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Resumen

La escuticociliatosis es una enfermedad causada por ciliados del orden Scuticociliatida los cuales se caracterizan por su
alto potencial para invadir al huésped, significando un serio problema en la acuicultura marina. El presente trabajo describe
la infeccion con escuticociliados en lenguado Paralichthys adspersus en cautiverio. Los signos externos e internos de la
infeccién incluyen zonas necréticas en el tegumento, abundante mucosidad, abultamiento de la cavidad visceral con acumu-
lacién de liquido ascitico, necrosis de las fibras musculares, licuefaccion del cerebro, entre otros. Se identificé y caracterizé
molecularmente al parasito ciliado como M. avidus, utilizando secuencias de gen mitocondrial citocromo oxidasa | (COl), y
de los genes nucleares B-tubulina y la regién de la subunidad menor rRNA 18S, mostrando una sinonimia con P. dicentrarchi.
Todas las lesiones estuvieron invadidas de ciliados. A nivel histoldgico, se detectaron ciliados en casi todos los tejidos siendo
el cerebro el 6rgano mas parasitado. Los ejemplares infectados, acompafiados de infecciones bacterianas secundarias
predominantemente por Vibrio alginolyticus, después de un periodo de letargia mueren.

Palabras clave: escuticociliatosis; Miamiensis avidus; lenguado Paralichthys adpsersus; acuicultura; parasitos ciliados.
Abstract

The Scuticociliatosis, a disease caused by ciliates from the order Scuticociliatida characterized by their high potential to in-
vade the host, is a serious problem in marine aquaculture. This paper describes scuticociliatosis infection in farmed flounder
Paralichthys adspersus. External and internal signs of infection include necrotic areas in the tegument, abundant mucus,
swelling of the visceral cavity with ascitic fluid accumulation, necrotic muscle fibers and brain liquefaction, among others.
The ciliate parasite was molecularly identified and characterized as M. avidus, using sequences of mitochondrial gene cyto-
chrome oxidase | (COl), and nuclear genes B-tubulin and the region of the small subunit 18S rRNA, showing synonymy with
P. dicentrarchi . All lesions were infested by ciliates. Histologically, ciliates are detected in almost all tissues being the brain
the organ more parasitized. The infected specimens associated with secondary bacterial infections, predominantly Vibrio
alginolyticus, died after a lethargy period.

Keywords: scuticociliatosis; Miamiensis avidus; flounder; Paralichthys adpsersus; aquaculture; ciliate parasite.
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Introduccion

Ellenguado Paralichthys adspersus (Steindachner 1867) es una
especie de pez plano con alto valor comercial, que se distribuye
desde Paita en Pert hasta las islas Juan Ferndndez en Chile
(Pequefio 1989, Acuna & Cid 1995, Siefeld et al. 2003). Encel
Pert, es una especie relativamente nueva para cultivo y por lo
tanto se conoce poco de las enfermedades a las que es propensa
en cautiverio. Constituye una de las especies priorizadas para
diversificar la acuicultura marina (PRODUCE 2013), cultivada
tanto con fines de investigacién (en Instituto del Mar del Perd
y el Fondo Nacional de Desarrollo Pesquero, FONDEPES)
como a escala piloto comercial en la costa centro del Perti, no
estando ajenos a las enfermedades que enfrenta la acuicultura
a nivel mundial.

Un serio problema en la acuicultura marina es la escutico-
ciliatosis, debido a las altas tasas de mortalidad a las que estd
asociado. Esta enfermedad es causada por ciliados histiéfagos
del orden Scuticociliatida de vida libre, que son pardsitos facul-
tativos. Son considerados carrofieros; bajo ciertas circunstancias
se comportan como pardsitos histiéfagos oportunistas, que se
alimentan de material orgdnico en suspensién as{ como de células
y restos de tejidos de organismos acudticos (Elston et al. 1999,
Moustafa et al. 2010). Se han descrito numerosas especies que
se caracterizan por su alto potencial para invadir al huésped,
entre los que destacan Uronema marinum (Dujardin 1841),
Philastherides dicentrarchi (Dagresco et al. 1995) y Miamiensis
avidus (Thompson & Moewus 1964) que han sido reportados
por causar mortalidades en peces como en el lenguado japonés
P olivaceus (Yoshinaga & Nakazoe 1993; Jee et al. 2001, Kim
et al. 2004), el rodaballo Scophthalmus maximus (Dykovd &
Figueras 1994, Sterud et al. 2000, Iglesias et al. 2001), la lubina
Dicentrarchus labrax (Dragesco et al. 1995), el atn Thunnus
maccoyii (Munday et al. 1997), la palometa Pampus argentus
(Al-Marzouk & Azad 2007, Azad et al. 2007), el tiburén Ste-
gostoma fasciatum (Stidwothy et al. 2013), el caballito de mar
Hippocampus erectus (Thompson & Moewus 1964) y dragones
de mar Phycodurus eques y P taeniolatus (Rossteuscher et al.
2008), con consecuencias econdmicas significativas (Scholz
1999, Piazzon et al. 2013)

Algunos reportes mencionan que la posible infeccién primaria
de estos pardsitos ocurre principalmente por las branquias y piel
(Parand etal. 2003), a partir de donde ingresan a los érganos inter-
nos via el torrente sanguineo. Los peces afectados secretan excesivo
mucus corporal y evidencian dafio dermal, incluyendo lesiones
superficiales tales como 4reas blanquecinas y tejido necrético (Jin
et al. 2009, Harikrishnan et al. 2010, Moustafa et al. 2010). La
enfermedad estd asociada con varios cambios patoldgicos incluido
sangrado, Ulceras cutdneas, distrofia y necrosis muscular, anemia
hipocrémica y encefalitis asociada con ablandamiento y licuefac-
cién del tejido cerebral (Iglesias et al. 2001).

En la actualidad, no existe un tratamiento efectivo para
la escuticociliatosis. Algunos métodos consideran bafnos con
formalina que particularmente pueden eliminar los pardsitos
mientras permanecen fuera del hospedero, pero que es ineficaz
una vez que los ciliados se alojan al interior del pez (Iglesias et al.
2002). Es por esto que resulta necesario la identificacién de los
agentes patdgenos que conducen a enfermedades en esta especie
y los dafios que ocasionan, con el objetivo de definir protocolos
para su deteccién y tratamiento oportuno (Silva 2010), sin

embargo debido a los diferentes criterios que se han utilizado
para su discriminacién, la identificacién de estos organismos es
actualmente bastante confusa (Budifio Rodriguez 2011).

Muchos estudios taxonémicos y reconstrucciones filogené-
ticas de diferentes ciliados han sido desarrollados utilizando
aspectos de su morfologfa externa, comportamiento, capacidad
epidemioldgica, etc. (Kim et al. 2004, Jung et al. 2005, Song
etal. 2009, Song et al. 2013), sin embargo se ha reportado que
muchas cepas pueden presentar caracteristicas externas similares
pero con diferencias a nivel molecular (Liu et al. 2013), tanto
intra como interespecificas. Los estudios moleculares vienen
contribuyendo de forma importante en la discriminacién de
especies dentro los Ciliophora, pero el uso de un solo marcador
puede ser cuestionado debido a las limitaciones que presentan
para los estudios evolutivos, dadas las variaciones genéticas
existentes entre ciliados (Li et al. 2013). As{ por ejemplo, el
andlisis de la subunidad menor del ARN ribosomal (SSU 18S) ha
permitido realizar una diferenciacién interespecifica de ciliados
(Hillis & Dixon 1991) debido a alto grado de conservacién que
presenta, mayor longitud de comparacién y disponibilidad de
datos con que se cuenta para este grupo, en comparacién con
otros marcadores. Por otro lado, el gen mitocondrial citocromo
oxidasa I (COI) propuesto como un buen marcador para la
identificacién de especies de animales a través del uso del c6digo
de barras de ADN (Herbert et al. 2003), parece estar asociado a
la identificacién de variaciones intraespecificas en estos ciliados
(Jung et al. 2011).

El presente trabajo reporta por primera vez en el Pert la
ocurrencia de escuticociliatosis ocasionado por el protozoario
ciliado M. avidus (sinénimo P dicentrarchi), como el agente
causal responsable de la mortalidad, en este estudio, del len-
guado nativo P adspersus mantenido en cautiverio. El pardsito
ha sido identificado molecularmente, considerando ademds las
descripciones de los signos clinicos externos y dafios en érganos
internos ocasionados por la infeccién.

Materiales y métodos

Colecta de muestras infectadas.- Se realizd el estudio de
ejemplares moribundos de Paralichthys adspersus, criados en
cautiverio, durante un brote de escuticociliatosis en enero del
2014 procedentes de un centro de cultivo de la costa central de
Ancash, Pert. El brote causo una mortalidad de alrededor del
70%. Los ejemplares estudiados tuvieron un peso hiimedo entre
10 2400 gy fueron examinados considerando aspectos externos
(como pigmentacion, hemorragias, abultamiento del cuerpo) e
internos (hemorragias, mucosidad, necrosis, etc). Se tomaron
muestras en fresco de branquias, liquido ascitico y mucosa epi-
telial, los que fueron evaluados preliminarmente utilizando un
microscopio compuesto para corroborar la presencia de parésitos.

Aislamiento de ciliados y bacterias a partir de las lesiones.-
Los escuticociliados fueron aislados del liquido colectado por
abdominocentesis de la cavidad visceral utilizando una jeringa de
1 mL. Elliquido extraido fue colocado en medio Leibovitz I-15
(Sigma Aldrich®, Israel), al cual se le agregé suero fetal bovino
FBS (Gibco®, EEUU) y solucién antibidtica antimicética PSA
(Gibeo®, EEUU) conteniendo 100 U.mL" de penicilina, 100
pg.mL" de estreptomicina y 0.25 pg.mL" de anfotericina B, y
colocado en incubacién a 22 °C (Iglesias et al. 2003). La cepa
fue denominada como 1PERU.
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Para el aislamiento de bacterias, se tomaron muestras de bazo
y rifién asépticamente y se colocaron en caldo infusién cerebro
coraz6n (BHI broth, Oxoid®, Inglaterra) para posteriormente
estrialos sobre placas con agar tiosulfato citrato bilis sacarosa
(Oxoid®, Inglaterra) y tripticasa de soya suplementado con clo-
ruro de sodio al 1% (MERCK?”, Alemania). Luego de 48 horas,
se evaluaron las placas utilizando el sistema de identificacién
bacteriana API 20 E (Biomeriux®, Francia).

Identificacién molecular.- Un cultivo in vitro de la cepa
1PERU fue centrifugado a 10000 x g por 20 min para con-
centrar la muestra de ciliados y realizar la extraccién de ADN
por el método de CTAB2X. Se seleccionaron tres marcadores
para su identificacidn, el gen mitocondrial citocromo oxidasa
I (COI), y los genes nucleares P-tubulina y la subunidad
menor rRNA 18S. La PCR se realizé en un termociclador
Proflex (Applied Biosystems-Thermo Scientific), utilizando
10 ng de ADN, 2.5 U de Taq polimerasa HotStart (Qiagen,
Switzerland), 0.1 uM de cebadores SSU1-F AACCTGGTT-
GATCCTGCCAGT /SSU2-RTGATCCTTCTGCAGGTT-
CACCTAC (Medlin et al. 1988) para la amplificacién del 18S,
FCO1 TCAGGTGCTGCACTAGC / RCOX1 TAAACTT-
CAGGGTGACCAAAAAT (Lynn & Striider-Kypke 2006)
para COI, y FPTubin CCTACCACGGAGACTCTGATT /
RPTubin CCATAATTCTGTCGGGGTATT (Budifio et al.
2011, Leiro et al. 2000) para B-tubulina, en una reaccién de
10 uL de volumen final. Las temperaturas de hibridacién uti-
lizadas en la PCR fueron de 52 °C (18S), 50 °C (COI) y 57 °C
(B-tubulina). Los productos fueron evaluados en agarosa 1%,
purificados con el kit PCR purification (Bioneer), y secuen-
ciados para ambas direcciones en un analizador genético ABI
3730XL (Applied Biosystems — Thermo Scientific) utilizando
los mismos cebadores de la amplificacién.

Las secuencias de ambas hebras fueron editadas visualmente
con el programa Chromas Lite versién 2.1 (Technelysium Pty
Ltd, South Brisbane, Australia). La identificacién molecular
se realizé utilizando la herramienta BLASTn del NCBI, el ali-
neamiento y consenso de secuencias se realizé con el software
Clustal W (Thompson et al. 1994) y la edici6n con el programa
BioEdit. Los drboles filogenéticos fueron construidos con el
programa MEGA v6 (Tamura et al. 2013) utilizando el método
Neighbour-Joining (NJ) y el modelo de distancia Kimura-
2-pardmetros (K2P), considerando 1000 réplicas. Los estimados
de divergencia fueron calculados utilizando el modelo K2P y la
comparacion se realizé incluyendo otras secuencias nucleotidicas
del Phylum Ciliophora, debido el limitado nimero de secuencias
disponibles para el género en estudio.

Microscopia electrénica de barrido (SEM).- Los ciliados
fueron concentrados por centrifugacién a 600 x ¢ por 5 min a
partir de cultivos in vitro, para posteriormente realizar la fijacién
del precipitado en una solucién de glutaraldehido en buffer
fosfato 0.1 M, postfijado en tetradxido de osmio 2%, deshidra-
tado en una gradiente decreciente de concentraciones de etanol,
secado a punto critico, metalizados con oro y examinado en un
microscopio electrénico de barrido Fei Inspect S50.

Histologia.- Los 6rganos y tejidos seleccionados fueron
inmediatamente fijados en formalina tamponada al 10%, y pos-
teriormente deshidratados utilizando un procesador automdtico
de tejidos Leica®. Las muestras fueron embebidas en parafina
a partir de los cuales se realizaron cortes histolégicos de 4 pm

con un micrétomo Leica®, coloreados con hematoxilina y eosina
(H&E) y fotografiados en un microscopio Nikon® 90 eclipse.

Resultados

Descripcién de signos clinicos externos e internos en I
adspersus con escuticociliatosis.- Externamente, los peces afec-
tados mostraron alteraciones en la natacién, hiperpigmentacién
en el lado dorsal, despigmentacién difusa sobre el dorso y en la
base del opéreulo (Fig. 1A, B), aletas rasgadas hemorrdgicas, ab-
domen abultado (Fig. 1C) y prolapso del intestino. Internamente
los signos clinicos més representativos fueron la acumulacién
de liquido ascitico, higado agrandado, intestino hemorrdgico e
inflamado (Fig. 1D).

La despigmentacién sobre el dorso de los peces se observé
a modo de manchas grises y difusas, con lesiones escamosas,
abundante mucosidad y restos de tejido necrosado. Ademds,
el liquido ascitico y cerebroespinal coincidié con la presencia
de un gran ndmero de ciliados. No se evidencié exoftalmia ni
inflamacién periorbital.

Aislamiento de bacterias oportunistas.- Adicional a la
infeccién por protozoarios ciliados, la siembra de muestras de
drganos internos como bazo, rifién y raspados de piel propiciaron
el crecimiento de colonias amarillas, mucosas de borde irregular
sobre agar TCBS las que fueron identificadas como Vibrio algi-
nolyticus, especie predominante en los cultivos microbiolégicos.

Identificacién molecular.- Se obtuvieron secuencias nu-
cleotidicas con tamafios de 1581 pb para el gen 18S, 724 pb
para COI, y 360 pb para B-tubulina, las que fueron deposita-
das en el GenBank con los nimeros de accesion KX259258 a
KX259260, respectivamente. El andlisis con los 3 marcadores
en conjunto permitieron ubicar a la cepa 1PERU dentro de la
Familia Philasteridae, identificindolo como Miamiensis avidus
(Thompson & Moewus 1964) sinénimo con Philastherides
dicentrarchi, y discrimindndolo del género Philasterides con el
marcador 18S (Fig. 2).

La secuencia de la regién parcial de la subunidad menor rRNA
18S analizada mostr6 una identidad del 100% con P dicentrarchi
JX914665 y M. avidus JN689230, un 95% con R armatalis
FJ848877, y 94% con Philaster apodigitiformis F]648350. No
se registraron sustituciones entre secuencias de la cepa IPERU
y las secuencias obtenidas del GenBank, mientras que compa-
rando con P armatalis se observaron 75 sustituciones. La cepa
1PERU no mostré divergencias con M. avidus ni P dicentrarchi,
pero si con P armatalis (0.049, Tabla 1). A partir del andlisis
de agrupamiento, se observo la formacién de un solo clado con
M. avidus (Thompson & Moewus 1964) y su discriminacién
respecto a los géneros Philasterides (Kahl 1931) representado por
P armatalis, (Song 2000) y Philaster (Fabre-Domergue 1885)
representado por P apodigitiformis (Miao 2009), por lo que se
corrobora su sinonimia con P dicentrarchi.

El andlisis realizado de la cepa IPERU con la secuencia COI
mostré un 99% de identidad con M. avidus EU831233, 93%
con P dicentrarchi GQ342957, y un 80% con Tetrahymena
sp. EF070320 y Cyclidium sp. F]905128. Se identificaron 47
sustituciones nucleotidicas al compararla con M. avidus, y 79
sustituciones cuando se incluye a 22 dicentrarchi. Las estimaciones
de divergencias estuvieron entre 0.001 — 0.066 para la misma
especie, siendo mayores a 0.2 respecto a otros géneros (Tabla 2).
El 4rbol de distancias basado en el andlisis NJ agrupé en un solo
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Figura 1. Signos clinicos
externos e internos del
lenguado P. adspersus
con escuticociliatosis.
Se aprecia despigmen-
tacién en la zona abdo-
minal (A), despigmenta-
cion en la zona dorsal a
modo de manchas blan-
cas difusas (B), abulta-
miento del area visceral
producida por acumula-
cion de liquido ascitico
e inflamacioén intestinal
(C) higado agrandado,
intestino inflamado y
acumulacion de liquido
ascitico en la cavidad
peritoneal(D).

(A)

CEPA 1PERU
100 | JN689230 Miamiensis avidus
‘ GUS572375 Philasterides dicentrarchi
AY550080 Miamiensis avidus
EF158848 Homalogastra setosa
JQ956544 Entorhipidium tenue

FJ848877 Philasterides armatalis
99 FJ648350 Philaster apodigitiformis

70

| — 99 GQ342957 Philasterides dicentrarchi
CBOLNO007-07 Miamiensis sp
EU831213 Miamiensis avidus WD4
CBOLNO008-07 Miamiensis sp
CEPA 1PERU
991 EU831233 Miamiensis avidus Mie0301
EU831218 Miamiensis avidus YS3
100 E CBOLNO006-7 Miamiensis sp
FJ905128 Cyclidium sp
— EF070320 Tetrahymena sp Foissner
100 GU439306 Tetrahymena tropicalis
I_|87 [ EF070305 Tetrahymena rostrata ID-3
100 GU439208 Tetrahymena canadensis

(B) 85

100

| e |
0.02
100 [~ CEPA 1PERU

52 L GQ342956 Philasterides dicentrarchi
FJ664406 Euplotes focardii
35_| XMO001433469 Paramecium tetraurelia
AY116145 Sterkiella histriomuscorum
75 — XM001025231 Tetrahymena thermophila
100 L— x72769 Tetrahymena pyriformis
XM002643430 Caenorhabditis briggsae

(€)

| —
0.02

Figura 2. Relaciones filogenéticas de la cepa aislada 1PERU respecto a diversas especies del Phylum Cilio-
phora, inferido por el analisis de secuencias de los genes rRNA18S (A), COI (B) y B-tubulina (C), utilizando
el método de agrupamiento NJ. El valor de bootstrap para 1000 réplicas esta indicado en cada nodo.
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Tabla 1. Estimaciones de divergencia entre secuencias comparadas utilizando el marcador 18S, basado en el numero de

sustituciones por sitio entre secuencias, con el modelo K2P.

Cepa (Numero de accesién) 1 3 4 5 6 7
1. CEPA1PERU
2. Miamiensis avidus (JN689230) 0.000
3. Miamiensis avidus (AY550080) 0.000 0.000
4. Philasterides dicentrarchi (GU572375) 0.000 0.000 0.000
5. Philasterides armatalis (F]848877) 0.049 0.049 0.049 0.049
6. Philaster apodigitiformis (FJ648350) 0.057 0.057 0.057 0.057 0.035
7. Homalogastra setosa (EF158848) 0.044 0.044 0.044 0.044 0.043 0.060
8. Entorhipidium tenue (JQ956544) 0.056 0.056 0.056 0.056 0.043 0.054 0.043

Tabla 3. Estimaciones de distancias entre secuencias de especies del Orden Philasterida, comparadas utilizando el marcador
B-tubulina, basado en el nimero de sustituciones por sitio entre secuencias, con el modelo K2P.

Cepa (Numero de accesion) 1 2 3 4 5 6 7
1. CEPA1PERU
2. Philasterides dicentrarchi (GQ342956) 0.008
3. Euplotes focardii (F]664406) 0.155 0.162
4. Paramecium tetraurelia (XM001433469) 0.150 0.150 0.167
5. Tetrahymena thermophila (XM001025231) 0.157 0.157 0.210 0.201
6.  Tetrahymena pyriformis (X12769) 0.164 0.164 0.202 0.194 0.039
7. Sterkiella histriomuscorum (AY116145) 0.220 0.220 0.182 0.187 0.161 0.140
8.  Caenorhabditis briggsae (XM002643430) 0.254 0.266 0.293 0.314 0.270 0.287 0.299

Tabla 2. Estimaciones de divergencia entre secuencias de especies del Phylum Ciliophora comparadas utilizando el marcador
COl, basado en el numero de sustituciones por sitio entre secuencias, con el modelo K2P.

Cepa (Numero de accesion) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 CEPA1PERU
2 Miamiensis avidus (EU831233) 0.001
3 Miamiensis avidus (EU831213) 0.018 0.017
4 Miamiensis avidus (EU831218) 0.059 0.057 0.060
5  Philasterides dicentrarchi (GQ342957) 0.066 0.064 0.058 0.107
6  Miamiensis sp (CBOLN008-07) 0.018 0.017 0.014 0.062 0.061
7 Miamiensis sp (CBOLN007-07) 0.021 0.020 0.014 0.065 0.046 0.017
8  Miamiensis sp (CBOLN006-7) 0.059 0.057 0.059 0.010 0.107 0.060 0.063
9  Cyclidium sp(FJ905128) 0.255 0.253 0.257 0.230 0.312 0.269 0.265 0.228
10  Tetrahymena sp(EF070320) 0271 0269 0279 0277 0333 0281 0275 0.273 0.287
11 Tetrahymena rostrata (EF070305) 0286 0.283 0.285 0279 0356 0.298 0.296 0.283 0.288 0.101
12 Tetrahymena tropicalis (GU439306) 0289 0.287 0289 0.281 0353 0299 0295 0275 0.269 0.094 0.089
13 Tetrahymena canadensis (GU439208)  0.287 0.285 0.287 0.285 0.360 0.300 0298 0.285 0290 0.105 0.008 0.087

clado a M. avidus y P dicentrarchi, con un 100% de robustez,
separdndolo de otros géneros como Tetrahymena y Cyclidium.

A pesar que para 3-tubulina se encontraron pocas secuencias
disponibles en el GenBank, sin embargo se pudo identificar a la
cepa 1PERU como semejante a P dicentrarchi GQ342956 en un
99%, presentando menores valores de similitud con Euplotes fo-
cardii F]664406 (91%), Paramecium tetraurelia XM_001433469
(87%) y T. thermophila XM_001025231 (86%). Se observaron
3 sustituciones al compararla con GQ342956, siendo dos de
ellas transiciones en las posiciones nucleotidicas 48 y 204, y
una transversién en 345. Valores de divergencias menores a
0.1 fueron observados entre las secuencias IPERU y otra de la
misma especie, y mayores a 0.15 respecto a otros géneros (Tabla
3). El agrupamiento mostré la formacién de un clado con P
dicentrarchi, con un 100% de robustez.

Observaciones morfolégicas e histolégicas.- Los ciliados
se observaron muy activos en las muestras en fresco, con pro-

medios de 45.8 pm de largo, 21.1 um de ancho y 10.3 pm de
longitud del cilio caudal, (medidas en base a una muestra de
100 ciliados). Se observaron formas elongadas piriformes, de
extremo caudal redondeado y extremo anterior puntiagudo.
Presencia de abundante ciliatura somdtica, con un cilio caudal
mds grande que los de la ciliatura somdtica. Se aprecié ademds
el aparato bucal, la vacuola contrictil y el poro de la vacuola
contréctil (Fig. 3).

A nivel histolégico, se observé una severa infeccion de ciliados
hallados en casi todos los érganos internos como bazo, intestino,
higado, rifidn, cerebro, corazén, branquias, cerebro y musculo.

No se observaron ciliados en el interior del bazo, pero sf masas
de estos conteniendo restos de células en el tejido periesplénico
conformado por tejido pancredtico necrosado (Fig. 4A); ademds
se evidencid la cdpsula esplénica parcialmente desprendida del
parénquima.

Rev. peru. biol. 23(3): 261 - 270 (Decembre 2016)
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A nivel del tejido intestinal, se observé el desprendimien-
to parcial de la mucosa conjuntamente con necrosis de las
microvellosidades del epitelio intestinal (Fig. 4B). Ademis,
se evidenciaron numerosos ciliados en la ldmina propia del
tracto gastrointestinal de los peces infectados ocasionando
una severa infiltracién de células mononucleares del sistema
inmunoldgico.

En el higado, ocasionalmente se observaron ciliados entre los
hepatocitos causando necrosis difusa del parénquima hepdtico;
los ciliados fueron observados en mds abundancia en el tejido
pancredtico del higado rodeando las venas centro lobulillares, las
cuales se encontraron congestionadas y con infiltracién leucocita-
ria (Fig. 4C), alrededor de conductos biliares y vasos sanguineos.

Por otro lado, se observé la presencia de numerosos ciliados
y una severa reaccion inflamatoria debajo de la cdpsula renal,
ademds de numerosos linfocitos y neutréfilos (Fig. 4D). En
el parénquima renal se observaron células hematopoyéticas,
melanomacréfagos y numerosos tibulos renales tapizadas de
células epiteliales edematizadas. No se apreciaron ciliados en el
parénquima renal.

En tejido cardiaco, se observé escasa afectacion de los cilia-
dos, generalmente con presencia sobre el epicardio y entre el

Figura 3. (A) y (B) Microfoto-
grafia electrénica de barrido
(SEM) mostrando la ciliatura
del protozoario ciliado M. avidus
(Sin. P, dicentrarchi). Se aprecia
el cilio caudal (CC), la ciliatura
somatica, el aparato bucal (AB)
y el poro de la vacuola contractil
| (PVC) en el extremo caudal. (C)
y (D) Montaje en fresco bajo
microscopio compuesto. Se
aprecia algunas caracteristicas
— del ciliado, ademas de la vacuo-

| la contractil (VC). (E) Montaje
en fresco al microscopio com-
puesto. Vista panoramica de
raspado de piel de lenguado P.
adspersus con escuticociliato-
sis. Se aprecia un nimero im-
portante de ciliados (flechas) y
restos de tejido, como escamas
(ES), sobre la lamina (10X). (F)
of & Ciliados conteniendo eritrocitos
gt en su citoplasma (tincion H&E).

- q Barra de escala = 10um.
+ il

epicardio y miocardio (Fig. 5A), causando un engrosamiento y
desprendimiento del epicardio.

Las branquias presentaron necrosis del tejido epitelial,
hiperplasia, y fusién lamelar; los ciliados solamente fueron
evidenciados en la vasculatura interna de las lamelas primarias
y secundarias (Fig. 5B).

El cerebro fue el érgano mds parasitado por ciliados, en-
contrdndose infectado en la mayoria de peces analizados. Se
observé licuefaccion del tejido, infiltracién leucocitaria y masas
de ciliados reemplazando las células nerviosas y en la periferia
del parénquima cefilico causando encefalitis (Fig. 5C).

Lesiones necrdticas, fasciculos musculares lisados y grandes
masas de ciliados fueron las caracteristicas del musculo esque-
lético debajo de las capas de la epidermis. Se observé también,
una cantidad importante de ciliados conteniendo numerosos
eritrocitos en el citoplasma (Fig. 3F y 5D), ademds de severa
infiltracién leucocitaria y ciliados entre los radios cartilaginosos
de las aletas.

Discusion
El lenguado P adspersus estd incluido entre las especies prio-
ritarias para el desarrollo de la acuicultura marina del Per, sin
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SO adh WY, : 9 557 :

Figura 4. Cortes histologicos de tejidos de P. adspersus infectados por el ciliado M. avidus. (A) Infeccion
de ciliados en tejido pancreatico que rodea el bazo. (B) Invasion de ciliados en el tracto digestivo, se
observan en la serosa, muscular y lamina propia. La mucosa se encuentra desprendida. (C) Numero-
sos ciliados causando necrosis del tejido pancreatico y hepatocitos. (D) Reaccion inflamatoria debido
a la infeccion por ciliados debajo de la capa del parénquima renal. Tinciéon H&E. Barra = 100 ym.

Figura 5. Cortes histoldgicos de tejidos de P. adspersus infectados por el ciliado M. avidus. (A) Ciliados
entre el epicardio y miocardio. Se aprecia el epicardio engrosado y desprendido del miocardio. (B)
Ciliados entre la vasculatura de una lamela primaria. (C) Cerebro de P.adspersus invadida de parasitos.
Se aprecia licuefaccion de las células nerviosas. (D) Fibras musculares invadidas de parasitos y el
resto en proceso de lisis. Tincion H&E. Barra de escala 100 pm.
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embargo se conoce poco sobre las enfermedades relacionadas a
esta especie mantenida en cautiverio en nuestro pafs.

Los signos clinicos externos hallados en este estudio coinciden
con lo reportado por otros autores para la enfermedad en peces
planos (Yoshinaga & Nakazoe 1993, Dykov4 & Figueras 1994,
Sterud et al. 2000, Iglesias et al. 2001, Jee et al. 2001, Kim et
al. 2004) a excepcidn de la exoftalmia que no se evidenci6 en P
adspersus, en contraste con reportado para otros peces (Iglesias
etal. 2001, Paramd et al. 2003). Algunos de los signos externos
mds evidentes en P adspersus con escuticociliatosis fueron el
abultamiento en la cavidad visceral con acumulacién de liquido
ascitico conteniendo abundante cantidad de ciliados, ademds de
lesiones necréticas del epitelio a modo de manchas grises sobre
el lado ocular en ejemplares infectados.

El uso de los marcadores 18S, COl'y B-tubulina permitieron
identificar a la cepa como M. avidus, mostrando una sinonimia
con P, dicentrarchi. Song y Wilbert (2000) y Song et al. (2009)

consideran a M. avidus ser un sinénimo senior de P dicentrarchi.

Los andlisis utilizando la regién 18S permitieron discriminar
a la cepa en estudio del género Philasterides. Kim et al. (2004)
identificaron al ciliado P dicentrarchi aislado de P olivaceus en
Korea, utilizando la regién ARNr SSU; Jung et al. (2005) tam-
bién reportaron la presencia del pardsito describiéndolo como
M. avidus causante de escuticociliatosis para la misma especie.
Posteriormente, Paramd et al. (2006) reportaron la posible
sinonimia de P dicentrarchi con M. avidus mediante andlisis de
390 pb de la regién SSU, que fue confirmado posteriormente
por Jung et al. (2007). Song et al. (2009) identificaron cepas de
M. avidus utilizando secuencias SSU aisladas de 4 especies dife-
rentes de lenguados, y caracterizdndolas ademds con diferencias
antigénicas entre ellas.

En la actualidad, secuencias de la regién ribosomal 18S son
muy utilizadas para inferir relaciones evolutivas entre los ciliados,
mostrando algunas discrepancias con los estudios morfoldgicos.
El nivel de divergencia observado al comparar la secuencia 18S
con las obtenidas en otros estudios (0% entre secuencias de la
misma especie, y 4.9% respecto a 12 armatalis), corrobora el alto
nivel de conservacién del gen para este grupo. De igual forma
Jung et al. (2011) reportaron un alto nivel de conservacién del
SSU para M. avidus, con una alta homologia con P, dicentrarchi
(99.83%), resultando util para estudios de identificacién de
especies de este grupo.

Por otro lado, las divergencias reportadas en este estudio
entre secuencias de la misma especie utilizando el marcador
COI (6.6%) fueron mayores a las registradas con 18S. Jung et
al. (2011) reportaron la presencia de variaciones a nivel intra-
especifico (5.67%), permitiendo establecer una diferenciacién
por serotipo de cepas. En ese sentido, Budino Rodriguez (2011)
resalta la utilidad de marcadores como COI y B-tubulina para
detectar predominantemente variaciones intraespecificas.

A pesar que no se cuentan con muchos datos de secuencias
de B-tubulina para este grupo, sin embargo si se observé una
diferenciacién de M. avidus respecto a otros géneros, aunque con
valores de divergencia entre especies y género entre 1 a 1.5%,
respectivamente. Si bien el polimorfismo del gen B-tubulina ha
sido propuesto para ser utilizado en la identificacién de especies,
otros autores han reportado obtener genealogfas inconsistentes
al utilizar este marcador respecto a las basadas en genes ribo-

somales o la ultraestructura. En tal sentido, resulta importante
considerar el uso de multiples marcadores, tanto nucleares como
mitocondriales, para la caracterizacién de posibles diferencias
intra e interespecificas de cepas aisladas en futuros brotes que
se registren en el Perd.

Es probable que el manejo de las condiciones del cultivo,
factores fisico quimicos como la temperatura, contribuirfa con
proporcionar las condiciones para una ocurrencia de escutico-
ciliatosis en P adspersus en cautiverio. Este pardmetro ambiental
también ha sido relacionado con brotes de la enfermedad en
otros peces y crustdceos (Cawthorn 1997, Munday et al. 1997,
Iglesias etal. 2001, Azad 2007). Iglesias et al. (2003) reportaron
una mayor tasa de crecimiento y reproduccion de P, dicentrarchi,
a 22 °C que a 15 °C en cultivo. Puig et al. (2007) realizaron
infecciones experimentales con P dicentrarchi en el turbot S.
maximus y reportaron que el curso de la infeccién fue rdpido a
mayor temperatura, concluyendo que este pardmetro influye en
el desarrollo de los parésitos.

Las lesiones necroéticas en las aletas y piel de los ejemplares
propiciaron la colonizacién de bacterias en 2 adspersus infectados
con M. avidus. En este estudio, se hall6 que la escuticociliatosis
estuvo combinada con vibriosis producida por V. alginolyticus
las cuales predominaron los cultivos microbiolégicos, tal como
lo reportado por Azad et al. (2007). Se ha reportado la vibrio-
sis causada por V. alginolyticus y otros vibrios en lenguado P
adspersus en cautiverio (Miranda & Rojas 1996), las cuales son
bacterias ubicuas y oportunistas (Actis et al. 1999).

Severa necrosis del musculo esquelético, ciliados infectando
la mayorifa de érganos, principalmente el cerebro ocasionando
encefalitis y con alta incidencia de necrosis vacuolativa del tejido
entre otros cambios fueron los mds frecuentes asociados a la
infeccidon con M. avidus en P adspersus. Estos hallazgos histo-
l8gicos estdn en concordancia con aquellos reportados en peces
marinos como S. maximus (Jin et al. 2009) y P olivaceous (Jung
etal. 2007). En ese sentido, se ha reportado que los protozoarios
producen proteasas las cuales destruyen tejidos (McKerrow 1989,
North 1992, McKerrow et al. 1993, Zuo & Woo 2000, Lee et
al. 2003, Kwon et al. 2003). Probablemente algunas enzimas
o alguna toxina de M. avidus destruyen la piel y musculo de P
adspersus, ocasionando tlceras y necrosis y posteriormente ganan
entrada a los 6rganos internos por las microlesiones producidas y
por via sanguinea (Jin et al. 2009), tal como se ha hipotetizado
(Parand et al. 2003, Azad et al. 2007). Alvarez-Pellitero et al.
(2004) reportaron que la infeccién experimental por inmer-
sién con P dicentrarchi sdlo fue eficaz después de la abrasién
de branquias y piel, ya que en centros de cultivo, los pardsitos
pueden sobrevivir en el fondo de los tanques ricos en nutrientes,
y llegar a ser significativamente patogénicos solo cuando los peces
desarrollan lesiones superficiales (Jin et al. 2009)

Por otro lado, el cerebro fue el 6rgano mds parasitado y ade-
mis, fue el que se encontrd infectado sin que otros 6rganos lo
estén en el mismo ejemplar muestreado. Es importante resaltar
que los peces en los que se encontraron ciliados en el cerebro
generalmente no presentaron abultamiento de la cavidad visceral
y los 6rganos internos estuvieron levemente parasitados o no pa-
rasitados. En ese sentido, Munday etal. (1997), sugirieron que la
via de infeccién nasal infectaba principalmente al cerebro como
érgano diana, por eso estd bien documentado que el cerebro se
encuentra vacuolado y licuado en escuticociliatosis (Munday et
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al. 1997, Iglesias et al. 2001, Deveney et al. 2005) y es porque
estos ciliados tienen la capacidad de reproducirse en este 6rgano
utilizando la ruta nasal por medio de los nervios olfatorios y
6pticos (Munday et al. 1997, Sterud et al. 2000, Paran4 et al.
2003) causando la muerte del animal posteriormente.

A nuestro entender, es la primera ocasidén que se describe
la enfermedad y la especie en el Perti. Sin embargo, tenemos
comunicacién de esta patologia con sintomatologfa parecida y
agente etiolégico afin a las caracteristicas de los ciliados descritos
en la escuticociliatosis desde el aio 2013 en lenguado P adspersus
en cautiverio asociado a elevadas mortalidades (comunicacién
personal). Considerando que no existe tratamiento efectivo para
la enfermedad, se requiere mayor atencidn a las buenas practicas
de cultivo de esta especie.

En conclusién, la mortalidad de 2 adspersus en cautiverio en
este trabajo puede ser atribuida a M. avidus (Sin. P, dicentrarchi)
el cual es altamente invasivo acompafnado de infecciones secun-
darias de origen bacteriano.
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