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1. RESUMEN

DESCRIPCION DE LA FURUNCUL OSIS PRODUCIDA POR Aeromonas salmonicida
SUBESPECIE achromogenes Y SUBESPECIE salmonicida EN SALMON DEL
ATLANTICO (Salmo salar).

Con € propdsito de reproducir la condicion conocida como Furunculosis, comparar las
tasas de mortaidad y redizar un estudio anatomopatolégico, ademés de observar el
comportamiento en agua dulce y en agua salada, se desafiaron 270 peces Salmon del Atlantico
(Salmo salar) con dos cepas de Aeromonas salmonicida, unatipica (Aeromonas salmonicida
subsp. salmonicida — A.s.s) y otra atipica (Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes —
A.s.a) esta Ultima aislada en Chile. Los peces fueron mantenidos una semana en estanque
plastico de 300 | con agua a 8-10°C, administrandose aireacion constante y alimentacién
durante su aclimatacion. Durante dicho periodo se realizo el chequeo sanitario de acuerdo a
protocolo de la OficinaInternacional de Epizootias.

Los peces entre 15 y 20 g de peso se anestesiaron con BZ 20®%, para luego ser
inoculados intraperitonealmente con una dosis de 0,1 ml de una suspension bacteriana, a una
concentracion de 108 ufc/pez, determinado mediante densidad pticaa 600 nm. Se dispusieron
de seis acuarios de 80 | (cada uno con 35 peces), dos de los cuales correspondian a peces
inoculados con A.s.a, mantenidos en agua salada y dulce respectivamente, otros dos acuarios
contenian peces inoculados con A.s.s en idénticas condiciones 'y dos acuarios controles, los
que fueron inoculados con 0.1 ml de solucion fisiolégica estéril (0.85% NaCl).

El presente estudio consistio en: estudio anatomopatol gico (necropsia e histopatol ogia),
hematol 6gico (hematocrito) y bacteriol 6gico (cultivo bacteriano y tincion de Gram).

Los resultados obtenidos muestran que la mayor patogenicidad se observd en peces
inoculados con A.s.a en agua salada (100% mortalidad), siguiendo en orden decreciente bs
inoculados con idéntico en agua dulce (88,6% mort.), los peces inoculados con A.s.s en agua
salada (82,9% mort.) y dulce (74,3% mort.) respectivamente. Sin embargo, la mortalidad de
A.s.s se observo precozmente.

Se destaca € hecho que inoculaciones con A.s.a causaron mayor grado de patogenicidad,
apreciando porcentgjes superiores de dafo tisular tanto macro (externo e interno) como
microscopicamente, de igua forma, se pudo constatar que los grupos mas afectados se
encontraban en agua salada.

Palabras claves. Aeromonas salmonicida, Furunculosis, inoculacion experimental, Salmo
salar.

L Ethil P-Aminobenzoato. Lab. Veterquimica. Camino Melipilla#5641. Santiago-Chile.



2. SUMMARY

DESCRIPTION OF FURUNCULOSIS CAUSED BY Aeromonas salmonicida
SUBSPECI E achromogenes AND SUBSPECIE salmonicidaIN ATLANTIC
SALMON (Salmo salar).

The goal of the study was to reproduce the condition known as Furunculosis, to
compare the mortality-rates follow by an anatomophatological analysis of fish maintained
separately in both fresh and seawater. 270 Atlantic Salmon (Salmo salar) were challenged
with two different strains of Aeromonas salmonicida, a typical strain (Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida — A.s.s) and one atypica (Aeromonas salmonicida
subsp. achromogenes — A.s.a) the former isolated in Chile. Fish were kept for one week
in 300 liter plastic tanks at 8-10°C, with constant aeration and feeding during their
aclimation. During such period a sanitary checking was carried out according to the
protocol recommended by the Office International des Epizooties.

The fish between 15 and 20 g body weight were anaesthetized with BZ 20®*, and
then inoculated intraperitoneally with a dose of 0,1 ml of a bacterial suspension,
concentrated at 10°® cfu/fish, determinated through optical density at 600 nm. Six plastics
tanks of 80 | were used (each one with 35 fish), two of them belonged to fish that had been
inoculated with A.s.a, kept in seawater and freshwater respectively, two other plastics
tanks contained fishinoculated with A.s.s in identical conditions and two controls plastics
tanks, containing fish inoculated with 0,1 sterile saline solution (0,85% NaCl) instead of
bacterial suspension.

The anatomopathological study included necropsy and histopathology, hematocrit,
and a bacteriological analysis (bacterial culture and Gram stain).

The result obtained showed that the highest pathogenicity was show in fish
inoculated with A.s.a in seawater (100% mortality), followed by A.s.a in freshwater
(88,6% mort.), A.s.s in seawater (82,9% mort.) and finally A.s.s in freshwater (73,3%
mort.) respectively. However, the mortality of A.s.s was observed very early in the period.

The inoculations with A.s.a caused a higher degree of pathology, being observed
greater percentages of tissue damage both macro (external an interna) as well as
microscopically. Beside the most affected groups were found in seawater.

Key words. Aeromonas salmonicida, Furunculosis, experimental inoculation, Salmo
salar.

1 Ethil P-Aminobenzoato. Lab. Veterquimica. Melipilla Road #5641. Santiago-Chile.



3. INTRODUCCION

Chile es actualmente el segundo productor mundial de salménidos, lo superado por
Noruega. En el ambito local se cultivan cuatro especies. Salmon del Atlantico (Salmo salar)
Unica especie de Atlantico, Samén Coho (Oncorhynchus kisutch), Salmon Rey
(Oncorhynchus tschawytscha) y Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Méndez y Munita,
1989; Lozano, 2000).

Existen aproximadamente méas de 40 empresas dedicadas a cultivo del salmén, las
cuales operan cerca de 1.400 centros de cultivos. Existen también cerca de 190 pisciculturas,
las cuales cuentan con una superficie de arededor de 4.700 hectareas, distribuidas
geograficamente en las cuatro regiones més australes de Chile. Los principales mercados de
destinos de las exportaciones de salmonidos son Japon, Estados Unidos, Brasil y los paises de
la Union Europea. Su comercializacion se rediza a través de las modaidades fresco-
refrigerado y congelado (M éndezy Munita, 1989).

Sin embargo, toda esta actividad de enorme proyeccion puede verse seriamente afectada
si no se consideran algunas limitantes propias de la produccion intensiva de salmones y
truchas. El principal problema a corto o largo plazo en e éxito de la saimonicultura esta
relacionado con la presencia de enfermedades en |os peces (Trust, 1986).

Las enfermedades en los peces no se deben a una causa Unica, sino que son producto de
una estrecha interaccion entre. ambiente acudtico, pez y agente patégeno. Los
microorganismos pueden actuar como patdégenos primarios y/o ser invasores oportunistas o
secundarios de un pez susceptible, causando un proceso patol 6gico (Roberts, 1981).

En este contexto, € género Aeromonas produce cuantiosas pérdidas en peces a provocar
principamente enfermedades septicémicas y ulcerativas. La de mayor importancia es la
“Furunculosis’, cuyo agente causal es Aeromonas salmonicida y gque afecta principalmente a
peces del género Salmo. Esta condicion es una de las enfermedades bacterianas més
importantes en la acuicultura de salmonidos, debido alos costos econdémicos relacionados con
mortalidad, prevencion y control (O’ Brieny col., 1994).

El término Furunculosis fue dado por analogia con la Furunculosis humana a causa de la
aparente semejanza a un furdnculo encontrado en algunos casos de lesiones clinicas. Este
nombre no corresponde a una adecuada descripcion de la lesion necrética con compromiso de
la musculaturay eventuales Ulceras que caracterizan el desarrollo crénico de la enfermedad en



salmones adultos, teniendo poco en comun con la presencia de material purulento en la piel de
los humanos. Sin embargo, este nombre esta muy difundido a nivel mundial en la literatura
como para considerar su correccion (Inglisy col., 1993; Austin y Austin, 1999).

3.1 ASPECTOSTAXONOMICOS

Desde la publicacion ddd Manual Bergey’s de Bacteriologia (Popoff, 1984), se ha
propuesto que €l género Aeromonas sea removido desde la familia Vibrionaceae y colocado
en una nueva familia llamada Aeromonadaceae (Austin y Austin, 1987), sin embargo, en la 92
Edicion del Manual Bergey’s (1994), se retiene e género Aeromonas dentro de la familia
Vibrionaceae, sin prgjuicio alavalidez de esta propuesta (Holt y col., 1994).

A diferencia del grupo de las Aeromonas moviles Aeromonas salmonicida y sus
subespecies se conocen como Aeromonas “inmoviles’. En la 92 edicion del Manua Bergey,
Popoff (1984) reconoce solamente una sola especie de Aeromonas inmdviles, la cual se divide
a su vez en tres subespecies. Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, Aeromonas
salmonicida subsp. achromogenes y Aeromonas salmonicida subsp. masoucida (Enriquez y
col., 1989).

Aeromonas salmonicida fue aidada por primera vez en Alemania en un cultivo de
truchas por Emmerich y Weibel en 1894 y descrita como Bacillus salmonicida. Este
organismo fue mas tarde reclasificado bajo el gegnero Aeromonas (McCarthy y Roberts, 1980;
Inglisy col., 1993; Gudmundsdattir, 1998).

La subdivison en tres subespecies, salmonicida, achromogenes y masoucida, esta
basada en una gran variedad de propiedades, sin embargo, estudios de ADN indican valores
muy altos en € nivel de homologia, sugiriendo que la clasificacién en subespecies es
innecesaria (Kitao y col., 1984; Stoskopf, 1992; Inglisy col., 1993; Bernoth, 1997).

Aeromonas salmonicida es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, inmovil, no
esporulado ni encapsulado, mide aproximadamente 1,3-2,0 por 0,8-1,3 im, con formas
variables de una cepa a otra, crecen y se mantienen éptimamente en medios nutritivos con
0.85% de sd y temperaturas entre 22 a 28°C, no creciendo a temperatura mayores de 37°C
(Paterson y col., 1980; Austin y Austin, 1987; Roberts, 1989; Inglisy col., 1993; Bernoth,
1997; Hiney y Olivier, 1999).

Cepas virulentas adquieren generalmente una forma cocoidea, mientras que cepas
avirulentas corresponden a la clasica forma de un bacilo (Enriquezy col., 1989).



McCarthy y Roberts (1980) propusieron otra division diferente entre las tres subespecies,
basados en un criterio epizootioldgico, el cua es sostenido por Belland y Trust (1988), estas
son: Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes (incorpora a esta subespecie la subespecie masoucida de Shubert) vy
Aeromonas salmonicida subsp. nova (Kitao y col., 1984; Inglisy col., 1993).

a) A. salmonicida subsp. salmonicida (A.s.s). Incorporan las cepas tipicas, aisladas de
salmonideos. Es la més coman, su principal caracteristica es su capacidad de producir un
pigmento de color marron-café en agar TSA o Mller-Hinton. Los aislados de salmonidos
producen pigmentos en 2-3 dias 25°C.

b) A. salmonicida subsp. achromogenes (A.s.a). En esta subespecie se relacionan todas las
cepas atipicas de Aeromonas salmonicida. Su caracteristica principal es su incapacidad de
producir pigmento en medios slidos (Agar TSA).

c) A. salmonicida subsp. nova. Incluye las cepas atipicas asociadas a enfermedades de peces
salmonideos y no salmonideos, ks cuales no todas producen pigmento y requieren sangre
0 SUero para su crecimiento.

Una cuarta subespecie atipica a sido propuesta por Austin y Austin (1989), la cua es
denominada Aeromonas salmonicida subsp. smithia (Bernoth, 1997).

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida es e agente causa de la Furunculosis
clésica, lacual es denominada “Furunculosis tipica’, diferenciéndose de otras cepas atipicas.
Esta bacteria a sido descrita en una taxonomia homogénea, con respecto a sus caracteristicas
bioquimicas y genotipicas, por € contrario, € grupo de las cepas de Aeromonas salmonicida
atipicas (como Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes) consisten en aislados que
mantieren una larga variedad en sus caracteristicas bioquimicas, moleculares y de virulencia
(Gudmundsdattir, 1998; Hiney y col., 1999).

Los aidados atipicos estan caracterizados por poseer propiedades bioguimicas diferentes
de aguellas descritas para Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida (Anexo 1). Algunas
de estas diferencias se refieren a que los aislados atipicos no producen pigmentacién café del
medio y tienen un crecimiento mas lento (Patersony col., 1980; Gudmundsdéttir, 1998).



3.2 ESPECIES SUSCEPTIBLES

Tanto A.s.a como A.s.s afectan a todas las especies de la familia Salmonidae, con un
amplio rango de especies en agua dulce, salobre o agua salada. Sin embargo, existen
variaciones en la susceptibilidad en cada grupo de peces (Post, 1983; Gudmundsdottir, 1998;
Hiney y Olivier, 1999; Laidler y cal., 1999).

3.3 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Actualmente € patdgeno se distribuye mundialmente, con excepcién de Australia y
Nueva Zelanda. Las cepas atipicas se encuentran principalmente en regiones temperadas del
hemisferio norte, como Canada, USA, Japdn y centro y norte de Europa, incluyendo |os paises
Noérdicos. Sin embargo, las cepas atipicas también han sido aisladas en Australia y en €l
mediterrdneo (Austin y Austin, 1987; Inglisy col., 1993).

En Chile la Furunculosis atipica fue diagnosticada por primera vez en noviembre de
1995 en uno de cuatro stock de Salmoén del Atlantico (Salmo salar), criados en balsas jaulas
marinas en un lugar cercano a Puerto Montt (Bravo, 1999). En esta area, |os centros de cultivo
de peces han usado ovas de salmoén importadas desde paises donde Aeromonas salmonicida
atipica es endémica (Gudmundsddttir, 1998).

Los peces afectados tenian un peso de 900 g y la temperatura del agua se encontraba
alrededor de los 11°C. Los otros tres stocks se encontraban negativos a la presencia de la
enfermedad, aunque los peces se criaron juntos en € mismo sitio. La enfermedad en € gruypo
afectado fue controlada con flumequina por 14 dias, sin embargo, en la primavera del
siguiente afio un segundo brote se produjo en €l grupo afectado cuando los peces pesaban més
de cuatro kilos, para evitar que la enfermedad se extienda todo e stock de peces fue
cosechado. Desde ese tiempo, la Furunculosis atipica no se ha reportado nuevamente en el
&rea de Puerto Montt (Bravo, 1999).

Durante Octubre de 1998, la enfermedad aparecio a unas 50 millas nauticas a sur del
centro de cultivo donde la enfermedad fue diagnosticada en 1995. Iniciamente, Furunculosis
atipica fue reportada solo entre uno de cinco centros localizados en el érea de Llanquihue,
donde s5lo fueron estudiados salmones de Atlantico. El peso de los peces infectados en esta
nueva localidad fue arededor de 670 g y la temperatura del agua fue de 11°C. En Diciembre
de 1998, la enfermedad se expandié simultaneamente de tres a cinco centros de cultivos de
Salmén del Atlantico, y en Marzo de 1999 la enfermedad se extendié a la totalidad de los
centros de lalocalidad (Bravo, 1999).



Hasta la fecha en Chile, no ha sido reportada la Furunculosis atipica entre peces de agua
dulce u otros centros de cultivos. Debido a la aparente rapida propagacion de la enfermedad,
es posible que la distribucion geogréfica de Aeromonas salmonicida sea extensiva en € agua
marina de Chile (Bravo, 1999).

3.4EPIZOOTIOLOGIA

La Furunculosis de los saiménidos en una explotacion de agua dulce o sdada es
consecutiva, generalmente, a la introduccion de peces enfermos o portadores asintométicos de
la bacteria, actuando el aguay los equipos de la piscicultura como vehiculos del germen. En €
ambiente silvestre los salmonideos anddromos poseen un importante rol en la transmisién de
esta enfermedad por presentar infecciones subclinicas latentes (Roberts, 1981; Post, 1983).

El principa mecanismo de infeccién de Aeromonas salmonicida es por medio de la
transmision horizontal, siendo las vias digestivas, percutanea y branquia las rutas méas
comunes de infeccién (Post, 1983). Como el organismo puede ser eliminado através de
fluidos reproductivos, la transmision vertical también puede ocurrir, aungque existen evidencias
gue indican que es una probabilidad muy escasa (McCarthy y Roberts, 1980; Heeny col.,
1993).

Aeromonas salmonicida posee un amplio rango de hospedadores, sin embargo, es un
patdgeno obligado del pez, que puede sobrevivir por agunas semanas fuera del hospedador,
dependiendo de la sdlinidad, pH, temperatura y niveles de detritus del agua, ademés puede
sobrevivir tanto en el agua dulce como en el agua salada (McCarthy y Roberts, 1980; Bernoth,
1997).

El periodo de incubacion de la Furunculosis es dependiente de la temperatura del agua.
Peces susceptibles en aguas con una temperatura de 20°C pueden desarrollar casos de
Furunculosis dentro de los 4 a 12 dias siguientes. Es posible que bs signos externos de la
enfermedad nunca se presenten en peces susceptibles si la temperatura del agua esta por
debgjo de los 8°C (Post, 1983).

La enfermedad, coincide, salvo excepciones, con dafio fisico, altas temperaturas,
concentraciones bajas de oxigeno, presencia de ectoparasitos y otras enfermedades, dieta,
sobrepoblacién, afectando a peces de cualquier edad, sin embargo los més jévenes son los mas
afectados (Entrala, 1989; Hiney y Olivier, 1999; Plumb, 1999).

Se ha observado una marcada estacionalidad en laincidencia de la Furunculosis, tanto en
peces cultivados como en los de vida libre, el aumento de las temperaturas como el proceso de



smoltificacion estédn implicados en esta aparente estacionalidad. El proceso de smoltificacion
est4 asociado con los mayores cambios fisiol 6gicos, incluyendo la elevacién de los niveles de
cortisol, lo que genera una severa depresion en los sistemas de defensa del pez e incrementala
susceptibilidad a las infecciones bacterianas. Las dtas temperaturas (primavera-verano)
incrementan los brotes de Furunculosis tanto en agua dulce como salada. De hecho la ata
temperatura es e principa factor que influencia e desarrollo de la Furunculosis, no solo a
nivel de respuesta al estrés, sino también anivel del patdgeno, ya que se ha demostrado que la
multiplicacion de Aeromonas salmonicida en la sangre coincide con € aumento de la
temperatura del agua (Hiney y Olivier, 1999).

3.5 SIGNOSCLINICOS

La Furunculosis se encuentra en el grupo de las enfermedades septicémicas causadas por
bacterias Gram negativas. Al respecto, hay una considerable variacién en la descripcion
clinicay patol 6gica dependiendo de la patogenicidad de |a cepa infectante (Robertsy Sheperd,
1980). Esta condicion puede presentar una de cuatro formas clinicas dependiendo de la
patogenicidad del agente, la edad del pez, grado de inmunidad y la importancia de factores
externos como la temperatura (Enriquez y col., 1989; Del Valle, 1992).

Las formas de la enfermedad, tanto para la enfermedad causadas por cepas tipicas y
atipicas, varian desde:

3.5.1 Furunculosishiperaguda o asintoméatica
En lacud se presenta mortalidad sin lesiones evidentes,

3.5.2 Furunculosis aguda o subaguda

En peces en crecimiento, la Furunculosis tiende a ocurrir en forma aguda, la que se
manifiesta clinicamente por una septicemia bacteriana generalizada. Debido a la corta
duracion de la enfermedad € desarrollo de furdnculos es inusua. Los peces muestran signos
de una septicemia hemorrégica, presentando hemorragias locales en la piel, sobre todo en €
&rea de insercion de las aletas pares. En la musculatura 'y en el higado se aprecian petequias.
La Furunculosis se caracteriza por exoftalmia, coloracién oscura de la piel, esplenomegalia,
nefritis y enteritis (McCarthy y Roberts, 1980; Enriquezy col., 1989; Hiney y Olivier, 1999).

3.5.3 Furunculosiscronica

Esta forma es mas comin en peces adultos, se caracteriza por las tipicas lesiones, con
presencia de abscesos en la piel, los que se transforman posteriormente en furdnculos. En los
casos mas cronicos los trdnculos se rompen ulcerandose (Enriquez y col., 1989; Hiney y
Olivier, 1999).



Clinicamente esta enfermedad se puede describir como una variedad de septicemia con
hemorragias musculares y en otras zonas del cuerpo. La principal lesion que la caracteriza es
una inflamacién subcutanea que suele generar una dermatitis ulcerativa, afectando a las zonas
musculares adyacentes. Histologicamente en casos muy avanzados se produce necrosis
evidente de los tgidos, producto de enzimas proteoliticas extracelulares con abundantes
colonias de bacterias Gram negativas. Internamente hay hemorragias petequiales en gbnadas,
tgiido adiposo, peritoneo, higado, rifion y bazo, acumulacion de liquido en la cavidad
abdominal, licuefaccién de tgidosy renomegalia (McCarthy y Roberts, 1980; Roberts, 1981;
Post, 1983; Austiny Austin, 1987; Bernoth, 1997).

3.5.4 Furunculosisintestinal

Una cuarta forma de Furunculosis asociada a baga mortalidad es la Furunculosis
intestinal, debido a que es éste 6rgano el mas alterado. Este normalmente se encuentra vacio,
sin aimento, ademés, hay inflamacion de la mucosa, hemorragia evidente y abundante
cantidad de mucus. Se observa prolapso del ano y hemorragia en la zona de los ciegos
pildricos. Externamente hay restos de fecas y/o de mucus en e ano (Enriquez y col., 1989;
Hiney y Olivier, 1999).

De las cuatro formas de presentacion, solamente la primera tiene importancia, debido a
gue cuando se esta frente a la forma asintomética, no se realiza aidamiento del agente
(Enriquezy col., 1989).

Los sintomas que se observan son Ulceras sangrantes y furdnculos en la regién dorsal
preferentemente, que pueden estar aislados o en grupos. Los peces se mueven lentamentey sin
reflgos. Ademés, se producen rdpidos movimientos de las agallas (taquibranquia), anorexia,
letargiay “furdnculos’ (Bernoth, 1997).

Con la excepcion de los “furdnculos’, ninguno de los signos anteriores son especificos a
la Furunculosis; los signos son comunes a muchas infecciones bacterianas sistémicas de los
peces (Bernoth, 1997). S6lo en € caso de la forma crénica e diagnéstico clinico es suficiente
para emitir un prediagnéstico adecuado. Sin embargo, en agunos casos de septicemia por
Aeromonas moviles también es posible la presencia de abscesos similares en la superficie del
cuerpo (Enriquezy col., 1989).

Las formas agudas de la enfermedad no son caracteristicas de la Furunculosis, los signos
asociados con la forma cronica, tomados conjuntamente con el origen y la historia de los
peces, pueden ser de algun valor diagnéstico (Austiny Austin, 1999).



La muerte del pez se produce por un shock hipoglicémico debido a la utilizacion de la
glucosa sanguinea por e patdégeno en su proceso de multiplicacion (Entrala, 1989; Austin y
Austin, 1999; Hiney y Olivier, 1999).

3.6 DIAGNOSTICO

El diagnostico se basa tanto en los signos clinicos (Furunculosis crénica) como en €l
aidamiento y la identificacion del organismo causal en € laboratorio. El aisamiento primario
debe hacerse del rifion sobre un medio de cultivo adecuado (Agar TSA, o Miller—Hinton) a
20-25°C durante 24 a 48 horas para A.s.sy 7 a 14 dias para A.s.a (Gudmundsdéttir, 1998;
Enriquezy col., 1989).

El diagnostico presuntivo de Aeromonas salmonicida incluye cuatro pardmetros:
morfologia, tincion, motilidad y produccién de pigmento. La aglutinaciéon répida en placa
también es utilizada como un método rapido de deteccion (Post, 1983; Reinchenbach-Klinke,
1996).

El organismo, cuando se cultiva es un bacilo corto (cocoide), Gram negativo, inmovil,
citocromo oxidasa positivo. Aunque es bien reconocida la existencia de cepas acromogénicas,
puede esperarse que la mayoria de las cepas produzcan un pigmento marrdn cuando crecen en
el medio de aislamiento (Amos, 1985; Roberts, 1989). Sin embargo, la habilidad de producir
pigmento marrén puede ser inhibida por condiciones de pH y temperaturas extremas (Post,
1983).

El diagnostico confirmativo de Furunculosis deberia seguir a diagnostico presuntivo. El
diagnostico serolégico adquiere mayor importancia (Post, 1983). Actualmente se utilizan con
muy buenos resultados las pruebas IFAT, ELISA y PCR, la ata especificidad y sensibilidad de
ELISA hace que sea considerada como herramienta de eleccion para la deteccion de peces
portadores o de peces enfermos asintomaticos (Enriquez y col., 1989).



Este trabajo constituird uno de los primeros estudios en €l pais, cuyos objetivos son:
1.  Reproducir laFurunculosis en Salmén del Atlantico (Salmo salar).

2. Describir y comparar la Furunculosis producida por una cepa tipo (A.s.S) y por un
aislado naciona (A.s.a) en Salmon del Atlantico (Salmo salar).

3. Comparar la relacion existente entre la patogenicidad producida por A.say A.ssy d
medio acuético en que son mantenidos |os peces.

HIPOTESIS: Lainoculacion de A.ss y A.s.a provocara la “Furunculosis’ en Salmones del
Atlantico (Salmo salar), tanto en agua dulce como salada.

Ademas, permitird dar a conocer la importancia tanto sanitaria como econémica que
posee esta enfermedad emergente para e sector salmonicultor, la que puede acarrear
cuantiosas pérdidas en la industria salmonera. También se pretende entregar un mayor
conocimiento de la enfermedad, para asi efectuar de mejor manera las operaciones de manejo
e ictiosanitarias de los centros de cultivo de peces.



4. MATERIAL Y METODO

41 MATERIAL

411 MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron peces Samén del Atlantico (Salmo salar) y los aidlados bacterianos
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida y Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes, ésta, aislada en Chile y mantenidas en €l |aboratorio de I ctiopatologia.

4.1.2 MATERIAL DE LABORATORIO

Para redizar este estudio se utilizé la implementacion del Laboratorio de Ictiopatologia
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Austral de Chile, o cual permitio
realizar siembras en placas, tinciones Gram, y microhematocrito. Para realizar € estudio
histopatoldgico las muestras fueron enviadas al laboratorio de Anatomia Patologica del
Instituto de Patologia Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias.

4.1.3 MATERIAL DE SALA DE ACUARIOS

6 Acuarios de 80 | - 6 TermOmetros
6 Filtros de agua - 3 Quechas
6 Bombas de Aire - Material de Aseo y desinfeccién
1 Sistema de termostato - Alimento
6 Calefactores - Carbon activado y perlon
4.2 METODO

4.2.1 OBTENCION Y MANTENCION DE LOSPECES

El experimento principal se reaiz6 con 270 gjemplares de Salmon del Atlantico (Salmo
salar) con un peso de 15-20 g, los cuales fueron obtenidos de una piscicultura sin antecedentes
de Furunculosis, y trasladados a Laboratorio de Ictiopatologia de la Universidad Austral de
Chile en bidones plasticos, abastecidos en € trayecto con un sistema de aporte de oxigeno.
Posteriormente los peces se depositaron en un estanque circular con agua dulce, con aireacion



constante mediante bombas de aire con difusor, y filtros de perlén con carbédn activado para su
aclimatacion y mantencion por un periodo de una semana.

4.2.2 OBTENCION DE LAS CEPASBACTERIANAS

Las bacterias de Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida y Aeromonas
salmonicida subsp. achromogenes que forman parte del cepario del Laboratorio de
Ictiopatologia de la Universidad Austral de Chile, fueron sembradas en Agar TSA vy
mantenidas a 20°C hasta lograr su crecimiento. De las colonias de las cepas bacterianas se
realizd una suspension bacteriana para ser inoculada intraperitonealmente a un grupo de 20
peces (Salmo salar).

El objetivo de redizar esta inoculacion, es que a través del pasgje de estas cepas
bacterianas en un grupo de peces se puede lograr la reactivacion y ademés conocer su
patogenicidad, debido a que investigaciones demuestran gque la mantencion prolongada de
aislados de Aeromonas salmonicida en laboratorios, era frecuentemente responsable de una
baja en su virulencia (Austin y Austin, 1999).

Una vez reactivadas ambas cepas bacterianas, fueron conservadas y mantenidas en €
Laboratorio de Ictiopatologia de la Universidad Austral de Chile, hasta el momento de ser
utilizadas.

4.2.3 INOCULACION

Previo a estudio experimental se realizé un chequeo sanitario a 60 peces segun la O.I.E
(2000) para confirmar que se trabajaria con peces exentos de cualquier agente infeccioso o
parasitario que pudierainterferir en el resultado del estudio.

Una vez gue los peces se encontraban aclimatados y se disponia del indculo de ambas
cepas bacterianas, se procedié a anestesiar los peces con BZ 20%2, por 3-5 minutos, para asi
lograr un mangjo més facil durante e proceso de inoculacion.

Se inocul6 intraperitonealmente con 0.1 ml de una solucidn bacteriana en solucion
fisiologica estéril, a una concentracion de 10° ufc/ml, determinado mediante densidad dptica a
600 nm, leido en un espectrofotémetro® del Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad

2 Ethil P-Aminobenzoato. Lab. Veterquimica. Camino Melipilla#5641. Santiago-Chile.
3 Spectronic tipo Génesis 8.



Austral de Chile. Los dos grupos controles se inocularon con 0.1 ml de soluciédn fisioldgica
estéril (0.85% NaCl). Ladensidad épticapara A.s.a fuede 0.94y para A.s.s 1.04.

La concentracion de 108 ufc/ml, ademés de ser determinada mediante espectrofotometria,
fue confirmada posteriormente a través de recuento en placa. Para A.s.a la densidad dptica
(D.O) fue de 0.94 con un gPromedio de 132 ufc en la dilucion -7, 1o que corresponde a una
concentracion de 1,32 x 10° ufc/ml, equivalente ainocular 1,32 x 10® ufc/ml, debido a que solo
se inyecta 0.1 ml de suspensién bacteriana. A.s.s tuvo una D.O de 1.16 con un E!aromedio 159
ufc en el recuento en placade ladilucion -7, lo que equivale ainocular 1.59 x 10° ufc/ml.

4.2.4 DISENO DEL EXPERIMENTO

A medida que los peces fueron inoculados intraperitonealmerte, eran distribuidos en 6
acuarios, cada uno con 35 peces, de acuerdo a siguiente disefio:

1 acuario con 35 peces para inoculacion experimental de A. salmonicida subsp.
salmonicida (ATCC), en aguadulce.

1 acuario con 35 peces para inoculacion experimertal de A. salmonicida subsp.
salmonicida (ATCC), en agua salada.

1 acuario con 35 peces para inoculacion experimental de A. salmonicida subsp.
achromogenes aislado nacional, en agua dulce.

1 acuario con 35 peces para inoculacion experimental de A. salmonicida subsp.
achromogenes aislado nacional, en agua salada.

1 acuario con 35 peces como control, inoculados con solucion fisiolégica estéril
(0.85% NaCl), en agua dulce.

1 acuario con 35 peces como control, inoculados con solucion fisiologica estéril
(0.85% NaCl), en agua salada.

Todos los peces recién inoculados fueron distribuidos en sus respectivos acuarios, en 1os
cuales se dispuso de un sistema de filtro de carbon activado y perlén, ademés de aireacion
constante. Todos los peces del estudio se mantuvieron en un principio en agua dulce. A los
peces desafiados con agua salada se realizd € recambio de agua dulce por agua salada en
forma paulatina a partir del segundo dia, cada vez con una proporcién de recambio del 20% de
agua salada, hasta reemplazar por ésta la totalidad del agua de los 3 acuarios, a una salinidad
de 20%.

Se regul6 la temperatura (15-18°C) a partir del segundo dia, mediante un sistema de
termostato. Recibieron alimentacion artificial a partir del cuarto dia, la que fue de un 2% de su



peso corporal por dia. Ademas, se control6 diariamente la temperatura del aguay se registro la
mortalidad diariay acumulada.

4.25 PROCEDIMIENTO

4.2.5.1 ESTUDIO CLINICO

Cada pez muestreado fue examinado mediante inspeccion directa, describiendo
macroscopicamente las ateraciones externas de piel, aetas, 0jos y branquias, ademés de
condicion corporal y coloracion de lapiel.

4.2.5.2 ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

Finalizado €l examen externo de los peces se procedié a realizar la necropsia de acuerdo
al Fish Hedlth Blue Book (Amos, 1985), y mediante una minuciosa observaciéon de cada
organo de la cavidad abdominal (higado, ciegos piléricos, estdmago, intestino, vejiga
natatoria, vesicula biliar, grasa perivisceral y musculatura), se procedio a describir en forma
macro y microscopicamente las alteraciones presentadas, para luego registrar individualmente
lainformacion.

4.2.5.3 ESTUDIO SANGUINEO

De cada acuario se tomo cinco peces a azar y se obtuvo sangre por puncién de la vena
caudal, la cua 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 e porcentgje de volumen globular aglomerado
(VGA) y d grosor de la capa flogistica, considerando como peces anémicos a aquellos que
presentaron un VGA <34 % (Stoskopf, 1992) y la capa flogistica de los peces 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 leucocitog/ml.

4254 SIEMBRAY CULTIVO BACTERIANO

Se procedié a tomar muestras de bazo, higado, rifidn y musculatura, las que fueron
sembradas mediante un asa estéil en placas con agar TSA y mantenidas en estufa para su
incubacion a una temperatura de 20°C hasta completar su crecimiento, para € posterior
aislamiento de las bacterias. Produciéndose en €l caso de A.s.s un pigmento marrén difuso,
esto no ocurre para A.s.a. En el caso de A.s.s € crecimiento éptimo se alcanzaba € tercer o
cuarto diay para A.s.afue € quinto o sexto dia.



Las colonias aisladas en las placas con agar TSA fueron sometidas al test de aglutinacién
répida en placa®, paraidentificar la bacteria Aeromonas salmonicida.

4.25.5 TINCION DE GRAM

De cada gjemplar muestreado se realizaron improntas de tejido hepatico, esplénico, renal
hematopoyético y muscular sobre portaobjetos, los cuales fueron fijados con calor para
posteriormente ser teflidos utilizando la tincion de Gram. Luego fueron observados al
microscopio optico con objetivo 100x con la finalidad de determinar en forma répida la
presencia de bacterias Gram negativas en dichos tegjidos.

4.2.5.6 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Se tomaron muestras de higado, rifion y bazo para andisis histopatoldgico (Anexo 2) de
peces que clinicamente evidenciaban signologia de Furunculosis, producto de la inoculacién
experimental con Aeromonas salmonicida. Los tejidos se fijaron en formalina tamponada al
10%, con posterioridad se laminaron en autotécnico con el propésito de deshidratar |os tejidos
en alcoholes, aclararlos en xilol e incluirlos en parafina, siendo cortados a5 um y finalmente,
teflidos con Hematoxilina- Eosina.

* Test “Mono-As by Bionor Skien-Norway”



5.1 MORTALIDADES

5. RESULTADOS

Las mortalidades de peces originadas producto de las inoculaciones experimentales con
cepas bacterianas de Aeromonas salmonicida subsp salmonicida (A.s.s) y A. salmonicida
subsp achromogenes (A.s.a) en Salmoén del Atlantico (Salmo salar) de 15-20 g de peso, s
presentan a continuacion en e cuadro N° 1.

Cuadro N° 1 Mortalidades diarias y acumuladas en Salmo salar (15-20 g), inoculados
intraperitonealmente con Aeromonas slmonicida subsp. achromogenes y
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, mantenidos en agua salada y

dulce.

MORTALIDAD DIARIAYY ACUMULADA
Diaspost | Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes | Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida
inoculacion Agua salada Agua dulce Agua salada Agua dulce
Mort. diaria | MOt @UM I \iort. diaria | MOMt- UM I \ort diaria | MOt @Um | viort, giaria | MOt acum
(%) (%) (%) (%)
1-4 - - - - - - - —
5 — _ — — 4 114 1 29
6 — - 2 57 8 342 3 114
7 3 8,5 5 20,0 6 514 3 20,0
8 17 577 11 514 7 714 9 457
9 12 914 6 68,6 4 829 6 62,9
10 3 100,0 3 77,1 — — 4 74,3
11 — — 2 829 — — — —
12 — — 2 88,6 — — — —
13-31 - — — - — — - —

- Ausencia de muertes

La mortalidad observada producto de la inoculacién con A.s.a en agua salada alcanzé a
35 peces (100%), en cambio con A.s.s esta fue de 29 (82,9%) en & mismo medio. En e caso
de peces inoculados con A.s.ay A.s.s en agua dulce las mortalidades alcanzaron las cifras de
31 (88,6%) y 26 (74,3%) peces respectivamente.




Cabe sefiadar que & mayor pick de mortalidad diaria en ambos grupos experimentales,
tanto en agua dulce como salada, se detecto al 8'° dia post inoculacidn, siendo la excepcion en
los peces inoculados con A.s.s y mantenidos en agua salada, donde la mayor mortalidad diaria
se observd e sexto dia post inoculacion, con posterioridad se visualizé una disminucién de las
mortalidades.

La mortalidad de A.s.s, tanto para agua salada como dulce, comenz6 € quinto dia 'y
finalizo e noveno y décimo dia post inoculacion respectivamente. La nortalidad de A.s.aen
agua salada se presentd concentrada en cuatro dias (entre el séptimo y  décimo dia post
inoculacién), mientras que la mortalidad de A.s.a en agua dulce comenzo un dia antes (sexto
dia), prolongandose hasta e dia doce post inoculacion

El resultado de los peces muertos y de los peces sobrevivientes desafiados por las dos
especies bacterianas y en ambos medios acuéticos se expresan en €l siguiente gréfico.

Mortalidad y sobrevivientes por especie bacterianay medio

acuatico
100% 1
90%
80% -
70% 1
60%
50% 1 or 100
40%
30% 1
20% -
10% A
0% - =34
Aguasalada Aguadulce

Mortalidad y sobrevivientes (%)

U

Aguasaada Aguadulce aguasalada| agua dulce

A.s. achromogenes A.ssamonicida Controles

Especie bacterianay medio acuatico

[EMortalided O Sobrevivientes |

Gréfico N° 1. Mortalidades y sobrevivientes de Salmén dd Atlantico (Salmo salar)
inoculados intraperitonealmente con A.sa y A.s.sy mantenidos en agua
dulcey salada.

Los acuarios controles de agua salada y dulce, presentaron un 97 y 100% de
sobrevivencia respectivamente.



Se produjo la muerte de un pez en € acuario control de agua salada, no siendo la causa
de muerte la bacteria Aeromonas salmonicida.

5.2 TINCION DE GRAM

En la totalidad de las improntas realizadas, se observaron cocobacilos Gram negativos,
siendo las bacterias mas abundantes en los tgjidos hematopoyéticos y muy escasos en las
improntas de musculatura. Ademés en estos tejidos se observo un aumento de melanina y
células melanomacrofégicas.

5.3 CULTIVO

En & cultivo de A.sa en agar TSA, se observaron colonias pequefias, circulares,
solevantadas, trandlcidas y blandas. En el caso de A.s.s las colonias se presentaron de un
mayor tamafio y de color café-blanquecino. Su clasificacion taxondmica se confirmé mediante
€l test de aglutinacion rapida en placa con anticuerpos anti-Aeromonas salmonicida.

5.4 ESTUDIO HEMATOLOGICO
L os resultados obtenidos del estudio sanguineo se muestran en el siguiente cuadro.
Cuadro N° 2. Valores de hematocrito y capa flogistica en Salmo salar (15-20 g),
inoculados intraperitonealmente con Aeromonas salmonicida subsp.

achromogenes y Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida y controles
mantenidos en agua salada y dulce.

A. s. achromogenes A. s. salmonicida Controles

Agua salada Agua dulce Agua salada Agua dulce Agua salada Agua dulce
Muestras

VGA Capa | VGA| Capa | VGA Capa | VGA| Capa JVGA| Capa | VGA]| Capa
(%) | flogistica] (%) | flogistica] (%) | flogistical (%) | flogistica] (%) | flogistica] (%) [ flogistica

21,0 1 23,0 <1 27,0 1 34,0 <1 44,0 <1 44,0 <1

24,0 <2 27,0 1 25,0 1 32,0 <1 41,0 <1 46,0 <1
26,0 <1 25,0 <1 33,0 <1 30,0 <1 46,0 <1 46,0 <1
22,0 1 21,0 <2 25,0 <1 37,0 <1 43,0 <1 40,0 <1

NG TN IO I

5 24,0 <1 26,0 <1 31,0 <1 28,0 1 39,0 <1 45,0 <1
Promedio] 234 24,4 28,2 32,2 42,6 44,2




El hematocrito promedio de los cinco peces inoculados con A.s.a y mantenidos en agua
sdlada y dulce fue de 234 y 24,4%, respectivamente, mientras que el VGA de los peces
inoculados con A.s.s en los mismos medios fue de 28,2 y 32,2%, respectivamente. En los
peces controles e VGA se mantuvo sobre €l 40% lo cua es considerado normal para la
especiey edad del pez. La capa flogistica se mantuvo en general por debgjo del 1%.

5.5 ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

5.5.1 ASPECTOSMACROSCOPICOS

El examen macroscopico de los peces desafiados con Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes (A.s.a) y Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida (A.s.s) en aguasdaday
dulce, fue redlizado en forma dirigida, estudidndose agquellos que evidenciaban cambios de
color, natacion errética y letargia

En los cuadros N° 2y 3, se muestran las lesiones presentes con mayor frecuencia en los
peces muestreados, frente a cada una de las bacterias inoculadas.

Cuadro N° 2. Aspectos lesionales exter nos presentes en Salmo salar (15-20 g), inoculados
intraperitonealmente con Aeromonas salmonicida subsp. achromogenesy
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, mantenidos en agua salada y

dulce.
Inoculacion experimental

L esiones macr oscopicas A. s. achromogenes A. s. salmonicida Total
externas aguasalada| aguaduice| Tota | aguasaadal aguaduice]  Tota N= 140

n=35 n=35 N=70 n=35 n=35 N=70

N°|l % N°|l % N° | % N© % N°| % N°| % N° | %
Exoftalmia uni/bilater al 6 |171) 8 | 229 141200 4 | 114 6 | 171 10| 143} 24 | 171
Palidez branquial 26| 742 21| 600]) 47 | 671 21| 600] 19| 54,2 40| 57,1} 87 | 62,1

Hemorragiabasedealetas | 20| 57,1 17| 486 37 | 528 17| 486 15| 42,8) 32| 457] 69 | 49,3

Hemorragia orificio anal 30| 857] 23| 65753 |757] 24|686] 17| 486 41| 586 94 | 67,1

Descamacion epidérmica 291829 18| 514 47 |657| 24| 686] 14| 400] 38| 543] 8 | 60,0

Oscurecimiento dela piel 351100,0] 31| 885] 66 | 942 26 | 742| 24| 685] 50 | 71.4] 116 ] 82,9




Del andlisisdel presente cuadro, se desprende que € oscurecimiento de la piel (82,9%),
seguido de las hemorragias anaes (67,1%), constituyeron las principales lesiones observadas
en ambos grupos inoculados, tanto en agua salada como dulce, otras lesiones evidenciaron
presentacion variable de acuerdo al tipo de agente inoculado y al medio en el cua estaban

presentes.

Cuadro N° 3. Alteraciones anatomopatolégicas internas en € total de peces Salmo salar
(15-20 g), inoculados intraperitonealmente con Aeromonas salmonicida
subsp. achromogenes y Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida,
mantenidos en agua salada y dulce.

Inoculacion experimental

L esiones macr oscopicas A. s. achromogenes A. s. salmonicida Total
internas aguasaladal] aguaduice] Tota |aguasdadal aguaduice| Tota N= 140
n= 35 n= 35 N= 70 n= 35 n= 35 N= 70
Noj % | N°| % Nef % QB N°J % | N°J % Ne| % N° | %
Renomegalia 31)1886] 29| 829) 60 (857 24]1686| 25 71,4] 49| 70,04109| 77,9
Esplenomegalia 21 771 24| 686 51| 729 221629 17 ] 486] 39| 557 90 | 64,3
Enteritis 311886 26| 742) 57 | 814 25 71,4| 21 ] 600] 46| 657 103| 73,6
Petequias en visceras 131371 9| 257 22314 111314 5 |142) 16| 229] 38| 27,1
Ascitis sanguinolenta 331943 26| 742 59| 842 27| 77,1| 24 686] 51| 729]110| 78,6

De las ateraciones anatomopatol dgicas internas mas frecuentes en € presente estudio se
destaca la ascitis sanguinolenta (78,6%), seguido de la renomegdia (77,9%) y cuadros de
enteritis (73,6%) en ambos grupos experimental es.




5.5.2 ASPECTOSMICROSCOPICOS

En & cuadro N° 4, se presentan las alteraciones hepaticas observadas en Salmo salar (15-20
0), inoculados intraperitonealmente con A.s.ay A.s.s, mantenidos en agua salada 'y dulce.

Cuadro N° 4. Alteraciones microscopicas en higados de Salmo salar, inoculados
intraperitonealmente con Aeromonas salmonicida subsp. achromogenesy
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, mantenidos en agua salada y

dulce.
Tipos detrastornos
Gru po Casos Necréticos Degenerativos Inflamatorios Circulatorios| Del Crecimiento
N= 12 Células Focos Deg. Deg. Grasa Linf cond. Melano- Congestion thr:ﬂgta Fipertrofia cel
- (picnosis) Vacuolar 9- ’ biliares macrofagos 9 ’ i
cel 1 Endoteligles
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De presente cuadro, se desprende que las principales ateraciones microscopicas en
higado se observaron en e grupo de Salmo salar inoculados con A.s.a, la respuesta tisular se
caracterizo por ser principalmente de moderada a severa.



Dentro de los tipos de ateraciones presentes, las mas importantes son las Necrdticas y
las del Crecimiento, seguido de los Trastornos Circulatorios. Los procesos més leves lo
congtituyen los cuadros Inflamatorios y finalmente los procesos Degenerativos.

FIGURA 1. (1A) Higado de Salmén de Atlantico (Salmo salar) inoculado i.p con
Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes (A.s.a) y mantenido en agua
salada. (a) areas de necrosis de coagulacion, (b) picnosis, (c) vacuolizacion,
(d) melanomacr 6fagos, (€) congestion. H/E 200x.

(1B) Higado tejido normal.



A continuacion se presentan las ateraciones en rifiones de Salmo salar, inoculados
intraperitonealmente con A.s.ay A.s.s, mantenidos en agua salada 'y dulce.

Cuadro N° 5. Alteraciones en rifiones de Salmo salar (1520 g), inoculados
intraperitonealmente con Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes
y Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, mantenidos en agua
salada y dulce.

TIPOSDE TRASTORNOS
Casosl  Necdticos Degenerativos Inflamatorios Del Crecimiento
Grupos =
Células o . . Pérdida Separacion cel. degf
N=12 ; . Vacuolizacion Linf. Linfoblastos | Edema . ; P
(Picnosis) ordenamiento cél§membrana basal
g P 1 ++ + ++ + + + ++
8

i % ) +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
[+
B g| < 3 + + + + + ++ O
g D
£ § 1 +++ ++ +++ ++ ++ +++ +++
[ S .@
=
SR|BL ++ ++ ++ ++ + +++ ++
2 g 2
o
< < 3 +++ ++ +++ ++ ++ ++ ++

g g 1 + + + + + + 0
S %‘E 2 ++ + ++ ++ O ++ +
S w©
s3|< 3 + ++ + ++ ++ + ++
5 o
P % 1 ++ + + ++ ++ ++ ++
s%|E
gg %ﬁ 2 +++ ++ ++ ++ + +++ +++
[«5)
<

< 3 ++ + + ++ + ++ +++

- Ausente
+. Leve
++: Moderada
+++: Severa

La observacion del cuadro N° 5 demuestra que no hubo trastornos anatomopatol 6gicos
diferentes a los visualizados en higado, existiendo coincidencia en general, en cuanto a los
tipos de ateraciones anatomopatolégicas, siendo prioritarios los procesos necréticos y del
crecimiento, seguido sin grandes diferencias por las ateraciones inflamatorias.



FIGURA 2. (2A) Rifidén de Salmo6n del Atlantico (Salmo salar) inoculado i.p con

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida (A.s.S) y mantenido en agua
salada. (a) picnosis, (b) separacidon celular de la membrana basal, (c)
vacuolizacién, (d) melanomacr 6fagos. H/E 200x.

(2B) Rifidn tgjido normal



En el cuadro N° 6 se presentan las alteraciones presentes en bazos de Salmo salar,
inoculados intraperitoneal mente con A.s.a y A.s.s, mantenidos en agua salada y dulce.

Cuadro N° 6. Alteraciones microscopicas en bazos de Salmo salar (15-20 g), inoculados
intraperitonealmente con Aeromonas salmonicida subsp. achromogenesy
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, mantenidos en agua salada y

dulce.
TIPOSDE TRASTORNOS
Grupos Casns Necrdticos Inflamatorios Circulatorios Del Crecimiento
_ Células L . . . . .
N=12 (Picnosis) Cariorexis | Linf. | Linfoblastos Congestion Hiperplasia
£ls 1 + U + + + +
£, %ﬁ 2 + + + + + ++
ga|< 3 ++ + ++ + ++ +
< g I
2 £ g 1 +H+ ++ ++ ++ ++ e+
= B
++ + ++ ++ ++ ++
.
3| < 3 ++ + + ++ + ++
ﬁ o) 1 + O + + 0 +
s gjﬁ 2 ++ + + ++ + +
28
%g < 3 ++ + ++ ++ + ++
g
45 5 1 ++ ++ ++ ++ + ++
% glee] o +++ + + + + +H+
23|3
< 3 ++ ++ ++ ++ +++ —
-. Ausente
. Leve
++: Moderada
+++: Severa

En relacion a los tipos de trastornos presentes en € bazo, estos corresponden a los
mismos descritos para higado y rifion. De las alteraciones mencionadas los trastornos
necroticos (picnosis) junto a los procesos inflamatorios son los mas importantes, seguido de
los trastornos del crecimiento y finalmente circulatorios.



FIGURA 3. (3A) Bazo de Salmén del Atlantico G&almo salar) inoculado ip con
Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes (A.s.a) y mantenido en
agua dulce. (a) picnosis, (b) vacuolizacién, (c) linfoblasto, (d)
melanomacr 6fago. H/E 200x.
(3B) Bazo tgjido normal.



6. DISCUSION

En los Ultimos afios la industria salmonera ha dado muestras de crecimiento sostenido en
nuestro pais, sin embargo, la presencia de enfermedades en los peces ha limitado este
crecimiento, influyendo negativamente en el proceso productivo. Entre estas enfermedades se
encuentra la Furunculosis, ocasionando pérdidas en la industria salmonera mundial, con
mortalidades que fluctian entre 30 a 80% de los peces (Trust, 1986). Esta mortalidad se
atribuye a una masiva bacteremia con necrosis de tgjidos, producto de las toxinas que libera la
bacteria, ademés de shock hipoglicémico que produce €l agente debido a la utilizacién de la
glucosa sanguinea en e pez infectado (Entrala, 1989).

Si bien, no siempre es facil evaluar objetivamente los dafios causados por las
enfermedades virales y parasitarias, a pesar de su relativa especificidad o la influencia de las
condiciones de explotacion intensiva, € problema es todavia mas complicado cuando se trata
de las bacteriosis, debido a que estas Ultimas son raramente especificas en especies salvajeso
criadas en condiciones extensivas, pasando de este modo desapercibidas durante mucho
tiempo (DeKinkeliny col., 1985).

Muchos aspectos del patdgeno, demandan una atencion adicional para poder revelar sus
complejidades. Aunque se han realizado esfuerzs substanciales para lograr una comprension
del ciclo natura de la enfermedad en € medio ambiente, todavia sigue siendo un problema
resolverlo. Las informaciones existentes son parciales y a menudo contradictorias (Austin y
Austin, 1999).

Diferentes estudios concuerdan en sefialar que Aeromonas salmonicida es patégena para
salmonideos y no samonideos. En los primeros produce la Furunculosis y en los no
salmonideos (principalmente Cyprinidos) la “Eritrodermatitis’. Dentro de los salmonideos, la
mayor susceptibilidad est4 dada por € salmon del atlantico y la trucha arcoiris (Enriquez y
col., 1989).

El estudio de la enfermedad, tanto en agua dulce como salada es de vital importancia, ya
gue un aspecto importante en la epizootiologia de la enfermedad es verificar la transmisién en
el agua de mar. Este es un importante topico en la industria acuicola, ya que se ha pensado que
existe la posibilidad que la enfermedad sea transportada por salmones infectados previamente
asu fase de agua dulce (Austin y Austin, 1987).



Cabe mencionar que este trabajo fue realizado sin contar previamente con €l calculo de
la dosis letal media (Dlso) gara estas bacterias, por lo tanto, la suspensién bacteriana usada a
una concentracion de 10° ufc/pez es elevada, 1o que explicaria las altas mortalidades
consecuentes, pero a su vez esto permite entregar mayor informacién, por cuanto facilita su
estudio y comparacion de ambas cepas bacterianas y su interrelacion con e medio acuético y
la especie de pez inoculada.

Aln cuando Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida ha sido probablemente €l
patdgeno de los peces mas estudiado, solo recientemente han cobrado importancia las cepas
atipicas, esto debido a que en la Ultima década, aislados atipicos de Aeromonas salmonicida
se han vuelto una preocupacion creciente en varios paises, ya que ha sido asociada con atas
mortalidades tanto en especies salmonideas como no salmonideas (Gudmundsdottir, 1998;
Hiney y Olivier, 1999).

Pickering (1997), menciona que las cepas atipicas de Aeromonas salmonicida son
capaces de producir la Furunculosis en los peces, sin embargo, estas cepas poseen menor
patogenicidad que Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida. La patogénesis de la
Furunculosis es un fendmeno multifactorial en € que la severidad de los signos clinicos es
dependiente tanto de factores predisponentes enddgenos (huésped) como exdgenos (ambiente
y manejo sanitario). Estos factores predisponentes contribuyen ala aparicion de la enfermedad
debido a una disminucion de los mecanismos de defensa del huésped, incrementando la
susceptibilidad a lainfeccién y ala Furunculosis clinica.

En este trabgjo, la relacion entre mortalidad producida segun el medio acuatico en que
fueron mantenidos los peces, muestra que las mayores mortalidades se produjeron en los peces
inoculados con A.s.a y mantenidas en agua salada (100%), seguido en orden decreciente:
A.s.a en agua dulce (88,6%), A.s.s en agua salada (82,9%) y A.s.s en agua dulce (74,3%). Sin
embargo, Hiney y col. (1999) describen que las cepas atipicas de Aeromonas salmonicida,
generamente solo producen ulceracion cuténea, no obstante, la infeccion no necesariamente es
sistémica y la muerte del pez no siempre se produce. Ademas proporciona evidencia que
demuestra que los aislados atipicos podrian no solo ser patdgenos para su hospedador, sino
gue también para otras especies.

Las mortalidades en este estudio fueron relativamente mayores en los peces inoculados
con A.s.a, sin embargo, la mortalidad producida en los peces inoculados con A.s.s tuvo un
comienzo anterior, esto tendria concordancia con lo propuesto por Pickering (1997), en
relacion ala patogenicidad de A.s.s.

Es importante mencionar que la bacteria Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida
(A.s.) es una bacteria que no se ha aislado en € pais, mientras que Aeromonas salmonicida



subsp. achromogenes (A.s.a) es una cepa recientemente aislada en Chile . Una causa de la
menor patogenicidad lograda por la bacteria A.s.s, puede ser que ésta se ha mantenido por
anos almacenada en € Laboratorio de Ictiopatologia de la Universidad Austral de Chile. Esto
es corroborado por Austin y Austin (1987), quienes mencionan que el almacenamiento y
crecimiento en medios artificiales, ademés de la mantencién prolongada de Aeromonas
salmonicida en laboratorio, se traduce en una menor patogenicidad. Para disminuir este
efecto, ademas de mantener o incrementar la virulencia de la bacteria, se hicieron dos pasagjes
seguidos en salmoén del atlantico (Salmo salar), inoculdndose intraperitonealmente 10 peces
(15-20 g) con una solucién bacteriana de a menos 10° bacterias’ml, medido por apreciacion
visual, utilizando para ello los estandares de turbidez de Mc Farland (5 Mc Farland).

Estos datos muestran que independientemente de la bacteria usada para inocular los
salmones, es en |os peces mantenidos en agua salada donde se produce una mayor mortalidad.
En este sentido Roberts y Shepherd (1997), demuestran que € agua salada posee mayores
ventgjas que e agua dulce para € cultivo de salmonideos, ya que esta es gereralmente mas
estable en cuanto a temperatura, fisica y quimicamente, a diferencia del agua dulce. Sin
embargo, el periodo més critico para los salmonideos es durante su aclimatacién al agua
salada, debido a que se encuentran bajo un estado de estrés fisologico, por o que requieren de
un mayor control en los niveles de sal en la sangre, ademas de sufrir cambios hormonales
alrededor de este periodo, llevando incluso a la incapacidad de adaptarse a nuevo ambiente.
Esto podria ser explicado debido a que cuando los salmones son traspasados a agua de mar,
estos necesitan aumentar la excrecion de los atos niveles de sa que se producen Este
problema fisiol 6gico tiene importantes implicaciones para €l cultivo de salmones debido a que
cualquier excrecion de sal rapida, provoca una deshidratacion y pérdida de escamas, esto
predispone a los peces a posibles infecciones (Roberts y Shepherd, 1997). Esto confirma la
mayor descamacién en los peces mantenidos en agua salada que aquellos mantenidos en agua
dulce observada en este estudio.

Inglis y col. (1993), sefialan que en muchos aspectos & desarrollo de la enfermedad
clinica en los peces en fase de agua dulce, es muy similar a la producida en |os de fase marina.
Sin embargo, cuando las poblaciones expuestas son mas adultas, € curso de la enfermedad
tiende a ser mas cronico, aungue, no obstante € curso sera fatal.

De Kinkdin y col. (1985), sefidlan que las enfermedades bacterianas de los peces se
manifiestan por signos clinicos poco especificos Dentro de los aspectos lesionaes, las
septicemias microbianas con dominante necrosis-hemorragia son las més frecuentes y las més
espectaculares, son provocadas principalmente por bacilos Gram negativos. Bajo esta forma se
manifiestan las mayores pérdidas en los centros de cultivo. La infeccion evoluciona siempre
en dos etapas de importancia relativa muy variable. Primero se produce una fase de

" Comunicacion personal Dr. Ricardo Enriquez S., Laboratorio de I ctiopatologia, Instituto de Patologia Animal,
U.A.CH. (2002).



multiplicacién local que se desarrolla en € lugar inicial de infeccidn, seguido de una fase de
invasion del organismo (septicemia) que tiene como resultado la expresién tipica de la
enfermedad.

En e estudio sanguineo se determinaron los valores de hematocrito y capa flogistica de
cinco peces de cada unidad experimental, observandose que €l VGA de los peces inoculados
con A.s.a fue menor que en aquellos inoculados con A.s.s, asu vez e VGA fue menor en los
peces mantenidos en agua salada en comparacion con que agquellos mantenidos en agua dulce.
Estos valores muestran que existe anemia. Stoskopf (1992), indica que el valor de referencia
del hematocrito se encuentra entre 32 y 45%, confirmado por el VGA de los acuarios controles
gue se encontraba dentro de estos valores referenciales.

Austin y Austin (1999), sefidlan que las enfermedades microbianas estén caracterizadas
por anemia, la que puede resultar a su vez de las extravasaciones sanguineas y de la
destruccion del rifion hematopoyético. En este caso la anemia se traduce en una disminucion
del hematocrito. Seguin las circunstancias, se le asociara una leucopenia o, en los primeros
momentos de la infeccion, una leucocitosis (De Kinkelin y col., 1985). Como consecuencia de
la anemia, se produce un mecanismo de compensacion en la produccion de globulos rojos.
Por este motivo aparecen células inmaduras en la sangre circulante, el bazo se encuentra
frecuentemente aumentado de tamarfio y los centros melanomacréfagos conteniendo grandes
depdsitos de hemosiderina (Roberts, 1989).

L os resultados obtenidos en el presente estudio sefialan que, tanto los peces inoculados
con A.s.a como aguéllosinoculados con A.s.s, presentaron signologia clinica de Furunculosis.

Las lesiones macroscopicas externas mas relevantes observadas tanto en los peces
inoculados con A.s.a como en agquellos inoculados con A.s.s fueron € oscurecimiento de la
piel (82,9%), hemorragia del orificio anal (67,1%), palidez branquia (62,1%), descamacion
(60,0%). También se apreciaron otras lesiones en menor grado como: hemorragia en la base
de las aetas pares (49,3%) y exoftamia uni/bilateral (17,1%), lesiones descritas por
numerosos autores (Inglis y col., 1993; Bernoth, 1997; Gudmundsdéttir, 1998; Austin y
Austin, 1999; Hiney y col., 1999).

Al comparar las lesiones macroscOpicas externas en ambos grupos inoculados, se
observo que lainoculacion con A.s.a origind un porcentgje mayor de patologias en cada uno
de los aspectos evaluados. Finalmente se puede sefidar que en relacion a medio, los peces en
agua salada en ambos grupos evidenciaron un mayor compromiso lesional



En relacion a las lesiones macroscopicas internas observadas en |os peces inoculados con
Asa y Ass, s observd ascitis sanguinolenta (78,6%), renomegalia (77,9%), enteritis
(73,6%), esplenomegalia (64,3%) y hemorragias petequiales en visceras (27,1%). El grado
lesional més severo se observé en los peces inoculados experimentalmente con A.s.a, lo cual
es concordante con las lesiones macroscopicas externas, las que se observaron en mayor
porcentaje en el mismo grupo experimental. De igual forma, se puede sefidlar que al comparar
ambos grupos experimentales en relacion a medio en que fueron mantenidos, se visualizo un
mayor grado lesional en los peces mantenidos en agua sdada. Al igud que las lesiones
macroscopicas externas anteriormente mencionadas, las lesiones macroscopicas internas son
ampliamente descritas por diversos autores (Inglis y col., 1993; Bernoth, 1997;
Gudmundsddttir, 1998; Austin y Austin, 1999; Hiney y col., 1999).

Al redizar la necropsia es frecuente observar como se derrama un liguido ascitico,
resultado de la acumulacion ligada a nmal funcionamiento circulatorio y renal. Este liquido
seroso y amarillento en su formainicial, puede tomar un aspecto fibrinoso y hemorrégico s las
rupturas capilares son importantes. Las lesiones necroticas evolucionan a menudo en pequefios
focos 0 en € tgjido intersticial de los érganos hematopoyéticos (rifion, bazo, higado), de forma
gue dificilmente son observables a smple vista. En las formas avanzadas, sin embargo, €
reblandecimiento, incluso la casi licuefaccion de los 6rganos es e signo mas notorio (De
Kinkeliny col., 1985).

La Furunculosis a ser una enfermedad septicémica con caracter necro- hemorragico,
evoluciona a partir de un foco de penetracién o de activacion microbiana, tendiendo a la
diseminacién por via sanguinea hacia los focos de infeccion secundarios. Se estimulan bs
funciones fagocitarias y las lesiones histoldgicas observadas poseen un doble origen: una
accion directa de la bacteria, y lareaccion del hospedador, quién para controlar la infeccion,
pone en juego una gran cantidad de mecanismos, a veces severos, constituyendo la
inflamacion aguda (De Kinkelin y col., 1985).

En cuanto a la histopatologia de la Furunculosis, esta ha sido descrita por McCarthy y
Roberts (1980), Roberts (1981) y Bernoth (1997), en donde se describen diferentes grados de
necrosis en los tegjidos, congestion de vasos y capilares, incremento de células linfocitarias,
melanomacroéfagos, granulos de melanina, aumento del tamafio de las células reticulares, focos
bacterianos en varios érganos, corroborandose con €ello los aspectos lesionales observados en
los peces inoculados en este estudio.

Plumb (1999) menciona que los cambios histopatol 6gicos son similares a los observados
en los peces naturalmente infectados, siendo los 6rganos hematopoyéticos los principalmente
afectados.



Roberts, (1981), describe que en € examen histopatoldgico de los peces se produce una
necrosis téxica cardiaca, especiadmente en € revestimiento auricular y la presencia de
pequefios focos bacterianos en e miocardio, tejido hematopoyético y branquias, 1o que
provocaria la notoria congestion leve a severa producida en los érganos. Igualmente € mismo
autor describe necrosis de coagulacion en @ tejido hepédtico como consecuencia de una
isquemia o falta de riego sanguineo en un area determinada, ademas observa una marcada
picnosis, en la cua hay condensacion de la masa celular y unaintensa coloracion, ademas, los
centros melanomacrofagicos se encuentran aumentados, s bien es cierto estos pueden
observarse en e tgido hematopoyético (estroma esplénico, intersticios renales y en menor
proporcidon en espacios periportales hepéticos, submucosa intestinal y en e timo) de los
teledsteos, pero no en los vertebrados superiores. La degeneracion micro y macrovacuolar
difusa en las areas mas afectadas son € resultado de una reaccién inflamatoria grave, en donde
el citoplasma de la célula es desplazado por vacuolas. Siendo esta descripcion concordante con
los resultados obtenidos en el presente trabagjo.

Los cambios histopatol 6gicos observados en las muestras de higado sefialan una pérdida
de la estructura arquitecténica, éreas de necrosis de coagulacion con picnosis, congestion
(vena centrolobulillar), células endoteliales aumentadas de tamafio, céulas linfocitarias en
focos alrededor de conductos biliaresy degeneracion micro y macrovacuolar. Estas lesiones se
visualizaron en peces inoculados tanto con A.sa como con A.ss. En ambos grupos
experimentales la intensidad de los procesos fue de leve a moderada. Sin embargo, hubo una
mayor severidad lesional en peces inoculados con A.s.a, no observandose diferencias entre
agua salada y dulce. Al comparar las lesiones entre ambos grupos inoculados, los trastornos
necroticos fueron de mayor severidad, tanto en agua salada como dulce en peces inoculados
con A.s.a. (Cuadro N° 4).

A nivel renal las lesiones histopatoldgicas observadas mas frecuentemente fueron los
trastornos necréticos y del crecimiento. Los trastornos degenerativos e inflamatorios se
presentaron con igual frecuencia pero su severidad fue menor. De |os trastornos degenerativos
diagnosticados a nivel rena, la degeneracion vacuolar constituyé € trastorno mas
significativo, observandose en la totalidad de las muestras analizadas. En relacion a los
trastornos del crecimiento se observé pérdida del ordenamiento celular y separacion celular de
la membrana basal. En cuanto a los trastornos inflamatorios se observd incremento de
linfocitos y linfoblastos, ademés de un leve a moderado grado de edema (Cuadro N° 5).

En genera, los trastornos anatomopatol égicos del rifion son similares a los producidos
en € higado en cuanto a los tipos de alteraciones presentes, siendo prioritarios los procesos
necréticos y del crecimiento, seguido sin grandes diferencias por las ateraciones
inflamatorias, en que a diferenciadel higado si constituyen una respuesta importante por parte
del tgjido. Las alteraciones degenerativas son las menos significativas. Cabe resaltar que en
general la mayoria de las afecciones estdn de acuerdo a la graduacion propuesta entre
moderada y severa. Por otra parte, cabe sefidar que se visuaiza un mayor grado lesiona en



ambos grupos inoculados en agua salada, siendo estos principalmente entre moderados a
Severos.

En d tegjido esplénico se observa que e trastorno necrético celular més frecuente lo
constituyd la picnosis, en cambio, la cariorrexis se observd con menor frecuencia. El trastorno
del crecimiento de mayor presentacion fue la hiperplasia de las céulas reticulares, sin
embargo también se logré apreciar una leve hiperplasia de las células melanomacrofégicas.
La ateracion circulatoria mas importante fue la congestion. También se observd reaccion
inflamatoria leve a moderada. Estos aspectos lesionales microscopicos del bazo fueron
observados cas en la totalidad de las muestras analizadas. Al comparar entre ambos grupos
inoculados destaca que en ambos casos las |esiones mas severas estan en |os peces mantenidos
en agua salada, siendo las lesiones principalmente de caracter moderado a severo (Cuadro N°©
6).

A nive intestinal se observo necrosis leve, congestion y reaccion inflamatoria leve a
moderada en la totalidad de las muestras analizadas.

Roberts, (1981) sefiala que las septicemias causadas por organismos Gram negativos
pueden resultar en la localizacion de colonias del microorganismo dentro de los tejidos
hematopoyeéticos, provocando que toxinas circundantes provenientes de otras lesiones
provoquen una necrosis in situ del tgido hematopoyético renal y esplénico. En € caso de
Aeromonas salmonicida pueden también encontrarse fuera de estos tegjidos, resultando en una
respuesta celular inflamatoria (Roberts, 1989).

Cuando la infeccion se generaliza, los O6rganos intervenidos son colonizados,
encontrandose: necrosis, congestion, hemorragias y migracion celular, en diversos grados. Al
parecer la fagocitosis no es intensa en e torrente circulatorio, y sera en los 6rganos ricos en
células endoteliales especiadlizadas en esta funcion, hacia donde las bacterias seran
masivamente movilizadas. Ocurre asi para € corazon, € rifién, € higado y € bazo. Esto
explica las hepatitis, esplenitis y endocarditis focales o difusas producidas en la Furunculosis.
El tgido intersticial del rifidn, es el que sufre en principio los primeros ataques, aungue los
nefrones pueden estar afectados por la extension de las lesiones, y las gomerulonefritis no son
raras (De Kinkelin y col., 1985).



7. CONCLUSIONES

Del presente estudio, se concluye que Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes (A.sa) y Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida (A.s.),
inoculadas intraperitonealmente en peces Salmén del Atlantico (Salmo salar) de 15-
20 g, permitieron la reproduccion del cuadro de Furunculosis, con su tipica
presentacion clinicay aspectos lesionales.

Las mayores mortalidades fueron las producidas en el grupo inoculado con
A.s.a y mantenidos en agua salada (100%), luego en orden decreciente se encuentra
la mortalidad de A.s.a en agua dulce 89%), peces inoculados con A.s.s en agua
salada (83%) y finalmente los peces inoculados con A.s.s mantenidos en agua dulce
(74%).

Los resultados obtenidos del estudio sanguineo muestran que en los peces
inoculados con A.s.a y mantenidos en agua salada se produce un grado mayor de
anemia

Se producen mayores ateraciones anatomopatolégicas externas e internas en
los peces desafiados en agua salada que en los de agua dulce, y entre estos los peces
mas dafectados son aquellos inoculados con Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes (A.s.a).

Desde € punto de vista microscopico, en los tres érganos estudiados (higado,
rifidén y bazo), se detectaron idéntico tipo de trastornos histopatoldgicos, siendo los
procesos necroéticos, junto a los trastornos del crecimiento los predominantes.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas y propiedades bioquimicas para la diferenciacion entre
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida y Aeromonas salmonicida subsp.

achromogenes.
Propiedades Aeromonas salmonicida
salmonicida achromogenes
Motilidad d d
Crecimiento a 37°C O 0
Produccion de:
Pigmento café + O
Indol d +
Oxidasa + +
Sacarosa O +
Gas de glucosa + [
H2S [l 0
Degradacion de:
Sangre a
Esculina + d
Resistencia a
Ampicilina 33 pg (CMI) S R
Cefalotina 66 g (CMI) S R

+, reaccion positiva (O 80%); [, reaccion negativa (0 20%); R, resistente;
S, sensible. Datos obtenidos por diferentes laboratorios, métodos y tiempos
de incubacion (de 2 a 14 dias a 20-25 °C).

Fuente: Paterson y col., 1980; Kitao y col., 1984; Manual Bergey’'s of
Sistematic Bacteriology, 1984; Enriquez y col., 1989; Gudmundsdadttir,
1998; Austiny Austin, 1999.



Anexo 2 Dias en que se obtuvieron las muestras de 6rganos (Higado, rifion, bazo e
intestino), obtenidas de peces Salmoén del Atlantico (Salmo salar) inoculados
con Aeromonas salmonicida (subsp. achromogenes y subsp. salmonicida) y
analizadas en € Laboratorio de Anatomia Patoldgica de la Universidad
Austral de Chile.

Muestras/ Dias post inoculacion
Peces
1-4 5 6 7 8 9 10 1 2 ] 133
Grupol P 2 5y
Grupo2 r° Vad 3
Grupo3 i 2 &
Grupo4 1 Vad >
Grupob 1
Grupo 6 1

Grupo 1: Pecesinoculados con A.s.a y mantenidos en agua salada.
Grupo 2: Peces inoculados con A.s.a'y mantenidos en agua dulce.

Grupo 3: Pecesinoculados con A.s.s y mantenidos en agua salada.
Grupo 4: Peces inoculados con A.s.s y mantenidos en agua dulce.

Grupo 5: Acuario control agua salada.

Grupo 5: Acuario control agua dulce.
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