor de un ambiente libre de ictiopatologias se ha ido
perdiendo paulatinamente (Méndez y Vidal, 1994), originado en parte, por el alto nivel de
importacion de ovas que mantiene Chile (Bravo, 1992; Mardones y Vega, 1993; Méndez y Vidal,
1994; Mardones y col., 1995). Las importaciones de ovas en su mayoria provienen desde paises
que presentan serios problemas de enfermedades infecto-contagiosas, algunas de ellas de etiologia
desconocida, causantes de altas mortalidades y elevadas pérdidas econdémicas (Macchiavello,
1992; Bravo, 1993).

En 1988 en British Columbia, Canadd, se diagnosticO por primera vez en
salmones chinook (Oncorhynchus tshawytscha) de fase marina, una enfermedad referida
como ""Anemia Marina" o "Leucemia Plasmacitoidea" (Kent y col., 1990; Kent y col.,
1991; Newbound y Kent, 1991 a; Eaton y Kent, 1992: Eaton y col., 1993; Newbound y col.,
1993; Eaton y col., 1994). Los primeros casos observados se presentaron en peces de 2 a 4 Kg.
de peso, causando 50 % de mortalidad aproximadamente, lo cual se repitio el afio siguiente
(Kent y col., 1990). Newbound y Kent (1991 a), comunicaron mortalidades de hasta 80 % en
salmones precosecha. También se han comunicado mortalidades de hasta 13 % en smolts
debido a esta causa (Kent y col., 1993). Una enfermedad similar fue descrita en salmones
chinook (O. tshawytscha} adultos y juveniles cultivados en agua dulce en los estados de
California y Washington, Estados Unidos (Hedrick y col., 1990; Kent y col., 1990; Morrison y
col., 1990; Hedrick y col., 1991; Newbound y col., 1993).

Actualmente en Chile hay reportes de una enfermedad similar que provoca
elevadas mortalidades en salmones de diferentes edades con manifestaciones clinicas

! Comunicacion Personal. Rodrigo Infante (1996). Gerente General de Asociaciéon de Productores de Salmén
y Trucha de Chile, A.G.



inespecificas como tumefaccion renal y exoftalmia. Al estudio histopatoldgico se diagnostica
como "Leucosis Linfoblastica" (Cubillos, 1995%).

Se sospecha que los agentes causantes de esta enfermedad son dos: un parasito
microsporideo intranuclear, comunicado como Enterocytozoon salmonis (Hedrick y col., 1990;
Eaton y Kent, 1992; Newbound y col., 1993), también denominado Nucleospora salmonis (Kent,
1995%); y un retrovirus oncogénico (Kent y col., 1990; Kent y col., 1991; Newbound y Kent, 1991
a; Eaton y Kent, 1992; Eaton y col., 1993; Newbound y col., 1993; Eaton y col., 1994).

E. (Nucleospora) salmonis, es un parasito que infecta el nticleo de hemoblastos,
particularmente linfoblastos o "plasmoblastos", cuyas esporas ovoides de 1x2 pum uninucleadas,
poseen un tubo polar enrollado con 8-12 vueltas alrededor de su citoplasma (Chilmonczyk y col.,
1991). Este parasito fue observado por primera vez en 1987 en salmones chinook (O.
tshawytscha) con anemia cultivados en fase marina, en Washington, Estados Unidos (Hedrick y
col., 1991). También fue reportado en salmones chinook (O. tshawytscha] adultos y juveniles de
agua dulce afectados con severa anemia, y en trucha arcoiris (O. mykiss) en Washington,
California e Idaho, Estados Unidos (Baxa-Antonio y col., 1992). Las infecciones por este parasito
se cree que estan asociadas con enfermedades neopladsicas involucrando masivas
linfoproliferaciones conocidas como "Leucemia Plasmacitoidea " (Kent y col., 1990).

Los retrovirus pertenecen a la familia Retroviridae, los cuales estan constituidos
por RNA de cadena simple con envoltura, poseen caracteristicas oncogénicas y su principal
caracteristica bioquimica es la posesion de una enzima, transcriptasa reversa, que es una DNA-
polimerasa dependiente del RNA (Horzinek, 1980; Gibbs, 1987; Evermann, 1990; Riedemann,
1992; Bowser, 1993). Los retrovirus pueden infectar y causar enfermedades neoplésicas en peces
(Bowser, 1993), por lo cual se cree que el probable agente de la leucemia del salmén es un
retrovirus denominado Salmon leukemia virus (SLV), el cual ha sido encontrado en peces con
Leucemia Plasmacitoidea, pero no en peces sanos (Eaton y Kent, 1992; Eaton y col., 1994).
Estudios de transmision efectuados en salmon chinook (0. tshawytscha), indican que la etiologia
de esta enfermedad se debe, al menos en parte, a .SLV (Kent y Dawe, 1993; Eaton y col., 1994).

Los peces afectados se observan nadando superficialmente, letargicos y con el
dorso oscuro. Externamente, los signos clinicos mas relevantes que se observan son marcada
palidez branquial y exoftalmia bilateral debido al acumulo infiltrado neoplasico en el tejido
periorbital (Newbound y Kent, 1991 a). Internamente, la signologia clinica de mayor importancia
diagndstica que se observa es esplenomegalia y renomegalia. En menor grado se observa presencia
de petequias en higado, grasa mesentérica, pancreas, corazon y musculo esquelético; también se
presenta engrasamiento de la pared intestinal y en algunos casos se evidencia ascitis serosa o
serosanguinolenta (Kent y col., 1990). En relacion al hematocrito, se ha determinado que su valor
en los peces afectados desciende en forma variable (Kent y col., 1990).

? Comunicacién Personal Victor Cubillos (1995) Instituto de Patologia Animal. Universidad Austral de Chile.
* Comunicacién Personal. Michael Kent (1995). Pacific Biological Station. Nanaimo, Canada.



Al estudio histologico de peces afectados se observa proliferacion e infiltracion de
"plasmoblastos" en diversos 6rganos, incluyendo rifién, bazo, higado, intestino, pancreas, grasa
mesentérica, corazon, musculo esquelético, piel, meninges y ojo (Kent y col., 1990; Kent y col.,
1991; Eaton y Kent, 1992; Bowser, 1993; Eaton y col., 1994; Newbound y col., 1995).

Los métodos de diagndstico para Leucemia Plasmacitoidea estan basados en
cambios patologicos severos que se producen en los 6rganos afectados, por lo cual, se realizan
diagnosticos presuntivos a través de tinciones Gram y Giemsa de impresiones de 6rganos
afectados (Newbound y col., 1993) y segun Stephen y col. (1995), el diagndstico de L.
Plasmacitoidea es confirmado mediante analisis histoldégico de 6rganos afectados. Por otra
parte, se han efectuado diversos estudios tendientes a obtener otros métodos de diagnoéstico; de
esta forma, Eaton y Kent (1992) realizaron mediciones de niveles de actividad de transcriptasa
reversa, la cual estaria asociada a la presencia de retrovirus. Por otra parte, Newbound y col.
(1993), elaboraron anticuerpos monoclonales (Mabs) contra "plasmoblastos" aislados de
peces con Leucemia Plasmacitoidea para determinar la reaccién de estos anticuerpos con
antigenos especificos de "plasmoblastos" de peces que padecian de esta enfermedad. En otro
intento, Wongtavatchai y Hedrick (1993), desarrollaron un medio de cultivo especial para E.
(Nucleospora) salmonis, obteniendo sangre, tejido renal y esplénico de peces infectados
experimentalmente con L. Plasmacitoidea.

Por otra parte, se han efectuado estudios de transmision, demostrando que L.
Plasmacitoidea es facilmente transmisible mediante inyeccion intraperitoneal de tejido
homogenizado infectado (Newbound y Kent, 1991 a). Mientras tanto, Kent y col. (1993),
concluyeron que la transmision horizontal es posible en agua dulce. Y segin observaciones
efectuadas, se sugiere que L. Plasmacitoidea podria transmitirse verticalmente (Kent y col.,
1993).

En relacion a la susceptibilidad interespecies se ha demostrado que salmén
chinook (O. tshawytscha) y salméon del atlantico (S. salar) son susceptibles a L.
Plasmacitoidea mediante inyeccion intraperitoneal de tejido homogenizado infectado. Por el
contrario, salmon coho (O. kisutch) y trucha arcoiris (0. mykiss) parecen ser resistentes
(Newbound y Kent, 1991 a).

Dado lo anterior, se plantea como hipotesis que L. Linfoblastica corresponde a la
enfermedad diagnosticada en Canadd y Estados Unidos como L. Plasmacitoidea y que esta
enfermedad tiene algin nivel de asociacion con enfermedades de alta incidencia como SRS y
BKD en salmonideos cultivados en forma intensiva en el Sur de Chile. Para ello se fijaron como
objetivos estudiar la prevalencia de esta enfermedad en salmonideos de cultivo intensivo en fase
marina en la X y XI regiones del pais, a través de un muestreo dirigido, considerando tres
especies: salmon coho (O. kisutch), trucha arcoiris (0. mykiss) y salmon del atlantico (S. salar) y
establecer si existe o no asociacion entre L. Linfoblastica, el Sindrome Rickettsial Salmonideo
(SRS) y la Enfermedad Bacteriana del Rifion (BKD). Ademas, obtener informacion acerca de la
distribucion geografica de esta enfermedad en cada una de las regiones estudiadas.



4.1 MATERIAL

4. MATERIAL Y METODO

4.1.1 LUGARES DE MUESTREO

Se estudiaron 30 centros de cultivo intensivo de salmonideos en fase marina,
pertenecientes a 15 empresas ubicadas en la X y XI regiones del pais (latitud 41° 20'S - 45°
15'S). Cada region se dividio en zonas geograficas especificas las cuales contemplaron un numero

determinado de centros de cultivos distribuidos como se presenta en la siguiente Tabla:

TABLA N°I: Distribucion del total de centros de cultivo y empresas, segliin region, zona y area

geografica estudiadas.

CENTROS
REGION FONA AREA GEOGRAFICA DE EMPRESAS
CULTIVO | MUESTREADAS
|4 | Puerto Montt - Calbuco S 4
2 . Reloncavi - Ralan J 2
X 3 JRioNegroHomopirén-Cholgol 6 | 2
4 Chiloé Insular ( Sector Morte) 7 3
5 Chiloé Insular ( Sector Sur) 5 2
SUBTOTAL X7 13
] Puyuhuap I |
X1 7 Puerto Chacabuco 2 |
SUBTOTAL 3 2
TOTAL I | 15

4.1.2 MATERIAL BIOLOGICO

muestreados entre Octubre de 1995 y Enero de 1996, de los cuales 185 (45.9 %) a salmdn del

El material bioldgico lo constituyeron 403 peces clinicamente enfermos

atlantico (8. salar). ), 116 (28.8 %) a trucha arcoiris (0. mykiss) y 102 (25.3 %)
correspondieron a salmén coho (O,kisutch)
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GRAFICO N° 1: Total de peces examinados, segin especie y region estudiadas.

4.1.3 MATERIAL DE LABORATORIO

Para realizar este estudio se utilizo la implementacion del laboratorio de
Ictiopatologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Austral de Chile, lo
cual permiti6 realizar las necropsias, tinciones Gram y Giemsa, microhematocritos,
Inmunofluorescencia Indirecta para el Sindrome Rickettsial Salmonideo (SRS) y ELISA para
la Enfermedad Bacteriana del Rifion (BKD). Para realizar el estudio histologico las muestras
fueron enviadas al laboratorio de Anatomia Patologica del Instituto de Patologia Animal de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, y las muestras para el estudio de microscopia electronica
fueron preparadas y observadas en el Instituto de Histologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad Austral de Chile.

4.2 METODO

4.2.1 OBTENCION DE MUESTRAS

En cada centro de cultivo visitado se realizaron muestreos dirigidos (peces
orillados, oscuros y moribundos) de 10-15 peces por especie, los cuales fueron eutanasiados por
asfixia. Posteriormente fueron examinados y procesados en terreno obteniendo muestras de tejidos
y organos para ser analizados en el laboratorio de la Unidad de Ictlopatologia del Instituto de
Patologia Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Austral de Chile.
Todos los peces fueron identificados individualmente asi también las muestras obtenidas de cada
uno de ellos.



4.2.2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
4.2.2.1 EXAMEN CLINICO EXTERNO

Cada pez muestreado fue pesado, medido y examinado clinicamente mediante
inspeccion directa describiendo macroscopicamente las alteraciones externas de piel, aletas,
ojos y branquias de acuerdo a un protocolo disefiado para almacenar individualmente esta
informacion (Anexo N° 1).

4.2.2.2 EXAMEN CLINICO INTERNO

Finalizado el examen externo de los peces se procedid a realizar la necropsia de
acuerdo al Fish Health Blue Book (Amos, 1985) y el Nordic Manual for the Surveillance
and Diagnosis of Diseases in Farmed Salmonids (Midtlyng y col., 1992), y mediante una
minuciosa observacion de cada organo de la cavidad abdominal ( higado, bazo, rifion,
estbmago, intestino, vejiga natatoria, organos de la reproduccion, vesicula biliar, grasa
perivisceral y musculatura) se procedid a describir en forma macroscoOpica las alteraciones
presentadas, para luego registrar individualmente la informacion en un protocolo disefiado
para tal efecto (Anexo N° 2).

4.2.2.3 ESTUDIO SANGUINEO

De cada pez muestreado se obtuvo sangre por puncion de la vena caudal, la cual
fue colectada en tubos de microhematocritos heparinizados y luego fueron centrifugados
durante 5 minutos a 12.000 rpm., para posteriormente realizar la lectura de cada minitubo
utilizando una tabla para obtener el porcentaje de volumen globular aglomerado (VGA) y el
grosor de la Capa Flogistica, considerando como peces anémicos a aquellos que presentaron
un VGA < 34 % (Stoskopf, 1993) y la C. Flogistica de cada pez fue medida utilizando el
rayado de la tabla de lectura de hematocrito obteniendo una apreciacion indirecta del nimero
de leucocitos totales, considerando un valor dado para animales domésticos en que una raya
equivale aproximadamente a 8.000 leucocitos/mi (Wittwer y Bohmwald, 1983).

Posteriormente se realizaron frotis sanguineos sobre portaobjetos los cuales
fueron fijados con metanol durante 5 minutos y luego tefiidos utilizando la tinciéon Giemsa y
observados al microscopio optico a través de objetivo 100x con la finalidad de diferenciar el
componente celular para definir la presencia de una Leucocitosis y/o Linfoblastosis y ademas
determinar la presencia de esporas intranucleares.

4.2.2.4 TINCIONES DE GRAM Y GIEMSA

De cada ejemplar muestreado se realizaron frotis e improntes en duplicado de
tejido hepatico, esplénico, renal hematopoyético, cardiaco y cerebral sobre portaobjetos, los cuales
fueron fijados al calor y con metanol y posteriormente tefiidos utilizando las tinciones de Gram y
Giemsa respectivamente. Luego fueron observados al microscopio Optico con objetivo



100x con la finalidad de determinar la presencia de células linfoblasticas a nivel de 6rganos y
de esporas gram positivas intranucleares en dichas células.

4.2.2.5 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

De aquellos peces que clinicamente evidenciaban signologia que hacia
sospechar de una Leucosis Linfoblastica (L. Linfoblastica), se procedi6 a realizar toma de
muestras para estudio histologico obteniendo trozos de tejido hepatico, esplénico, renal
hematopoyético, ocular y gonadal, los cuales fueron fijados en formalina bufferizada al 10 %.
Posteriormente se seleccionaron las muestras de aquellos peces que de acuerdo a informacion
obtenida en andlisis clinicos de laboratorio realizados previamente indicaban una posible L.
Linfoblastica, para lo cual el procedimiento utilizado fue el siguiente: las muestras
seleccionadas provinieron de aquellos peces que evidenciaron la mayor cantidad de hallazgos
relacionados con L. Linfoblastica, principalmente presencia de esporas intranucleares,
linfoblastos en organos y en sangre, anemia y/o signos clinicos externos e internos de
relevancia diagnostica para la enfermedad, basado en los antecedentes entregados por Kent y
col. (1990). Estas muestras seleccionadas fueron procesadas en autotécnico y tefiidas con
Hematoxilina-Eosina (H/E) y luego fueron sometidas a estudio histologico con la finalidad de
obtener un diagnoéstico confirmativo de L. Linfoblastica.

4.2.2.6 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFAT)

Para obtener un diagnostico diferencial de L. Linfoblastica con el Sindrome
Rickettsial Salmonideo (SRS), se realizaron frotis de tejido hepatico, esplénico y renal de
aquellos peces de cada especie que clinicamente evidenciaban signologia que hacia sospechar
de una L. Linfoblastica. Luego las preparaciones fueron fijadas con acetona durante 5
minutos y posteriormente se seleccionaron aquellas preparaciones provenientes de lo peces
que al estudio histologico presentaron L. Linfobléstica. Estas preparaciones fueron analizadas
a través del test de anticuerpos fluorescentes indirecto (IFAT) policlonal basado en la
metodologia descrita por Lannan y col. (1991) (Anexo N° 4), con la finalidad de confirmar o
descartar la presencia de Piscirickettsia salmonis, agente etioldgico de SRS.

Para definir la presencia de infeccion en IFAT/SRS, se determind positividad
cuando se detectaron dos o mas organismos rickettsiales en 50 campos microscopicos.

4.2.2.7 TEST DE ABSORCION INMUNOENZIMATICA (ELISA)

Para realizar un diagnoéstico diferencial de L. Linfoblastica con la Enfermedad
Bacteriana del Rifion (BKD), se obtuvo 1 g. de tejido renal de aquellos peces de cada especie
que evidenciaban signologia clinica de L. Linfoblastica. Estos trozos de tejido fueron
conservados en congelacidon y posteriormente se seleccionaron aquellas muestras provenientes
de los peces positivos a L. Linfoblastica, las cuales fueron procesadas y analizadas mediante
la técnica de ELISA, utilizando el kits comercial de laboratorio K-Dtect (DiagXotics Inc.)
basado en el uso de anticuerpos monoclonales p57, desarrollado segun la metodologia de
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Rockey y col. (1991) (Anexo N° 5), lo cual permitié obtener un diagndstico confirmativo de
BKD, considerando positividad una concentracién mayor a 10 ng./ ml de antigeno p57.

4.2.2.8 MICROSCOPIA ELECTRONICA

De aquellos ejemplares que evidenciaban signologia clinica sospechosa de L.
Linfoblastica se procedi6 a realizar toma de muestras de tejido hepatico, esplénico y renal,
obteniendo trozos de 1 mm? de cada 6rgano, los cuales fueron fijados en glutaraldehido
bufferizado al 2.5 %. Posteriormente se seleccionaron aquellas muestras provenientes de peces
que al examen histologico arrojaron diagnostico positivo a L. Linfoblastica. Estas muestras
fueron procesadas, preparadas y luego observadas mediante microscopia electronica de
transmision, con la finalidad de identificar el o los agentes involucrados en la etiologia de la
enfermedad estudiada.

4.2.2.9 ESTUDIO DE PREVALENCIA

La prevalencia, expresada en porcentaje de peces positivos histolégicamente a
L. Linfoblastica, fue calculada en base al total de peces muestreados en forma dirigida y
también para cada especie y para cada region estudiada.

4.2.2.10 ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE L. LINFOBLASTICA, SRS Y BKD

Para determinar si existio o no asociacion entre L. Linfoblastica y SRS o BKD,
se consideraron los diagnosticos confirmativos de cada patologia, los cuales fueron analizados
para cada especie estudiada mediante un analisis estadistico descriptivo empleando Tablas de
frecuencias. Para ello, se considerd el niimero de peces que presentaron simultaneamente la
presencia de L. Linfoblastica con alguna de las patologias diagnosticadas.

4.2.2.11 ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE L. LINFOBLASTICA

La distribucién geografica de L. Linfoblastica se determino utilizando
elementos de la estadistica descriptiva, especificamente relaciones entre variables, en las
cuales se analizaron los diagndsticos confirmativos de la enfermedad para cada especie, zona y
region estudiadas.
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El muestreo de 403 peces se realizdo en forma dirigida y al momento de ser
muestreados todos ellos se observaron nadando superficialmente, letargicos y con la piel

oscura.

En las Tablas N° 2 y 3 se presentan las alteraciones anatomopatologicas
externas e internas observadas con mayor frecuencia en el total de los salmones muestreados y

para cada especie estudiada.

TABLA N° 2 : Alteraciones anatomopatoldgicas externas observadas en el total de los salmones
muestreados en forma dirigida para cada especie estudiada, entre Octubre de

1995 y Enero de 1996.

Especies muestreadas en forma dirigida

Alteracién O. kisutch | O. mykiss | S. salar TOTAL
Anatomopatologica Externa N=102 N =116 N =185 N =403
n % n % n % n %
Hemorragias cutaneas 7 6.9 16 1380 13 | 7.0 36 8.9
Ulceras cutaneas 12 11.8 8 69 | 10 | 54 30 7.4
Abultamiento abdominal 22 | 21.6 13 1121 - - 35 8.7
Hemorragias en base de aletas 8 7.8 39 | 336 18 | 9.7 ] 65 16.1
Exoftalmia bilateral 13 12.7 5 4.3 5 2.7 1 23 5.7
Hemorragia periocular bilateral 12 | 11.8 6 52 113 | 70 | 31 7.7
Hemorragia retrobulbar bilateral 9 8.8 5 43 | 23 | 124 ] 37 9.2
Opacidad ocular bilateral - - 1 09 ] 15 | 8.1 16 4.0
Palidez branquial 51 | 50.0] 50 |43.1] 55 |29.7] 156 | 38.7

-: no existe lesion

Se puede observar que el 38.7 % de los peces muestreados presentan palidez
branquial y 16.1 % presenta hemorragias en la base de las aletas. A nivel ocular se observo
hemorragia retrobulbar bilateralmente en un 9.2 %, exoftalmia bilateral en un 5.7 % y a nivel
cutaneo se observaron hemorragias petequiales en un 8.9 % y abultamiento abdominal en un

8.7 % de los peces muestreados.




TABLA N° 3 : Alteraciones anatomopatoldgicas internas observadas en el total de los
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peces muestreados en forma dirigida para cada especie estudiada, entre Octubre

de 1995 y Enero de 1996.

Especies muestreadas en forma dirigida

Alteracién O. kisutch 0. mykiss S. salar TOTAL
Anatomopatologica Interna N=102 N=116 N =185 N = 403
n % n % n % n %

Ascitis serosanguinolenta 8 7.8 5 4.3 18 9.7 31 7.7
Hepatomegalia 14 13.7 7 6.0 9 4.9 30 7.4
Esplenomegalia 50 49.0 40 34.5 33 17.8 123 30.5
Renomegalia 38 37.3 33 28.4 32 17.3 103 25.6
Estomago con liquido 22 21.6 13 11.2 - - 35 8.7
Pared intestinal engrosada 8 7.8 7 6.0 16 8.6 31 7.7
Hemorragias en gonadas 3 2.9 1 0.9 1 0.5 5 1.2
Hemorragias en grasa visceral 14 13.7 20 17.2 14 7.6 48 11.9
Palidez hepatica 43 422 30 259 54 29.2 127 31.5

-: no existe lesion.

Dentro de las alteraciones anatomopatologicas internas se evidencio palidez
hepatica en un 31.5 %, esplenomegalia en un 30.5 %, renomegalia en un 25.6 %, hemorragias
en grasa visceral en un 11.9 %, estdbmago con abundante cantidad de liquido en un 8.7 % y
ascitis serosanguinolenta y pared intestinal engrosada en un 7.7 % de los peces muestreados,

respectivamente.
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5.2 ESTUDIO SANGUINEO Y TINCIONES GRAM Y GIEMSA

Los resultados del estudio sanguineo y de las tinciones de Gram y Giemsa en
frotis de tejidos e improntes de 6rganos hematopoyéticos y no hematopoyéticos, realizados en
salmones muestreados en forma dirigida en la X regién para cada especie estudiada, se
presentan en la siguiente Tabla:

TABLA N° 4 : Hallazgos relacionados con Leucosis Linfoblastica diagnosticados a través
del estudio sanguineo y de tinciones de Gram y Giemsa, realizados en salmones
muestreados dirigidamente segin especie estudiada en la X region, entre Octubre
de 1995 y Enero de 1996.

X REGION
Hallazgos relacionados con [ o kisuzch 0. mykiss S. salar TOTAL
Leucosis Linfoblastica N = 80 N =93 N = 144 N =317
n % n % n % n %

Anemia 28 35.0 32 34.4 39 27.1 99 31.2
C. Flogistica > 2 rayas 25 31.3 21 22.6 39 27.1 85 26.8
Leucocitosis 16 20.0 13 14.0 30 20.8 59 18.6
Linfoblastosis 8 10.0 10 10.8 17 11.8 35 11.0
Linfoblastos en 6rganos 5 6.3 4 4.3 7 49 16 5.0
Esporas Gram (+) IN 3 3.8 5 5.4 1 0.7 9 2.8

Esporas Gram (+) IN : Esporas gram positivas intranucleares.

De los peces muestreados en la X region, el 31.2 % de ellos present6 anemia y
26.8 % presentd niveles de la Capa Flogistica > 2 rayas. Al realizar la diferenciacion entre
Linfoblastosis y Leucocitosis, se observd que 18.6 % de los salmones presentaron
Leucocitosis y 11.0 % Linfoblastosis y la presencia de linfoblastos y esporas gram positivas
intranucleares en los tejidos y 6rganos analizados se encontrd en un 5.0 % y 2.8 % del total de
los salmones muestreados en la region, respectivamente.

Los resultados del estudio sanguineo y de tinciones de Gram y Giemsa
realizados en tejidos y 6rganos de los salmones muestreados en la XI region para cada especie,
se observan en la Tabla N° 5.
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TABLA N° 5 : Hallazgos relacionados con Leucosis Linfoblastica diagnosticados a través del
estudio sanguineo y de tinciones Gram y Giemsa realizados en salmones
muestreados dirigidamente, segun especie estudiada en la XI region, entre

Octubre de 1995 y Enero de 1996.

XI REGION
Hallazgos relacionados con [ 0 kisyrch O. mykiss S. salar TOTAL
Leucosis Linfoblastica N =22 N =23 N =41 N =86
n % n % n % n %
Anemia 6 27.3 14 60.9 13 31.7 33 28.4
C. Flogistica > 2 rayas 1 4.5 1 43 2 49 4 4.7
Leucocitosis 2 9.1 1 4.3 0 7.3 6 7.0
Linfoblastosis 0 0 0 0 0 0 0 0
Linfoblastos en 6rganos 1 4.5 0 0 0 0 1 1.2
Esporas Gram (+) IN 0 0 0 0 0 0 0 0

Esporas Gram (+) IN : Esporas gram positivas intranucleares.

De esta Tabla se desprende que del total de peces muestreados en la XI region,
28.4 % de ellos presentd anemia, un 7.0 % presentd Leucocitosis y 4.7 % presentd niveles de
la Capa Flogistica > 2 rayas. La presencia de linfoblastos en los d6rganos analizados se
observé en un pez (1.2 %), el cual correspondi6 a la especie O. kisutch.

Por otra parte, se destaca que no se observaron peces con Linfoblastosis y/o
esporas gram positivas intranucleares.

En el Grafico N° 2 se presentan los resultados generales del estudio sanguineo y
de tinciones Gram y Giemsa, realizados en el total de los salmones muestreados tanto en la X
como en la XI regiones y para cada especie estudiada.
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GRAFICO N° 2 : Hallazgos relacionados con Leucosis Linfoblastica diagnosticados a través
del estudio sanguineo y de tinciones Gram y Giemsa, realizados en salmones
muestreados dirigidamente segin especie estudiada en la X + XI region, entre
Octubre de 1995 y Enero de 1996.

Del Grafico N° 2 se desprende que un 32.8 % del total de peces muestreados
presentd anemia (VGA < 34 %) y un 22.1 % presentd un grosor de la Capa Flogistica > 2
rayas. Al realizar el reconocimiento del tipo celular presente en los frotis sanguineos se
observd que 16.1 % de los peces evidenciaron Leucocitosis y 8.7 % presentd Linfoblastosis
(Fig. N°I) y el andlisis de frotis sanguineos e improntes de organos tefiidos con Giemsa y
Gram demostrd la presencia de linfoblastos en 4.2 % y esporas gram positivas intranucjeares
(Fig. N° 2y Fig. N° 3) en 2.2 % del total de peces muestreados en ambas regiones estudiadas.

La situacion por especie demostrd la presencia de anemia en 39.7 % del total de
peces de la especie O. mykiss y en 33.3 % de O. kisutch. La presencia de Linfoblastosis se
observé en 5.9 % de los peces O. kisutch, en 3.8 % de S. salar y en 3.4 % de O. mykiss y la
presencia de esporas gram positivas intranucleares se observo en 4.3 % de los peces de O.
mykiss, en 2.9 % de O. kisutch y en 0.5 % de S. salar.
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FIGURA N° 1 : O. kisutch. Frotis sanguineo que demuestra proliferacion de linfoblastos
(P). Inclusiones intranucleares (Cabeza de flecha), Eritrocitos (E), Eritrocitos
usados (ly). (Giemsa, 1280 x).



FIGURA N° 2 : O. mykiss. Impronte de higado mostrando una célula infectada con 16
esporas intranucleares (MS). (Gram, 1.114 x)

17
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FIGURA N° 3 : Salmo salar. Frotis sanguineo mostrando una célula infectada con 16
esporas intranucleares (MS). Eritrocitos (E), Linfoblastos (P), Inclusiones
intranucleares (Cabeza de flecha). (Giemsa, 1280 x).

5.3 ESTUDIO HISTOLOGICO

Cada uno de los parametros observados anteriormente permitié seleccionar los
peces para analizarlos a través del estudio histologico, para obtener un diagnostico
confirmativo de Leucosis Linfoblastica en los salmones muestreados en forma dirigida de
cada especie estudiada. Estos resultados se presentan en la Tabla N° 6.
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TABLA N° 6 : Diagnostico de Leucosis Linfoblastica realizado mediante andlisis
histologico en salmones seleccionados previamente y provenientes de un
muestreo dirigido, segun especie y region estudiadas, entre Octubre de 1995 y
Enero de 1996.

REGIONES 0. kisutch 0. mvkiss S. salar TOTAL
MUESTREADASH N° Peces | N° Peces % N° Peces | N° Peces % N°Peces | N°Peces | % | N°Peces | N° Peces %
Examin. | Positivos Examin. | Positivos Examin. | Positivos Examin. | Positivos
X 9 7 77.8 10 7 70.0 11 1 9.1 30 15 50.0
X1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 3 0 0
X+ X1 10 7 70.0 11 7 63.6 12 1 8.3 33 15 |[45.5

De la Tabla N° 6 se desprende que de los 33 salmones seleccionados para ser
analizados histoldégicamente, 45.5 % de ellos resultdé con diagndstico positivo a L.
Linfoblastica. En la X region se analizaron 30 peces, resultando 50.0 % positivos y en la XI
region fue necesario analizar 3 peces (uno de cada especie) los cuales resultaron negativos.

Respecto al total de peces analizados por especie, O. kisutch y O. mykiss
presentaron 70.0 % y 63.6 % de positividad, respectivamente; y en S. salar se observo un caso
positivo (8.3 %).

Histolégicamente el cuadro de L. Linfoblastica se caracterizé por la presencia
de infiltrado de células linfoblasticas a nivel de rindén anterior, higado, bazo y génadas. Las
células Tlnfoblasticas inmaduras se caracterizaron por presentar pleomorfismo, escaso
citoplasma, diferentes tamafios, nucléolos prominentes y algunas de ellas con cuerpos de
inclusidn intranucleares y un alto porcentaje de figuras mitoticas (Fig. N°© 4).

La prevalencia de Leucosis Linfoblastica fue calculada en base al total de
salmones muestreados en forma dirigida en cada region y para cada especie estudiada, basado

en los resultados obtenidos en el andlisis histologico, los cuales se presentan en la siguiente
Tabla:

TABLA N° 7 : Prevalencia (%) de Leucosis Linfoblastica en salmones muestreados en
forma dirigida, segun especie y region estudiadas, entre Octubre de 1995 y Enero de 1996.

Especies muestreadas en forma dirigida

REGIONES 0. kisutch 0. mykiss S. salar TOTAL

N n % N n % N n % N n %

X 80 8.8 93 7.5 | 144 0.7 | 317 15 4.7

7 7 1
XI 22 0 0 23 0 0 41 0 0 86 0 0
X+ XI 102 7 69 | 116 7 6.0 | 185 1 0.5 ] 403 15 3.7

Se puede observar que la prevalencia general de L. Linfoblastica fue de 3.7 %.
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Se puede observar que la prevalencia general de L. Linfoblastica fue de 3.7 %.
En la X region se registro una prevalencia de 4.7 % y en la XI regién no se observaron casos
positivos. La situacion por especie reflejo en O. kisutch y O. mykiss una prevalencia de 6.9 %
y 6.0 %, respectivamente, y en S. salar fue de 0.5 %.

FIGURA N° 4: O. mykiss. Corte histologico de higado mostrando infiltracion de células
linfoblasticas alrededor de un vaso sanguineo (entre flechas) (Hematoxilina
Eosina). (120x).
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En la siguiente Tabla se presentan las alteraciones anatomopatologicas externas
e internas observadas en los peces que presentaron diagnostico positivo a L. Linfobidstica y
sin la presencia de SRS y BKD.

TABLA N° 8 : Alteraciones anatomopatoldgicas externas e internas observadas en los
peces que solamente presentaron L. Linfoblastica mediante andlisis histolégico y que fueron
muestreados en forma dirigida entre Octubre de 1995 y Enero de 1996.

N=7
Alteraciones n %
Anatomopatologicas

Pial ncrnra 7 100 0
Palidez branquial 4 57.1
Exoftalmia bilateral 2 28.6
Abdomen abultado 4 57.1
Palidez branquial + Exoft. 1 14.3
bilateral

Esnlenomegalia 6 85.7
Renomegalia 6 85.7
Espleno-renomegalia 5 71.4
Estémago con liquido 4 57.1
Pared intestinal engrosada 1 14.3
Palidez hepatica 4 57.1

De la Tabla N° 8 se desprende que todos los peces con diagnostico de L.
Linfoblastica presentaron la piel oscura y 57.1 % present6 palidez branquial. Abultamiento
abdominal se observd en 57.1 % y exoftalmia bilateral se presentod en 28.6 % de estos peces.
Internamente, se evidencid esplenomegalia y renomegalia en 85.7 % respectivamente, y la
presencia simultanea de espleno-renomegalia se observo en 71.4 % de los peces con L.
Linfoblastica. Un 57.1 % de los peces presentd el estdbmago con abundante cantidad de
liquido y palidez hepatica, respectivamente.

5.4 DIAGNOSTICO DE SRS Y BKD UTILIZANDO LAS TECNICAS DE IFAT Y ELISA,
RESPECTIVAMENTE

Para obtener un diagnoéstico diferencial entre L. Linfoblastica, SRS (Sindrome
Rickettsial Salmonideo) y BKD (Enfermedad Bacteriana del Rifion), los salmones analizados
histologicamente también fueron analizados a través de las técnicas de IFAT para diagnosticar
SRS y de ELISA para diagnosticar BKD. Estos resultados se presentan en la Tabla N° 9.
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TABLA N° 9 : Diagnostico de SRS y BKD mediante IFAT y ELISA, respectivamente, en
salmones que fueron analizados a través de histologia para diagnosticar Leucosis
Linfoblastica, segin especies estudiadas.

Especies analizadas

PRUEBAS O. kisutch 0. mvkiss S. salar TOTAL

N n % N n % N n % N n %

IFAT/SRS 10 5 50.0 ) 11 4 3641 12 3 25.01 33 12 | 364

ELISA/BKD | 10 3 1300} 11 2 1821 12 1 8.3 3 6 18.2

N : nimero de peces examinados, n : nimero de peces positivos.

Estos resultados demostraron que de los 33 peces analizados histologicamente,
12 de ellos (36.4 %) resultaron positivos al analisis de IFAT/SRS y 6 (18.2 %) resultaron
positivos al analisis de ELISA/BKD. Esto permitié determinar el nivel de asociacion entre L.
Linfoblastica y estas patologias diagnosticadas, lo cual se presenta en la Tabla N° 11.

5.5 ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE LEUCOSIS LINFOBLASTICA Y OTROS
DIAGNOSTICOS REALIZADOS

En la Tabla N° 10 se presentan los hallazgos de laboratorio observados en los
peces que presentaron diagnostico positivo de L. Linfoblastica para cada especie estudiada.

TABLA N° 10 : Hallazgos de laboratorio observados en los peces con diagnostico de

L. Linfoblastica para cada especie muestreada en forma dirigida, entre Octubre
de 1995 y Enero de 1996.

Especies estudiadas
Hallazgos de Laboratorio O. kisutch | O. mykiss | S. salar TOTAL
asociados a L. Linfoblastica N=7 N=7 N=l N=15
n n n n %
Anemia 2 5 1 & 53.3
Capa Flogistica > 2 rayas 4 4 0 8 53.3
Leucocitosis 4 4 0 8 53.3
Linfoblastosis 0 1 0 1 6.7
Linfoblastos en 6rganos 7 6 1 14 93.3
Esporas gram (+) intranucleares 1 1 1 3 20.0

De la Tabla N° 10 se desprende que de los peces con diagndstico de L.
Linfoblastica un 93.3 % evidenci6 la presencia de linfoblastos en los 6rganos analizados. La
presencia de anemia, Capa Flogistica > 2 rayas y Leucocitosis se evidencio en un 53.3 % para
estos hallazgos, la presencia de esporas gram positivas intranucleares se observo en un 20.0 %
y la Linfoblastosis se observé en 6.7 % de los peces afectados por la enfermedad.
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Los niveles de asociacion observados entre L. Linfoblastica, SRS y BKD en
los salmones analizados se presentan en la siguiente Tabla:

TABLA N° 11 : Nivel de asociacion entre L. Linfoblastica, SRS y BKD determinado en los
salmones positivos a L. Linfoblastica, segun especie muestreada entre Octubre
de 1995 y Enero de 1996.

Especies estudiadas
Enfermedades O. kisutch 0. mykiss S. salar TOTAL
asociadas a L. N=7 N=7 N=1 N=15
Linfoblastica
n % n % n % n %
SRS 3 42.9 3 42.9 1 100.0 7 46.7
BKD 3 42.9 0 0 1 100.0 4 26.7

En la Tabla N° 11 se puede observar que de los 15 peces con diagnostico
positivo de L. Linfoblastica 7 de ellos (46.7 %) tenian SRS, 4 (26.7 %) tenian BKD y 3 (20.0
%) tenian simultdneamente la presencia de las 3 patologias.

Se destaca que el unico caso positivo a L. Linfoblastica de la especie S. salar
presentd las 3 patologias simultdneamente, y un 28.6 % de los peces O. kisutch también
presentaron las 3 patologias simultdneamente, situacion que no se da en O. mykiss.

Del total de peces positivos a L. Linfoblastica hubo 7 peces (1.7% del total de
peces muestreados) que no presentaron SRS ni BKD y de éstos, 3 correspondieron a la especie
O. kisutch y 4 a O. mykiss.

5.6 ESTUDIO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

Con el objetivo de lograr identificar el o los agentes involucrados en la etiologia
de L. Linfoblastica, se observaron muestras provenientes de peces positivos a esta patologia a
través de microscopia electronica de transmision.

La Figura N° 5 corresponde a una fotografia de microscopia electronica la cual
reveld que las esporas gram positivas intranucleares observadas en algunos peces corresponden a
la fase madura del parasito microsporideo Enterocytozoon (Nucleospora) salmonis.
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FIGURA N° 5: O.Kisutch. Microspia electronica de transmision mostrando la presencia de
esposas maduras de Enterocytozoon (Nucleospora) salmonis dentro del
nucleo de una célula huésped. (Bar = 1 um).
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En la fotografia se observa la forma ovoide que presentan las esporas maduras
de E. (Nucleospora) salmonis con un tamafio de 1 x 2 um. En la seccion de las esporas se
evidencia una exospora y en el interior la presencia del tubo polar enrollado alrededor del
esporoplasma.

En algunas muestras de peces con L. Linfoblastica se observaron particulas
virales que sugieren la presencia de retrovirus formando cuerpos de inclusion
intracitoplasmaticos en células linfoblasticas. Estas particulas de aproximadamente 100 nm de
diametro se caracterizaron por presentar una forma aproximadamente circular con un core
denso y definido (Fig. N° 6).
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FIGURA N° 6 : O. kisutch. Microscopia electronica de transmision mostrando la presencia de
particulas virales con un core denso asociadas a una célula linfoblastica. (77.820
x) (Bar = 100nm).
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5.7 ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE L. LINFOBLASTICA

En el Grafico N° 3 se presenta la distribucion geografica de los casos positivos
a L. Linfoblastica para cada especie, zona y region estudiadas.
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GRAFICO N° 3 : Distribucion geografica de los casos positivos a Leucosis Linfoblastica
seguin especie, zona y region estudiadas, entre Octubre de 1995 y Enero de
1996.

Todos los casos positivos a L. Linfoblastica se diagnosticaron en la X region,
especificamente en las zonas N° 2,34,y 5, y el 53.3 % de los casos positivos se observaron en
la zona N° 4 (Chilo¢ Insular Norte) y N° 5 (Chilo¢ Insular Sur) en donde se registraron el 26.7
% y 13.3 % de los casos positivos, respectivamente. Y en la zona N° 2 (F. Reloncavi - Rallin)
se present6 el 6.7 % de los casos observados.

La situacion por especies reflejo6 que los casos positivos de O. kisutch se
presentaron en las zonas N° 2 y 4; y los casos de O. mykiss se observaron en la zona N° 3,4y
5. El Uinico caso de la especie S. salar se observo en la zona N° 4.
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6. DISCUSION

El gran desarrollo e intensificacion logrado por la salmonicultura nacional ha
provocado un aumento de los problemas ocasionados por enfermedades (Bustos, 1991),
existiendo por ello un permanente riesgo de aparicion y diseminacion de enfermedades
infecto-contagiosas, favorecido por el sostenido aumento de la importacion de ovas (Cassigoli,
1995; Mardones y col., 1995). El potencial productivo y la rentabilidad comercial de la
industria acuicola estdn intimamente ligadas a los aspectos sanitarios y el hallazgo de nuevas
enfermedades como la Leucosis Linfoblastica pueden ocasionar pérdidas importantes en la
salmonicultura nacional, pudiendo desestabilizar el desarrollo sustentable de la actividad.

Al observar los resultados obtenidos en esta investigacion se puede advertir que el
100 % de los peces muestreados se observaron nadando superficialmente, letargicos y con la piel
oscura, signos que son comunes a muchas enfermedades, pero también concuerda con lo descrito
para una enfermedad observada en poblaciones de salmon chinook (O. tshawytscha) cultivados en
forma intensiva en Canadéd y Estados Unidos diagnosticada como "Leucemia Plasmacitoidea' (
Kent y col., 1990; Morrison y col., 1990; Newbound y Kent, 1991 a).

Las Tablas N° 2 y 3 muestran las diferentes alteraciones anatomopatologicas
identificadas en el total de peces muestreados en ambas regiones para cada especie estudiada.
Externamente el signo que se observd con mayor frecuencia fue la palidez branquial (38.7 %)
lo que estaria indicando la presencia de anemia en estos peces (Kent y col., 1990; Newbound y
Kent, 1991 a; Stoskopf, 1993) concordando en parte con el 32.8 % de anemia observado en el
total de peces y también con lo observado en cada especie (Grafico N° 2). Esta diferencia
podria suponer que no todos los peces que tienen palidez branquial padecerian una condicion
anémica o también se deberia a la subjetividad en el reconocimiento de la palidez branquial y
al rapido cambio de coloracidon post-mortem que se observa en las branquias, sin embargo, en
los peces con diagnodstico de L. Linfoblastica se observd que todos los peces que presentaron
palidez branquial también evidenciaron algun grado de anemia (Tablas N° 8 y 10) suponiendo
con ello que la palidez branquial fue un reflejo de la condicidon anémica y la presencia de estos
signos sugiere la posible presencia de L. Plasmacitoidea debido a que son signos caracteristi-
cos de esta enfermedad (Hedrick y col., 1990; Morrison y col., 1990; Newbound y Kent, 1991
a).

Otro signo externo observado con bastante frecuencia fue la presencia de
hemorragias en la base de las aletas, pero no fue observado en los peces con L. Linfoblastica,
lo cual sugiere que podria estar relacionado con enfermedades de cardcter septicémico
(Stoskopf, 1993).

Un signo externo caracteristico de L. Plasmacitoidea es la presencia de
exoftalmia bilateral (Morrison y col., 1990; Newbound y Kent, 1991 a) el cual fue observado
en el 5.7 % del total de peces principalmente en O. kisutch, pero en los peces con L.
Linfoblastica se observo solo en el 28.6 % de ellos, lo cual indica que este signo estd asociado
ocasionalmente con la enfermedad, concordando con resultados de Kent y col. (1990) quienes
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obtuvieron aproximadamente un 20.0 % de exoftalmia bilateral en peces con L.
Plasmacitoidea sosteniendo que la presencia de esta alteracion anatomopatoldgica revelaria
una masiva acumulacion de infiltrado neoplasico en la orbita ocular.

La presencia simultanea de exoftalmia bilateral y palidez branquial en los peces
con L. Linfoblastica se observd solo en el 14.3 % de ellos, lo cual seria atribuido
probablemente a la escasa presentacion de la alteracion ocular exhibida por estos peces y a que
no siempre estarian asociados.

Otra alteracion externa en los peces con L. Linfoblastica es la presencia de
abultamiento abdominal presentandose en el 27.1 % de ellos (Tabla N° 8), aunque en la
totalidad de los peces muestreados solo se observo en el 8.7 % y solo en las especies O.
kisutch y O. mykiss, lo cual indicaria que podria estar asociado a la enfermedad. Al abordar
internamente estos peces, reveld que esta alteracion se debio a la gran acumulacion de liquido
en la cavidad estomacal, pero no a la presencia de ascitis serosanguinolenta descrito para L.
Plasmacitoidea por Kent y col. (1990), Morrison y col. (1990) y Newbound y Kent (1991 a),
quienes también sostienen que otro signo caracteristico es la presencia de engrosamiento de la
pared intestinal, lo cual solo se observo en un caso (14.7 %) de los peces con L. Linfoblastica
(Tabla N° 8), debido probablemente a una enteritis o a la presencia de infiltrado tumoral en la
mucosa intestinal.

Internamente, las alteraciones anatomopatoldgicas observadas con mayor
frecuencia en la totalidad de los peces muestreados fue la presencia de palidez hepatica,
esplenomegalia y renomegalia (Tabla N° 3), siendo mas frecuentes en O. kisutch y O. mykiss.
Esplenomegalia y renomegalia son signos caracteristicos de L. Plasmacitoidea (Hedrick y
col., 1990; Kent y col., 1990; Morrison y col., 1990; Newbound y Kent, 1991; Eaton y Kent,
1992) lo cual concuerda con lo observado en los peces con diagndstico de L. Linfoblastica
(Tabla N° 8) en que los signos internos mayormente asociados a la enfermedad fueron
esplenomegalia y renomegalia, pero también se observaron con gran frecuencia la presencia
de acumulacion de liquido en el estdbmago y palidez hepatica, esto Ultimo asociado
probablemente a una condicion anémica severa en los peces afectados.

En las Tablas N° 4 y 5 y Grafico N° 3 se observan los diferentes hallazgos
diagnosticados a través de examenes de laboratorio, los cuales permitieron presumir de una
condicion leucémica en algunos peces. El hallazgo observado con mayor frecuencia fue la
presencia de algun grado de anemia, signo que revela la presencia de alguna enfermedad, y al
parecer este signo se manifiesta a través de palidez branquial en los peces, sin embargo, solo
un 14.9 % de los peces presentaron anemia y palidez branquial simultdineamente, lo cual
sugiere que no siempre una condicién anémica se refleja en palidez branquial.

Otro hallazgo observado con bastante frecuencia fue la presencia de una Capa
Flogistica > 2 rayas obteniendo con ello una apreciacion indirecta del nimero de leucocitos totales
de aproximadamente 16 x 10 * leucocitos/ml 0 mas, lo que se interpreta como una Leucocitosis,
puesto que segun Stoskopf (1993) el rango de referencia considerado normal para este
parametro es 10-15 x 10 * leucocitos/ml. Esta situacién fue corroborada en el analisis de
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frotis sanguineos con tincion Giemsa en los cuales se observo una gran cantidad de leucocitos,
principalmente linfocitos, sin embargo la presencia simultdinea de C. Flogistica > 2 rayas y
Leucocitosis se observo en el 11.2 % del total de peces analizados, lo cual indica que el aumento
de la C. Flogistica no siempre se debe a una Leucocitosis, sino también a un aumento en la
cantidad de trombocitos (Wittwer y Bohmwald, 1983). Ademas, en este estudio se observo que del
8.7 % de los peces que evidenciaron la presencia de células linfoblasticas circulantes
(Linfoblastosis) un 3.7 % de ellos presenté un aumento de la C. Flogistica, lo cual indicaria que la
presencia de este tipo celular no siempre se manifiesta en aumento de la C. Flogistica.

Por otra parte, es importante destacar que la presencia de estas células con
caracteristicas de linfoblastos concuerda con lo descrito por Kent y col. (1990) y Kent y Dawe
(1993) para un tipo de células blasticas que ellos denominan "plasmoblastos", las cuales se
caracterizan por presentar bordes lisos, escaso citoplasma basofilico, un gran nucleo y una
zona que se tifie escasamente, denominada "yuxtanuclear hof. Este mismo tipo celular se
observo en tinciones de Giemsa realizados en 6rganos viscerales como higado, bazo y riiién en
un 4.2 % del total de peces analizados, principalmente en O. mykiss y O. kisutch de la X
region y su presencia a nivel sanguineo y visceral probablemente se deba a una condicion
neoplasica para lo cual se requiere un diagndstico confirmativo a través de un analisis
histologico (Newbound y Kent, 1991 b; Newbound y col., 1995; Stephen y col., 1995). Sin
embargo, el criterio histoldgico puede ser insuficiente para diagnosticar esta patologia debido
a que es muy dificil diferenciar células linfoblasticas de hemocitoblastos o células
mesenquimales no diferenciadas, ya que en algin momento antes de completar la maduracion
o diferenciacion de estas células, todas pueden considerarse como células multipotenciales o
blasticas (Schalm y col., 1975; Morrisony col., 1990).

La presencia de esporas gram positivas intranucleares se observé en células con
caracteristicas de linfoblastos solo a nivel de 6rganos viscerales y se presentd en el 2.2 % de
los peces, siendo un hallazgo que no siempre estuvo asociado a la presencia de los otros
hallazgos diagnosticados.

La Tabla N° 6 registra los resultados obtenidos luego de realizar el analisis
histologico para obtener un diagndstico confirmativo de L. Linfoblastica en los peces que
presumiblemente presentaban la enfermedad, y se puede observar que de los 33 peces
analizados un 45.5 % de ellos arroj6 un diagnodstico positivo de L. Linfoblastica y solamente
en peces que fueron muestreados en la X Region. Estos resultados permiten sostener que la
metodologia empleada para obtener un diagnéstico presuntivo de L. Linfobléstica tuvo
efectividad principalmente en las especies O. kisutch y O. mykiss en las cuales se logréo un
70.0 % y 63.6 % de efectividad, respectivamente. Por lo tanto, la presentacion de hallazgos
como la presencia de células linfoblasticas en 6rganos viscerales y Leucocitosis, utilizando la
tincion Giemsa, sumado a ello la presencia de anemia y C. Flogistica > 2 rayas (Tabla N° 10)
hacen posible sospechar de esta enfermedad, principalmente si ellas se presentan en las
especies O. kisutch y O. mykiss.

Un aspecto que llama la atencion es lo observado en la especie S. salar en la
cual se analiz6 el mayor numero de peces y solo se obtuvo un caso positivo a L. Linfoblastica
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siendo seleccionados bajo el mismo criterio utilizado en las otras especies estudiadas, lo cual
probablemente estuvo influenciado por los bajos pesos de estos salmones, ya que el promedio de
peso del total de los peces muestreados de S. salar fue de 0.61 Kg., en cambio en O. kisutch 'y O.
mykiss fue de 1.72 Kg. y 1.00 Kg., respectivamente (Anexo N° 3), ademas el promedio de peso de
los peces positivos a L. Linfoblastica fue de 1.70 Kg. para O. kisutch y 2.30 Kg. para O. mykiss y
el unico caso positivo de S. salar pesé 1.00 Kg. y el resto de los peces de esta especie que fueron
analizados histologicamente pesaron menos de 1 Kg. Esto concuerda con lo descrito para L.
Plasmacitoidea por Kent y col. (1990) y Newbound y Kent (1991 a) quienes sostienen que esta
enfermedad afecta a peces de aproximadamente 1 Kg. hasta un peso de precosecha, dado el
caracter cronico de la enfermedad. Por su parte, Kent y col. (1993) plantean la hipotesis que los
peces que se infectan antes de ser introducidos al mar desarrollan clinicamente la enfermedad
aproximadamente 6 a 12 meses después de ingresados al mar.

Newbound y Kent (1991 a) sostienen que O. kisutch y O. mykiss son especies
resistentes a L. Plasmacitoidea, sin embargo, estos resultados muestran que estas especies son
susceptibles a L. Linfoblastica naturalmente adquirida.

La caracterizacion histologica del cuadro de L. Linfoblastica con presencia de
infiltrado de células linfoblasticas inmaduras a nivel de rifidn hematopoyético, higado, bazo y
gonadas, concuerda con lo descrito para el cuadro de "Leucemia Plasmacitoidea" o '"Anemia
Marina" reportado desde 1988 en salmon chinook (O. tshawytscha) en Canadd y Estados
Unidos, el cual se -caracteriza histologicamente por una proliferacion infiltrativa de
"plasmoblastos" en drganos viscerales, tejido retrobulbar, musculo y otros tejidos (Kent y col.,
1990; Kent y col., 1991; Newbound y Kent, 1991 a; Eaton y Kent, 1992; Eaton y col., 1993; Kent
y Dawe, 1993; Eaton y Kent, 1994; Newbound y col., 1995; Stephen y col., 1995), y los
"plasmoblastos" descritos por estos autores corresponden segin sus caracteristicas estructurales a
células linfoblasticas concordando con Hedrick y col. (1990) y Hedrick y col. (1991). Dadas las
caracteristicas de inmadurez presentadas por estas células indica que se trataria de un cuadro
neoplasico.

Segun Stephen y col. (1995), la clasificacion de las neoplasias esta basada
principalmente en el criterio histologico, por lo tanto, de acuerdo a la "Clasificacion
histologica y nomenclatura internacional de las enfermedades neoplésicas del tejido
hematopoyético y linfoide de tos animales domésticos" (Jarret y Mackey, 1974), este cuadro
corresponde a una "Leucemia Lintbblastica' dado su origen hematopoyético, cuyas células
neoplasicas se pueden diseminar a través de la via hematopoyética y linfoide pudiendo
infiltrarse principalmente en 6rganos hematopoyéticos y linfoides y también en otros o6rganos,
mientras que la presentacion tumoral no siempre ocurre. Esto también concuerda con Wittwer
y Béhmwald (1983) quienes definen la Leucemia como una enfermedad neoplasica maligna
que afecta a uno o mas de los tipos celulares de los tejidos hematopoyéticos y que no siempre
cursa con un aumento de la cantidad de células circulantes. Dadas estas caracteristicas, la
nomenclatura utilizada para referirse a este cuadro, tales como "Leucemia Plasmacitoidea',
"Anemia Marina" o "Leucosis Linfoblastica" no corresponden, y también se descarta el
diagnostico de "Leucemia Eritroide" o "Eritroblastosis" descrito por Fredrickson (1990),
por lo tanto, de aqui en adelante en este trabajo se hablara de "Leucemia Linfoblastica'.
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Dado lo anterior, la Leucemia Linfoblastica (Leucemia Linf.) diagnosticada
en estos peces corresponderia a una neoplasia principalmente no tumoral de origen
hematopoyético, que afecta a dérganos hematopoyéticos y no hematopoyéticos y que en
muchos casos no curs6 con aumento de linfoblastos circulantes (forma aleucémica), por lo
tanto, esto explicaria la ausencia de células linfoblasticas circulantes (Linfoblastosis) en la
mayoria de los peces con la enfermedad. La Linfocitosis asociada a este problema se deberia
probablemente a una consecuencia de la condicion leucémica o a una estimulacion antigénica
de los linfocitos T que ocurre en infecciones cronicas (Wittwer y Bohmwald, 1983).

La Tabla N° 7 registra la prevalencia de Leucemia Linf. diagnosticada a través
de analisis histologico y calculada en base al total de peces muestreados en forma dirigida para
cada especie y region estudiada. De acuerdo a la metodologia utilizada para el calculo de la
prevalencia en que solo se analizaron histologicamente aquellos peces seleccionados y no toda
la poblacion de peces muestreados por razones de costo, hace que en el proceso de seleccion
se pudieran cometer errores descartando peces que podrian estar positivos a la enfermedad,
por lo tanto, los resultados obtenidos deben interpretarse como la minima prevalencia, y de
esta manera se puede decir que el 3.7 % de prevalencia general observada corresponde al
minimo porcentaje de peces con Leucemia Linf. en los salmones de cultivo intensivo en fase
marina en el Sur de Chile, y la misma interpretacion se debe aplicar para las prevalencias
observadas para cada especie y region estudiadas.

Las mayores prevalencias se registraron en las especies O. kisutch y O. mykiss
y la menor en S. salar, todos ellos muestreados en la X region. Las diferencias de prevalencia
observadas en cada especie estarian influenciadas probablemente por diferentes factores, entre
ellos el peso de las especies analizadas, diferencias de susceptibilidad interespecies, origen de
las ovas de los peces y/o el rol que pudieran tener en este cuadro la presencia de enfermedades
como SRS (Sindrome Rickettsial Salmonideo) y BKD (Enfermedad Bacteriana del Rifion), ya
que justamente en los peces que fueron analizados histologicamente se observo la presencia de
estas enfermedades principalmente en las especies O. kisutch y O. mykiss (Tabla N° 9).

Un factor de importancia que se debe considerar en la presentacion de Leucemia
Linf. es la época del afio en que se efectuaron los muéstreos (primavera - verano), lo cual pudiera
condicionar una mayor susceptibilidad a esta enfermedad influenciado principalmente por el alza
de las temperaturas de las aguas, lo cual podria también condicionar positiva o negativamente el
desarrollo del ciclo de vida de! parasito E. (Nucleospora) salmonis.

Considerando que la poblacion de peces analizados correspondié a un muestreo
dirigido de peces proximos a morir, se podria decir en base a los resultados que al menos el
3.7 % de las mortalidades que se estan produciendo en los salmones de cultivo intensivo en
fase marina en el Sur de Chile se deben a la presentacion de Leucemia Linf. en el medio y el
mayor impacto estaria siendo provocado en peces de la especie O. kisutch y O. mykiss de la X
region. Asimismo, considerando los peces en los cuales se diagnostico L. Linfoblastica sin
estar asociada con otras patologias como SRS y BKD, se puede establecer que al menos un
1,7% de las mortalidades producidas en estos peces se debieron solamente a esta enfermedad.
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En los hallazgos observados en peces con Leucemia Linf. (Tabla N° 10) estan
la presencia de anemia originada probablemente por una depresion en la eritrogénesis que
ocurre en enfermedades infecciosas cronicas y en neoplasias, o tal vez podria ser una
consecuencia de SRS y/o BKD ya que estas enfermedades dafian 6érganos hematopoyéticos
como rifion y bazo alterando la eritrogénesis. Y el aumento de la C. Flogistica se debid
principalmente a una Leucocitosis probablemente de tipo patolégica como una reaccion
defensiva de los peces frente a SRS, BKD y/o Leucemia Linf

Sélo un caso presentd Linfoblastosis lo cual indica que Leucemia Linf. se
caracterizo por presentarse principalmente en forma aleucémica. Y la presencia de linfoblastos
en oOrganos viscerales en el 93.3 % de los peces con Leucemia Linf. es el hallazgo que mas
concuerda con el diagndstico histologico, por lo tanto, es el hallazgo que mas hace sospechar
de una condicién leucémica.

Al observar los niveles de asociacion entre Leucemia Linf., SRS y BKD (Tabla
N° 11) se puede establecer el alto nivel de asociacion observado entre Leucemia Linf. y SRS,
ya que un 46,7 % de los peces positivos a Leucemia Linf. presentaron SRS. Una situacion
similar pero en menor grado se observo con BKD, ya que un 26.7 % de los peces con
Leucemia Linf. presentaron BKD, y la presencia simultanea de SRS y/o BKD en peces con
Leucemia Linf. podria ser producto de una invasidon bacteriana secundaria concordando con
Kent y Dawe (1993) quienes afirman que organismos con cuadros leucémicos u otros
desérdenes hemoproliferativos generalmente sucumben a una infeccion bacteriana secundaria,
lo cual sugiere que peces con Leucemia Linf. serian mas susceptibles a estas patologias.
Ademas, es posible que Leucemia Linf. o el agente etioldgico de esta enfermedad cause una
inmunosupresion en los peces haciéndolos mas susceptibles a SRS y BKD, indicando con ello
que el impacto producido por esta enfermedad seria aun mayor, producto de la asociacion con
estos patdgenos de gran importancia en la salmonicultura nacional.

Por otra parte, los agentes que provocan inflamaciones cronicas pueden
exacerbar la proliferacion de células neoplésicas (Potter, 1972; Nevvbound y Kent, 1991 a),
por lo tanto, Renibacterium salmoninarum agente etiolégico de BKD también pudiera actuar
como co-factor de Leucemia Linf. promoviendo la proliferacion de linfoblastos (Kent y col.,
1990; Newbound y Kent, 1991 a; Kent y Dawe, 1993) y lo mismo podria acontecer con
Piscirickettsia salmonis agente etiologico de SRS. Ademads se descarta a estos agentes como
etiologia primaria de Leucemia Linf., debido a que muchos peces con esta enfermedad no
evidenciaron SRS ni BKD.

Las esporas gram positivas intranucleares observadas en linfoblastos de algunos
peces corresponde a la fase madura del parasito microsporideo intranuclear Enterocytozoon
salmonis descrito por Chilmonczyk y col. (1991), Wongtavatchai y col. (1995) y Desportes y
col. (1996). La presencia de este parasito se observd en 9 casos (2.2 %) del total de peces
muestreados principalmente en las especies O. kisutch y O. mykiss y solo se detectd en el 20.0
% de los casos positivos a Leucemia Linf., por lo tanto, la ausencia del parasito en casos
positivos a Leucemia Linf. sugiere que éste no seria la causa primaria de la enfermedad,
contrariamente a lo planteado por Kent y Dawe (1993), pero si esta asociado en peces con la
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enfermedad lo cual sugiere una probable participacion del parasito en la patogenia de esta
enfermedad.

Por otra parte, la observacion de particulas virales que sugiere la presencia de
un retrovirus realizada a través de microscopia electronica de transmision en algunos peces
con Leucemia Linf. permite suponer que un agente infeccioso viral, probablemente un
retrovirus, podria estar involucrado en la etiologia de esta enfermedad concordando con la
hipotesis de Kent y col. (1990) y Eaton y Kent (1992), dado que los retrovirus han sido
encontrados en varias especies de peces y han sido indicados como agente etioldgico de
neoplasias en varios casos (Wingvist y col., 1968; Walker, 1969; Papas y col., 1976; Anders y
col., 1991; Martineau y col., 1991; Eaton y col., 1993). Asimismo Eaton y Kent (1992), Kent y
col. (1993), Eaton y col. (1994) sostienen que un retrovirus denominado Salmon leukemia
virus (SLV) seria el agente etiologico de esta enfermedad cuya infeccion resulta en una
viremia bimodal y que solo el segundo episodio virémico permaneceria hasta que los peces se
recuperan o mueren, por lo tanto, esto explicaria la ausencia de particulas virales en algunos
casos positivos a Leucemia Linf.

Por otra parte, segin Dykovd y Lom (1980) los parasitos microsporideos
comunmente son encontrados en peces, pero rara vez estan asociados a enfermedades severas,
sin embargo estdn asociados a la presentacion de Leucemia Linf. concordando con Hedrick y
col. (1990), Hedrick y col. (1991), Kent y col. (1991), Kent y Dawe (1993), debido a Ia
infeccion intranuclear de células hematopoyéticas con caracteristicas de linfoblastos en peces
con la condicién leucémica. Por lo tanto, se sugiere la hipdtesis que E. (Nucleospora)
salmonis actuaria induciendo la estimulacion de células linfobldsticas a través de la
produccion de un factor mitogénico soluble descrito por Wongtavatchai y col. (1995) y
Desportes y col. (1996), lo que podria explicar la presencia del pardsito en peces sin una
condicion neoplasica aun, y la presencia de Leucemia Linf. sin la presencia de agentes virales.

Por otra parte, no se descarta la hipotesis en que E. (Nucleospora) salmonis pueda
actuar como co-factor en la presentacion de Leucemia Linf. promoviendo la replicacion de virus
oncogénicos (retrovirus) los cuales esencialmente son la causa primaria de todas las neoplasias
infecciosas (Kent y Dawe, 1993), tal como ocurre con el pardsito microsporideo Enterocytozoon
bieneusi en pacientes humanos con SIDA, en donde el paréasito estd asociado a la infeccion
retroviral (Desportes y col., 1985; Cali y Owen, 1990; Vangool y col., 1995; Dasilva y col., 1996;
Desportes y col., 1996; Schwartz y col., 1996), esto podria explicar la presencia simultdnea del
parasito y de particulas virales en un mismo pez con Leucemia Linf.

En el Grafico N° 3 se presenta la distribucion geografica de los casos positivos
a Leucemia Linf. Las zonas que registraron la mayor prevalencia, en orden de importancia,
fueron: la zona N° 4 que corresponde al area de Chiloé Insular Norte y la zona N° 3 que
corresponde al area de Rio Negro Hornopirén - Cholgo, seguido por las zonas N° 5 (Chiloé
Insular Sur) y N° 2 (F. Reloncavi - Raltn).

Llama la atencion que en las zonas N° 2 y 4 la especie mas afectada fue O.
kisutch y en las zonas N° 3 y 5 fue O. mykiss, lo cual podria estar influenciado en parte por el
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peso de los peces muestreados en cada zona y por la presencia de E. (Nucleospora) salmonis,
SRS y BKD, ya que los peces de la especie O. kisutch muestreados en las zonas N° 2 y 4
tenian un peso promedio mayor a 1.5 Kg. en comparacion con el peso promedio de las otras
especies en que no sobrepaso los 950 grs. (Anexo N° 3) y al mismo tiempo fue la especie que
presento las mayores asociaciones con el parasito microsporideo, SRS y BKD en estas zonas.
Asimismo, en las zonas N° 3 y 5 la especie O. mykiss fue la que presentd los mayores niveles
de asociacion con el parasito microsporideo, SRS y BKD. Y el tinico caso de Leucemia Linf.
observado en la especie S. salar se present6 en la zona N° 4, lo que permite suponer que si no
existiera influencia del peso en la presentacion de la enfermedad, esta seria probablemente la
especie menos susceptible puesto que el mayor nimero de peces analizados histologicamente
correspondid a esta especie.

La distribucion geografica de los casos de Leucemia Linf. en las zonas
indicadas no significa que la enfermedad se encuentre distribuida solamente en estas areas,
debido a que su presentacion en los peces pudiera estar influenciado por el procedimiento y
técnica de diagndstico, la época del afio en que se efectud el muestreo, el peso y nimero de
peces muestreados en cada zona, la presencia o no de otras enfermedades asociadas al
problema y por ultimo la dindmica en la diseminacion de la enfermedad, ya que segin
Newbound y Kent (1991 b) y Baxa-Antonio y col. (1992) esta enfermedad se podria transmitir
horizontalmente entre peces de la misma especie y también entre peces de especies diferentes
(Newbound y Kent, 1991 a) e incluso se sugiere que podria transmitirse verticalmente (Kent y
col., 1993).

Bajo las condiciones del presente estudio se concluye que:

Existe una enfermedad diagnosticada como '"Leucosis Linfoblastica" en salmonideos de
cultivo intensivo en fase marina en el Sur de Chile.

La enfermedad diagnosticada como '"Leucosis Linfoblastica" corresponde clinica e
histologicamente a una enfermedad diagnosticada en Canadd y Estados Unidos como
"Leucemia Plasmacitoidea" o '""Anemia Marina".

La enfermedad diagnosticada como '"Leucosis Linfoblastica", histologicamente
corresponde a una ""Leucemia Linfoblastica".

Clinicamente Leucemia Linfoblastica se caracterizO por presentar las siguientes
alteraciones: natacion superficial y letargica, oscurecimiento de la piel, palidez branquial,
abultamiento abdominal, esplenomegalia, renomegalia, acumulacion de liquido en el
estdbmago y ocasionalmente presencia de exoftalmia bilateral.

Al estudio sanguineo Leucemia Linfoblastica se caracterizd principalmente por la
presentacion de anemia, aumento del nivel de la Capa Flogistica y Leucocitosis.

Histologicamente Leucemia Linfoblastica se caracterizo por la presencia de infiltrado de
células linfoblésticas inmaduras en 6rganos hematopoyéticos y no hematopoyéticos.
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Las células linfoblasticas encontradas en peces con Leucemia Linfoblastica se
caracterizan histologicamente por presentar pleomorfismo, escaso citoplasma, diferentes
tamanos, nucléolos prominentes y algunas de ellas presentan cuerpos de inclusion
intranucjeares y alto porcentaje de figuras mitoticas. A la tincion de Giemsa se
caracterizan por presentar bordes lisos, escaso citoplasma basofilico, un gran nucleo y una
zona citoplasmatica que se tifie débilmente denominada "yuxtanuclear hof'.

Dada las caracteristicas de inmadurez de las células linfoblasticas, la Leucemia
Linfoblastica corresponde a una neoplasia.

La prevalencia general de Leucemia Linfoblastica en salmonideos de cultivo intensivo en
fase marina en el Sur de Chile , muestreados en forma dirigida, fue de 3.7 % siendo de 4.7
% en la X region y 0 % en la XI region. Por especie, las mayores prevalencias se
observaron en O. kisutch 'y O. mykiss y la menor en S. salar.

Las prevalencias de Leucemia Linfoblastica determinadas a través de muéstreos dirigidos
y diagnosticadas a través de histologia, corresponden al minimo porcentaje de peces
afectados por esta enfermedad.

El total de peces que presentaron Leucemia Linfoblastica sin asociacion con SRS y/o
BKDfue de 1.7%, lo cual corresponde a las minimas pérdidas directas ocasionadas por esta
enfermedad.

Leucemia Linfoblastica se observd asociada a SRS (Sindrome Rickettsial Salmonideo) y
a BKD (Enfermedad Bacteriana del Rifion) en un 46.7% y 26.7%, respectivamente.

Los casos positivos de Leucemia Linfoblastica se distribuyeron geograficamente solo en la
X region, especificamente en las zonas de Chiloé Insular, Rio Negro Hornopirén - Cholgo
y F. Reloncavi - Ralun.

Se observdo la presencia de un pardsito microsporideo intranuclear denominado
Enterocytozoon (Nucleospora) salmonis en células linfoblasticas de salmones con
Leucemia Linfoblastica.

Se observo la presencia de particulas virales que sugiere la presencia de retrovirus en
salmones con Leucemia Linfoblastica.
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ANEXO N°2

PROTOCOLO DE EXAMEN CLINICO INTERNO
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ANEXO N°3

Promedios de peso y longitud, de los peces muestreados segin especie, zona y region
muestreadas.

Zona y Region 0. kisurch 0. mykiss S, salar Total
Muestreada
e | Pesn | Long ] Tesoa | Lo o | e | Long. a, Peso |Long.
BB e ] B % el ® | e aioedt SR i 2 [l o
ikgi | dem) ikgh | iem) kgt | iem) ikgh |icm
Zona | 12 30081 [446] 24 [ 60 |o9z2[208] 47 [11 7060|339 83 [206[072]343
Zona 2 12 30f213497] 11 [ 27 [oos]158] 25 | s2[0e3[176] 48 [11 9087252
Zona 3 15| 37273499 I8 | 45 |240]47.7| 23 | 57156 |513| 56 139|214 |498
Fona 4 36 | 89153468 20 | 50 [095(366] 26 | 65039 [338] 82 [203[1.05[402
Zona 5 5] 112|148 |496| 20 | 50 |095|353| 23 | ST |060|376) 48 |11 9084|379
¥

\:“EG'G" 80 lt'lﬁfi 173|477 93 |23 L16(34.2) 144 1357|091 |43 5 3T (7871 0L.10|37.7
Zona 6 [ 12] 30]o1s[247] 12 | 30 Jors[213] 13 | 3:2|034]157] 37 | 92 [022204
Zona 7 10| 25346573 11 |27 [062|264] 28 | 69 [0.19(254] 49 [122]095]32)
X1 REGIﬂ\; 22 5511701395 23 | 57T 10371237} 41 (102|024 (223 BS | 213064 (271

TOTAL 102 25.J|_l'a": 4501 116 288 | 100 {321 185 -H‘?i{iﬁ] 37403 § 100 | 100354
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ANEXO N° 4

IFAT-SRS (LannanvcoL 1991)

- Desgrasar los portaobjetos en acetona durante 10 minutos y secar al aire.

- Extender la muestra renal sobre el portaobjetos.

- Secar al aire las muestras y fijarlas en acetona por 5 minutos (este paso ayuda a disminuir la

fluorescencia no especifica debido a que remueven los lipidos en la muestra).

- Depositar una o dos gotas de la dilucién de trabajo (10 * en PBS) del anticuerpo anti- P.
salmonis de conejo e incubar en una camara himeda por 60 minutos a temperatura ambiente.

- Lavar las muestras con PBS (pH 7,0) y luego sumergirlos en el mismo PBS por 5 minutos.

- Aplicar una o dos gotas de la dilucidn de trabajo del segundo anticuerpo anti- anti P.
salmonis- FITC (Sigma) e incubar en cadmara humeda por 30 minutos a temperatura ambiente.

- Lavar las muestras por 10 minutos en agitacién con PBS (pH 7,0).

- Mantener por 15 segundos las muestras en la tincion de contraste azul de Evan's (0,1% en
PBS).

- Lavar con PBS (pH 7,0) y luego sumergirlos en el mismo PBS por 5 minutos.

- Agregar una gota de fluido de montaje (pH 8,6) y tapar con cubreobjeto.

- Ver la muestra usando aceite de inmersion en un microscopio de fluorescencia.

- La lectura se interpreta de acuerdo a la adaptacion del Servicio de Ictiopatologia de Fundacion
Chile, que tomo6 como referencia el esquema de Hara (1989) para BKD.

SOLUCIONES

-0 01 M PBS (pH 7.0)
Solucién A: 0,2M NaH2PO4 (NaH2PO4-H20-29 g/1)

Solucion B: 0,2M NaH2PO4-7H20-53,7 g/1)

Combinar 16,5 ml de solucion A, 33,5 ml de solucion B, 7.4g NaCl y completar 1 1 con
agua destilada.
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ANEXO N° 5

ELISA MONOCLONAL (K-Dtect ®)

- Preparacion de la muestra.

-Dilucion 1:1 (rifidon-buffer) (peso-volumen)

- Macerar y centrifugar (3000 r.p.m. por 10 minutos)

- Tomar sobrenadante y colocarlo en tubo Ependorf

- Lavar la placa con PBS / tween 20 una vez y secar

- Colocar 50 ul de buffer de dilucion (blanco: pocilio Aly A2)

- Colocar 50 ul de standares controles (alto en pocilios A3 y A4, medio en pocilios A5 y A6,
bajo en pocilios A7 y A8)

- Colocar 50 ul de cada una de las muestras en el resto de los pocilios, en duplicado.

- Incubar a temperatura ambiente por 1 hora.

- Lavar la placa 3 veces

- Colocar 50 ul del anticuerpo monoclonal en cada pocilio (Frasco D)

- Incubar a temperatura ambiente por 1 hora.

- Lavar la placa 3 veces

- Colocar 50 ul de Streptovidin-HRP en cada pocilio (frasco E)

- incubar a temperatura ambiente por 30 minutos.

- Lavar la placa 3 veces

- Preparar la solucion de peroxido de hidrogeno y ABTS (frasco F) (44 ul de peroxido de
hidrégeno por 11 ml de ABTS)

- Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos, con agitacion suave.

- Colocar 50 ul de solucién stop (frasco G)

- Leer
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