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Resumen

La acuicultura es un sistema de produccidon donde los organismos son sometidos a
condiciones extremas facilitando la presentacién de eventos patolédgicos donde a veces
es dificil identificar los individuos afectados subclinicamente (aquellos infectados por
agentes bioldgicos o factores abidticos que pueden presentar lesiones en sus tejidos,
pero no manifestar signos clinicos de entidad alguna). Estos individuos son importantes
en términos productivos y epidemioldgicos, puesto que pueden ser fuente de infeccién
para los sanos que conviven con ellos, o podrian ser bioindicadores de un proceso
patoldgico inicial. En este sentido el grupo de Patobiologia Veterinaria de la Universidad
Nacional de Colombia (GIPV-UNC) se ha enfocado en el diagndstico y sistematizacién de
las lesiones y enfermedades de peces de cultivo, particularmente las tilapias
(Oreochromis spp.), las cuales ocupan el primer lugar de la produccion acuicola en
Colombia y segundo en el mundo. En particular para esta especie, se han adelantado
trabajos de descripcidn, interpretacidon, estandarizacién y correlacién de distintas
lesiones con los agentes etioldgicos diagnosticados, destacandose el Streptococcus
agalactiae ST260 por su relevancia sanitaria y econdmica que representa la
estreptococosis para la industria del pais. Para los mencionados estudios se ha
empleado de manera primordial la técnica de histopatologia.

El presente estudio partid de la hipdtesis de que las tilapias en condiciones de cultivo
presentan una cierta cantidad de cambios en distintos érganos que son especificos de
estreptococosis por S. agalaciae, pero que no son suficientes para que un pez o una
poblacién manifiesten enfermedad clinica. El objetivo del estudio fue desarrollar
modelos basados en lesiones histoldgicas para el diagndstico y la predicciéon de esta
enfermedad en tilapias. Para alcanzar el objetivo, el trabajo se organizé en tres etapas:

Fase 1: Concordancia y repetibilidad de la valoracidn de las lesiones: se desarrollé para
darle consistencia y validez a los analisis histolégicos. Se determinaron concordancias
dicotdmicas (presencia ausencia de lesion) y cuadraticas (calificacion leve, moderado y
severo) entre los evaluadores (estudiante y tutor experto), las cuales fueron en su
mayoria aceptables, adecuadas o excelentes y en especial para aquellas alteraciones
reportadas por la literatura como compatibles de la enfermedad. La concordancia
diagnéstica de estreptococosis fue 0.729, considerada adecuada de acuerdo con la
escala de Landis y Koch (1977).

Fase 2: Caracterizacion de lesiones y su asociacion con diagnostico de estreptococosis.
Inicialmente se definieron de forma general los cambios histoldgicos en los tejidos de las
tilapias incluidas en el estudio y se clasificaron como muy frecuentes (>50%), frecuentes
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(25-50%), moderadamente frecuentes (10-25%), poco frecuentes (5-10%) y muy poco
frecuentes (0.1-5%). Estos hallazgos se desglosaron en frecuencias segun el tipo de
muestreo aleatorio o dirigido y segun el diagndstico positivo o negativo a
estreptococosis. En general, las lesiones fueron mas frecuentes en los tejidos obtenidos
de muestreos dirigidos que en los aleatorios, en especial aquellas con frecuencias >5%.
Se observa similar comportamiento con las frecuencias de las alteraciones en los tejidos
obtenidos de las tilapias positivas a la enfermedad comparadas con las negativas.

La mayoria de las alteraciones reconocidas en la literatura como compatibles con Ila
enfermedad, tuvieron frecuencias generales moderadas o incluso poco frecuentes; no
obstante fueron mas frecuentes en muestreos dirigidos y en los peces positivos a la
enfermedad: meningitis (63.6% y 74.7%, respectivamente), encefalitis (27.1% y 22.8%,
respectivamente), necrosis en meninges (51.4% y 51.9%, respectivamente) y en encéfalo
(30.8% y 28.4%, respectivamente), granulomas en meninges (12.1% y 14.8%,
respectivamente), epicarditis (64.5% y 79.6% respectivamente), necrosis (55.1% y 53.7,
respectivamente) y granulomas en corazén (18.7% y 27.2%, respectivamente), coroiditis
(59.8% y 75.9%, respectivamente), granulomas en 0jo (20.6% y 24.1%, respectivamente),
necrosis en ojo (45.8% y 43.8%, respectivamente) y esplenitis (58.9% y 60.5%,
respectivamente).

Dado que las lesiones fueron calificadas de acuerdo con los criterios de severidad
(ausente O, leve 1, moderada 2 o severa 3) y extensién (ausente 0, focal 1, multifocal 2,
generalizado 3), se encontré que todas las alteraciones con frecuencias >5% (n=69)
tuvieron una correlacién estadistica significativa entre los dos criterios. Esto quiere decir
que las calificaciones de severidad de una lesién tienden a comportarse similar a las
calificaciones de su extension (cambios leves por lo general tienden a tener extension
focal y cambios severos a ser de extensidén generalizada); por tanto, cualquiera de los dos
criterios podria ser utilizado para evaluar estas lesiones. Este hallazgo simplifica el
trabajo de histopatologia puesto que ambos criterios son imprescindibles para calificar
una lesion.

Posteriormente se establecid si el diagndstico de estreptococosis estaba correlacionado
(d de Somers) con la gravedad y/o extensidn de las lesiones en cada tipo de muestreo.
Cuando la muestra fue aleatoria, la correlacion de la enfermedad fue alta con
10 alteraciones y moderada con 4. Destacan las lesiones inflamatorias (epicarditis,
miocarditis, meningitis, encefalitis y ventriculitis), granulomatosas (en meninges y ojo) y
necroticas (en meninges, cerebro, ojo, bazo, hepatopancreas e higado). En cambio,
cuando el muestreo fue dirigido, la correlacion de la enfermedad fue moderada con
9 alteraciones: las mismas que en la muestra aleatoria excepto por miocarditis,
encefalitis, granulomas en las meninges y ojo, necrosis en el hepatopancreas e higado,
que tuvieron una baja correlacién con la estreptococosis.

Los anteriores resultados permiten inferir que la especificidad de las alteraciones
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asociadas a estreptococosis, en términos poblacionales, no estd relacionada con lesiones
muy frecuentes, sino con las de menor frecuencia o incluso infrecuentes. Se sugiere
entonces que la estreptococosis por S. agalactiae ST260 sigue un curso subagudo, con
inflamacién (mononuclear activa), necrosis y expresién de signos clinicos, y una forma
cronica y asintomatica (subclinica) con la formacion de granulomas, aunque pueden
existir superposiciones entre ambas formas. Buena parte de estos cambios, reconocidos
por diversos autores de manera subjetiva-descriptiva como propios de la entidad en
peces enfermos de manera natural o experimental, fueron confirmados
estadisticamente en el presente estudio, situacion que brinda confianza al emitir
diagnosticos de enfermedad por S. agalactiae ST 260 en tilapias.

Fase 3: Desarrollo de modelos histopatoldgicos para el diagndstico de estreptococosis
causada por S. agalactiae ST 260. Acorde con los resultados mencionados previamente,
se desarrollaron cuatro modelos histopatoldgicos para el diagndstico de estreptococosis:

1. Modelo general simple, que utiliza lesiones cuyas calificaciones de severidad o
extensién fueron independientes del tipo de muestreo. Resulté menos fiable porque,
a pesar su sensibilidad superior al 80%, la especificidad fue de 61.1%, lo que le resta
confiabilidad a la prueba (deteccidn de falsos positivos).

2. Modelo general avanzado, que utiliza lesiones cuyas calificaciones de severidad o
extension estuvieron correlacionadas con el diagndstico de la enfermedad en ambos
muestreos; por tanto, serd util en sistemas de diagndstico en tilapias de ambos
muestreos. La sensibilidad y especificidad fueron superiores al 92%.

3. Modelo aleatorio, que utiliza lesiones cuyas calificaciones de severidad o extension
estuvieron correlacionadas con el diagndstico de la entidad en muestras aleatorias. Se
recomienda para sistemas de monitoreo y vigilancia epidemiolégica y ambos criterios
de fiabilidad fueron mayores de 92%.

4. Modelo dirigido, que utiliza lesiones cuyas calificaciones de severidad se
correlacionaron con el diagnéstico de la entidad en muestreos dirigido. Este resulté
ser muy fiable, con una sensibilidad y especificidad del 100%.

Se ratificé en este estudio, matemdticamente, que las lesiones mas significativas de
estreptococosis son de tipo inflamatorio subagudo, localizadas en corazdn, encéfalo (con
predileccion por las meninges), ojo y bazo. El apropiado manejo de toda la anterior
informacion histoldgica, junto con la experiencia del diagndstico y el monitoreo
frecuente de las granjas, permitié el disefio de modelos diagndsticos predictivos de la
enfermedad. Creemos que metodologias similares se pueden emplear para otras
enfermedades de las tilapias y quizas en otras especies animales, y de esta forma
implementar sistemas de vigilancia epidemiolégica basados en el concepto de lesiones-
enfermedad y no solo en el de etiologia como es lo usual.
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Summary

Aquaculture is a production system where organisms are exposed to extreme conditions
leading to pathological events during which sometimes is difficult to identify
subclinically affected individuals (those infected by biological agents or abiotic factors
that could have lesions in their tissues but not manifest clinical signs of any disease).
These individuals are important in productive and epidemiological terms, since they can
be a source of infection for healthy fish living with them, or they could be bioindicators
of an early-stage pathological process. In this sense, the Veterinary Pathobiology group
of the National University of Colombia (GIPV UNC) is focused on the diagnosis and
systematization of lesions and diseases of farmed fish, in particular tilapia (Oreochromis
spp.), which ranks first place of aquaculture production in Colombia and second in the
world. In particular, for this species, work has been done on the description,
interpretation, standardization and correlation of different lesions with the etiological
agents, highlighting Streptococcus agalactiae ST260, because streptococcosis has health
and economic relevance for the country's industry. Histopathology technique has been
used mainly to carry out these mentioned studies.

The present study arose from the hypothesis that tilapia under culture conditions
present some tissue changes in different organs that are specific to streptococcosis
caused by S. agalactiae, but that are not sufficient to manifest clinical disease by fish or
a population; the aim of the study was to develop models for the diagnosis and
prediction of this disease in tilapia based on histological lesions. To achieve the
objective, the work was organized in three stages:

Stage 1: Agreement and repeatability of the injury assessment: it was developed to
give consistency and validity to the histological analyzes. Dichotomous (presence of
absence of injury) and quadratic (mild, moderate and severe score) concordances
between the evaluators (student and expert tutor) were established. These were mostly
acceptable, adequate or excellent and especially those alterations reported in the
literature as compatible with the disease. The diagnostic agreement for streptococcosis
was 0.729, considered adequate according to the Landis and Koch scale (1977).

Stage 2: Characterization of lesions and their association with diagnosis of
streptococcosis. The histological changes in the tissues of the tilapia included in the
study were defined in a general way and classified as very frequent (> 50%), frequent
(25 50%), moderately frequent (10-25%), unfrecuent (5 -10%) and very infrequent (0.1-
5%). These findings were separated into frequencies according to the type of
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randomized or targeted sample and according to the positive or negative diagnosis of
streptococcosis. In general, lesions were more frequent in tissues obtained from
targeted rather than random samples, especially those with frequencies > 5%. Similar
behavior was observed with the frequencies of tissue alterations of tilapia positive for
the disease compared with negative ones.

Most of the alterations recognized in the literature as compatible with streptococcosis,
had moderate or even infrequent general frequencies, however they were more
frequent in targeted samplings and even more in fish positive for the disease: meningitis
(63.6% and 74.7%, respectively), encephalitis (27.1% and 22.8%, respectively), necrosis
in the meninges (51.4% and 51.9%, respectively) and in the brain (30.8% and 28.4%,
respectively), granulomas in the meninges (12.1% and 14.8%, respectively), epicarditis
(64.5% and 79.6% respectively), necrosis in the heart (55.1% and 53.7, respectively) and
granulomas in the heart (18.7% and 27.2%, respectively), choroiditis (59.8% and 75.9%,
respectively), granulomas in the eye (20.6% and 24.1%, respectively), necrosis in the eye
(45.8% and 43.8%, respectively) and splenitis (58.9% and 60.5%, respectively).

Since that the lesions were graded according to the criteria of severity (absent 0, mild 1,
moderate 2 or severe 3) and extension (absent 0, focal 1, multifocal 2, generalized 3), it
was found that all changes with frequencies > 5 % (n = 69) had a statistically significant
correlation between the two criteria. This means that the severity scorings of an injury
tend to behave similarly to the scorings of its extension (mild changes generally tend to
have a focal extent and severe changes tend to be generalized); therefore, either of the
two criteria could be used to assess these lesions. This finding simplifies the
histopathology work since both criteria are fundamental to qualify a lesion.

Later it was established whether the diagnosis of streptococcosis was correlated
(Somers’s d) with the severity and/or extension of the lesions in each type of sampling.
When the sample was random, the correlation of the disease was high with
10 alterations and moderate with 4: Inflammatory lesions (epicarditis, myocarditis,
meningitis, encephalitis, ventriculitis), granulomatous (in meninges and eye) and
necrotic (in meninges, brain, eye, spleen, hepatopancreas and liver) highlight. On the
other hand, when the sampling was targeted, the correlation of the disease was
moderate with 9 alterations: the same as in the random sample except for granulomas
in the meninges and eye, encephalitis, myocarditis, necrosis in the hepatopancreas and
liver, which had a low correlation with streptococosis.

The previous findings allow us to infer that the specificity of the alterations associated
with streptococcosis, in population terms, is not related to very frequent lesions but to
less frequent or even infrequent lesions. Therefore, it is suggested that streptococcosis
due to S. agalactiae ST260 follows a subacute course, with inflammation (active
mononuclear), necrosis and expression of clinical signs, and a chronic and asymptomatic
course with the formation of granulomas, although there may be overlaps between both
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forms. A good part of these changes, recognized by various authors in a subjective-
descriptive way as characteristic of the entity in naturally or experimentally diseased
fish, were confirmed by statistics in the present study, a situation that provides
confidence when making diagnoses of disease by S. agalactiae ST 260 in tilapia.

Stage 3: Development of histopathological models for the diagnosis of streptococcosis
caused by S. agalactiae ST 260. In accordance with the previously mentioned results,
four histopathological models were developed for the diagnosis of streptococcosis:

1. Simple general model, uses lesions whose scores of severity or extension were
independent of the type of sampling. This was less reliable because, despite its
sensitivity higher than 80%, the specificity was 61.1%, which reduces the reliability of
the test (detection of false positives).

2. Advanced general model, uses lesions whose severity or extension scores were
correlated with the disease in random and targeted samplings; therefore, it will be
useful in diagnostic systems for tilapia from both samplings. Sensitivity and specificity
were greater than 92%.

3. Random model, uses lesions whose severity or extent scores were correlated with
the diagnosis of the entity in random samples. It is recommended for epidemiological
monitoring and surveillance systems. The reliability criteria were greater than 92%.

4. Targeted model, this uses lesions whose severity scores were correlated with the
diagnosis of the entity in targeted samplings. This was very reliable, with a sensitivity
and specificity of 100%.

This study mathematically confirmed that the most significant lesions of streptococcosis
are of the subacute inflammatory type, located in the heart, brain (with a predilection
for the meninges), eye and spleen. The appropriate management of all the previous
histological information, together with the experience of diagnosis and frequent
monitoring of the farms, allowed the design of predictive diagnostic models of the
disease. We believe that similar methodologies can be used for other tilapia diseases
and perhaps other animal species, and thus implement epidemiological surveillance
systems based on the concept of injury-disease and not only on the etiology as usual.
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Introduccion

La cria de animales acuaticos destinados al consumo humano, como en el caso de otras
especies cultivadas con el mismo fin, se lleva a cabo en sistemas de produccién
altamente complejos en términos espaciales y temporales donde los individuos son
sometidos a condiciones extremas, lo que hace dificil distinguir entre salud, desempefio
subdptimo y afeccién subclinica en las poblaciones cultivadas. Si bien en dichas
condiciones es posible identificar los individuos que sufren distintas patologias, no
sucede lo mismo con aquellos afectados subclinicamente, es decir, los que pueden estar
infectados por agentes biolégicos o ser afectados por factores abidticos y que pueden
presentar lesiones aungque no en grado suficiente para manifestar signos o sintomas
clinicos evidentes de entidad alguna; estos individuos conforman una parte importante
de la poblacidon en términos productivos y epidemiolégicos, puesto que por un lado
pueden ser fuente de infeccién para los individuos sanos que conviven con ellos, pero
de otro podrian ser Utiles como bioindicadores de un proceso patoldgico silente en curso
0 en sus inicios. Para el caso concreto de este estudio, las especies en consideracidon
serdn los peces y mas concretamente las tilapias de cultivo (Oreochromis spp.), las cuales
ocupan el primer lugar de produccién en Colombia y segundo en el mundo.

El grupo de Patobiologia Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia (GIPV-UNC)
trabaja desde hace varios afios en el diagndstico y sistematizaciéon de las lesiones y
enfermedades de peces destinados al consumo humano y de aquellos con propésitos
ornamentales, para ello ha empleado de manera primordial la técnica de histopatologia.
Para el caso particular de tilapia son varios los trabajos que se han adelantado en la
descripcidn, interpretacion, estandarizacion y correlacion de distintas lesiones con los
agentes etioldgicos diagnosticados. Dentro de estos, Streptococcus agalactiae ha
recibido la mayor atencién dada la relevancia sanitaria y econdmica que representa la
estreptococosis, la enfermedad causada por esta bacteria, a la industria del pais.

Los estudios iniciales demostraron la coincidencia de las lesiones debidas a S. agalactiae
con aquellas documentadas en la literatura internacional, y solo unas pocas nuevas
fueron aportadas por nuestro grupo. Posterior a ello se inicié la sistematizacién de
dichas lesiones en peces aparentemente sanos y en otros tomados durante brotes de
enfermedad; se establecié que, aunque el patégeno afectaba un amplio numero de
organos de las tilapias, tres de ellos: encéfalo, corazén y ojo eran los que con mayor
frecuencia se veian involucrados y los que mostraban las alteraciones mas graves. Un
hallazgo significativo adicional de estos trabajos fue que, si se tomaban como referencia
los cambios de los tres anteriores drganos como elemento indicativo de la presencia de
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estreptococosis, la técnica de histologia de rutina resulté bastante mas sensible para el
diagndstico de la entidad que la microbiologia o aun la inmunohistoquimica con
anticuerpos especificos contra la bacteria. Otro hallazgo relevante fue que los animales
clinicamente sanos tenian el mismo tipo de lesiones con la misma distribucidn organica,
pero de menor gravedad. Se concluyé que la histopatologia sometida a procesos de
“objetivacion”, esto es, sometida a sistematizacidén de las lesiones de gran niumero de
animales con la misma enfermedad, ademds de ello sujeta a analisis intersubjetivo y
semicuantitativo era una técnica adecuada para ser usada como referencia, especial
pero no Unicamente, en estudios de vigilancia epidemioldgica, de diagndstico de rutina,
y de investigacion de campo y experimental. En este contexto se determinaron
prevalencias de la estreptococosis y algunas tendencias en cuanto a factores de riesgo
relacionadas principalmente con grupos etarios y calidad del agua. En principal
conclusion, las investigaciones previas demostraron de manera fehaciente que ni la
infeccion, ni las lesiones equivalen a enfermedad clinica, y que el dictum de la teoria del
iceberg en epidemiologia se cumple plenamente.

Si bien las técnicas moleculares modernas para el diagndstico patoldgico son una
herramienta muy rdpida, precisa y econémica en la demostracidon de la presencia de
agentes infecciosos en los peces, también es cierto que, en el contexto del concepto de
enfermedad en sentido estricto, o ain mas, en el estado “subclinico” de las mismas, la
definicion del significado de la presencia de un microorganismo especifico se hace dificil
de interpretar tanto en términos poblacionales como individuales.

Sobre estos principios se ha privilegiado el abordaje integral de la sanidad de los
sistemas de produccidn de tilapia, esto incluye desde las herramientas diagndsticas de
la enfermedad clinica o las alteraciones subclinicas, pasando por el andlisis del sistema
productivo y ambiental, hasta las medidas de control y prevenciéon. En concordancia,
para esta investigacion se ha seleccionado la técnica de histopatologia como
herramienta para el diagndstico del estado sanitario clinico y subclinico de las tilapias
en Colombia, y la estreptococosis como modelo para implementar un indice predictivo
basado en las lesiones caracteristicas de esta enfermedad. Esto permitira monitorear y
detectar cambios en el estado de enfermedad de los peces, que a su vez permitira
intervenciones tempranas para minimizar el impacto sanitario.

2 Introduccion



Revision bibliografica

2.1. Acuicultura y enfermedad

2.1.1. Generalidades sobre produccion acuicola

La acuicultura es uno de los sectores productores de alimento de mas rapido
crecimiento en el mundo. El desarrollo de la acuicultura mantiene una tendencia
creciente de forma ininterrumpida en el contexto del suministro total de pescado. De
acuerdo con las ultimas estadisticas de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAQ), la contribucion de la acuicultura a la produccion
total mundial de peces de captura y cultivados en 2018 (178.5 millones tm) alcanzé el
46% (82.1 millones tm), lo que representa un aumento del 18% si se compara con el
31.1% del total de la produccién en el afio 2004 (Figura 1). Se estima que actualmente
mas de 622 especies acuaticas son cultivadas en el mundo, aunque no todas con la
misma intensidad. Se espera que el sector acuatico continle aumentando su
contribucién a la produccion de alimentos y refuerce su papel en la seguridad
alimentaria, en tanto que ademads ofrece oportunidades para aliviar la pobreza,
aumentar el empleo y el desarrollo de las comunidades, asi como reducir la
sobreexplotacién de los recursos acudticos naturales (FAO, 2020).

Figura 1. Proporcion de la acuicultura en la produccién pesquera total
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Contrariamente a este gran potencial de especies cultivadas y otras cultivables, la
mayoria de la produccidn total estd basada en un pequeiio niumero de ellas. Las tilapias

Tesis Doctoral Alba Lucia Rey Castafio 3



(Oreochromis spp.) son las especies de peces con mds amplia distribucién geografica en
el mundo ya que mds de 35 paises y territorios han registrado su cultivo segun las bases
de datos de la FAO (FAO, 2014; 2020). Actualmente los ciclidos son el segundo grupo de
peces cultivado en el mundo después de los ciprinidos con una produccién de
5.5 millones de tm en el aflo 2018 (FAO, 2020). A pesar de las pérdidas significativas por
enfermedades (alrededor de 300 000 tm, principalmente debidas a infecciones por
Streptococcus spp.) reportadas en diferentes paises, se espera que la produccion en
2019 alcance los 6.5 millones de tm, lo cual representaria un crecimiento del 4% con
respecto al 2018, de acuerdo con la encuesta anual de produccién de la Alianza Global
de Acuacultura (GAA, Global Aquaculture Alliance) (Bondad-Reantaso, 2017; Tveteras et
al., 2019).

Los diez principales paises que lideraron la produccién de tilapia para el afio 2017
fueron: China, Indonesia y Egipto que explican mas del 66% de la produccidn de tilapia
(3.9 millones de tm), el restante porcentaje lo aportan en orden descendente
Bangladesh, Vietnam, Filipinas, Brasil, Tailandia, Colombia y Uganda (FAO, 2019).

En Colombia, la produccién acuicola total para 2016 fue de 112 116 tm, de las cuales a
la piscicultura corresponde el 97.5% (Figura 2) (Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural (MADR), 2017). La produccidn piscicola colombiana se basa en el cultivo de varias
especies, algunas nativas como el bocachico (Prochilodus magdalenae) y la cachama
(Piaractus brachypomus) y otras introducidas al pais hace muchos afios como la tilapia
y la trucha (Onchorhynchus mykiss); sin embargo, la oferta nacional depende en su
mayor parte de la tilapia. Mediante estimativo basado en la informacion del Consejo
Nacional de la Acuicultura del MADR, con datos para 2018, el 61.1% correspondi6 a la
produccién de tilapias roja (Oreochromis spp.) y plateada (Oreochromis niloticus), 17.5%
a la produccion de cachamas, 18.1% a la de trucha y 3.3% a la de otras especies nativas
y exoticas continentales (CNA-MADR, 2018) (Tabla 1).

Figura 2. Produccién de acuicultura en Colombia entre 2010 y 2016
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Tabla 1. Produccidn (en tm) de la acuicultura en Colombia entre 2013 y 2015

Especie 2014 2015 2016 2017 2018
Tilapia 60 798 63 157 66 946 73 641 77933
Cachama 24611 20777 22024 22455 22332
Trucha 10 409 15828 16778 20 226 23038
Otras 1459 3351 3552 3907 4142
Total 97 277 103 114 109 300 120 230 127 445

Fuente: CNA-MADR, 2018

En Colombia el cultivo de tilapia se desarrolla en dos sistemas de produccién diferentes:
estanques en tierra y jaulas flotantes. El departamento del Huila, principal nucleo
productor del pais, aportd el 45% en 2015. Este departamento cuenta con cultivadores
gue implementan ambos tipos; y la mayor produccion proviene de la Represa de Betania,
donde se utiliza el sistema de jaulas flotantes (Merino et al., 2013; CNA-MADR, 2018).

2.1.2. Las enfermedades como amenaza a la acuicultura

Como consecuencia del crecimiento de la industria, las enfermedades son una de las
principales amenazas para el crecimiento de la acuicultura. Una amplia variedad de
factores ha contribuido al aumento de problemas sanitarios que enfrenta el sector, el
cual durante los ultimos afios se ha expandido, intensificado y diversificado; entre ellos
se cuentan los movimientos de animales y sus productos (reproductores, huevos,
alevines y alimentos) apoyados por la globalizacién y la liberaciéon de los mercados
mundiales. Estas circunstancias han acelerado la diseminacién accidental y la
emergencia de enfermedades en nuevas poblaciones y regiones geogréficas
(Subasinghe, 2005; Brugere et al., 2017; FAO, 2018).

Ejemplos de serias pérdidas econdmicas debidas a diseminacion de enfermedades en
animales acudticos se reportan en muchos paises y en diversas especies desde la década
de 1990 cuando los sistemas sanitarios no estaban preparados, lo que fue causa de
danos desastrosos a tal punto, que se puso en riesgo la existencia de diferentes sistemas
productivos. Ejemplos del grave impacto que tienen las enfermedades en animales
acuaticos incluyen: la enfermedad de la mancha blanca (White Spot Disease) en
camarones cultivados en todo el mundo (Calderdn et al., 2000), brotes de sindrome de
mortalidad temprana (EMS) en camarones cultivados en Asia y México (Cuéllar, 2013),
o la anemia infecciosa del salmén en Chile (Asche et al.,, 2009). El impacto de las
enfermedades podria ser peor si las especies afectadas fueran las mdas importantes para
el consumo humano y la seguridad alimentaria, como las carpas vy las tilapias. Por ello
son urgentes medidas de bioseguridad globales con especial atencién al movimiento de
animales acuaticos vivos, pero también al alimento vivo. Aunque esta translocacién de
patégenos debida a movimientos de sus hospederos no es nueva, ha ganado la atencién
reciente en muchas regiones dada la evidencia de las serias consecuencias socio
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econdmicas, sobre el medio ambiente y el comercio internacional (Arthur vy
Ogawa, 1996; Subasinghe et al., 2001; Bondad-Reantaso et al., 2005; FAO, 2014).

La industria camaronera se ha visto afectada por varias enfermedades de origen viral,
entre las que se pueden senalar: sindrome de la gaviota (Stern, 1995), sindrome del virus
del Taura (SVT) (Brock et al., 1995), virus de la mancha blanca (WSSV) (Calderdn et
al., 2000; FAO, 2018); también enfermedades de origen bacteriano como el sindrome
de mortalidad temprana (EMS) causado por una cepa de Vibrio parahaemolyticus y
renombrada como enfermedad de la necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND, Acute
Hepatopancreatic Necrosis Disease). Los impactos del AHPND incluyen pérdidas de
produccién, disminucion de ingresos y beneficios para los pequefios productores y
empresas comerciales, mayores precios del camardn debido a la escasez de suministros,
e impactos sobre el comercio. En Vietnam, unas 39 000 ha se vieron afectadas en 2011
con esta entidad; Malasia estimé pérdidas de produccidon de 100 millones de délares
estadounidenses (USD) también en el afio 2011; mientras que los calculos de la GAA
indicaron que fueron 1 000 millones USD; en Tailandia, los informes de las empresas del
sector privado indicaron un descenso anual de la produccion del 30-70%. La enfermedad
ha sido reportada en China, Malasia, México, Tailandia y Vietnam (Cuéllar, 2013;
FAQ, 2013). De otra parte, agentes parasitarios como el Enterocytozoon hepatopenaei
(EHP) ha emergido como un patdgeno serio asociado a bajo crecimiento en camarones
cultivados en varios paises asiaticos ocasionando graves pérdidas econdémicas
(Rajendran et al., 2016).

Dentro de los problemas de origen sanitario de las principales especies de peces
producidas en América del Norte las enfermedades infecciosas son el mayor obstaculo
para el crecimiento de la acuicultura (Tabla 2) (Georgiadis et al., 2001).

Tabla 2. Enfermedades identificadas como mas problematicas en el cultivo de las tres principales
especies de peces en América del Norte

Patégenos Salmoén Trucha Bagre del canal

. IHNv Rhabdovirus .
Virus . - CCv Herpevirus
ISAv Orthomyxovirus

Aeromonas salmonicida
Flexibacter maritimus Flavobacterium spp. Edwarsiella ictaluri
Bacterias Piscirickettsia salmonis F. psychrophilum F. columnare
Renibacterium salmoninarum
Vibrio anguillarum

Branchiomyces sp.

Hongos - - .
Saprolegnia sp.
L Kudoa thyrsites Henneguya sp.
Parasitos -
Loma salmonae Bulbophorus confusus

Fuente: Adaptado de Georgiadis et al., 2001
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El costo directo atribuido a la mortalidad en trucha arcoiris se valora en un 10% del total
de la produccidn. Los peces que sobreviven a las enfermedades infecciosas crecen mas
lentamente y sucumben a situaciones estresantes secundarias (ej. oxigeno disuelto
bajo), y son mas susceptibles a otros patdégenos (Roberts y McKnight, 1976); ademas,
estos animales ocupan espacio que podria ser mejor utilizado por individuos sanos
(Rosenlund, 1977).

La situacidn sanitaria de salmodnidos y truchas en Noruega es generalmente buena.
Muchas enfermedades bacterianas pueden producir pérdidas sustanciales pero la
mayoria de ellas estan controladas. Por el contrario, los virus contindan causando serios
problemas y acarrean importantes pérdidas financieras. Las principales enfermedades
parecen ser la anemia infecciosa viral del salmon (ISA), la enfermedad del pancreas (PD),
la inflamacién del musculo esquelético y del corazén (HSMI) relacionada con un
orthoreovirus piscicola denominado PRV y el sindrome de cardiomiopatia del salmén
(CMS) (Tabla 3) (Palacios et al., 2010; Rodger et al., 2014; Di Cicco et al., 2017; Marine
Harvest, 2017; FAO, 2018). Las enfermedades bacterianas mds comunes parecen ser la
furunculosis (Aeromonas salmonicida), la enfermedad bacteriana renal (Renibacterium
salmoninarum), la septicemia ricketsial del salmdén (SRS) (Pisciricketsia salmonis) y la
infeccidn por Moritella viscosa, que causa ulceras en invierno (Skjelstad et al., 2007). La
franciselosis (Francisella piscicida) también se reporta en bacalao de cultivo (Olsen et
al., 2006; Nylund et al., 2006; Ottem et al., 2008). El piojo del salmén (Lepeophtheirus
salmonis) es todavia un problema global (Costello, 2009).

Tabla 3. Principales causas de sobrevivencia reducida en salmdénidos cultivados en Noruega

Origen infeccioso Origen no infeccioso

Inflamacion del musculo esquelético y del corazén (HSMI) Bloom de algas
Infecciones branquiales Tratamientos

Sindrome de cardiomiopatia del salmén (CMS) Pobre desempefio productivo
Enfermedad del pancreas (PD) Manipulacion

Fuente: Marine Harvest, 2017

Distintas enfermedades han afectado a la industria del salmén en Chile como Ia
franciselosis (Birkbeck et al., 2007), la SRS y la necrosis pancredtica infecciosa (NPI),
entre otras. A partir de 2007 hubo una diseminacion de Caligus o piojo de mar y una
serie de brotes del virus de la ISA, causando grandes mortalidades y preocupaciéon
acerca del estado sanitario de la produccién de salménidos. En 2008 se presentaron
otros brotes de esta enfermedad, pero se consideraron casos aislados y no se creyé que
esto fuera un problema para la industria en general; sin embargo, sélo a finales de este
afio, la mayoria de las empresas comenzaron a considerar ISA como un desafio que
requeria una accién conjunta de la industria; la produccién comenzd a ser duramente
golpeada a partir de 2009 y se estim6 que el valor de produccién se reduciria en mas de
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2000 millones USD hacia el afio 2011 (Asche et al.,, 2009; FAO, 2018). Otras
enfermedades ya reportadas en Noruega también han hecho apariciéon en Chile como la
HSMI relacionada también con el virus PRV en salmén del Atlantico (Godoy et al., 2016).

También en Asia y Latinoamérica, donde las tilapias son unas de las especies mas
explotadas, las enfermedades son reconocidas como una de las mayores amenazas a la
produccidn, al desarrollo sostenible y la expansion de la acuicultura. En los ultimos afios
se le presta mds atencion a la identificacidn de los agentes etioldgicos implicados en las
epidemias (Tan et al., 2006). Por ejemplo, la franciselosis se considera una enfermedad
emergente en los cultivos de tilapia en el mundo, especialmente en Asia y en América
Latina (Centro y Sudamérica), pero este patégeno también afecta otras especies de
peces tanto silvestres como de cultivo. Entre 2001 y 2004 en Taiwan se identificaron
nuevas especies de Francisella a partir de lesiones granulomatosas en tilapias cultivadas
(Hsieh et al., 2006) pero también se reportaron estas nuevas especies en Costa Rica
(Soto et al., 2009), Japon, Hawai (Birkbeck et al., 2011), Tailandia, Indonesia (Nguyen et
al., 2016) y Brasil (Assis et al., 2017). Francisella noatunensis fue reportada desde 2015
afectando tilapias cultivadas en jaulas en Honduras con mortalidades entre 50 y 85%; la
enfermedad cursa con organomegalia y granulomas en distintos érganos como bazo y
rifidn, pero también en higado y corazén (Soto et al., 2019).

Las estreptococosis se reconocen como una amenaza importante a la piscicultura
ocasionando mortalidad masiva y grandes pérdidas econdmicas en el mundo (Agnew y
Barnes, 2007; Liao et al., 2020). Varias especies de estreptococos son las responsables
de distintas enfermedades muy similares como Streptococcus dysgalactiae,
S. parauberis, Vagococcus salmoninarum y Lactococcus garvieae, pero tal vez las mds
significativas son debidas a S. agalactiae y S. iniae, que afectan a varias especies icticas
de cultivo y de manera notoria las tilapias (Oreochromis spp.) (Eldar y Ghittino 1999;
Evans et al., 2002; Kayansamruaj et al., 2017).

En el afio 2014 emergio una enfermedad de origen viral en tilapias de cultivo y silvestres
a la cual se la denomind virus de la tilapia del lago (TiLV), también se le conoce como
Tilapinevirus y hasta el momento es el Unico miembro dentro de este género. Se trata
de un virus RNA, y se han documentado brotes de la enfermedad y el aislamiento del
patdgeno en los Ultimos afios en Asia (China, India, Tailandia, Indonesia e Israel), Africa
(Egipto) y Latinoamérica (Ecuador y Colombia). Se calcula que las pérdidas econdmicas
causadas por el agente pueden llegar hasta 7 500 millones USD anuales (Bacharach et
al., 2016; Bondad-Reantaso, 2017; del Pozo et al., 2017; Dong et al., 2017; Nicholson et
al., 2017; Behera et al., 2018); por su patogenicidad y virulencia se considera como una
amenaza global a la industria de la tilapia (FAO, 2018; Jansen et al., 2019).

De acuerdo con FAO (2018) las limitaciones para manejar las enfermedades de la
acuicultura incluyen: dificultad para acceder a las técnicas de diagndstico, existencia de
patdgenos cripticos y organismos benignos que pueden volverse patégenos cuando se
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introducen en nuevos hospedadores y nuevos entornos, escasas opciones para el
control de las enfermedades de animales acuaticos, aparicion de sindromes de
enfermedades multifactoriales y frecuentes infecciones subclinicas, estado no
domesticado de la mayoria de las especies acuaticas de cultivo y escasez de informacién
sobre el estado de salud de los animales acuaticos, entre otras.

2.2. Las tilapias

Las tilapias (Oreochromis sp.) son peces pertenecientes a la familia Cichlidae originaria
de Africa (Trewaves, 1983) donde se reportan los primeros cultivos hacia 1920 y desde
alli ha sido establecida en muchas regiones tropicales y subtropicales del mundo. En mas
de 100 paises las condiciones son favorables para su reproduccion y crecimiento (El-
Sayed, 2020), y su gran capacidad de adaptacion a distintos habitats la ha convertido en
la actualidad en la segunda especie con mayor produccion en el mundo siendo China el
pais con la produccidn mas alta (FAO, 2019).

2.2.1. Taxonomia

La clasificacién taxonédmica de la tilapia es confusa y sufre continuos cambios debidos
en primer lugar a la similitud entre diferentes especies, a la superposicion de
caracteristicas morfoldgicas y ademds porque muchas de las especies hibridan
libremente en la naturaleza. Las tilapias son un grupo de peces de agua dulce
pertenecientes a la familia Cichlidae (Lim y Webster, 2006; El-Sayed, 2020):

Reino: Animal
Phylum: Cordata
Grupo: Craniana (Vertebrata)
Superclase: Piscis
Clase: Osteichtys
Orden: Perciformes
Familia: Cichlidae

Géneros: Oreochromis
Sarotherodon
Tilapia

En un comienzo el género Tilapia fue dividido en dos subgéneros segin su
comportamiento reproductivo y hdbitos alimenticios: Tilapia y Sarotherodon.
Posteriormente, el subgénero Sarotherodon fue elevado a género y luego subdividido
en dos géneros: Sarotherodon y Oreochromis (El-Sayed, 2020).

De acuerdo con Froese y Pauly (2018), en la actualidad se reconocen tres géneros. El
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género Tilapia con 7 especies que se caracterizan por realizar los desoves en el sustrato
de las masas de agua. La especie mas representativa del género es T. zillii (Figura 3).

Figura 3. Tilapia zillii (redbelly tilapia)

Fuente: Luc de Vos, 1999

En género Sarotherodon se produce la incubacion oral de los huevos fertilizados y el
cuidado parental de los alevines lo realiza el macho o ambos reproductores (machos y
hembras). De las 13 especies de este género la mas representativa es Sarotherodon
galilaeus (Figura 4).

Figura 4. Sarotherodon galilaeus (Galilee tilapia)

Fuente: Golani, 2013

El género Oreochromis incluye 32 especies, y se caracteriza porque la incubacién oral de
los huevos y el posterior cuidado parental corre a cargo de las hembras. Se cultivan con
éxito unas diez especies, de las cuales la tilapia nilética (Oreochromis niloticus) es la mas
importante en el mundo (El-Sayed, 2020) (Figura 5). También se cultiva un hibrido
(tilapia roja) (Figura 6) explotada por su coloracidn atractiva, tolerancia a condiciones de

10 Revisidn bibliografica



manejo proveniente de lineas mejoradas de las cuatro especies mas importantes del
género Oreochromis (O. niloticus, O. aureus, O. mossambicus y O. hornorum) (Torres et
al., 2010).

Figura 5. Oreochromis niloticus (Nile tilapia)

Fuente: Ueberschaer, 1999

Figura 6. Oreochromis spp. (hibrido de tilapia)

Fuente: National Bureau of Agricultural Commodity and Food Standards, 2013

2.2.2. Habitos alimenticios

Las tilapias son herbivoras/omnivoras que aprovechan bien la productividad primaria de
los cuerpos de agua (fitoplancton, zooplancton) y también los detritus de los fondos;
algunas especies como O. aureus también pueden consumir residuos de plantas y
0. mossambicus consumen ademas larvas de otros peces. Esto favorece los costos de
produccién relacionados con la alimentacidon y no afecta la calidad de la proteina
utilizable para consumo humano. Los patrones de alimentacién son irregulares y
dependen de factores como tamafio, especie, época del afio, tiempo del dia,
fotoperiodo, profundidad del agua, localizacién geografica y hdabitat. Todas estas
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variables se deben tener en cuenta para balancear las dietas y establecer los regimenes
de alimentacién (frecuencia, cantidad, calidad) en los sistemas de produccion (Lim vy
Webster, 2006; El-Sayed, 2020).

2.2.3. Requerimientos ambientales para el cultivo de la tilapia

Las tilapias se cultivan desde formas semiintensivas hasta superintensivas donde las
condiciones ambientales, las densidades y estrategias de manejo son variadas (El-Sayed,
2020). La calidad del agua cambia a medida que avanza el periodo de cultivo de tal forma
que su manejo es un factor muy importante para el éxito del cultivo, asi como para
entender los diferentes parametros y sus interrelaciones los cuales tienen efectos sobre
el crecimiento y la salud de los peces.

Temperatura. Es uno de los principales factores en los cultivos de estos peces puesto
gue afecta a todos sus procesos fisiolégicos (crecimiento, reproduccion y metabolismo).
Las tilapias toleran un rango amplio de temperaturas entre 20 y 35°C cuyo optimo esta
entre 25-30°C (Xie et al., 2011); sin embargo, ligeras variaciones pueden tener efecto
sobre el crecimiento y el desempefio general de los individuos (El-Sayed, 2020). Las
tilapias no crecen a temperaturas menores a 16°C, y por lo general no sobreviven
después de varios dias con temperaturas menores a 10°C (Pillay, 1993; Lim vy
Webster, 2006).

Oxigeno disuelto (OD). Es uno de los factores mas limitantes y afecta a la alimentacion,
el crecimiento, el metabolismo y la inmunidad innata (Tran-Duy et al., 2012; Abdel-
Tawwab et al., 2015). El OD a su vez es afectado por la fotosintesis de los organismos
vegetales en el agua, la respiracion y el metabolismo de los peces y otros organismos
acuaticos. También le afecta la temperatura del agua: a mayor temperatura menor
disponibilidad de OD, lo cual lleva a que los organismos acudticos incrementen la tasa
respiratoria, el metabolismo y el consumo de oxigeno para suplir los requerimientos
tisulares. Las tilapias soportan niveles de OD de hasta 0.1-0.5 mg/L durante periodos
cortos de tiempo siempre y cuando puedan subir a la superficie del agua de lo contrario
morirdn (Taylor, 2019; El-Sayed, 2020) (Tabla 4).

Compuestos nitrogenados (amonio y nitritos). Los desechos nitrogenados son
eliminados a través de las branquias en forma de amonio ionizado (NH4, no téxico) y no
ionizado (NHs3, téxico para los peces). El amonio es convertido a nitrito (NO) y luego a
nitrato (NOs) por bacterias nitrificantes que crecen sobre la materia organica suspendida
en el agua. La toxicidad del amonio depende del OD, pH y CO; en el agua, asi, la baja
temperatura, el bajo OD y CO;, y el pH fuera del rango de tolerancia exacerban la
toxicidad (Boyd, 2000; El-Sayed, 2020). La exposicidn a concentraciones de amonio
toxico por encima de 0.5 mg/L de forma prolongada lleva a lesiones en el tejido
branquial, pobre crecimiento y aumento en la mortalidad especialmente en tilapias
jovenes, pero también conlleva a una inhibicion en la tasa de incubacion de los huevos

12 Revisidn bibliografica



(EI-Greisy et al., 2016). Mortalidades masivas de tilapias ocurren en pocos dias en aguas
con concentraciones de amonio no ionizado mayores a 2 mg/L; sin embargo, cuando se
aclimatan gradualmente a niveles subletales por debajo de 1 mg/L), algunos peces
pueden sobrevivir (Tabla 4) (Lim y Webster, 2006).

Los nitratos son poco toxicos para los peces, pero las altas concentraciones y por
periodos prolongados pueden inducir inmunodepresién y mortalidad en los peces. Por
el contrario, los nitritos tienen capacidad téxica porque disminuyen la eficiencia de la
hemoglobina para transportar oxigeno de tal manera que se alteran distintos procesos
fisioldgicos de sistemas como el inmune, el respiratorio, el endocrino, también los
procesos de excrecidn y en ultimas retarda el crecimiento (Lim y Webster, 2006; El-
Sayed, 2006; Xu et al., 2016).

pH. Las tilapias toleran un amplio rango de pH (entre 5 a 11) (Tabla 4); con todo, la
exposicién prolongada a bajo o alto pH lleva a cambios de comportamiento, dafio al
epitelio branquial y de la piel, se disminuye la excrecidn de nitrégeno, hay perdida de
electrolitos y aumento de la mortalidad (Boyd, 2000; El-Sayed, 2020).

Tabla 4. Tolerancia de las tilapias a oxigeno disuelto, amonio y pH (Fuente: El-Sayed, 2020)

Oxigeno disuelto Amonio no ionizado
pH
(mg/L) (mg/L)
Especie de tilapia Minimo Optimo Rango Optimo  Rango  Optimo
o Hasta 7.4*
O. niloticus 0.1-0.5 5.5-6.5! <0.1 3.7-11.0 5.5-9.0
Hasta 1.0**
0. aureus >3.0 1.93-3.14*
0. mossambicus x O. niloticus 6.6*

* CL50 alevinos; ** CL50 larvas

Salinidad. A pesar de que las tilapias son peces de agua dulce son capaces de tolerar un
amplio rango de salinidad del agua. La mayoria puede crecer y reproducirse en aguas
salobres y otras aun en condiciones de salinidad alta, aunque el desempefio productivo
no sera el dptimo (El-Sayed, 2020). La tolerancia a la salinidad depende de la especie,
lineas, tamafos, adaptacién, factores ambientales y localizacion geogréfica
(Suresh, 1992; Vinatea, 2002; Lim y Webster, 2006).

2.2.4. Reproduccion

La madurez sexual de las tilapias en general es temprana, alrededor de los 4 a 6 meses de
edad cuando alcanzan un peso promedio de 40 g y las condiciones ambientales son
favorables (24°C o mas). Una hembra puede realizar hasta 12 desoves al afio con una
cantidad entre 200 y 2 000 huevos en cada uno. Debido al comportamiento de cuidado
parental en la boca, el nimero de huevos es pequefio comparado con otras especies de
peces. El nUmero de huevos es proporcional al peso corporal de la hembra entre 1 000 a
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1 500 huevos por 600 a 1 000 g de peso (Suresh, 2000; Lim y Webster, 2006).

El proceso de reproduccién se inicia cuando el macho establece un territorio excavando
un nido en el fondo del estanque a donde atrae a la hembra. Después de un breve cortejo
la hembra deposita los huevos en el nido y el macho inmediatamente los fertiliza. Segun
los habitos de cada especie el macho o la hembra o ambos recogen los huevos en su
boca hasta que eclosionan las larvas las cuales se alimentan de su saco vitelino durante
aproximadamente 15 dias segun la temperatura del ambiente. Posteriormente, la
hembra reanuda su alimentacion y su ciclo de reproduccién (Suresh, 2000).

2.2.5. Sistemas de produccién usados para el cultivo de la tilapia

Cultivo semiintensivo. Esta forma de produccién de peces (y otros organismos
acuaticos) se asimila a las condiciones naturales para lo cual se emplea el alimento
natural mediante la fertilizacion de estanques o combinado con suplementacion
alimenticia. Es una produccion de bajo costo debido a una baja inversion pero que
contribuye a proporcionar de forma continua una fuente de alimentos de calidad
especialmente en areas rurales en paises en desarrollo. En el caso de las tilapias estos
sistemas de produccidn, bien sea en mono o policultivo, son comunes en el sudeste
asiatico y en la mayoria de los paises de Latinoamérica; se utilizan estanques en tierra
los cuales deben ser adecuados: limpieza, desinfeccion, llenado con agua abonada con
fertilizantes organicos o inorganicos para produccién primaria de plancton, al menos
una semana antes de introducir los alevinos. Se recomienda obtener alevinos saludables
de preferencia certificados segun los protocolos de bioseguridad. Después de 4 a
6 meses de cultivo los animales podrdn alcanzar un peso promedio de 200 y 400 g
(Hussain, 2004; Lim y Webster, 2006).

Cultivos intensivos y superintensivos. Se desarrollan en estanques en tierra, piletas de
concreto o jaulas flotantes en grandes cuerpos de agua naturales o artificiales con buena
corriente de agua cuya calidad debe ser constantemente monitoreada (Hussain, 2004).
Dado que se cultivan densidades mayores y se requiere mejor calidad del agua muchas
veces se utilizan equipos de aireacion.

Las densidades oscilan entre 10 000 y 35 000 peces/Ha, se espera alcanzar 350-380 g
por pez en 6-7 meses. El alimento es Unicamente de origen comercial (Fitzsimmons y
Watanabe, 2010).

2.2.6. Susceptibilidad a enfermedades

La tasa de crecimiento del cultivo de la tilapia y su continua introduccién a nuevas areas
geograficas refleja el futuro positivo de esta especie como fuente de proteina animal en
especial en paises en desarrollo e incentiva la investigacidén en diferentes areas como la
genética, el mejoramiento de la calidad de la carne, los sistemas de produccion y la
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sanidad a fin de aumentar la productividad y sostenibilidad de los cultivos (El-Sayed,
2020). En un comienzo se pensaba que las tilapias eran mds resistentes a las
enfermedades comparadas con otras especies de peces cultivados; como ha sucedido
con otras especies en los inicios de su industrializacion, en tilapias la experiencia es la
misma, que en la medida en que se intensifica la produccién, la productividad y la
tecnificacion estos peces se vuelven susceptibles tanto a enfermedades infecciosas
como no infecciosas.

Con relacion a las enfermedades infecciosas es importante aclarar la diferencia entre los
términos infeccién y enfermedad. La infeccion se refiere a la presencia de un
microorganismo en un huésped sin que se observen signos de la enfermedad, mientras
gue la enfermedad se refiere a la expresién de manifestaciones clinicas por parte del
huésped como resultado de la presencia y crecimiento de ese microorganismo dentro
de sus tejidos (lregui et al., 2014).

Enfermedades virales. En los Ultimos afios se han comenzado a reportar enfermedades
virales como la causada por el denominado virus de la tilapia del lago (TiLV) o Tilapia
tilapinevirus, la necrosis nerviosa viral (VNN) causada por un Betanodavirus vy
enfermedades causadas por algunos géneros de la familia Iridoviridae como
Megalocytivirus, Lymphocystivirus y Ranavirus (Prihartini et al., 2015; Subramaniam et
al., 2016; Bondad-Reantaso, 2017; del Pozo et al., 2017; Machimbirike et al., 2019).

Enfermedades bacterianas. Los patdgenos bacterianos mas comunes en tilapias
incluyen Streptococcus spp., Flavobacterium columnare, Aeromonas spp., Edwarsiella
spp., Francisella spp., Yersinia ruckeri (Rey et al., 2002; Iregui et al., 2004; Eissa et al.,
2008; Klesius et al., 2008; Delamare-Deboutteville et al., 2015; Huicab-Pech et al., 2016).

No se conoce un mapa detallado de la distribucion y la frecuencia de las distintas
enfermedades bacterianas de la tilapia en el mundo. En Colombia nuestro grupo GIPV-
UNC elaboré un detallado mapa de las entidades que hasta 2003 se habian
diagnosticado en estos peces, un estudio en curso actualiza estos hallazgos y pronto se
dardn a conocer (lregui et al., 2004). Dentro del grupo de los agentes bacterianos mas
frecuentes se reporta S. agalactiae, pero también se diagnostica con regularidad
enfermedad por Edwardsiella tarda/anguillarum, F. columnare y Aeromonas hydrophila
(Rey et al., 2002; Jiménez et al., 2007; 2007a; Iregui et al., 2012; Pifieros et al., 2018).
Brasil, que es uno de los paises de mayor produccion de la especie en el mundo, reporta
enfermedades causadas por S. agalactiae, S. dysgalactiae, A. hydrophila, F. columnare 'y
Francisella noatunensis subsp. orientalis (denominada Fno).

Las infecciones pueden presentarse solas o en coinfeccion y esto se relaciona con
diferentes factores de riesgo como los cambios de temperatura debidos a las
transiciones estacionales (época seca o de lluvia) y las densidades altas de cultivo, entre
otros (Assis et al., 2017).
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Un trabajo reciente da cuenta de enfermedad por S. iniae por primera vez en tilapias de
cultivo en México (Ortega et al., 2018). La edwardsielosis causada por E. ictaluri es
comun en el bagre del canal (Ictaluris punctatus), pero no en otras especies icticas; sin
embargo, en 2012 se reporté este patdgeno en tilapias de Centroamérica y mas
recientemente en paises asiaticos (Soto et al., 2012; Dong et al., 2019). La especie de
Edwardsiella mas frecuentemente reportada afectando a tilapias es E. tarda, pero
ultimamente aumentan los reportes de infecciones por E. anguillarum tanto en América
como en Asia (Armwood et al., 2019; Vaz Rodrigues et al., 2019; Oh et al., 2020).

Enfermedades parasitarias. Las tilapias son susceptibles a la mayoria de parasitos
protozoarios y crustaceos de aguas cdlidas. Ciliados como Ichthyophtirius multifillis y
Trichodina spp. aparecen en gran numero especialmente en peces estresados
confinados en aguas con alta carga de materia organica. También son frecuentes los
monogeneos, trematodos digeneos, y parasitismos intestinales como coccidiosis (Rey et
al., 2002; Fitzsimmons y Watanabe, 2010; Iregui et al., 2004; 2019).

Enfermedades micéticas. Aunque las tilapias tienen tolerancia a aguas frias, bajo estas
condiciones son susceptibles a hongos externos como Saprolegnia spp. Las infecciones
generalmente son cronicas, afectan la piel y branquias y en algunas ocasiones también
los huevos en sistemas de incubacidn artificial (Fitzsimmons y Watanabe, 2010).

2.3. Estreptococosis en tilapias

Las estreptococosis se han convertido en unas de las enfermedades bacterianas mas
severas en los cultivos de tilapias tanto de agua dulce como marina. Se trata de
enfermedades septicémicas causadas por distintas especies de Streptococcus que
incluyen S. agalactiae, S. dysgalactiae y S. iniae (Evans et al., 2006; Costa et al., 2014;
Zamri-Saad et al., 2014; Ortega et al., 2016; 2018; Campos et al., 2018). El primer reporte
de estreptococosis en tilapias lo hizo Al-Harbi en 1994 en Arabia Saudi y actualmente se
documenta este patégeno en muchos paises como EE.UU., Israel, Japdn, China, Kuwait,
Tailandia, Honduras, Brasil, Perud, Colombia, entre otros (Jiménez et al., 2007; Klesius et
al., 2008; Figueiredo et al., 2012; Iregui et al., 2014; Liu et al., 2014; Barato et al., 2015;
Ortega et al., 2016; 2018).

Streptococcus agalactiae es el principal miembro del género que afecta los cultivos de
tilapia en todo el mundo en los que causa altas mortalidades que pueden estar por
encima del 70% (Perera et al., 1997; Shoemaker et al., 2001; Klesius et al., 2008).
Streptococcus agalactiae es hasta ahora la Unica especie de Streptococcus aislada en
granjas de tilapia en Colombia (Jiménez et al., 2007).
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2.3.1. Etiologia

Streptococcus spp. son microrganismos Gram positivos con forma esférica u ovoide (0.5-
2.0 um de didmetro) y se organizan en pares o cadenas cuando crecen en medio de
cultivo liquido; son inmdviles, no forman esporas, producen gas a partir de la
fermentacion de acido lactico, son oxidasa y catalasa negativos, anaerobios facultativos
gue requieren medios enriquecidos para su crecimiento (Amal y Zamri-Saad, 2011).

Streptococcus agalactiae es un diplococo, unico miembro del grupo B Lancefield (GBS,
Group B Streptococcus), que comunmente crece en medios de cultivo con sangre en los
cuales hacen hemolisis que puede ser B en la mayoria de los casos, a hemoliticos (en
aproximadamente, el 1% de los casos) o no hemoliticos (Edwards y Nizet, 2011).

Todos los aislamientos hechos por el grupo GIPV-UNC en Colombia han resultado no
hemoliticos y pertenecen al grupo b, ST-260, CC552 (Delannoy et al., 2013; Iregui et
al., 2014; Barato et al., 2015).

2.3.2. Epidemiologia

Como cualquier otra infeccidon la estreptococosis tiene muy pocas limitaciones de
fronteras geograficas como no sean las comerciales y de especie; el primer caso de la
enfermedad se documentd en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en Japén por
Hoshina et al., (1958). Desde entonces ha habido brotes en muchas partes del mundo
(Sudafrica, Italia, Reino Unido, EE.UU., Corea del Sur, Singapur, Canada, Venezuela,
Israel, Australia, Espafia y Colombia), los cuales son cada vez mas frecuentes
(Kitao, 1993; Amal y Zamri-Saad, 2011).

Puede afectar a varias especies de peces como la tilapia (Oreochromis spp.) (Eldar et al.,
1995; Perera et al.,, 1997; Bowser et al., 1998; Pulido et al., 2004); el rodaballo
(Scophtalmus maximus) (Nieto et al., 1995; Doménech et al., 1996); la trucha arcoiris
(0. mykiss) (Bragg y Broere 1986; Ceschia et al., 1992; Doménech et al., 1993; Yoshida
et al., 1996); la seriola coreana o yellowtail (Seriola quinqueradiata) (Yoshida et al.,
1997), el lenguado japonés (Paralichtys olivaceus) (Kim y Lee, 1994), entre otros.

Para 1996, las pérdidas econdmicas mundiales en especies piscicolas cultivadas debidas
a infeccion con Streptococcus spp. sobrepasaron los 150 millones de USD. En EE.UU. las
pérdidas asociadas con estos microorganismos en cultivos de tilapia excedieron los
10 millones de USD (Shoemaker y Klesius 1997). En Italia e Israel desde el aifio de 1997
las infecciones por cocos Gram positivos son consideradas las enfermedades mas
importantes en la época de verano en granjas productoras de trucha, con cerca de
50 000 y 8 000 tm/afio en pérdidas, respectivamente (Bercovier et al., 1997). Kusuda y
Salati (1993) reportan que en Japdén para 1989, de una produccidon de 336 000 tm
(2 840 millones de USD) provenientes de la acuicultura, 20 600 tm (166 millones de USD)
se perdieron a causa de enfermedades infecciosas bacterianas, principalmente por los
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géneros Streptococcus y Enterococcus.

Las condiciones ambientales adversas como bajo OD, altas temperaturas vy
concentraciones de amonio y en general una calidad del agua pobre se consideran
predisponentes para la presentacion de la estreptococosis (Rodkhum et al.,, 2011;
Yanong y Francis-Floyd, 2002; Zamri-Saad et al., 2014; Amal et al., 2015).

2.3.3. Transmision

Se considera que la transmision horizontal del patégeno es el mecanismo mas comun de
diseminacion. Las bacterias se excretan en las heces de los peces enfermos e infectados,
posiblemente sobreviven en el agua y son infectivas para otros individuos. Los peces
muertos y moribundos se consideran también fuente de los microorganismos hacia el
agua y de alli a otros peces dentro del mismo cuerpo de agua (Hernandez et al., 2009;
Iregui et al., 2014). De acuerdo con Nguyen et al. (2002), los peces infectados llevados a
las granjas son el factor mas importante para la introduccion de esta enfermedad.

Estudios previos del grupo GIPV-UNC no han podido demostrar la infeccion o enfermedad
de alevinos de menos de 20 g de peso, esto ha permitido formular la hipotesis de que no
existiria transmision vertical de esta bacteria (Jiménez et al., 2007; Hernandez et al., 2009;
Jiménez et al., 2011); se ha propuesto que la ausencia de desarrollo de la infeccion ni de
la enfermedad en este grupo etario, se deberia mas a las condiciones de manejo de los
peces de estas edades antes que a una resistencia intrinseca per se, y que la infeccién y la
enfermedad son mas comunes en animales mayores debido al manejo intensivo a que son
sometidos estos individuos (Hernandez et al., 2009; Jiménez et al., 2011; Iregui et
al., 2014).

2.3.4. Signos y lesiones

La forma aguda de la infeccion en tilapias cursa con altas mortalidades, por encima del 50%
en un periodo de tiempo corto de 3 a 7 dias, mientras que la forma crénica puede
prolongarse por varias semanas (incluso meses), pero con un bajo porcentaje de mortalidad
(Osman et al., 2017; Iregui et al., 2019). Owatari et al. (2020) sugieren la presentacion de
una forma subclinica que explicaria mortalidades subitas y recurrentes con compromiso de
funciones fisioldgicas, pero sin manifestaciones clinicas externas en los peces.

La estreptococosis es una enfermedad invasiva con signos tipicos de letargia, pérdida
del apetito, nado errdtico que puede ser en espiral o en giros (Figura 7), distension del
abdomen, curvatura de la columna vertebral, rigidez, exoftalmia uni o bilateral
(Figura 8), hemorragias oculares, opacidad corneal y hemorragias en la base de las
aletas; algunos animales pueden presentar dificultad respiratoria (Yanong y Francis-
Floyd, 2002; Pulido et al., 2004; Zhou et al., 2008; Amal et al., 2015; Saleh et al., 2017,
Vasquez et al., 2019).
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Figura 7. Tilapia roja con curvatura del cuerpo y nado errdtico que
sugieren infeccion con S. agalactiae

Fuente: Imagen cortesia de GIPV-UNC

Figura 8. Tilapia roja con exoftalmia bilateral causado por S. agalactiae

Fuente: Imagen cortesia de GIPV-UNC

En el examen macroscépico de las tilapias afectadas se observa fluido sanguinolento en
la cavidad abdominal, el higado puede estar pdlido y agrandado o presentar
hemorragias, también puede haber esplenomegalia, el intestino puede contener exceso
de moco pardo-rojizo, en el epicardio hay acimulo de un material fibrinoide amarillento
(Figura 9) y se aprecia una apariencia parduzca o hemorragica del tejido retrobulbar y
de las meninges por acimulo de un exudado de la misma naturaleza (Figura 10) (Pulido
et al., 2004; Filho et al., 2009; Hernandez et al., 2009; Rodkhum et al., 2011; Amal et al.,
2015; Vasquez et al., 2019).
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Figura 9. Corazon de tilapia. Epicardio con depdsito de un
material fibrinoide amarillento

Fuente: Imagen cortesia de GIPV-UNC

Figura 10. Encéfalo de tilapia. Meninges con depdsito de un
exudado fibrinoide amarillento opaco

Fuente: Imagen cortesia de GIPV-UNC

La principal respuesta inflamatoria microscépica en buena parte de los drganos, en la
mayoria de los casos severos en Colombia, es una reaccién granulomatosa con
predominio de macréfagos, en menor proporcion linfocitos y en ocasiones presencia de
células Mast, antes conocidas como células granulares eosinofilicas en los peces. A pesar
de que la mayor parte de los érganos pueden estar afectados, el encéfalo, el corazony el
globo ocular son los que con mayor regularidad se ven involucrados. En el encéfalo las
lesiones incluyen severa meningoencefalitis hemorragica (Figura 11) y/o granulomatosa
con extensas areas de malacia; en el corazén la capa mas afectada es el epicardio y en
menor medida el miocardio; la coroides, esclerética y otras estructuras del globo ocular
pueden verse comprometidas. El caracter de las lesiones es similar en todos los 6rganos y
van desde hemorragias hasta procesos fibrinosos y granulomatosos (Figura 12). En mucha
menor medida lesiones similares se pueden encontrar en otros érganos como el rifidn y
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el bazo. Rara vez se puede ver gran cantidad de cocos Gram positivos en medio de las
lesiones (Pulido et al., 2004; Hernandez et al., 2009; Vasquez et al., 2019). Otros autores
describen lesiones similares (Chen et al., 2007; Filho et al., 2009; Su et al., 2017).

Figura 11. Severa meningoencefalitis necrético hemorrégica con

presencia de colonias bacterianas (flechas)

V?‘.

Fuente: Iregui et al., 2019

Figura 12. Severa epicarditis granulomatosa por S. agalactiae

Fuente: Imagen cortesia de GIPV-UNC

2.3.5. Diagnastico

Para el diagndstico de la infeccidn por S. agalactiae y la estreptococosis se recomienda
iniciar con una visita a la granja para observar a los animales en su medio y seleccionar
a aquellos que muestren algunos de los signos clinicos antes anotados; posterior a la
eutanasia de individuos enfermos (en piscicultura se recomienda no examinar peces
muertos) se deben examinar de manera rapida y de inmediato tomar las muestras para
aislamiento bacterioldgico, para histopatologia los tejidos se fijan en formalina
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tamponada al 3.7%. Sobre la base de los signos clinicos y los hallazgos macroscépicos se
establece un diagnostico presuntivo (Iregui et al., 2014).

El cerebro, regién retroorbitaria, corazén, rifidén, bazo e higado son los drganos y tejidos
gue mejores resultados dan para bacteriologia (Sugiyama y Kusuda, 1981; Hernandez et
al., 2009). Los medios de cultivo recomendados son el agar sangre bovina-triptosa, agar
infusion cerebro-corazén, agar nutriente suplementado con sangre de conejo y caldo
Todd-Hewitt. Los aislamientos deben ser cocos Gram positivos, oxidasa y catalasa
negativos y ser no hemoliticos o B hemoliticos en placas de agar con sangre. La
identificacion de la bacteria mediante los perfiles bioquimicos es dificil dado que no
todos los aislamientos dentro del género son incluidos en las bases de datos lo cual
dificulta su discriminacién (Rahimi-Kia y Mehrabi, 2013).

Las técnicas moleculares como PCR y secuenciacion del gen 16S ribosomal RNA (rRNA)
y 165-23S rRNA son Utiles para el diagndstico de especies de Streptococcus (Berridge et
al., 2001; Jiménez et al., 2011; Rahimi-Kia y Mehrabi, 2013); sin embargo, los resultados
de PCR al igual que los de microbiologia, deben ser un apoyo a histopatologia que es la
Unica técnica con la cual se puede asegurar que realmente se esta frente a enfermedad
por S. agalactiae y no solo se trata de una infeccidn; el anterior es el protocolo que se
sigue para el diagndstico definitivo en el Laboratorio de Patobiologia Veterinaria de la
Universidad Nacional de Colombia. Ademas, la histopatologia por medio de la técnica
de hematoxilina-eosina ha demostrado que tiene una mayor sensibilidad y especificidad
gue la microbiologia y aunque la misma inmunohistoquimica con anticuerpos
especificos contra para el diagndstico de enfermedad por S. agalactiae (Hernandez et
al., 2009; Iregui et al., 2014).

2.3.6. Prevencion y control

A pesar de que la principal via de transmisién de S. agalactiae es la horizontal, hasta el
momento no ha resultado facil la demostracién del papel que juega el agua o los lodos
como vehiculo del microorganismo; algunos estudios de nuestro grupo GIPV-UNC no
pudieron demostrar la presencia de la bacteria en ninguno de los anteriores medios a
pesar de que se emplearon técnicas de alta sensibilidad como la PCR. Sin embargo, otro
estudio, usando biosensores amperométricos, permitié la deteccién tanto en agua
como en lodos, aunque no se obtuvieron aislamientos microbiolégicos de las muestras
analizadas (Jiménez et al., 2007; Vasquez et al., 2017). De forma interesante, para el
caso de otras especies del género Streptococcus como S. iniae que afectan peces si se
han podido detectar en agua y lodos (Nguyen y Kanai, 1999; Nguyen et al., 2002). Por
consiguiente, las recomendaciones siguen una serie de medidas con alto contenido de
sentido comun para prevenir el ingreso de S.agalactiae a las granjas y disminuir la
presentacién de la enfermedad, entre ellas: adquirir alevinos provenientes de granjas
libres de la enfermedad, establecer cuarentena a nuevos individuos, reducir la densidad
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de cultivo, evitar la sobrealimentacién, mantener separadas las aguas y utensilios de
manejo para las distintas actividades del cultivo, reducir la manipulacién y el transporte
de los animales al minimo posible, retirar los peces enfermos y muertos
permanentemente, alimentar con raciones libres del patégeno y desarrollar cédigos de
buenas practicas sanitarias (Inglis et al., 1993; Klesius et al., 2008; Iregui et al., 2014;
Zamri-Saad et al., 2014).

Para el tratamiento y control de la enfermedad se usan antibiéticos como Ia
oxitetraciclina la cual parece ser efectiva contra S. iniae (Darwish y Griffin, 2002). Otros
antibiéticos como eritromicina, lincomicina y doxiciclina, entre otros, han mostrado
alguna eficacia frente a Streptococcus spp. pero al dejar de suministrarlos la enfermedad
rapidamente aparece nuevamente indicando que estos tratamientos no son capaces de
eliminar completamente la bacteria (Darwish y Hobbs, 2005).

La utilizacion de vacunas también es una alternativa para controlar algunos
Streptococcus. Algunos estudios con S. agalactiae y S. iniae muestran algun grado de
efectividad al comparar los porcentajes de supervivencia en desafios experimentales
comparando peces inmunizados frente a no inmunizados (Eldar et al., 1997; Evans et al.,
2004; Li et al., 2015). A pesar de los resultados positivos de las vacunas, parece ser que
la dificultad mayor radica en el sistema de vacunacidn, el cual consiste en inyectar miles
de peces muy pequefos uno a uno por via intraperitoneal la cual ha sido la ruta con
mayor éxito en los ensayos; la via oral no ha dado buenos resultados, aunque en
términos practicos seria la mas apropiada por lo cual es necesario desarrollar estrategias
y herramientas para superar los anteriores inconvenientes (lregui et al., 2014).

2.4. Aproximacion epidemioldgica al manejo de la salud acuatica

El ambiente acuatico es un ecosistema complejo que hace dificil distinguir entre salud y
desempeiio subdptimo. Durante los brotes de enfermedad, la causa es muchas veces
dificil de discernir y usualmente es el resultado final de una serie de eventos ligados que
implican factores ambientales, condiciones individuales y poblacionales, presencia de
un agente infeccioso y/o practicas incorrectas de cria y manejo. En adicidn, el control de
las enfermedades de los animales acuaticos puede ser problematico debido a muchos
factores que incluyen la amplia variedad de especies cultivadas, el rango y complejidad
de los ambientes usados, la intensificacidén, el tipo de manejo y la variedad de
enfermedades que afectan a estas especies. De este modo, se debe desarrollar un nuevo
enfoque para gestionar la sanidad de los sistemas acudticos para remplazar la
aproximacion del diagndstico tradicional enfocada al patégeno (Subasinghe, 2005).

El objetivo del manejo sanitario es mantener un buen estatus de salud asegurando un
O6ptimo de productividad y evitar la presentacion de enfermedades. En acuicultura, el
riesgo econdmico asociado con enfermedad es alto y representa una pérdida potencial
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en produccién a través de mortalidad y morbilidad. Ademas, el costo de tratar
enfermedades cuando éstas ya se han establecido es alto y los tratamientos son muchas
veces iniciados bastante tarde y por ello raramente son efectivos. Por tanto, un programa
de manejo sanitario para animales acuaticos debe ser una estrategia global cuyo fin es
prevenir enfermedades antes de que ocurran. Entonces un prerrequisito es un buen
entendimiento de las enfermedades que pueden ocurrir en una especie de pez
particular. Asi, debe ponerse especial atencidn a los estudios epidemioldgicos y al
diagndstico de las enfermedades (Tan et al., 2006; World Bank Group, 2014; Assefa y
Abunna, 2018).

Una de las aproximaciones mas efectivas a la prevencion de enfermedades es la
implementacién de practicas de bioseguridad que, aunque mejor desarrolladas en los
sistemas de produccion terrestre, ya han comenzado a implementarse en acuicultura.
La utilizacién de principios epidemioldgicos y una aproximacién légica y cientifica para
identificar y manejar riesgos son dos de los componentes mas importantes de un
programa de bioseguridad efectivo (Georgiadis et al.,, 2001; Subasinghe, 2005;
Dewey, 2008; FAQ, 2018). Aunque apenas es un concepto nuevo para el manejo de la
sanidad acuicola, el uso de la epidemiologia en el entendimiento de importantes
enfermedades de peces (Lilley et al., 1998; Morgan, 2001) y camarones (Corsin et
al.,, 2001; Mohan et al., 2002) estd aumentando (Peeler y Taylor, 2011). Esta
herramienta mejoraria significantemente el manejo sanitario, el analisis de riesgos y el
control de enfermedades (Oidtmann et al., 2013).

La epidemiologia utiliza la poblacién como unidad de estudio, donde una aproximacion
bidireccional (es decir, desde la poblacién hacia el individuo, el 6rgano, el tejido, la célula
y la molécula, pero también desde la poblaciéon hacia la granja al distrito, la provincia, la
region y el pais) permite una visién mas integral y estructurada para el entendimiento
de un proceso de enfermedad (Thrusfield, 1995) y facilita el desarrollo de estrategias de
control y prevencion. El control de estas situaciones de riesgo exige una permanente
alerta por parte del piscicultor y de los profesionales sanitarios en acuicultura.

El manejo de la salud de los peces en una granja requiere disefiar un programa para
determinar el estatus sanitario y disponer de sistemas de registro de la mortalidad y de
episodios de enfermedad; esto permite monitorear y detectar cambios en el estado de
salud/enfermedad de los peces, lo que a su vez permite intervenciones tempranas para
minimizar el impacto sanitario. Es indispensable identificar, reducir o eliminar factores
de riesgo que podrian hacer los peces mas susceptibles a la enfermedad. La identificacidon
de estos factores de riesgo permitird tomar acciones antes de que ocurra el efecto
negativo sobre la salud. Estos factores incluyen las formas de manejo, la alimentacién, la
manipulacién de los peces, el manejo de calidad del agua, la vacunacion, el manejo de
los reproductores, etc. (Georgiadis et al., 2001; Bartley et al., 2006; Oidtmann et al.,
2013). Por estos motivos existe un interés creciente en la comunidad internacional
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dedicada a la produccion y aprovechamiento de organismos acudticos por el uso de
herramientas epidemioldgicas para el entendimiento de la interaccion entre agentes
patogenos, sus hospederos y las distintas condiciones ambientales que permiten el
desencadenamiento de problemas sanitarios (Hedrick, 1998; World Bank Group, 2014).

Sin lugar a duda, la vigilancia epidemioldgica es la herramienta mas util de la que dispone
el personal sanitario para conocer, y por tanto poder controlar, las situaciones de riesgo
que afectan a las poblaciones icticas. Se trata de recoger informacién continua y
dinamica acerca del estado de salud o enfermedad en una poblacién animal y durante
un periodo de tiempo determinado, asi como de los factores relacionados con ella. En
aquellos casos en que se detecta un proceso patoldgico, la vigilancia epidemioldgica
desencadena la aplicacion de medidas de accion frente a dicho proceso y permite
evaluar la eficacia de éstas (Bartley et al., 2006; Peeler y Taylor, 2011; Oidtmann et
al., 2013; FAO, 2018).

La puesta en marcha de un programa de vigilancia epidemioldgica implica la necesidad
inicial de seleccionar las enfermedades o infecciones a incluir en dicho programa. Una
vez seleccionadas las enfermedades se definira la poblacidén a la cual se le aplicara el
programa, el drea o zona de estudio y si se realizard de forma transversal (en un
momento del tiempo) o longitudinal (a lo largo de un periodo del mismo). A partir de
ese momento debe plantearse la obtencidén de informacién acerca de las enfermedades
y de los factores que pueden estar implicados en la presentacién de las mismas. Para
ello, se recurrird a las encuestas epidemioldgicas que identifican los factores asociados.
Una vez identificados esos factores, se definird su papel en la presentacién de los
procesos patolégicos, para lo que se aplicardn los estudios observacionales (Ortega y
Muzquiz, 2002; Bartley et al., 2006; Oidtmann et al., 2013).

2.5. Aproximacion histopatoldgica al diagndstico y manejo de la
salud acuatica

La identificacién de una parte de la poblacién ictica que presenta una enfermedad
infecciosa de forma clinica no significa que sean sélo esos los animales que la sufren, de
seguro debe existir otra parte muy importante de la poblacion que esta infectada pero
no manifiesta la enfermedad clinica en el momento en que se esta valorando, o incluso
en muchos casos, no llegara a ser observable en ningln momento, pero en cambio, si
que sera fuente del agente para los animales sanos. Eso explica que las enfermedades
infecciosas en acuicultura y en otras poblaciones, entre las que se incluye la humana,
sigan un modelo de “iceberg” en el que la parte de la poblacién que sufre una infeccidon
inaparente es tan importante o incluso mas que aquella parte que manifiesta la
enfermedad vy, por tanto, la actuacion no sélo se debera limitar a estos segundos, sino
gue también deberad incluir a los primeros (Ortega y Muzquiz, 2002).
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Las técnicas diagndsticas usadas incluyen desde las observaciones macroscépicas hasta
herramientas basadas en técnicas moleculares. El cribado o “screening” de un patégeno
es otra técnica de manejo sanitario que se enfoca en la deteccidon de patdgenos en
hospederos subclinicos o aparentemente sanos. Comparado al diagndstico de
enfermedad, el cribado/vigilancia requiere herramientas de deteccidn con la suficiente
sensibilidad para detectar infecciones en portadores subclinicos y/o tamafios de
muestra relativamente grandes (OIE, 2000; Subasinghe et al., 2001).

Teniendo en cuenta que la enfermedad es un proceso dindmico, su estudio debe incluir
la determinacién de las causas (etiologia), los mecanismos de enfermedad
(patogénesis), los cambios estructurales inducidos en los tejidos y las células (lesiones
anatomo-patoldgicas), la manifestacidon evidente de enfermedad (signos y sintomas), el
mismo diagnostico tanto clinico como patoldgico para el cual se utilizan diferentes
herramientas en acuicultura como la necropsia, la bacteriologia, virologia, parasitologia,
histopatologia, inmunohistoquimica y técnicas avanzadas de biologia molecular.

Especificamente, la histopatologia utiliza tejidos fijados, cortados y tefiidos de tal forma
gue puedan ser examinados con un microscopio. Esto hace posible ver alteraciones en
las células que indican una enfermedad de origen bacteriano, viral, parasitario o de otro
tipo. Por tanto, la histologia es la técnica mas completa posible dado que es la Unica que
en conjunto con la observacion clinica puede definir a ciencia cierta si un individuo esta
enfermo o no; también puede la histologia, en muchas ocasiones, demostrar o sugerir
la presencia del agente causante de enfermedad que muchas veces no se limita solo a
agentes infecciosos. En acuicultura las enfermedades rara vez son unicausales, la
mayoria de las veces convergen varias etiologias, y solo la histologia puede detectar las
combinaciones de factores que estan presentes en un brote de enfermedad, y lo mas
significativo, todo a partir de una pequefia muestra. Estas son algunas de las razones por
las cuales el estudio microscopico de los tejidos de los animales es una herramienta
invaluable para hacer una aproximacién integral al analisis y control de las patologias.

Con todo, la histologia tiene un lado débil: su alto grado de subjetividad. A diferencia de
otras técnicas, la "subjetividad" implicita en el proceso de analisis de un tejido y la
dificultad para tener métodos "objetivos" de interpretacién que permitan establecer
estandares sobre los cuales emitir conceptos mas precisos y compartibles por distintos
evaluadores en diferentes tiempos y lugares, ha obligado al desarrollo de estrategias de
evaluacidon semicuantitativas, que en parte reduzcan la imprecision y la “excesiva”
subjetividad. Lamentablemente no son muchos los trabajos que en ictiopatologia
diagndstica han abordado esta problematica de estandarizacidon. Nowak y Lukas (1997),
con fines predictivos de sanidad, determinaron con alguna sistematicidad los cambios
morfoldgicos en branquias de salmén del Atlantico (Salmo salar) en procesos
productivos. La técnica de biopsia comparada con la de necropsia resulté en una
subestimacion de la prevalencia de lesiones, asi como del nimero de lesiones por
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filamento, de tal suerte que la primera no podria remplazar a la segunda (Nowak y
Lukas, 1997). Diversos trabajos de investigacién estan ahora incorporando
metodologias practicas de valoracion de riesgos basadas en lesiones histopatoldgicas
usadas como biomarcadores especialmente en estudios de contaminacién ambiental.
Los analisis histopatoldgicos ya han sido probados y propuestos como una herramienta
eficiente, efectiva y sensible para el monitoreo de la salud de los peces y de
contaminacién ambiental en cuerpos de aguas naturales (Teh et al., 1997; Handy et
al., 2002; Wester et al., 2002; Stentiford et al., 2003).

El niumero creciente de estudios sobre biomarcadores histopatoldgicos esta ligado a la
nocion de que ellos reflejan la salud de los peces de una manera mas real que los
marcadores bioquimicos y pueden asi ser mejor extrapolados los efectos toxicos a nivel
de comunidad y ecosistema (Au, 2004). Las cldsicas aproximaciones histopatolégicas
esencialmente cualitativas proveen informacion vital sobre la descripcidon de lesiones
histolégicas y alteraciones en organismos acuaticos colectados en campo
(Baumann, 1985; Kéhler, 1990). A pesar de esto, la ausencia de datos numéricos dificulta
el establecimiento de relaciones causa-efecto entre patologia y patrones de
contaminacién y valorar la significancia de las diferencias entre grupos. Por tal razén, las
investigaciones habituales sobre caracteristicas histopatoldgicas de animales expuestos
a contaminantes se enfocan ahora sobre indices histopatolégicos para proveer datos
numéricos basados en aproximaciones semicuantitativas.

Algunas de estas aproximaciones emplean exitosamente estadistica multivariada
usando indices de frecuencias de lesiones para comparar sitios contaminados en
estudios de biomonitoreo (Del Valls et al., 1998; Riba et al., 2004; 2005). Otros autores
han demostrado la utilidad de gradaciones de indices semicuantitativos basados en la
progresion de lesiones en varios érganos de peces, con la ventaja de proveer indices
individuales (Schwaiger, 2001; Van Dyk et al., 2007; Zimmerli et al., 2007; Triebskorn et
al., 2008; Van Dyk et al., 2009; Corbett et al., 2015).

Una dificultad importante de los estudios histopatolégicos en peces es la ausencia de
especificidad de algunas lesiones y alteraciones hacia un agente etioldgico, lo que en
gran medida dificulta la valoracion de la relacion causa-efecto cuando estan implicados
multiples agentes. Por otro lado, las alteraciones tisulares estan mejor descritas en
biomedicina humana y en animales domésticos que en ictiologia y ademas existen
numerosas discrepancias en la terminologia y la identificacién de lesiones. En un intento
para resolver esta deficiencia, se desarrollan investigaciones para proveer guias sobre
las claves histopatoldgicas de exposicion a xenobidticos (Koehler, 2004). Otro punto
clave bajo desarrollo se relaciona con la significancia bioldgica de las lesiones analizadas.

Algunos autores proponen que los indices de condicion deben considerar la importancia
relativa de las lesiones dado que algunas alteraciones pueden implicar mayor dafio a un
drgano que a otro. Se han desarrollado indices ajustados con el fin de llenar este vacio
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atribuyendo un valor graduado en ordinales para una lesidn especifica de acuerdo con
su impacto en el pez (factores de importancia) (Bernet et al., 1999).

Dado que no habia un método estandarizado para describir y valorar las lesiones
histoldgicas en peces de agua dulce, una comparacién entre las observaciones en el
mismo érgano no era posible. Ademas, una comparacion cuantitativa entre varios
drganos no se podia hacer porque muchos cambios no son considerados alteraciones
organo-especificas y asi, no son aplicables de manera general. Bernet et al. (1999)
describieron una herramienta de valoracién que es aplicable a cualquier 6rgano, lleva a
una cuantificacion estandarizada, permite la posibilidad de legitimar comparaciones
entre diferentes estudios, y con restricciones, también entre érganos diferentes. Esta
herramienta debe llevar a un mejor entendimiento del significado de los resultados
histolégicos después de la exposiciéon a un contaminante. Otros autores han hecho
ligeras modificaciones a la herramienta de Bernet et al. (1999) intentando explicar el
impacto medioambiental sobre los animales acuaticos (Zimmerli et al., 2007; Van Dyk et
al., 2009; Raskovic et al., 2013; Corbett et al., 2015; Saraiva et al., 2015).

Aunque la histopatologia es una ciencia descriptiva y la valoracion de las lesiones
siempre dependera de la experiencia e interpretacién del investigador, la herramienta
de Bernet et al. (1999) permite comparaciones mas confiables entre diferentes estudios.
Una ventaja posterior de categorizar las lesiones histopatoldgicas es la posibilidad de
valorar qué érganos han sido dafiados y en qué extensién. Este es un importante
prerrequisito para proyectos de vigilancia y monitoreo. Sin embargo, debe considerarse
que la categorizacién de los resultados patoldgicos resulta en una simplificacién,
particularmente porque el uso del método debe ser aplicable a diferentes érganos. Asi,
los parametros de descripcion de las lesiones son esenciales a la hora de establecer
indices que puedan luego ser analizados estadisticamente. Otros parametros de
descripcidn individual se pueden afiadir al método de valoracién que, aunque no sean
considerados para los calculos de indices, permiten evaluaciones adicionales mas
detalladas de acuerdo con las necesidades especificas de un investigador (Bernet et
al., 1999). Los indices correspondientes pueden ser comparados mas facilmente que las
meras descripciones morfoldgicas de los cambios.
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Objetivos

La medicina animal y humana, como se deduce de la actual pandemia que afecta a todo
el planeta, se basa cada vez mas en el uso de técnicas moleculares sofisticadas (PCR)
capaces de detectar el mas minimo indicio de la presencia de un microorganismo en un
paciente, tal como la recuperaciéon de fragmentos infimos de su material genético bien
sea DNA o RNA; sin embargo, esta practica ha recibido las mas severas criticas en el
contexto de la pandemia mundial puesto que no se tiene la certeza del significado de
sus hallazgos, por ejemplo, si se trata solo de la presencia del RNA del coronavirus, si en
verdad el virus estd presente o no en cada paciente, la existencia de falsos positivos o
falsos negativos, etc. Varias voces autorizadas han llamado la atencion sobre el olvido
de los principios epistemoldgicos en que se fundamenta la medicina desde tiempos
inmemoriales: el enfermo y no la etiologia o causa es el elemento central del fenémeno
enfermedad; la etiologia es apenas un pequefio factor dentro del concepto amplio
enfermo-enfermedad.

La propuesta que aqui se presenta se basa precisamente en el reconocimiento de este
desenfoque epistemoldgico: en los sistemas de produccién animal de lo que se trata es
de determinar la existencia o ausencia de una enfermedad a través de los enfermos, no
la simple presencia de un microorganismo o de su material genético. Para “fortuna” de
la salud de una poblacién de peces en una granja, con una muestra pequefa
representativa rutinaria de los individuos se puede ejercer la practica de la medicina, es
decir examinar a los enfermos y en consecuencia establecer el estatus de la enfermedad
en dicha granja, pero lo que es mas importante, de manera indirecta determinar el
estado de salud de toda la poblacién. Para ello en este trabajo se emplea la técnica de
la histopatologia, la cual, como se demuestra en el mismo, permite mediante el andlisis
cualitativo y numérico de las lesiones de una entidad especifica: la estreptococosis por
Streptococcus agalactiae, determinar cudndo un pez esta sano y cuando con las mismas
lesiones, pero en distinta proporcion indican que estd enfermo.

Nuestra hipotesis es que las tilapias en condiciones de cultivo presentan una cierta
cantidad de lesiones en distintos érganos que son especificas de estreptococosis por
S agalaciae, pero que no son suficientes para que un pez o una poblacidon manifiesten
enfermedad clinica; se parte de hallazgos previos de miembros de nuestro grupo de
investigacion que demostraron la alta especificidad y sensibilidad de la técnica de la
histopatologia en el diagndstico de esta enfermedad (Herndndez et al., 2009). Como
estrategia epistemoldgica se aprovecha el concepto epidemiolégico de enfermedad
subclinica, que nosotros mejor definimos como lesiones subclinicas, como indicador
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precoz de la presentacion de formas clinicas. Como corolario de la anterior hipdtesis se
sostiene que para que se exprese la enfermedad clinica en los individuos y en la
poblacion debe existir una cierta calidad y cantidad de lesiones caracteristicas de
estreptococosis. AUn mas, el apropiado manejo de toda la anterior informacién
histoldgica junto con otra informacidn proveniente de las granjas permite el disefio de
un sistema predictivo de la enfermedad y sienta las bases para desarrollos similares de
otras entidades que afectan a las tilapias.

3.1. Objetivo general

Desarrollar modelos basados en lesiones histoldgicas que permitan el diagndstico y la
prediccidn de estreptococosis por S. agalactiae en tilapias.

3.2 Objetivos especificos

Complementariamente se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Definir las lesiones histopatoldgicas tipicas que permitan diagnosticar
estreptococosis por S. agalactiae con suficiente sensibilidad y especificidad en
tilapias sanas y con signos de enfermedad.

2. Estimar la frecuencia de las lesiones histoldgicas relevantes para el diagndstico de
estreptococosis.

3. Desarrollar modelos histopatoldgicos para diagndstico de estreptococosis.

4. Validar la eficiencia y utilidad de los modelos diagndsticos y de prediccion de la
entidad.
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Metodologia

4.1. Diseio del estudio

4.1.1. Tipo de estudio

Se trata de un estudio epidemioldgico observacional transversal que utiliza muestras
obtenidas de un programa de vigilancia epidemioldgica en granjas de produccién de
tilapias del departamento de Huila (Colombia).

4.1.2. Seleccion de la muestra para evaluacion

Para calcular el tamafio de la muestra se utilizéd un indice de frecuencia de alteraciones
histopatoldgicas esperado del 35% (Rey et al., 2014), un error experimental del 5% y un nivel
de confianza del 95% segun la formula planteada por diversos autores (Martin et al., 1987):

__, P(1-P)
=7%. =

donde:
n: Tamano de la muestra necesario
Z:1.96 para un nivel de confianza del 95%
P: Frecuencia de lesiones esperada
E: Error aceptado
La anterior formula determind un tamaifio minimo de muestra igual a 350 peces.

4.1.3. Origen de la poblacion estudiada

Las tilapias incluidas en este trabajo formaron parte de un estudio epidemiolégico mas
amplio donde se obtuvieron 5 292 individuos a partir de cuatro granjas de produccién
comercial en el departamento del Huila (Colombia). Estos peces se colectaron entre los
afios 2008 y 2010 cada 30 dias durante tres ciclos de produccién de aproximadamente
7 meses cada uno (21 meses aproximadamente) cumpliendo con la Ley 84 de 1989
Estatuto Nacional de Proteccién de Animales, Capitulo V: Del sacrificio de los animales,
articulo 17, literal j.: Con fines experimentales, investigativos o cientificos y Capitulo VI:
Del uso de animales vivos en experimentos e investigacién, Articulos 23 y 24 y la
Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud por la cual se establecen las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud: Titulo V:
La investigacion biomédica con animales, articulos 87 y 88.

El mencionado estudio incluyé peces desde la fase de alevinos (< 20 g) hasta engorde
(>400 g); ademas, se considerd el tipo de muestreo: 1) Aleatorio: peces sin signos
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clinicos de enfermedad alguna y 2) Dirigido: peces con cualquier signo clinico de
enfermedad (nado erratico o en circulos, “boqueo”, erosiones en piel o aletas, ascitis y/o
exoftalmia).

Las tilapias incluidas en el presente estudio fueron escogidas al azar a partir de la
muestra mayor como se dijo, de tal manera que se incluyeran al menos 3 peces
colectados en cada visita mensual a cada granja, sin conocer el origen del tipo de
muestreo (aleatorio o dirigido). En la Tabla 5 se muestra la distribucién de la poblacidn
finalmente utilizada en el presente estudio.

Tabla 5. Distribucién poblacional de las tilapias analizadas en el presente estudio

Numero de tilapias examinadas

Muestreo aleatorio Muestreo dirigido
1 79 62 17
2 86 63 25
3 94 63 34
4 95 59 31
Total 354 247 107

4.2. Procesamiento de las muestras

4.2.1. Evaluacion clinica bajo anestesia

Los animales se anestesiaron en una solucién de metasulfonato de tricaina (MS222®
Sigma-Aldrich) (50 mg/l) y se les practicé la eutanasia por medio de un corte espinal
inmediatamente caudal al craneo y al margen superior de los opérculos, de acuerdo con
los protocolos de eutanasia que se aprobaron posteriormente en 2013 (AVMA, 2013).
Enseguida se examind la condicidén general y cualquier alteracién macroscépica externa
y/o interna (segun protocolos del Laboratorio de Patologia Veterinaria de la Universidad
Nacional de Colombia).

4.2.2. Procesamiento para bacteriologia

En cada visita, a partir de cada uno de los peces, se tomaron muestras con asa estéril a
partir de rifidn e higado para ser sembradas en agar BHI con sangre de ovino e incubados
a 28°C durante al menos 48 h. Los crecimientos bacterioldgicos fueron procesados en
laboratorio para su identificacién bioquimica (segln protocolos del Laboratorio de
Patologia Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia).

4.2.3. Procesamiento para histopatologia

En el caso de animales muy pequefios solo se abrid la cavidad abdominal y se
depositaron de inmediato en formalina tamponada a pH 6.9. Cuando los peces eran
suficientemente grandes se tomaron las muestras para microbiologia de acuerdo con el
punto anterior e inmediatamente se tomaron los tejidos para histopatologia. De cada
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uno de los individuos se tomaron ojo, branquia, cerebro, corazén, higado, bazo, rifién,
estdmago e intestino incluyendo grasa visceral. Las muestras fueron procesadas por la
técnica de rutina para hematoxilina-eosina (Luna, 1968), segun el protocolo del
Laboratorio de Patologia de la Universidad Nacional de Colombia, para identificar
lesiones compatibles con enfermedades de cualquier origen.

4.3. Definicion de lesiones histologicas en tilapia

4.3.1. Listado de lesiones

En este estudio todas las lesiones se evalUan por la técnica microscdpica es decir por
histopatologia. También se debe aclarar que las siguientes expresiones se emplearan
como sinénimos: lesidén, alteracién, dafio, hallazgo o cambio. Los érganos y tejidos
fueron evaluados en su totalidad para una revisién sistematica de las alteraciones
microscépicas segun los patrones de reaccién sugeridos por Bernet et al. (1999), con
algunas modificaciones como se observa en las Tablas 6 a 9. La piel y la cavidad oral
también fueron evaluadas cuando estaban presentes.

Los disturbios circulatorios (Tabla 6) estan relacionados con alteraciones en la condicion
de la sangre o del flujo de ésta y se observan en casi todos los 6rganos afectados por
alguna patologia. Por ejemplo, en el corazén la congestion y el edema se ubican con
predileccion en el epicardio dada la localizacién de los vasos sanguineos, mientras que
los microtrombos suelen observarse en el peritoneo/pancreas y no en el
hepatopancreas. Los aneurismas sélo se observan en las branquias.

Tabla 6. Lesiones correspondientes a disturbios circulatorios observadas en distintos drganos
de acuerdo con los patrones de reaccidn propuestos por Bernet et al. (1999)

Organo o tejido Congestion Edema Hemorragia Microtrombos Aneurismas
Branquias X X X X X
Ojo X X X X

Meninges X X X X

Cerebro X X X X

Rifidn - Nefrona X X

Rifidn - Intersticio X X X X

Corazon En epicardio | En epicardio X

Mucosa gastrointestinal X

Z::tTol:r:toeS:tinal X X X X

Muscular gastrointestinal X X

Higado X X X X

Hepatopdncreas y X X X En
peritoneo/péncreas peritoneo/péncreas

Bazo X X X X

Goénada X X X
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Los cambios regresivos (Tabla 7) son aquellos que causan la reduccién funcional o
pérdida del érgano. Algunos suelen verse como una alteracién en la arquitectura y
estructura del 6rgano como la atrofia de las lamelas branquiales, cambios en los pliegues
intestinales o deplecién de linfocitos en el bazo; los depdsitos de pigmentos son mas
frecuentes en rifidn, bazo e higado. Los detritus celulares en las branquias y la luz
gastrointestinal se consideran consecuencia de procesos necréticos en estas superficies.
Los procesos degenerativos y necréticos con frecuencia acompafian diferentes
patologias en los peces.

Los cambios progresivos (Tabla 8) son procesos que conllevan a una mayor actividad en
las células o tejidos en respuesta a algun estimulo o patologia. Ademas de las
hiperplasias e hipertrofias propuestas por Bernet et al. (1999), se incluye la mayor
actividad de las células de moco en especial en branquiespinas y filamentos branquiales,
asi como en la mucosa gastrointestinal; también se toma en cuenta la mayor actividad
de los centros melanomacréfagos (CMM) con preferencia en érganos parenquimatosos
como rifidn, higado, bazo, pancreas y ocasionalmente en las branquias.

Tabla 8. Lesiones correspondientes a cambios progresivos observadas en distintos érganos de
acuerdo con los patrones de reaccidn propuestos por Bernet et al. (1999)

Activacion de Activacion centros

Organo o tejido células de moco  melanomacrofagicos Hiperplasia Hipertrofia
Branquias En brz.mquiespinas X Cé.I.uIa§ de cloro en
y filamentos tejido interlamelar
Ojo
Meninges
Cerebro Gliosis
Rifion - Nefrona Nefroneogénesis
Rifidn - Intersticio X
Corazon Endocardio
Mucosa gastrointestinal X X

Submucosa gastrointestinal

Muscular gastrointestinal

Hiperplasia hepatocitos
Hiperplasia canaliculos
Higado X biliares

Células gigantes
Células binucleadas

Hepatopancreas y
peritoneo/péncreas

Bazo X Hiperplasia linfocitos Elipsoides

Los procesos inflamatorios (Tabla 9), de acuerdo con Bernet et al. (1999), muchas veces
se asocian a otros patrones como a los disturbios circulatorios o cambios progresivos
hiperplasicos. Las células inflamatorias involucradas por lo general son mononucleares
(MN): macréfagos y linfocitos (en tilapia de manera exclusiva, puesto que hasta la fecha
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no hemos identificado células que con certeza se puedan considerar neutréfilos en esta
especie), estas infiltran los tejidos o forman granulomas, estos ultimos relacionados con
patologias crénicas. También se reporta proliferacion de mastocitos o células granulares
eosinofilicas asociadas a los procesos inflamatorios; en tilapia, segun nuestra
experiencia, son muy comunes en distintos procesos patoldgicos.

Tabla 9. Lesiones correspondientes a inflamacion observadas en distintos érganos de acuerdo
con los patrones de reaccién propuestos por Bernet et al. (1999)

. s T EHERY Proliferaciony
o Infiltracion de . o2 o
Organo o tejido . . . migracion activacion de Granulomas
macroéfagos, linfocitos s ) 5
linfocitos mastocitos
B iti . .
ek |s' . Hiperplasia
. Arcobranquitis o N
Branquias " epitelial con Branquiespina X
Operculitis L . .
L infiltrado linfocitico
Branquiespinitis
Endoftalmitis
Exoftalmitis
Ojo Panoftamitis X X
Retinitis
Coroiditis
Meninges Meningitis X X
Cerebro Ence.fallt.ls. X X
Ventriculitis
Rifion - Nefrona X Migracion
Rifidn - Intersticio Intersticial nefritis Migracion X X
Endocarditis
Corazoén Miocarditis En epicardio X
Epicarditis
Mucosa gastrointestinal X
Submucosa gastrointestinal X
Muscular gastrointestinal X
Higado Hepatitis X
Hepatopancreas Hepatopancreatitis
erFi)tonZo/ éncrgas Pancreatitis peritoneal X X
P P Peritonitis
Hiperplasia
Bazo Esplenitis linfoidea (estimulo X
antigénico)
Gonada Orqulltlls X X
Ovaritis

Las neoplasias o tumores en tilapias cultivadas son poco frecuentes, quizas debido al
corto tiempo del cultivo y las condiciones controladas del confinamiento. Sin embargo,
hemos diagnosticado linfoma en mucosa y submucosa intestinal, higado,
hepatopancreas, peritoneo/pancreas y bazo.

En adicién a las lesiones y alteraciones incluidas en esta investigacién, se tuvo en cuenta
la presencia de agentes patégenos como bacterias cocoides o bacilares, asi como
parasitos y hongos en todos los tejidos evaluados.
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4.3.2. Valoracion de severidad y extension

Para la valoracion de la intensidad de las diferentes lesiones y alteraciones morfoldgicas
en los tejidos se usaron dos variables categoricas: Severidad (grado de dafio, agresividad
con que se manifiesta una lesién) y Extension (area de tejido involucrado en una lesidn)
con la gradacién que se explica en la Tabla 10.

Tabla 10. Grado de severidad y extensién de las lesiones (Grupo de investigacidon en
Patobiologia Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia)

Grado Severidad Extension

0 Ausencia de lesién Ausencia de lesidn

1 Leve (células y arquitectura de la lesidn con actividad Presencia focal
baja, visibles con alguna dificultad con objetivo 4x) (1-33%)

2 Moderada (células y arquitectura de la lesién con Multifocal
actividad media facilmente evidente desde el objetivo 4x) (34-66%)

3 Severa (células y arquitectura de la lesién con actividad Generalizada
alta, el tejido normal se identifica con dificultad) (>66%)

En la Figura 13 se muestra un ejemplo aplicado de la Tabla 10, donde se observa la
ausencia de lesidon en epicardio codificado como 0 (A); epicarditis leve focal codificada
como 1.1 (B); epicarditis moderada multifocal codificada como 2.2 (C) y epicarditis
severa generalizada codificada como 3.3 (D).

Figura 13. Categorizacion de severidad y extensién en epicarditis (izquierda: 4x,
derecha: 10x)

A. Epicardio sano: 0 (Asencia de lesion)
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Figura 13 (cont). Categorizacién de severidad y extension en epicarditis (izquierda: 4x,
derecha: 10x).

C. Epicarditis moderada multifocal: 2.2 (El epicardio se hace un poco mas grueso, hay moderada
congestion e infiltracién de MN)
T e AN M 2 oy TP ,fé?%‘

7 7 ,ﬂ, e QN
e
D. Epicarditis severa generalizada: 3.3 (Notese el grave engrosamiento de la membrana epicardica, con

remanentes de congestidon en la regién mas interna contigua al miocardio y el enorme nimero de
MN a lo largo y ancho de la membrana)

4.3.3. Determinacion de diagnodsticos positivos a estreptococosis por
S. agalactiae ST 260

Para el diagndstico positivo a estreptococosis por S. agalactiae ST 260 se tomaron aquellas
lesiones compatibles con la entidad reportadas por diferentes autores: meningoencefalitis
y epicarditis necrético hemorragicas y/o granulomatosas, el ojo (coroides, esclerética y
globo ocular) con hemorragias hasta procesos fibrinosos y granulomatosos y la presencia
misma de la bacteria; asi como lesiones del mismo caracter que se pueden encontrar en
otros érganos, pero que son mucho menos frecuentes (Pulido et al., 2004; Chen et al., 2007
Hernandez et al., 2009).

Adicional a las lesiones compatibles con estreptococosis se recopilaron otras
alteraciones presentes en los érganos y tejidos relacionadas con diferentes entidades
patoldgicas de la tilapia (Rey et al., 2002).
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4.3.4 Organizacion y tabulacion de las calificaciones y el diagnéstico

Para organizar y tabular las calificaciones otorgadas para cada lesidn se cred una base de
datos Microsoft Access. En ella se almacend la calificacién de severidad y extensién de
cada una de las lesiones microscdpicas presentes en cada uno de los peces evaluados
organizados por organos y sistemas tal y como se observa en la Figura 14: sistema
respiratorio y cardiocirculatorio, estémago, intestino, anexos digestivos (higado vy
pancreas) y peritoneo, sistema nervioso (encéfalo y meninges) y ojo, rindn, génadas y
otros. El objetivo fue sistematizar la colecta de todas las lesiones microscépicas que se
pudieron identificar en cada una de las tilapias seleccionadas para formar parte del
estudio. El diagnéstico final de los evaluadores, con base en las diferentes lesiones
registradas, se introdujo en la hoja que se muestra en la Figura 15.

Figura 14. Formulario de Microsoft Access para la introduccidon de las calificaciones de
severidad y extension de cada pez identificado por nimero de placa histolégica

Lesiones Microscopicas (Alba) 1d. Lémina: 3969 : 1(12/05/2008) - N2 pez: 214 &

Sist. Circulatorio Estémago Intestino Anexos Digestivos y Peritoneo Sist Nervioso Rifién, Génadas y otros

Activacion céls. caliciformes (2,2 Cocos |0 -
Endocarditis (1,2 Activacion de CMM (3,3
Arcobranquitis/Branquiespinitis |0 Coco-bacilos |0 . -
Epicarditis (3,3 Degeneracién globulos rojos |0
Atrofia y/o pérdida de lamelas (2,1 Bacilos |0
Granulomas (3,2 Deplecién 1,2
Bact. filamentosas |0
- - Necrosis 1,2
Degeneracion del cartilago |0 Epitheliocystis [1 Esplenitis |0
Desprendimiento filamentos |0
P Hipertrofia del endocardio |0 Granulomas (3,3
Detritus celularesen la luz 1,1 Ichthyophtirius e o Muerte de leucocitos |0

0
Microsporidium |0

Granulomas (0 Piogranulomas |0 .
- o Necrosis |0

Mixosporidios |0

Hemorragias |0 .

isci ini Piogranulomas
Piscinoodinium |0 B 0

Hiperplasia céls. moco branquiespinas (1,2 Cocos |0

Trematodos digeneos (0 Coco-bacilos |0
Hiperplasia interlamelar 3,1 il Cocos |0

Trematodos monogeneos |1 acilos |0 Ty
Materia orgénicaen laluz 1,1 ) Coco-bacilos |0
Trichodinas-Chilodonellas |0 Bact. filamentosas (0 Bsdics o
Necrosis 2,1
Inflamacién [2,1 Bact. filamentosas |0
. . 7. et
Lesiones Microscopicas (Alba) Id. Lémina: 3969 : 1 (12/05/2008) - Ne pez: 214 v

Sist. Circulatorio ‘Estémagq Intestino Anexos Digestivos y Peritoneo Sist Nervioso Rifion, Génadas y otros

Bact. filamentosas

Mucosa Lamina propia Submucosa Muscular

Alteraciones glandulares |0 Inflamacién |0 Granulomas |0 Degeneracién |0
Detritus celulares luz |0 Muerte celular |0 Inflamacién |0 Inflamacién |0
Granuloma |0 Necrosis |0 Muerte celular |0 Granulomas 0
Muerte celular |0

Inflamacién |0 Cocos [0 Necrosis 0
Necrosis |0

Muerte celular |0 Coco-bacilos |0 Piogranulomas |0

Necrosis |0 Bacilos [0

2 Cocos |0

Ulceraciones (0 Bact. filamentosas |0 Cocos |0
Coco-bacilos |0

Parésitos |0 Coco-bacilos |0
Cocos |0 Bacilos |0

Bacilos |0
Coco-bacilos |0 Bact. filamentosas |0

Bact. filamentosas (0
Bacilos |0 Parésitos |0

Parésitos |0

0
0

Parasitos
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Figura 14 (continuacién). Formulario de Microsoft Access para la introduccion de las
calificaciones de severidad y extensién de cada pez identificado por nimero de placa histolégica

Les|ones Microscépicas (Alba) Id. Ldmina: 3969 : 1 (12/05/2008) - N2 pez: 214 ZI

Sist. Circulatorio Estémago

| Anexos Digestivos y Peritoneo  Sist Nervioso Rifién, Génadas y otros

rIntestino
Mucosa Lamina propia Submucosa Muscular
Activacion céls. caliciformes |0 Cocos |0 Inflamacién |0 Granulomas [0 Degeneracion |0
Alteracion arquitectura pliegues |0 Coco-bacilos |0 Muerte celular |0 Inflamacién 2,2 Inflamacién |0
Alteraciones glandulares |0 Bacilos |0 Necrosis |0 Muerte celular |0 Granuloma |0
Bact. filamentosas |0 r Muerte celular |0
Detritus celulares luz |0 Cocos |0 Necrosis |0
Parésitos |0 : rosis |l
Clantlomag(o Coco-bacilos |0 Piogranulomas |0 bEEEEB YD
Inflamacién [0 Bacilos |0
Bact. filamentosas [0 EES D s |
Liberacion de moco en laluz |0 < i i T
L parasitos| [0 Coco-bacilos |0 Coco-bacilos |0
Mat. eosinofilico (proteina) en luz |0 Bacilos [0 Bacilos [0
Migracién leucocitos (1,1 Bact. filamentosas |0 Bact. filamentosas |0
Muerte celular |0 Parésitos |0 Parasitos |0
Necrosis |0
Ulceraciones |0
- . ’ . Y [.
Les|ones Mlcroscoplcas (Alba) Id. Lamina: 3969 : 1 (12/05/2008) - Ne pez: 214 E
Sist. Circulatorio Estémago Intestino  Anexos Digestivos y Peritoneo | Sist Nervioso Rifién, Génadas y otros
Higado Hepatopéncrea: r Peritoneo / Péncreas
Activacion de CMM |0 Cocos| |0 o [ oy
. Activacion CMM |1,1 Activacion CMM |0
Alteraciones nucleares |0 Coco-bacilos |0 r f
i Granulomas |0 Granulomas |0
Cont. Granular Eosindfilo Hepatocitos |0 Bacilos 0 - . r
Hemorragias |0 Hemorragias |0
Bact. filamentosas |0 * 4
Degeneracién Vacuolar Patolégica | <o
8! B! >2'3 Parasitos |0 Inflamacién |0 Inflamacién |0
Granulomas |0 . 1
Necrosis |0 Necrosis |0
Hemorragia 0
L Piogranulomas |0
Inflamacién (1,1 [
- Cocos |0
Muerte celular 0
Coco-bacilos |0
Necrosis |0 :
Bacilos |0
Pigmentos intracelulares |0 Bact. filamentosas [0
Piogranulomas |0 Parésitos |0
. . 7, . 2o =
Lesiones Microscépicas (Alba) 1d. Lémina: (3969 : 1(12/05/2008) - N2 pez: 214 ]
Sist. Circulatorio Estémago Intestino Anexos Digestivos y Peritoneo SlstNeNlosO Rifién, Génadas y otros
Encéfalo Meninges Ojo
Encefalitis |0 Granulomas (3,2 Coroiditis |0
Granulomas 0 Inflamacién (3,3 Endoftalmitis |0
Necrosis |0 Exoftalmitis [0

Necrosis 2,2 -
’ Necrosis (3,2
Piogranulomas |0 Piogranulomas |0 h

Ventriculitis (3,1 Granulomas (3,2

Cocos | Panoftalmitis "3,3

Cocos Coco-bacilos Piogranulomas |0

Coco-bacilos

i Cocos
Bact. filamentosas =

2

(]

Bacilos |0

0

Bact. filamentosas 0

Coco-bacilos [0

0
)
Bacilos ‘0
0 Parasitos |
5 L

Parésitos | Bacilos |0
‘ Bact. filamentosas |0

Parésitos [0
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Figura 14 (continuacién). Formulario de Microsoft Access para la introduccion de las
calificaciones de severidad y extension de cada pez identificado por nimero de placa histolégica
Les|ones Mlcroscéplcas (Alba) Id. Ldmina: 3969 : 1 (12/05/2008) - N2 pez: 214 v

Sist. Circulatorio Estémago Intestino Anexos Digestivos y Peritoneo Sist Nervioso |Rifién, Génadas y otros |

Otras observaciones microscépicas

Glomérulos Tejido intersticial Tabulos
1.1 necrosis intersticial
Inflamacién |0 Activacion de CMM (2,1 Deg. vacuolar patoldgica |0
Granulomas (2,2 Granulomas |0
Hemorragias |0 Material proteinaceo [0
Nefritis [2,2 Muerte tubular |0
Piogranulomas [0 Necrosis tubular 0

Nefrocalcinosis |0
Cocos
Paso de Leucocitos

=)

Coco-bacilos
Piogranulomas

=)

Cocos

0

0
Bacilos |0
Bact. filamentosas |0
0

Coco-bacilos

Parésitos

0

0
Bacilos |0
Bact. filamentosas |0
0

Parésitos
Figura 15. Formulario de Microsoft Access para la introduccion

de los diagndsticos etioldgicos de acuerdo con las lesiones
histolégicas compatibles, segln con el criterio del evaluador

Diagnostico Alba

Id. Lamina 1143 v

Identificador del muestreo 2-12/05/2008 v

N° pez 421
Estreptococosis Positivo v
Edwardsielosis Negativo v
Aeromoniasis Negativo v
Origen nutricional Positivo v
Calidad de agua Negativo v
Parasitismo branquial Positivo| v

4.4. Analisis de la informacion

Para el analisis estadistico, los datos fueron exportados desde Microsoft Access a IBM
SPSS 19.0 para Windows. El error alfa fue establecido en 0.05.

4.4.1. Fase 1: Concordancia de las evaluaciones histopatoldgicas y del
diagndstico final de estreptococosis

Para determinar la fiabilidad de las valoraciones histopatolégicas se confronté la
consistencia de la observacién de cada lesidn por la estudiante con la observacién de un
experto (tutor) para medir el grado de acuerdo entre los dos. Este grado de acuerdo se
midid mediante el coeficiente de concordancia Kappa de Cohen, el cual relaciona la
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coincidencia que exhiben los observadores, mds alld del debido al azar, con la
coincidencia maximo posible descontado el azar. Adicionalmente, se comprobd la
concordancia en el diagndstico final de estreptococosis entre ambos evaluadores basado
en las lesiones observadas y mencionadas en el apartado 4.3.3.

La concordancia se evalud utilizando dos posibles enfoques, en primer lugar,
considerando la severidad y la extension de cada lesion como variables dicotomicas
(ausencia/presencia), lo que denominamos en los resultados como concordancia
dicotédmica, y en el caso de la concordancia entre severidad y extensién analizadas como
variables categdricas se realizd un ajuste cuadratico para dar mayor peso a las
discordancias extremas, y en ese caso la denominamos concordancia cuadratica.

Para este analisis inicial se tomd al azar una muestra adicional de 35 tilapias (el 10%
del total de peces colectados para el estudio), tanto sanas (n=12) como enfermas
(n=23) las cuales fueron sometidas al mismo procedimiento y sistema de calificacién
ya mencionados.

Una vez obtenidas las calificaciones y diagndsticos de la estudiante y del tutor se
calcularon los coeficientes de concordancia Kappa y su significacion estadistica, y los
resultados se interpretaron de acuerdo con la escala propuesta por Landis y Koch (1977),
la cual considera como aceptable un valor entre 0.40 y 0.60, adecuado entre 0.60 y 0.80
y excelentes, los valores superiores a 0.80.

4.4.2. Fase 2: Caracterizacion de lesiones y su asociacion con diagndstico
de estreptococosis causada por S. agalactiae ST 260

4.4.2.1. Estimacion de las frecuencias de las lesiones estratificadas segun tipo de
muestreo y diagndstico de estreptococosis

A partir de las lesiones observadas en todos los peces incluidos en el estudio se estimé
la frecuencia de las diferentes lesiones y patégenos globalmente y clasificados segun el
tipo de muestreo (aleatorio o dirigido) y segun el diagndstico positivo o negativo a
estreptococosis. Las alteraciones se clasificaron como muy frecuentes (>50%),
frecuentes (25-50%), moderadamente frecuentes (10-25%), poco frecuentes (5-10%) y
muy poco frecuentes (0.1-5%).

Ademas, se evalud la asociacion entre el diagndstico de estreptococosis y el tipo de
muestreo. Para ello se analizaron las correspondientes tablas de contingencia 2x2
mediante la prueba Chi-cuadrado de Pearson, o la prueba exacta de Fisher si habia
alguna celda con valores esperados menores de 5 (De Muth, 2014).

4.4.2.2. Correlacién entre las calificaciones para grado y extension de las lesiones y
asociacion con el tipo de muestreo
Se evalué la correlacién entre la severidad y la extensidn de las lesiones que tuvieron
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una frecuencia de presentacién por encima del 5%. Al tratarse de variables categéricas
ordinales se utilizé la prueba d de Somers cuya interpretacién se muestra en la
Tabla 11, de manera que cuando el resultado es estadisticamente significativo (p<0.05),
un coeficiente préximo a 1 indica que el grado de severidad y de extensidon van a
presentar valores muy similares (es decir, lesiones leves de extensidn focal o lesiones
severas que son generalizadas), valores proximos a 0 indican ausencia de correlacién
entre severidad y extension, y valores préximos a -1 indicarian que cuando el grado de
severidad es alto, el grado de extensidn va a ser bajo y viceversa (es decir, lesiones leves
con distribucion generalizada o lesiones severas de extension focal) (De Muth, 2014).

Tabla 11. Clasificacion del coeficiente d de
Somers en valor absoluto

Correlacién d de Somers

Muy alta 0.8-1
Alta 0.6-0.8
Moderada 0.4-0.6
Baja 0.2-04
Muy baja <0.2

Adicionalmente, se establecid si habia relacidén del grado de severidad o de la extensién
con respecto al tipo de muestreo, es decir si las calificaciones se comportan similar en
un muestreo aleatorio como en un muestreo dirigido. Para eso se analizaron las
correspondientes tablas de contingencia con la prueba de Chi cuadrado de Pearson, y
como alternativa en caso de hallarse mds del 20% de casillas con frecuencias esperadas
inferiores a 5 se utilizé la prueba de razones de verosimilitud.

4.4.2.3. Determinacion de las lesiones correlacionadas con el diagnéstico de
estreptococosis

Mediante la prueba d de Somers también se establecio si el diagndstico de estreptococosis
es dependiente del grado de la severidad o la extension de las lesiones, estudiado de forma
estratificada tanto para el muestreo aleatorio como el muestreo dirigido.

4.4.3. Fase 3: Desarrollo de modelos histopatologicos para diagnostico de
estreptococosis causada por S. agalactiae ST 260

4.4.3.1. Construccion de modelos

Para la construccidon de modelos diagndsticos predictivos de estreptococosis se utilizé
la prueba de regresion logistica con el método “hacia adelante condicional”, la cual
permite conservar las variables independientes (lesiones) que aportan al diagnéstico
positivo de estreptococosis (variable dependiente) o prescindir de las que no, debido a
su redundancia. La significacion de modelo se estimé mediante la prueba dmnibus y el
coeficiente de determinacion (R?) de Nagelkerke.
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Se generaron cuatro modelos segun la asociacidn de la severidad y la extensién de una
lesién con el tipo de muestreo y la correlacion de severidad y extension con el
diagndstico de estreptococosis calculada de forma global y estratificada para cada tipo
de muestreo.

El primer modelo, que denominaremos modelo general simple, utiliza sélo aquellas
lesiones cuyas calificaciones de severidad y extension son independientes del tipo de
muestreo. La seleccién de la severidad o la extensidon de la lesion como variable
independiente del modelo se realizé en funcion de su mayor correlacion global con el
diagnéstico de enfermedad, es decir, la que presentd una mayor d de Somers.

Los otros tres modelos utilizan lesiones en las que las calificaciones de severidad y
extension estaban significativamente asociadas con el tipo de muestro, y se calcularon
los coeficientes de correlacién d de Somers estratificados segun el tipo de muestreo.

En funcion de ello generamos un segundo modelo, denominado modelo general
avanzado, que incluyé las lesiones cuyas calificaciones de severidad y/o extension
estaba significativamente correlacionadas con el diagnéstico de enfermedad tanto en
el muestreo aleatorio como en el dirigido.

El modelo aleatorio incluyé las lesiones cuya severidad y/o extension estuvieron
correlacionadas con el diagndstico para las muestras aleatorias, y se selecciond la
calificacion que tuviera un mayor coeficiente d de Somers.

Y finalmente el modelo dirigido, de forma similar al anterior, incluyé las lesiones en las
que la severidad y/o la extensién se correlacionaron significativamente con el
diagndstico en las muestras procedentes de un muestreo dirigido, y de igual modo se
seleccioné severidad o extensidon segun la que presentd una mayor correlacion con el
diagndstico de enfermedad.

Ademas de las lesiones se incluyé la presencia de agentes etioldgicos clasificados segun
su morfologia que estuvieron significativamente asociados con el diagndstico positivo
a la estreptococosis.

4.4.3.2. Evaluacion de la fiabilidad diagnodstica de los modelos

Para evaluar la fiabilidad diagndstica de los modelos generados en el punto anterior, se
determinaron la sensibilidad y la especificidad mediante el analisis del drea bajo la
curva ROC (Receiver Operator Characteristics). Se definid el punto de corte éptimo para
cada modelo predictivo para maximizar la J de Youden definida como la suma de la
sensibilidad y la especificidad menos 1.

Los intervalos de confianza de sensibilidad y especificidad se calcularon utilizando el
método Score de Wilson (Wilson, 1927).

A pesar de que los resultados de la regresién logistica corresponden a una escala
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continua entre 0 y 1, debido a que se trabajé con variables categéricas el nimero de
resultados posibles corresponde realmente a una variable discreta, es decir, con un
numero determinado de valores. En consecuencia, es posible que la prediccidn para un
individuo coincida con el valor del punto de corte. Por ese motivo se plantean dos tipos
de interpretaciones: una interpretacion sensible que considera como positivos a todos
los valores iguales o superiores a punto de corte (y negativos a los menores al punto de
corte), y unainterpretacion especifica donde se clasifica como positivos a los resultados
con valores superiores al punto de corte, y negativos a los que presentan un valor igual
o menor a dicho punto de corte.

4.4.3.3. Validacion de los modelos diagnodsticos

Para validar los modelos se tom6 una muestra adicional de 100 tilapias seleccionadas al
azar del estudio global, en el cual participaron otros evaluadores ademas de la
investigadora de este estudio y el referente, y se estimd el resultado diagndstico
pronosticado de acuerdo con las lesiones seleccionadas segun lo descrito en el apartado
4.4.3.1y los puntos de corte determinados en el apartado 4.4.3.2, se implementaron los
modelos de regresion logistica mediante formularios en Microsoft Excel.

A continuacién, se compard el diagndstico obtenido segin los modelos con el
establecido por los expertos y se calcularon la sensibilidad y especificidad de cada uno
de los modelos, tanto con la interpretacidn sensible como especifica antes descrita.

La comparacion de los resultados de sensibilidad y especificidad inicialmente estimados
al generar modelos con los obtenidos en el proceso de validacién se realizd
comparando el solapamiento de los intervalos de confianza.
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Resultados y discusion

5.1. Diagnosticos positivos a estreptococosis por S. agalactiae ST 260

El diagndstico de lesiones debidas a S. agalactiae y de estreptococosis, de acuerdo con las
lesiones histoldgicas compatibles con la enfermedad mencionadas en el apartado 4.3.3
del capitulo anterior, arrojé una frecuencia de 35.6% en tilapias obtenidas en el muestreo
aleatorio y de 69.2% en las del muestreo dirigido. La frecuencia total de diagndsticos
positivos a la enfermedad, basada en las lesiones, fue 45.8% (n=162). Es de resaltar el
preocupante aumento en la frecuencia de las lesiones en animales sin signos clinicos
(muestras aleatorias) y en aquellos con signos de la enfermedad (estreptococosis) en el
presente estudio comparado con estudios previos en Colombia, cuando se reportaron
entre 7.9y 14.3% a partir de muestreos aleatorios y 29.8% a partir de muestreos dirigidos
(Jiménez et al.,, 2007; 2007a; Hernandez et al., 2009; Rey et al., 2014), es decir,
incrementos mayores al 100%. Este hecho amerita de por si, investigar las razones de tales
incrementos, asi como las implicaciones sanitarias y econdmicas que pueda tener la
entidad en las poblaciones de tilapia en Colombia y seguramente en el mundo.

Los resultados de los analisis microbioldgicos correspondientes a la muestra de
354 peces analizados en el presente estudio arrojaron un 2.33% (n=9) de crecimientos
bacterianos, y de éstos, Unicamente el 1.03% (n=4) resultaron positivos a S. agalactiae
ST 260. Como se indic6 en la metodologia, estos aislamientos se obtuvieron a partir de
higado y rifidn, y fueron confirmados por pruebas microbioldgicas; se trata de cocos
Gram positivos, oxidasa y catalasa negativos, que forman colonias no hemoliticas y por
medio de la reaccion en cadena de la polimerasa se determind que se trataba de la cepa
ST260 (Iregui et al., 2014; Barato et al., 2015).

El nimero de aislamientos de S. agalactiae en esta investigacién fue muy bajo, debe
recordarse, sin embargo, que el estudio epidemioldgico mdas amplio, del cual se tomaron
las muestras de este trabajo, no estaba dirigido Unica y exclusivamente a la
determinacién de este patdgeno, sino a un amplio rango de etiologias; probablemente
se deban estos resultados al hecho de que se emplearon medios de cultivo de rutina de
amplio espectro; ademas, las muestras se tomaron del rifidn y del higado que, como se
sabe, no son los principales 6rganos de replicacion de este agente tal como lo
demostraron Herndndez et al. (2009) quienes obtuvieron una mayor probabilidad de
aislamiento a partir de bazo y cerebro.

Se debe sefialar, como lo demostraron Hernandez et al. (2009), que la sensibilidad y la
especificidad de la prueba de microbiologia para S. agalactiae fue por lo menos cuatro
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veces menor frente a la histopatologia, y en su estudio obtuvieron unas prevalencias
aparentes de 7% y 29% para cada técnica, respectivamente. Estas muestras fueron
tomadas a partir de un muestreo dirigido de tilapias de diferentes grupos etarios. En
otros estudios de nuestro grupo de investigacion, se han encontrado resultados similares
y se constata la baja frecuencia de aislamientos bacteriolégicos aun a partir de drganos
con mayor frecuencia de lesiones por el patdogeno como el cerebro, ojo y bazo, con
frecuencias de aislamientos entre 1.2 y 5.2% a partir de muestreos aleatorios (Jiménez
et al., 2007; 2007a; Rey et al., 2014). Resultados parecidos son reportados por otros
investigadores y sugieren que las técnicas de cultivo microbiolégico genéricas parecen
inadecuadas para detectar posibles portadores asintomaticos de S. agalactiae
(Shoemaker et al., 2001); es decir, que las bacterias podrian estar presentes en los tejidos
pero no disponibles (al encontrarse dentro de macréfagos) o en nimero insuficiente
para ser detectadas por las técnicas bacterioldgicas de rutina, al menos en los 6rganos
muestreados en el presente estudio.

5.2. Fase 1: Concordancia y repetibilidad de la valoracién de las
lesiones observadas en el estudio

5.2.1. Concordancia de la calificacion de las lesiones

Se determind que los estimadores mas adecuados para la interpretacién de la
concordancia entre evaluadores fueron el coeficiente Kappa de Cohen calculado
considerando las lesiones tanto como dicotdmicas (hay o no hay lesidn) y el coeficiente
Kappa con ponderacién cuadratica, el cual considera la concordancia entre las
diferentes calificaciones de 0 a 3 para la severidad y extension de las lesiones y penaliza
mas las discrepancias grandes que las pequefias. Recordemos que, segun Landis y Koch
(1977), se considera como aceptable un valor entre 0.40 y 0.60, adecuado entre 0.60 y
0.80, y excelentes los valores superiores a 0.80 para cualquiera de los dos métodos para
calcular Kappa.

De las 169 lesiones listadas en el punto 4.3.1 de la metodologia, 105 estuvieron
presentes en la muestra de 35 peces utilizados para evaluar la concordancia entre la
investigadora y el referente, estas se evaluaron teniendo en cuenta su grado de
severidad y extension; se encontré ademas la presencia de 28 patdgenos entre bacterias
y parasitos. Finalmente, solo se pudo calcular la concordancia entre evaluadores para
77 lesiones y 17 agentes etioldgicos, ya que es necesario que los dos evaluadores
reconozcan la misma lesion o el patégeno al menos una vez en una misma muestra, de
lo contrario no es posible calcular el coeficiente (Tablas 12 y 13 y Anexo 1).

Como se deduce de la Tabla 12, la concordancia entre evaluadores al considerar las
lesiones como dicotdmicas no fue aceptable en el 46.8% de las muestras (Kappa < 0.4),
lo que se puede explicar en parte a la frecuencia de las lesiones observadas. De acuerdo
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con Thompson y Walters (1988), uno de los factores que afecta al valor de Kappa
calculada para variables dicotomicas (presencia/ausencia) es la frecuencia de las
observaciones (en este caso de las lesiones), hay una tendencia a disminuir el valor del
coeficiente cuando la frecuencia es muy alta o muy baja, debido a la eliminacién de la
influencia del azar. Con frecuencias intermedias, los valores de Kappa tenderan a ser
mas altos debido a la distribucién de las variables. Esto es considerado un defecto del
coeficiente, por tanto, se deben interpretar con cuidado los valores de Kappa
particularmente los resultados de las concordancias entre dos observadores, al
comparar variables o lesiones con frecuencias extremas (proximas a 0 o 100%).

Por otra parte, la gran mayoria de lesiones que obtuvieron concordancias no aceptables
(27 de 36) se localizan en branquias, higado, rifién, estdmago e intestino que se pueden
ver afectados por cambios inespecificos muchas veces asociados a la calidad ambiental
y que pueden ser sobre o subdiagnosticados, de acuerdo con Wolf et al. (2015).

Tabla 12. Resumen de la concordancia entre evaluadores para la presencia de lesiones,
su severidad y extensidén (nimero de lesiones en cada categoria y porcentaje entre
paréntesis)

Rango de Kappa Frecuencia de lesiones Grado de severidad Grado de extension

Excelente: >0.8-1.0 14 (18.2%) 20 (26.0%) 14 (18.2%)
Adecuado: 0.6-0.8 10 (13.0%) 14 (18.2%) 13 (16.9%)
Aceptable: 0.4-0.6 17 (22.1%) 15 (19.5%) 16 (20.8%)
No aceptable: <0.4 36 (46.8%) 28 (36.4%) 34 (44.2%)

Las calificaciones de grado de severidad tuvieron mucho mejor concordancia al
considerarlas como una variable categérica (ausencia, leve, moderado y severo) y calcular
el coeficiente Kappa utilizando una ponderacién cuadratica, de forma que un 63.6%
(n=49) de las lesiones analizadas presentaron una concordancia aceptable, adecuado o
excelente, lo que mejord los resultados de concordancia frente a los observados en los
analisis dicotdmicos, donde solo un 53.2% (n=41) presentaron coeficientes Kappa
superiores a 0.4. Un comportamiento similar, aunque en menor medida, mostraron las
concordancias de las calificaciones de extensidon de las lesiones al usar la ponderacién
cuadratica la cual fue de 55.8% (n=43). Lo anterior indica que hubo buenas concordancias
en general y especialmente al considerar las calificaciones de 0 a 3, correspondientes al
grado de severidad y la extension, otorgadas por cada observador. Las concordancias
detalladas por érganos y lesiones se pueden observar en el Anexo 1A.

De acuerdo con Vet (2014), en el caso de los coeficientes de Kappa calculados mediante
la ponderacion cuadratica, y que se usaron en este estudio para la calificacién de los
criterios severidad y extension, se considera que las concordancias son mas dificiles de
clasificar correctamente, esperdandose valores mds bajos por lo general. Sin embargo,
las concordancias entre los evaluadores en este trabajo, expuestas en los Anexos 1Ay
1B, demuestran ser aun mejores frente a las dicotdmicas. Por tanto, nuestros resultados
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validan la repetibilidad del método de evaluacion histolégica utilizado en el presente
estudio, asi como la categorizacién de las calificaciones de 0 a 3, es decir que es un
sistema de calificacion valido que puede ser reproducible por otros observadores.

La limitacidn concordancia sobre la presencia o ausencia de patégenos (Tabla 13) fue
sensiblemente mejor, con sélo un 5.9% de patdgenos que mostraron una concordancia
no aceptable. El registro de agentes etiolégicos por parte de los observadores tuvo
mejores concordancias al realizar el andlisis dicotdmico (presencia/ ausencia) (94.1% de
patégenos con Kappa>0.4) comparadas con los valores calculados mediante
ponderacion cuadratica (88.2%). Aunque en ambas evaluaciones las concordancias
fueron muy buenas como se puede comprobar en el Anexo 1B.

Tabla 13. Resumen de la concordancia entre evaluadores para la
presencia de patdégenos y su grado de infeccién (numero de
patégenos en cada categoria y porcentaje entre paréntesis)

Rango de Kappa Presencia del patégeno  Grado de severidad
Excelente: >0.8 3(17.6%) 6 (35.3%)
Adecuado: 0.6-0.8 11 (64.7%) 8 (47.1%)
Aceptable: 0.4-0.6 2 (11.8%) 1(5.9%)

No aceptable: <0.4 1(5.9%) 2 (11.8%)

De acuerdo con Gibson-Corley et al. (2013), la calificacion de las lesiones tisulares es una
herramienta util para evaluar los tejidos en el caso de investigaciones, pero también
para corroborar los hallazgos morfoldgicos de los diagndsticos. La repetibilidad en los
métodos diagndsticos de patologia (incluida la calificacion o gradacidn de las lesiones
tisulares) es una consideracién relevante e importante en el disefio experimental, asi
como en el registro de datos en casos de vigilancia epidemioldgica.

5.2.2. Concordancia diagndstica de estreptococosis

Para el diagndstico de la enfermedad (estreptococosis) en este trabajo se evalud la
concordancia entre los dos evaluadores (tutor y estudiante) obteniéndose una Kappa
significativa igual a 0.729 (p<0.001), que de acuerdo con la escala de Landis y Koch
(1977) se considera francamente buena y adecuada.

Para emitir el diagndstico positivo a estreptococosis por S. agalactiae ST 260, los
evaluadores tomaron como referencia aquellas lesiones compatibles con la entidad
reportadas por diferentes autores en corazon (epicarditis), sistema nervioso (meningitis)
e inflamaciones en ojo (coroides, esclerética y globo ocular) con caracteristicas desde
necrético hemorragicas hasta granulomatosas y la presencia misma de la bacteria (Eldar
et al., 1995; Pulido et al., 2004; Chen et al., 2007; Filho et al., 2009; Hernandez, 2009;
Delamare-Deboutteville et al., 2015; Ortega et al., 2016; Su et al., 2017). La gran mayoria
de estos hallazgos tuvieron coeficientes de concordancias mayores de 0.4 tanto en las
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ponderaciones dicotdmicas como en las cuadraticas. Lo anterior nos proporciona
certeza que los resultados obtenidos a partir de las observaciones de la estudiante son
consistentes.

5.3. Fase 2: Caracterizacion de las lesiones y su asociacion con
diagnodstico de estreptococosis

5.3.1. Asociacion de la frecuencia de las lesiones con el tipo de muestreo

Teniendo en cuenta los tipos de lesiones y los érganos analizados se identificé un total
de 104 lesiones, que se clasificaron como: muy frecuentes (n=19, Tabla 14), frecuentes
(n=14, Tabla 15), moderadamente frecuentes (n=24, Tabla 16), poco frecuentes (n=12,
Tabla 17) y muy poco frecuentes (n=35, Tabla 18).

En cada tabla las lesiones se muestran ordenadas por frecuencia total decreciente, se
desglosan las frecuencias de cada lesidén segun el tipo de muestreo aleatorio o dirigido y
si existen diferencias significativas entre ellos.

En general, las lesiones fueron mas frecuentes en los tejidos obtenidos de muestreos
dirigidos que en los aleatorios y con diferencias significativas (p<0.05) especialmente en
las lesiones con frecuencias mayores de 5%.

La mayoria de las lesiones muy frecuentes (por encima del 50%) en esta investigacion
tienen lugar en las mucosas respiratoria y gastrointestinal y presentan una frecuencia
elevada en peces procedentes de ambos tipos de muestreo (Tabla 14). Son lesiones
relacionadas con la mayor exposicién de estos tejidos (con mayor tasa metabdlica) a un
ambiente acudtico muchas veces de baja calidad (abundantes sélidos en suspensién,
bajas concentraciones de oxigeno, ente otras caracteristicas) y a la presencia de
parasitos en estos drganos (van Dyk et al., 2009; Wolf et al., 2015; Steckert et al., 2018).

Se observaron diferencias significativas en la mayoria de las lesiones segun el tipo de
muestreo; en general, en el muestreo dirigido la frecuencia de lesiones fue mayor que
en el aleatorio. Sin embargo, en algunas de las alteraciones branquiales mas frecuentes
como hiperplasia interlamelar branquial, branquitis, detritus celulares en la luz branquial
y atrofia y/o pérdida de lamelas branquiales, esta asociacidn se invirtid y fueron mas
habituales en los muestreos aleatorios, lo que indicaria que se trata de lesiones
inespecificas en las branquias (posiblemente debidas a mala calidad del agua) que
comprometerian la supervivencia de los peces frente a otras patologias.

De acuerdo con diversos autores, estos resultados histoldgicos deben considerarse
senales de alarma en respuesta a la exposicion a condiciones ambientales deficientes de
diversaindole, entre las que se incluyen la presencia de parasitos (Triebskorn et al., 2008;
van Dyk et al., 2009; Steckert et al., 2018). No obstante, expertos en patologia de peces
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consideran que varias de estas lesiones, incluidas algunas en higado y rifién, pueden
estar sobrediagnosticadas debido a errores en la evaluacion calificandolas
incorrectamente como anormales; estos autores consideran que las causas mas
frecuentes de este error es la fijacién inadecuada, deficiente calidad de la ldmina
histologica y la falta de experiencia del evaluador (Wolf et al., 2015); en consecuencia,
especial cuidado debe darse a la interpretacion de estos hallazgos no solamente en
tilapias sino en otras especies de peces.

Tabla 14. Lesiones muy frecuentes (>50% en la muestra estudiada): frecuencias expresadas en
porcentaje y su asociacion con el tipo de muestreo (Ale: aleatorio y Dir: dirigido)

Frecuencia segiin muestreo (%)

Organo Lesi6n
Total Ale. Dir. p

Branquias  Hiperplasia interlamelar branquial 91.8 93.9 86.9 | 0.027%
Branquias  Branquitis 87.3 | 883 85.0 | 0.405*
Rifidn Nefritis intersticial perivascular 84.5 81.4 91.6 | 0.015*
Bazo Activaciéon de CMM en bazo 82.2 | 79.8 87.8 | 0.067*%
Branquias  Detritus celulares en la luz branquial 78.2 81.8 70.1 | 0.014%
Intestino Migracién de leucocitos en mucosa intestinal 73.7 741 729 | 0.815%
Intestino Activacién células caliciformes en mucosa intestinal 73.2 69.2 822 | 0.011%
Branquias  Activacion células caliciformes en branquias 72.6 71.7 74.8 | 0.547%
Estomago Inflamacién en submucosa gastrica 71.2 67.6 79.4 | 0.024*
Estomago  Necrosis/muerte en epitelio de mucosa gastrica 68.6 64.4 78.5 | 0.008%?
Estdmago  Inflamacidén en mucosa géstrica 64.7 | 61.1 729 | 0.033%
Branquias  Necrosis en branquias 62.4 | 60.3 673 | 0.214%
Intestino Inflamacién en submucosa intestinal 62.1 56.3 75.7 | 0.001%
Branquias  Atrofia y/o pérdida de lamelas branquiales 58.8 65.2 43.9 |<0.001*?
Bazo Deplecion linfocitos en bazo 55.6 | 50.6 67.3 | 0.004%?
Rifidn Activacién de CMM en intersticio renal 55.1 54.7 56.1 | 0.805*
Higado Hepatitis 51.7 | 449 67.3 |<0.001%
Branquias  Hiperplasia células caliciformes en branquiespinas 54.0 53.8 54.2 | 0.950%
Ojo Coroiditis 50.3 46.2 59.8 | 0.018%

X2: Significacion estadistica segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson

Dentro de las lesiones frecuentes (Tabla 15) la frecuencia fue menor en el muestreo
aleatorio (tilapias asintomaticas) que en el muestreo dirigido (tilapias sintomaticas), las
diferencias mds marcadas se presentaron en la meningitis (23.1% vs 63.6%,
respectivamente) y la epicarditis (27.5% vs 64.5%, respectivamente) que son lesiones
reconocidas como muy compatibles con estreptococosis (Pulido et al., 2004; Zamri-Saad
et al., 2010; Alsaid et al., 2013).

Sin embargo, se observaron otras diferencias significativas muy notables en las
frecuencias de otras lesiones no reportadas habitualmente como tipicas de la
estreptococosis, incluso con una frecuencia dos veces superior en tilapias procedentes
de un muestreo dirigido que en las de un muestreo aleatorio, entre estas destacamos la
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degeneracién vacuolar en hepatocitos (23.9% vs 60.7%), la hepatopancreatitis (28.3% vs
64.5%), la necrosis intersticial renal (27.1% vs 62.6%) y la necrosis/muerte en mucosa
intestinal (31.2% vs 62.6%).

Tabla 15. Lesiones frecuentes (25-50% en la muestra estudiada): frecuencias expresadas en
porcentaje y su asociacion con el tipo de muestreo (Ale: aleatorio y Dir: dirigido)
Frecuencia segtin muestreo (%)

Lesion
Total Ale. Dir. p
Rifidon Degeneracion vacuolar en tubulos renales 44.6 39.7 56.1 | 0.004*
Intestino Detritus celulares en la luz intestinal 435 | 453 39.3 | 0.288*%
Bazo Esplenitis 40.7 | 32.8 58.9 |<0.001*?
Intestino Necrosis/muerte en mucosa intestinal 40.7 31.2 62.6 |<0.001%
Rifidn Necrosis/muerte de tubulos renales 39.5 36.8 45.8 | 0.114*
HP Hepatopancreatitis 39.3 28.3 64.5 |<0.001*?
Corazén Epicarditis 38.7 | 27.5 64.5 |<0.001%
Rifidn Necrosis intersticial renal 37.9 27.1 62.6 |<0.001%
Rifion Paso de leucocitos en tdbulos renales 37.0 | 38.1 34.6 | 0.534%
Sist. nerv.  Meningitis 35.3 | 23.1 63.6 |<0.001%?
Higado Degeneracion vacuolar en hepatocitos 35.0 23.9 60.7 |<0.001*?
Branquias  Arcobranquitis/branquiespinitis 32.8 344 29.0 | 0.317%
Intestino Liberacién de moco en la luz intestinal 28.5 | 283 29.0 | 0.904*
Corazon Endocarditis 28.2 | 283 28.0 | 0.954*

HP: Hepatopancreas
X2: Significacion estadistica segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson

Las lesiones con frecuencia moderada (10-25%) (Tabla 16) como ventriculitis, encefalitis,
granulomas en corazén y ojo, y necrosis en corazdn, meninges, ojo y encéfalo asi como
lesiones poco frecuentes (5-10%) (Tabla 17) como miocarditis, exoftalmitis y granulomas
en meninges, forman parte también de las lesiones reportadas en la literatura como
asociadas a la estreptococosis por S. agalactiae (Chen et al., 2007; Filho et al., 2009; Su
et al., 2017) y en el presente estudio se hallaron con una frecuencia significativamente
muy superior en los peces procedentes de muestreos dirigidos en los que se detectaron
tilapias con esta enfermedad.

Otras lesiones de estos ultimos grupos, que tuvieron diferencias significativas en las
frecuencias entre muestreos y que no son consideradas tipicas de estreptococosis, son
alteraciones de tipo necrético, inflamatorio o degenerativas en higado, bazo, rindn,
pancreas y tracto gastrointestinal. Estas lesiones al igual que aquellas muy frecuentes
con caracteristicas similares, probablemente estarian asociadas a otras patologias bien
sea infecciosas (aeromoniasis y edwardsielosis, entre otras), nutricionales o de otro
origen reportadas por diferentes autores y nuestro grupo en Colombia (Rey et al.,
2002; Rey et al., 2009; Huicab-Pech et al., 2016; Iregui et al., 2019; Vaz Rodrigues et
al., 2019).

Tesis Doctoral Alba Lucia Rey Castafio 53



Como sucedid con las lesiones muy frecuentes se demostraron asociaciones
significativas con una mayor frecuencia de presentacién en peces procedentes del
muestreo aleatorio que en el dirigido, lo que indicaria que ese tipo de cambios podrian
tener un valor prondstico negativo para los peces sintomaticos, y por ello son mas
dificiles de encontrar en este grupo de animales. Entre estos destacamos cambios en el
tracto digestivo como la presencia de detritus celulares en la luz gastrica (25.9% vs
15.9%), acumulo de material eosinofilico (proteina) en la luz intestinal (7.7% vs 1.9%),
alteraciones glandulares en la mucosa gastrica (7.3% vs 1.9%), y en las branquias con un
mayor desprendimiento de filamentos branquiales (9.7% vs 0.9%). Estas alteraciones
pueden ser debidas a mala calidad del agua, a las caracteristicas del alimento
administrado y/o a la presencia de otros agentes bacterianos distintos a S. agalactiae.

Tabla 16. Lesiones con frecuencia moderada (10-25% en la muestra estudiada): frecuencias
expresadas en porcentaje y su asociacion con el tipo de muestreo (Ale: aleatorio y Dir: dirigido)

Frecuencia segiin muestreo (%)

Lesion Total Ale. Dir. p
Corazon Necrosis en corazén 24.6 11.3 55.1 |<0.001*
Sist. nerv.  Necrosis en meninges 23.7 | 11.7 51.4 |<0.001*?
Rifdn Gotas hialinas en tubulos renales 23.2 14.6  43.0 |<0.001*
Estdmago  Detritus celulares en la luz gastrica 22.9 25.9 159 | 0.039%
HP Activacién de CMM en hepatopancreas 22.6 15.8 38.3 |<0.001%
Bazo Necrosis en bazo 22.6 9.7 52.3 |<0.001%
Ojo Necrosis en ojo 22.0 | 11.7 45.8 |<0.001*?
Intestino Inflamacién en mucosa intestinal 20.6 | 16.2 30.8 | 0.002*
Rifion Granulomas en intersticio renal 20.1 | 17.4 26.2 | 0.059%
Higado Necrosis/muerte en higado 16.7 | 12.1  27.1 | 0.001%
Estomago  Necrosis/muerte en submucosa gastrica 15.8 8.9 31.8 |<0.001*
Sist. nerv.  Ventriculitis 15.8 89 31.8 |<0.001%
Bazo Degeneracién eritrocitos en bazo 15,5 | 146 17.8 | 0.448%?
HP Necrosis en hepatopdancreas 15.3 6.5 35.5 |<0.001%?
Intestino Alteracion arquitectura pliegues intestinales 13.8 15.0 11.2 | 0.346*?
P/P Peritonitis/ Pancreatitis peritoneal 13.0 8.5 23.4 |<0.001%
Higado Activacién de CMM en higado 13.0 | 109 17.8 | 0.079*?
Sist. nerv.  Necrosis en encéfalo 13.0 53  30.8 |<0.001%
Bazo Granulomas en bazo 12,7 | 109 16.8 | 0.126*
Corazon Granulomas en corazén 12.7 10.1 18.7 | 0.026*
Ojo Granulomas en ojo 11.6 7.7 20.6 | 0.001%?
Intestino Necrosis/muerte en submucosa intestinal 10.5 4.0 25.2 | <0.001*?
Sist. nerv.  Encefalitis 10.5 3.2 27.1 |<0.001%
Corazén Hipertrofia del endocardio 10.5 | 10.1 11.2 | 0.757*%?

HP: Hepatopancreas; P/P: Peritoneo/pancreas
X2: Significacion estadistica segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson
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Tabla 17. Lesiones poco frecuentes (5-10% en la muestra estudiada): frecuencias expresadas en
porcentaje y su asociacion con el tipo de muestreo (Ale: aleatorio y Dir: dirigido)

Frecuencia segtin muestreo (%)

Organo Lesion Total ‘ Ale. Dir. p

Bazo Muerte de leucocitos en bazo 8.8 6.5 14.0 | 0.021%
Branquias  Hemorragias en branquias 8.5 8.1 9.3 | 0.698*
Corazén Miocarditis 8.5 2.8  21.5 |<0.001*
Ojo Exoftalmitis 8.5 2.4  22.4 |<0.001%
Branquias  Desprendimiento filamentos branquiales 7.1 9.7 0.9 0.003%2
Sist. nerv.  Granulomas en meninges 6.8 45 12.1 | 0.008*
Intestino Degeneracidn hialina en muscular intestinal 6.5 0.4 20.6 |<0.001*
Higado Gotas hialinas en hepatocitos 6.5 3.2 14.0 |<0.001*?
Intestino Material eosinofilico (proteina) en la luz intestinal 5.9 7.7 1.9 0.033%2
P/P Necrosis en peritoneo/péancreas 5.6 1.6 15.0 |<0.001*
Branquias  Degeneracion del cartilago branquial 5.6 6.5 3.7 | 0.305%
Estobmago  Alteraciones glandulares en mucosa géstrica 5.6 7.3 1.9 0.043%2

P/P: Peritoneo/pancreas
X2: Significacion estadistica segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson

Por ultimo, en las 35 lesiones muy poco frecuentes (<5%) (Tabla 18) solo se obtuvieron
diferencias significativas segln la procedencia de la muestra en cuatro lesiones, las
cuales fueron menos frecuentes en peces del muestreo aleatorio que en el dirigido, estas
son: inflamacién en la capa muscular intestinal (1.6% vs 7.5%), necrosis/muerte en las
capas musculares gdstrica (0.0% vs 2.8%) e intestinal (0.0% vs 6.5%), y granulomas en
branquias (1.6% vs 5.6%). Hay que destacar, no obstante, que en el caso de las lesiones
necréticas en la capa muscular gastrica y en la intestinal sélo aparecieron en peces
procedentes de un muestreo dirigido, aunque su frecuencia de aparicién fue muy baja
por lo que su valor diagndstico para estreptococosis es limitado.

Tabla 18. Lesiones muy poco frecuentes (<5% en la muestra estudiada): frecuencias expresadas
en porcentaje y su asociacion con el tipo de muestreo (Ale: aleatorio y Dir: dirigido)

Frecuencia seglin muestreo (%)

Organo Lesion otal ‘ e

Estémago  Inflamacidn muscular gastrica 4.0 3.2 5.6 0.221F
Estdmago  Degeneracidn hialina en muscular gastrica 4.0 3.2 5.6 0.221F
Ojo Endoftalmitis 3.7 2.8 5.6 0.166F
Higado Granulomas en higado 3.7 3.6 3.7 0.589F
Intestino Inflamacién en muscular intestinal 3.4 1.6 7.5 0.009*
Rifion Nefrocalcinosis en tubulos renales 3.4 24 5.6 0.118F
HP Granulomas en hepatopancreas 3.1 2.8 3.7 0.437F
Estémago  Granulomas en submucosa gastrica 3.1 2.8 3.7 0.437F
Rifidn Glomerulitis 3.1 2.0 5.6 0.078f
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Tabla 18 (cont). Lesiones muy poco frecuentes (<5% en la muestra estudiada): frecuencias
expresadas en porcentaje y su asociacion con el tipo de muestreo (Ale: aleatorio y Dir: dirigido)

Frecuencia segiin muestreo (%)

Lesion Total Ale. Dir. p
Higado Pigmentos intracelulares en hepatocitos 2.8 3.2 1.9 0.374F
Sist. nerv.  Granulomas en encéfalo 2.8 2.8 2.8 0.645F
Branquias  Granulomas en branquias 2.8 1.6 5.6 0.047F
P/P Granulomas Peritoneo/Pancreas 2.5 3.2 0.9 0.188F
Intestino Necrosis/muerte en muscular intestinal 2.0 0.0 6.5 <0.001F
Higado Alteraciones nucleares en hepatocitos 2.0 2.4 0.9 0.322F
Ojo Panoftalmitis 1.4 0.8 2.8 0.165F
P/P Activacién de CMM en peritoneo/pancreas 1.4 0.8 2.8 0.165F
Sist. nerv.  Granulomas con centro activo en encéfalo 1.1 1.2 0.9 0.648F
Sist. nerv.  Granulomas con centro activo en meninges 1.1 1.2 0.9 0.648F
Estdmago  Ulceraciones en mucosa gastrica 1.1 1.2 0.9 0.648F
Rifidn Hemorragias en intersticio de rifidn 1.1 0.4 2.8 0.084°
Estomago  Granulomas en mucosa gastrica 0.8 0.8 0.9 0.662F
Estdmago  Necrosis/muerte en muscular gastrica 0.8 0.0 2.8 0.027F
Intestino Granulomas en submucosa intestinal 0.8 0.8 0.9 0.662F
Rif6n Granulomas con centro activo en intersticio renal 0.8 0.8 0.9 0.662F
RifAdn Granulomas en tubulos renales 0.8 0.4 1.9 0.218F
Corazén Granulomas con centro activo en corazén 0.6 0.4 0.9 0.514F
Higado Granulomas con centro activo en higado 0.6 0.4 0.9 0.514F
Intestino Granulomas con centro activo en submucosa intestinal 0.6 0.0 1.9 0.091F
Ojo Granulomas con centro activo en ojo 0.6 0.4 0.9 0.514F
P/P Granulomas con centro activo en peritoneo/pancreas 0.3 0.0 0.9 0.302F
Bazo Granulomas con centro activo en bazo 0.3 0.0 0.9 0.302F
Estdmago  Granulomas en muscular géstrica 0.3 0.0 0.9 0.302F
Higado Hemorragias en higado 0.3 0.0 0.9 0.302F
Intestino Ulceraciones en mucosa intestinal 0.3 0.4 0.0 0.698F

HP: Hepatopancreas; P/P: Peritoneo/pancreas
F: Significacion estadistica segun la prueba exacta de Fisher

Al analizar la relaciéon del tipo de muestreo con la presencia de agentes etiolégicos (Tablas
19 y 20), llama la atencidon que en la mayoria de los érganos y tejidos se demostré una
mayor frecuencia de bacterias cocoides en las tilapias procedentes de los muestreos
dirigidos comparadas con las obtenidas en muestreos aleatorios, se debe indicar de todas
maneras, que su frecuencia fue baja de manera general y que se corresponde con la baja
posibilidad de obtener cultivos positivos de la bacteria. Aunque no se debe tomar de
forma taxativa, estos cocos con alta probabilidad corresponden a S. agalactiae ST 260
segun nuestros hallazgos de inmunohistoquimica, hibridacion in situ y biologia molecular
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(Pulido et al., 2010; Jiménez et al., 2011; Iregui et al., 2015). Destaca la mayor presencia
de los cocos en corazén, bazo, meninges, ojo, encéfalo, higado y rifién.

Tabla 19. Agentes etioldgicos observados (>5% en la muestra estudiada): frecuencias
expresadas en porcentaje y su asociacion con el tipo de muestreo (Ale: aleatorio y Dir: dirigido)

Frecuencia seglin muestreo (%)

Agente etioldgico

Total ‘ Ale.  Dir. p
Branquias  Monogeneos en branquias 514 47.8 59.8 | 0.037%?
Branquias  Materia organica en branquias 50.0 53.8 41.1 | 0.028%
Branquias  Trichodinas-Chilodonellas en branquias 45.5 413 55.1 | 0.016*?
Branquias  Epitheliocystis en branquias 39.5 | 37.7 439 | 0.268%
Branquias  Mixosporidios en branquias 10.5 | 109 9.3 | 0.654*?
Branquias  Trematodos digeneos en branquias 7.1 4.9 12.1 | 0.014%
Corazon Bacterias cocos en corazén 71 1.2 20.6 |<0.001*
Bazo Bacterias cocoides en bazo 5.4 1.6  14.0 |<0.001*
Branquias  Bacterias cocoides en branquias 5.1 5.3 4.7 0.816*
Sist. nerv.  Bacterias cocoides en meninges 5.1 2.0 12.1 |<0.001%

X2: Significacion estadistica segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson

Tabla 20. Agentes etiolégicos observados (<5% en la muestra estudiada): frecuencias
expresadas en porcentaje y su asociacion con el tipo de muestreo (Ale: aleatorio y Dir: dirigido)

Frecuencia seglin muestreo (%)

Agente etioldgico

Total ‘ Ale. Dir. p
Intestino Bacterias coco-bacilos en intestino 3.1 3.2 2.8 0.563F
Ojo Bacterias cocoides en ojo 2.5 0.8 6.5 0.004F
Sist. nerv.  Bacterias cocoides en encéfalo 23 0.8 5.6 0.011F
Higado Bacterias cocoides en higado 2.0 0.8 4.7 0.028F
Intestino Bacterias cocoides en intestino 1.7 1.2 2.8 0.259F
Estomago  Bacterias cocoides en estdmago 1.1 0.8 1.9 0.352F
Intestino Pardsitos en intestino 1.1 1.2 0.9 0.648F
Abdomen  Bacterias cocoides en peritoneo/péancreas 0.8 0.4 1.9 0.218F
Branquias  Microsporidium en branquias 0.8 0.4 1.9 0.218F
Intestino Bacterias bacilos en intestino 0.8 0.8 0.9 0.662°
Rifidn Bacterias cocoides en rifién 0.8 0.0 2.8 0.027*
Branquias  Bacterias bacilos en branquias 0.6 0.8 0.0 0.486F
Branquias  Ichthyophtirius en branquias 0.6 0.8 0.0 0.486F
Branquias  Piscinoodinium en branquias 0.6 0.8 0.0 0.486F
Estdbmago  Bacterias cocoides en submucosa de estomago 0.6 0.0 1.9 0.091F
Estdbmago  Parasitos en estdbmago 0.3 0.4 0.0 0.698F
Estdmago  Parasitos en submucosa de estomago 0.3 0.0 0.9 0.302F
Higado Parasitos en higado 0.3 0.4 0.0 0.698F

F: Significacion estadistica segun la prueba exacta de Fisher
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Conforme a trabajos de nuestro grupo y a nuestra propia experiencia, en este estudio se
diagnosticaron con alta frecuencia otros agentes bioldgicos como pardsitos monogeneos
(51.4%), Trichodinas-Chilodonellas (45.5%) y quistes de bacterias como Epitheliocystis
(39.5%), con menor frecuencia quistes de Myxosporidios (10.5%) y trematodos digeneos
(7.1%). Al considerar el tipo de muestreo se constatd una frecuencia significativamente
mayor de parasitos monogeneos, digenos, y de Trichodinas-Chilodonellas en tilapias
procedentes del muestreo dirigido.

Por ultimo, se aprecié material extrafio en las branquias del 50% de los peces analizados;
en este caso la frecuencia fue significativamente superior en las tilapias seleccionadas
de forma aleatoria (Tabla 19).

La mayor cantidad de parasitos branquiales junto con la materia organica son
considerados indicadores de baja calidad del agua de los cultivos. Aunque la frecuencia
de algunos parasitos puede ser alta, las lesiones por lo general son leves en tilapias de
monitoreos de rutina y lesiones moderadas a severas en caso de brotes de
enfermedades de cualquier otro origen (lregui et al., 2019). La Tabla 19 es un buen
ejemplo de lo antes citado: como se ve, excepto por los cocos, las poblaciones de
parasitos son similares entre los dos grupos de muestreo.

5.3.2. Correlacion entre severidad y extension de las lesiones

El siguiente paso fue determinar la correlacidn existente entre las calificaciones para
severidad y extension de cada lesiéon (evaluada mediante la prueba d de Somers), y
comprobar si la severidad y/o la extensidn estaban asociadas con el tipo de muestreo
(evaluado mediante la prueba Chi-cuadrado de Pearson o la prueba de razén de
verosimilitud cuando la prueba Chi-cuadrada no fue valida).

En este andlisis solo se incluyeron las lesiones que tuvieron una frecuencia de
presentacién mayor al 5%, es decir, un total de 69 lesiones (66.3% de todas las lesiones
evaluadas). Los resultados completos de este analisis para las lesiones de cada uno de
los érganos o tejidos evaluados se presentan en el Anexo 2, y en las Tablas 21 a 30
incluimos un resumen de las lesiones organizadas por érganos y en orden descendente
de la correlacién entre severidad y extension.

Tabla 21. Correlacion de la severidad y la extension de las lesiones en branquias y su asociacion
con el tipo de muestreo

Frecuencia Correlacion Asociacion con tipo

Lesion (%) severidad-extension d.e muestreo .
d Somers p Severidad Extension

Degeneracién del cartilago 5.6 0.993 <0.001 | 0.340% 0.082RY

Hemorragias 8.5 0.990 <0.001 | 0.876% 0.818%Y

Desprendimiento de filamentos 7.1 0.981 <0.001 | 0.001%V 0.002RY

Arcobranquitis/branquiespinitis 32.8 0.907 <0.001 | 0.094%v 0.754%Y

58 Resultados y discusion



Tabla 21 (cont.). Correlacion de la severidad y la extension de las lesiones en branquias y su
asociacion con el tipo de muestreo

. Correlacion Asociacion con tipo
Frecuencia

Lesion (%) severidad-extension de muestreo
(]

d Somers p Severidad Extension

Hiperplasia.de c.élulas caliciformes en 54.0 0.869 <0001 | 0.983% 0.986%2
branquiespinas
Atrofia y/o pérdida de lamelas 58.8 0.811 | <0.001 | 0.001% 0.001%
Necrosis 62.4 0.749 | <0.001 | 0.009% | <0.001%
Detritus celulares en la luz 78.2 0.697 | <0.001 [ 0.001% 0.011%
Activacién de células caliciformes 72.9 0.662 | <0.001 [ 0.006* 0.105%
Branquitis 87.3 0.456 | <0.001 | 0.017*% 0.503*
Hiperplasia interlamelar 91.8 0.206 | <0.001 | 0.136* 0.165*

X2: Significacion segun prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacion segun prueba de Razén de Verosimilitudes

Tabla 22. Correlacién de la severidad y la extensidn de las lesiones en el ojo y su asociacion con
el tipo de muestreo

. Correlacion Asociacion con tipo
o Frecuencia . o
Lesién (%) severidad-extension de muestreo
0
d Somers P Severidad Extension
Exoftalmitis 8.5 0.988 <0.001 | <0.001%v | <0.001
Granulomas 11.6 0.985 <0.001 [ ¢ oosRY 0.005%Y
Necrosis 22.0 0.952 | <0.001 | 90017 | <0.001
Coroiditis 50.3 0.850 | <0.001 | (90012 | 0.003%

X2: Significacion segun prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacion segun prueba de Razén de Verosimilitudes

Tabla 23. Correlacién de la severidad y la extensidon de las lesiones en meninges y encéfalo y su
asociacion con el tipo de muestreo

. Correlacion Asociacion con tipo
Frecuencia . s d
(%) severidad-extension e muestreo

d Somers P Severidad Extension

Granulomas en meninges 6.8 0.990 <0.001 0.010%V 0.026/Y
Necrosis en encéfalo 13.0 0.974 <0.001 [ 90017 | <0.001%
Encefalitis 10.5 0.971 | <0.001 | 90017 | <0.001
Necrosis en meninges 23.7 0.969 <0.001 | <0.001% | <0.001R
Ventriculitis 15.8 0.966 <0.001 | (90012 | <0.001%
Meningitis 35.3 0.946 | <0.001 | 50012 | <0.0012

X2: Significacidén segun prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacion segun prueba de Razén de Verosimilitudes
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Tabla 24. Correlacién de la severidad y la extensidon de las lesiones en el rifidn y su asociacidn
con el tipo de muestreo

Frecuencia Correlacion Asociacion con tipo

Lesion (%) severidad-extension d.e muestreo .
d Somers P Severidad Extension

Granulomas en intersticio renal 20.1 0.968 <0.001 | g ggsRY 0.164%
Gotas hialinas en tdbulos renales 23.2 0.956 <0.001 | <9001 | <0.001°
Necrosis en intersticio renal 37.9 0.939 <0.001 | <0.001% | <0.001%

Paso de leucocitos en tubulos renales 37.0 0.904 <0.001 | (.0g9® 0.006*
Activacién de CMM en intersticio renal 55.1 0.880 <0.001 | ¢ pgaghv 0.248RV

Necrosis/muerte de tubulos renales 395 0.880 <0.001 | .9 0p1Rv 0.016*?
Degeneracién vacuolar en tubulos renales 44.6 0.871 <0.001 | 90012 | <0.001%V
Nefritis intersticial perivascular 84.5 0.621 0.001 | <0001 | <0.001%

X2: Significacién segln prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacidn seguin prueba de Razén de Verosimilitudes

Tabla 25. Correlacién de la severidad y la extensidn de las lesiones en corazén y su asociacién
con el tipo de muestreo

. Correlacion Asociacion con tipo
Frecuencia . o4 d
(%) severidad-extension e muestreo
0

d Somers p Severidad Extension

Granulomas 12.7 0.985 <0.001 | g 150rv 0.191”v
Hipertrofia del endocardio 10.5 0.975 <0.001 0.292RV 0.776RY
Miocarditis 8.5 0.971 | <0.001 | 9001 | <0.001%"
Necrosis 24.6 0.949 | <0.001 | 50012 | <0.001%
Endocarditis 28.2 0.931 | <0.001 | gggorv | 0.073%
Epicarditis 38.7 0.924 | <0.001 [ 50012 | <0.001%

X2: Significacion segun prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacion segun prueba de Razén de Verosimilitudes

Tabla 26. Correlacidn de la severidad y la extension de las lesiones en estdmago y su asociacidn
con el tipo de muestreo

ERN. Correlacion Asociacion con tipo
(%) severidad-extension d.e muestreo .
d Somers P Severidad Extension
Alteraciones glandulares en la mucosa 5.6 0.988 | <0.001 | 0.050% 0.038RV
Detritus celulares en luz 22.9 0.972 | <0.001 [ 0.083% 0.118%
Necrosis/muerte de submucosa gastrica 15.8 0.959 <0.001 | <0.001%v | <0.001Rv
Necrosis/muerte epitelio de mucosa gastrica 68.6 0.762 | <0.001 | <0.001% | <0.001%
Inflamacién en submucosa 71.2 0.714 | <0.001 | <0.001% | 0.023%
Inflamacién en mucosa 64.7 0.706 | <0.001 | 0.016% | 0.103%

X2: Significacidn segun prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacion segun prueba de Razén de Verosimilitudes
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Tabla 27. Correlacion de la severidad y la extensidn de las lesiones en intestino y su asociacion
con el tipo de muestreo

S Correlacion Asociacion con tipo

Lesion (%) severidad-extensidon d.e muestreo .
d Somers p Severidad Extension

Material eosinofilico (proteina) en luz 5.9 0.993 <0.001  0.040% 0.057%Y
Degeneracién hialina en muscular 6.5 0.989 | <0.001 [ <0.001% | <0.001RY
Necrosis/muerte en submucosa intestinal 10.5 0.977 <0.001 | <0.001%Y | <0.001%?
A'tei;atceg'i‘n:feirq”itecwra de pliegues 13.8 0970 | <0.001 | 03132 | 0.146%

Inflamacién en mucosa 20.6 0.951 | <0.001 | 0.009* 0.002%

Liberacién de moco en la luz 28.5 0.935 | <0.001 [ 0.426% 0.330%
Detritus celulares en la luz 43.5 0.928 | <0.001 [ 0.065% 0.084RV
Necrosis/muerte en mucosa intestinal 40.7 0.922 <0.001 | <0.001%v | <0.001Rv
Inflamacién en submucosa 62.1 0.763 | <0.001 [ <0.001% | <0.001%
Activacién de células caliciformes en mucosa| ~ 73.2 0.729 | <0.001 [ <0.001% | <0.001%
Migracién leucocitos en mucosa 73.7 0.688 | <0.001 | 0.003" 0.011%

X2: Significacién segln prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacidn segtin prueba de Razén de Verosimilitudes

Tabla 28. Correlacion de la severidad y la extension de las lesiones en higado y su asociacién
con el tipo de muestreo

Correlacion

Asociacion con tipo

Lesion Fret;;e)ncia severidad-extension de muestreo

d Somers p Severidad Extension
Activacion de CMM 13.0 0.991 | <0.001 | 0.134" 0.040%Y
Gotas hialinas en hepatocitos 6.5 0.983 <0.001 | <0.001% | 0.003”
Necrosis/muerte 16.7 0.971 <0.001 | <0.001"Y | <0.001%
Degeneracién vacuolar en hepatocitos 35.0 0.896 | <0.001 | <0.001% | <0.001*
Hepatitis 51.7 0.885 | <0.001 | <0.001%V | <0.001RY

X2: Significacién segln prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacidn segtin prueba de Razén de Verosimilitudes

Tabla 29. Correlacidon de la severidad y la extensién de las lesiones en hepatopdncreas y
peritoneo/pancreas y su asociacion con el tipo de muestreo

Lesion

Frecuencia

(%)

Correlacion

severidad-extension
d Somers

p

Asociacion con tipo
de muestreo

Severidad Extension

Necrosis en peritoneo/pancreas 5.6 0.995 <0.001 | <0.001% | <0.001RY
Activacion de CMM en hepatopancreas 22.6 0.978 | <0.001 | <0.001% | <0.001*
Peritonitis/pancreatitis peritoneal 13.0 0.976 | <0.001 | <0.001% | <0.001”Y
Necrosis de hepatopancreas 15.3 0.975 | <0.001 | <0.001% | <0.001*
Hepatopancreatitis 39.3 0.938 | <0.001 | <0.001% | <0.001R

X2: Significacién segln prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacidn seguin prueba de Razén de Verosimilitudes
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Tabla 30. Correlacion de la severidad y la extensidn de las lesiones en bazo y su asociacion con
el tipo de muestreo

O Correlacion Asociacion con tipo
Lesion (%) severidad-extension d-e muestreo -
d Somers p Severidad Extension
Granulomas 12.7 0.991 <0.001 | 0.364% 0.311%
Muerte de leucocitos 8.8 0.990 <0.001 | 0.072/ 0.092RY
Degeneracién de eritrocitos 15.5 0.972 <0.001 0.630%V 0.195RY
Necrosis 22.6 0.964 <0.001 | <0.001* | <0.001*
Esplenitis 40.7 0.884 <0.001 | <0.001*?* | <0.001*?
Deplecion de linfocitos 55.9 0.879 <0.001 | <0.001%* | <0.001%?
Activacién de CMM 82.2 0.570 <0.001 0.004*? 0.221*

X2: Significacidén segun prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacion seguin prueba de Razén de Verosimilitudes

Todas las lesiones (n=69) mostraron una correlacidon estadistica significativa entre
severidad y extension. De acuerdo con la Tabla 11, el 81.2% (n=56) de las lesiones
mostraron una correlacién muy alta entre severidad y extension; el 14.5% (n=10) la
correlacion fue alta; el 2.9% (n=2) fue moderada y solo en el 1.4% (n=1) fue baja. Conforme
a la interpretaciéon de De Muth (2014), el grado de severidad de una lesidn tiende a
comportarse similar a su extension, es decir, lesiones leves por lo general tienden a tener
extensién focal y lesiones severas a ser de extension generalizada. De tal suerte que las
elevadas correlaciones entre la severidad y la extension en la mayoria de las lesiones
evaluadas en esta investigacion permiten el empleo de cualquiera de estos dos criterios
para la gradacién de los dafios en cualquier érgano. Este hallazgo facilita el trabajo de lo
que siempre ha sido un dilema para los morfélogos en los estudios de histopatologia, cual
de los dos o si ambos criterios son imprescindibles para calificar una lesion.

El segundo andlisis adelantado en este apartado corresponde a la determinacion de la
asociacion de las calificaciones de severidad y/o extensidn con el tipo de muestreo. En este
caso se encontrd que en la mayoria de las lesiones (n=45, 65.2%), las calificaciones de la
severidad y de la extension en el muestreo aleatorio fueron significativamente diferentes
a las observadas en el muestreo dirigido. Destacan las alteraciones en ojo (Tabla 22),
sistema nervioso (Tabla 23) y buena parte de las localizadas en corazén (Tabla 25), todas
las cuales son reportadas como comunes en el diagndstico de estreptococosis, ademas de
aquellas en hepatopancreas y peritoneo/pancreas (Tabla 29), donde en general las
calificaciones fueron superiores en las muestras procedentes de un muestreo dirigido.

De otro lado, otras lesiones (n=8, 11.6%) solo mostraron asociacion con el tipo de muestreo
en uno de los criterios: severidad (activacion de células caliciformes en branquias,
branquitis, endocarditis, inflamacion de la mucosa gastrica, material eosinofilico (proteina)
en laluzintestinal y activacion de CMM en bazo), o extensidn (paso de leucocitos en tubulos
renales y activacién de CMM en higado). En este caso al considerar el tipo de muestreo
para la interpretacion diagndstica de las lesiones, lo recomendable seria evaluar el criterio
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que estuviera estadisticamente asociada con el tipo de muestreo; en nuestra opinién, la
mayor parte de estas alteraciones tienen un cardcter inespecifico y por lo tanto no tendrian
valor alguno para el diagndstico de estreptococosis.

Finalmente en el 23.2% de las alteraciones (n=16) no se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre el tipo de muestreo y ambos criterios de
calificaciones del cambio (degeneracidon del cartilago y hemorragias branquiales,
arcobranquitis/branquiespinitis, hiperplasia de células caliciformes en branquiespinas,
hiperplasia interlamelar branquial, granulomas y activacién de CMM en intersticio renal,
hipertrofia del endocardio, granulomas en corazdén, detritus celulares en luz estomacal e
intestinal, liberacidn de moco en la luz intestinal y alteracion arquitectura pliegues
intestinales, y muerte de leucocitos, degeneracion de eritrocitos y granulomas en bazo).
Por lo tanto, la interpretacion de estos criterios de calificacion se puede hacer de manera
independiente segun el origen del muestreo, es decir, la distribucidn de las calificaciones
observadas no fue diferente en peces procedentes del muestreo dirigido de la observada
en peces muestreados aleatoriamente. En consecuencia, al estar correlacionadas la
severidad y la extensién de los dafios, y al estar ambos criterios de evaluacion asociados
con el tipo de muestreo, se podria utilizar indistintamente cualquiera de los dos.

Mencién aparte merecen los granulomas en el corazdén, meninges, bazo y ojo que, si bien
le prestan alguna especificidad al diagndstico de la estreptococosis, dado su caracter
cronico parecen no ser una parte activa de la entidad; ademas, su frecuencia en los
distintos drganos clave para la ubicacién de las lesiones propias de la entidad es
realmente baja. Segun parece, estas estructuras servirian como un indicador de que los
peces han estado expuestos a S. agalactiae sin que ello implique ineludiblemente
desarrollo de la enfermedad.

De este apartado se puede concluir que en las alteraciones citadas es indistinto utilizar
la severidad o la extensién de la lesién como criterio de evaluacion debido a la alta
correlacion entre las calificaciones. En segundo lugar, se comprueba, como era de
esperar, que de forma general las lesiones se presentan con mayor severidad y/o
extensiéon en las muestras procedentes de un muestreo dirigido lo que indica una
adecuada aplicacién de criterios de seleccién de animales sintomaticos.

Con todo, existen algunas excepciones en las que las calificaciones de severidad y/o
extension de las lesiones fueron superiores en érganos y tejidos procedentes del muestreo
aleatorio, en especial en branquias: atrofia y/o pérdida de lamelas branquiales,
desprendimiento de filamentos branquiales, detritus celulares en la luz branquial y
branquitis; también en tracto digestivo: alteraciones glandulares en la mucosa gastrica,
material eosinofilico (proteina) en la luz intestinal y migracién de leucocitos en la mucosa
intestinal. Este tipo de alteraciones, que son muy frecuentes de forma general y/o
significativamente mayores en tilapias procedentes de un muestreo aleatorio, es posible
que se trate de lesiones asociadas con mala calidad del agua y que aumentarian la
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probabilidad de que estas mueran con algun tipo de patologia (y por ese motivo no se
encontrarian este tipo de lesiones en animales sintomaticos). Aunque parecen paraddjicos
estos resultados, se explicarian mediante el sesgo de Neyman que determina que la
frecuencia de una variable puede ser menor en el grupo de animales enfermos ya que los
individuos prevalentes son los incidentes supervivientes, es decir, cuando una
determinada lesion favorece la muerte de un individuo se reduce la presencia, severidad
y/o extension de ella en los individuos supervivientes (Grimes y Schulz, 2002).

5.3.3. Asociacion de la frecuencia de las lesiones con el diagnodstico de
estreptococosis causada por S. agalactiae ST 260

La frecuencia de cada lesidn en los peces estudiados segun el diagndstico negativo o
positivo para estreptococosis y la existencia de asociacion estadistica significativa entre
la lesién y el diagndstico de estreptococosis se muestran en las Tablas 31 a 35, se siguen
los mismos criterios utilizados en el apartado 5.3.1: muy frecuentes (n=19, Tabla 31),
frecuentes (n=14, Tabla 32), moderadamente frecuentes (n=24, Tabla 33), poco
frecuentes (n=12, Tabla 34) y muy poco frecuentes (n=35, Tabla 35).

En general, las lesiones fueron mas frecuentes en los tejidos obtenidos de las tilapias
diagnosticadas como positivas a estreptococosis comparados con las negativas y con
diferencias significativas en particular en las lesiones con frecuencias mayores al 5%.

Como se menciond en el apartado 5.3.1, la mayoria de las alteraciones muy frecuentes
(por encima del 50%) en esta investigacion tienen lugar en las mucosas respiratoria y
gastrointestinal (Tabla 31); al analizarlas segun el diagndstico de estreptococosis se
demuestran diferencias significativas en la mayoria de ellas y por lo general su frecuencia
es mayor en los peces positivos a la entidad que en los negativos.

Hay que resaltar que en la mayor parte de las lesiones branquiales (excepto la activacion
de células caliciformes y necrosis en branquias) no hubo diferencias significativas segun el
diagndstico de estreptococosis, pero ademds la Unica lesion con una frecuencia
significativamente mayor en el grupo de tilapias negativas fue la atrofia y/o pérdida de
lamelas branquiales. Como lo demuestran estudios de nuestro grupo de investigacion y
experiencia diagnodstica, hasta la fecha no hemos encontrado ningin cambio en las
branquias que hagan pensar en este érgano como diana para la infeccion y lesiones por S.
agalactiae. Ahora bien, las lesiones en el tracto gastrointestinal pudieran deberse a la
bacteria, no obstante, no poseen el caracter de especificidad que se les concede a aquellas
en las que se basa el diagndstico histopatoldgico de estreptococosis, esto se debe al hecho
de que pueden ser debidas a otros agentes infecciosos o aun a causas inertes.

Una argumentacién similar se podria aplicar a las alteraciones en drganos como el
higado, el bazo y rifidn que, si bien pueden ser debidas a S. agalactiae, cambios similares
se describen con mayor frecuencia en infecciones por otros patégenos como E. tarda o
A. hydrophila (Miyazaki y Kaige, 1985; Rey et al., 2009; Chen et al., 2018; Davies et
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al., 2018) y que podrian explicar sus altas frecuencias también en peces negativos a
estreptococosis. Con respecto a la coroiditis, por el contrario, es una lesién mas
frecuentemente asociada a estreptococosis (Pulido et al., 2004; Ortega et al., 2016) que
a cualquier otra infeccién.

Tabla 31. Lesiones muy frecuentes (>50% en la muestra estudiada): frecuencias expresadas en
porcentaje y su asociacion con el diagndstico de estreptococosis (-: negativo y +: positivo)

Frecuencia segun diagndstico (%)

esion Total - + p
Branquias  Hiperplasia interlamelar branquial 91.8 92.7 90.7 | 0.501%
Branquias  Branquitis 87.3 | 854 89.5 | 0.250%
Rifidn Nefritis intersticial perivascular 845 | 75.0 95.7 |<0.001*
Bazo Activacién de CMM en bazo 82.2 | 77.6 87.7 | 0.014%
Branquias  Detritus celulares en la luz branquial 78.2 77.6  79.0 | 0.749%
Intestino Migracién de leucocitos en mucosa intestinal 73.7 70.8 77.2 | 0.178%
Intestino Activacion células caliciformes en mucosa intestinal 73.2 68.8 78.4 | 0.041%
Branquias  Activacion células caliciformes en branquias 72.6 65.6 80.9 | 0.001*?
Estomago Inflamacidn en submucosa gastrica 71.2 67.2 759 | 0.071%
Estébmago  Necrosis/muerte en epitelio de mucosa gastrica 68.6 64.4 78.4 |<0.001%?
Estémago  Inflamacién en mucosa gastrica 64.7 57.8 72.8 | 0.003*
Branquias  Necrosis en branquias 62.4 | 53.1 73.5 |<0.001*?
Intestino Inflamacién en submucosa intestinal 62.1 51.6 74.7 |<0.001*
Branquias  Atrofia y/o pérdida de lamelas branquiales 58.8 71.4 43.8 |<0.001*
Bazo Deplecion linfocitos en bazo 55.6 | 40.6 73.5 |<0.001*
Rifidn Activacion de CMM en intersticio renal 55.1 | 42.7 69.8 |<0.001*
Higado Hepatitis 51.7 | 32.8 74.1 |<0.001*
Branquias  Hiperplasia células caliciformes en branquiespinas 54.0 55.2  52.5 | 0.606*
Ojo Coroiditis 50.3 28.6 75.9 |<0.001*?

X2: Significacidn estadistica segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson

Similar al comportamiento demostrado en el apartado 5.3.1, dentro de las lesiones
frecuentes (Tabla 32) destaca la gran diferencia en las frecuencias segun el diagnéstico
de estreptococosis positivo y negativo en tres lesiones: la epicarditis (79.6% vs 4.2%), la
meningitis (74.7% vs 2.1%), la esplenitis (60.5% vs 24.0%). Estas lesiones son reconocidas
como muy compatibles con estreptococosis por diversos autores (Eldar et al., 1995;
Pulido et al., 2004; Zamri-Saad et al., 2010; Alsaid et al., 2013; Ortega et al., 2016) como
se menciond previamente y se ratifican en el presente estudio.

Frecuencias similares para la epicarditis (68.75%) y la meningitis (62.5%) se reportaron
en tilapias provenientes de un brote de estreptococosis en Peru (Ortega et al., 2016); sin
embargo, no hemos encontrado reportes de cuantificacion de la frecuencia de las
lesiones cuando se han descrito en otros estudios.

Tesis Doctoral Alba Lucia Rey Castafio 65



Tabla 32. Lesiones frecuentes (25-50% en la muestra estudiada): frecuencias expresadas en
porcentaje y su asociacion con el diagndstico de estreptococosis (-: negativo y +: positivo)

Frecuencia segun diagndstico (%)

Lesion Total . . 5
Rifidn Degeneracion vacuolar en tubulos renales 44.6 354 55.6 |<0.001*
Intestino Detritus celulares en la luz intestinal 43.5 38.5 49.4 | 0.040%
Bazo Esplenitis 40.7 | 240 60.5 |<0.001*
Intestino Necrosis/muerte en mucosa intestinal 40.7 29.7 53.7 |<0.001*
RifdN Necrosis/muerte de tubulos renales 39.5 | 245 57.4 |<0.001%
HP Hepatopancreatitis 39.3 | 250 56.2 |<0.001%
Corazén Epicarditis 38.7 | 42 79.6 |<0.001%
Rifion Necrosis intersticial renal 37.9 | 19.8 59.3 |<0.001%
Rifidn Paso de leucocitos en tubulos renales 37.0 333 414 | 0.119%
Sist.nerv.  Meningitis 35.3 2.1 74.7 |<0.001%
Higado Degeneracién vacuolar en hepatocitos 35.0 240 48.1 |<0.001%
Branquias  Arcobranquitis/branquiespinitis 32.8 30.7 35.2 | 0.374%
Intestino Liberacidn de moco en la luz intestinal 28.5 | 28.1 29.0 | 0.854*
Corazon Endocarditis 28.2 | 14.6 44.4 |<0.001*

HP: Hepatopancreas
X2: Significacion estadistica segln la prueba Chi-cuadrado de Pearson

Alteraciones con frecuencia total moderada (Tabla 33) y poco frecuente (Tabla 34)
diferentes autores, nuestros estudios previos y el presente trabajo, las consideran
como caracteristicas de la enfermedad estreptocécica. Hay que indicar que en esta
investigacién se confirman una vez mds los anteriores hallazgos, toda vez que se
encontraron diferencias estadisticas significativas con frecuencias elevadas en
individuos diagnosticados como positivos a estreptococosis mientras que estuvieron
practicamente ausentes en tilapias negativas a esta enfermedad.

Las alteraciones, por lo demas, coinciden con las citadas por otros autores: necrosis en
corazdn (53.7% vs 0.0%), meninges (51.9% vs 0.0%), bazo (45.1% vs 3.6%), ojo (43.8 vs
3.6%), encéfalo (28.4% vs 0.0%) e higado (31.5% vs 4.2%); ventriculitis (34% vs 0.5%),
encefalitis (22.8% vs 0.0%), miocarditis (18.5% vs 0.0%) y exoftalmitis (16.7% vs 1.6%);
y granulomas en corazon (27.2% vs 0.5%), bazo (26.5% vs 1.0%), ojo (24.1% vs 1.0%),
meninges (14.8% vs 0.0%) e intersticio renal (29.0% vs 12.5%) (Eldar et al., 1994; Eldar
et al., 1995; Pulido et al., 2004; Hernandez, 2009; Delamare-Deboutteville et al., 2015:
Ortega et al., 2016).
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Tabla 33. Lesiones con frecuencia moderada (10-25% en la muestra estudiada): frecuencias
expresadas en porcentaje y su asociacién con el diagndstico de estreptococosis (-: negativo y
+: positivo)

Frecuencia segun diagndstico (%)

fesion Total - + p
Corazén Necrosis en corazén 246 | 00 53.7 |<0.001%
Sist. nerv.  Necrosis en meninges 237 | 00 51.9 |<0.001*
Rifidn Gotas hialinas en tdbulos renales 23.2 | 156 32.1 |<0.001*
Estomago  Detritus celulares en la luz gastrica 22.9 22.9 22.8 | 0.986%
HP Activaciéon de CMM en hepatopancreas 226 | 9.4 383 |<0.001%
Bazo Necrosis en bazo 226 | 3.6 45.1 |<0.001*
Ojo Necrosis en ojo 220 | 36 43.8 |<0.001%
Intestino Inflamacién en mucosa intestinal 20.6 16.7 253 | 0.045*
Rifidn Granulomas en intersticio renal 20.1 | 125 29.0 |<0.001*
Higado Necrosis/muerte en higado 16.7 | 42 315 |<0.001%
Estdémago  Necrosis/muerte en submucosa gastrica 15.8 7.3 25.9 |<0.001*
Sist. nerv.  Ventriculitis 158 | 0.5 34.0 |<0.001%
Bazo Degeneracién eritrocitos en bazo 15.5 9.9 22.2 | 0.001*?
HP Necrosis en hepatopéancreas 15.3 1.6 315 |<0.001*?
Intestino Alteracion arquitectura pliegues intestinales 13.8 135 14.2 | 0.859%?
P/P Peritonitis/pancreatitis peritoneal 13.0 6.8 20.4 | <0.001*?
Higado Activacion de CMM en higado 13.0 8.9 17.9 | 0.012%
Sist. nerv.  Necrosis en encéfalo 13.0 | 0.0 284 |<0.001%
Bazo Granulomas en bazo 127 | 1.0 265 |<0.001%
Corazén Granulomas en corazén 127 | 05 27.2 |<0.001%
Ojo Granulomas en ojo 11.6 1.0 24.1 |<0.001%
Intestino Necrosis/muerte en submucosa intestinal 10.5 42 179 |<0.001%
Sist. nerv.  Encefalitis 105 | 0.0 228 |<0.001%
Corazon Hipertrofia del endocardio 10.5 7.8 13.6 | 0.077%

HP: Hepatopancreas; P/P: Peritoneo/pancreas
X2: Significacion estadistica segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson

Interesantes hallazgos son los cambios en el hepatopancreas como inflamacion (56,2%
vs 25%) (Tabla 32), activacion de CMM (38.3% vs 9.4%), necrosis (31.5% vs 1.6%) (Tabla
33) y granulomas (5.6% vs 1.0%) (Tabla 35) en este érgano, todos los cuales demostraron
diferencias significativas; en nuestra opinién estas alteraciones tendrian una alta
especificidad para estreptococosis toda vez que no las hemos visto en otras
enfermedades de la especie, por lo que debieran ser tenidas en cuenta cada vez mas en
el diagndstico de la entidad; se debe sefialar que estas lesiones no han sido citadas por
otros autores como relevantes en el diagndstico de esta enfermedad.
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Dos alteraciones en branquias como: el desprendimiento de filamentos (3.7% vs 9.9%) y
la degeneracion del cartilago branquial (2.5% vs 8.3%), que fueron menos frecuentes en
las tilapias positivas comparadas con las negativas (Tabla 34), pueden tener la misma
interpretacién que los cambios mas frecuentes antes citados.

Tabla 34. Lesiones poco frecuentes (5-10% en la muestra estudiada): frecuencias expresadas en
porcentaje y su asociacion con el diagndstico de estreptococosis (-: negativo y +: positivo)

Frecuencia seguin diagndstico (%)

Lesion Total . . >
Bazo Muerte de leucocitos en bazo 8.8 2.1  16.7 |<0.001%?
Branquias  Hemorragias en branquias 8.5 5.7 11.7 | 0.043%?
Corazén Miocarditis 8.5 0.0 185 |<0.001%
Ojo Exoftalmitis 8.5 1.6 16.7 |<0.001*
Branquias  Desprendimiento filamentos branquiales 7.1 9.9 3.7 0.023*2
Sist. nerv.  Granulomas en meninges 6.8 0.0 14.8 |<0.001*
Intestino Degeneracidn hialina en muscular intestinal 6.5 0.5 13.6 |<0.001*
Higado Gotas hialinas en hepatocitos 6.5 4.2 9.3 | 0.053%
Intestino Material eosinofilico (proteina) en la luz intestinal 5.9 6.8 4.9 0.467%2
P/P Necrosis en peritoneo/pancreas 5.6 1.6 10.5 |<0.001*?
Branquias  Degeneracion del cartilago branquial 5.6 8.3 2.5 0.017%?
Estdmago  Alteraciones glandulares en mucosa gastrica 5.6 6.8 4.3 0.320%

P/P: Peritoneo/pancreas
X2: Significacion estadistica segln la prueba Chi-cuadrado de Pearson

De las 35 lesiones muy poco frecuentes (<5%) (Tabla 35) solo se obtuvo significancia segun el
diagndstico a estreptococosis en 9 de ellas, estas fueron muy poco frecuentes o estuvieron
ausentes en tejidos procedentes de tilapias negativas: endoftalmitis (7.4% vs 0.5%, peces
positivos vs negativos, respectivamente), granulomas en encéfalo (6.2% vs 0.0%) y en
hepatopancreas (5.6% vs 1.0%), inflamacién en la capa muscular intestinal (5.6% vs 1.6%),
pigmentos intracelulares en hepatocitos (4.9% vs 1.0%), necrosis/muerte en la capa
muscular intestinal (4.3% vs 0.0%), panoftalmitis (3.1% vs 0.0%) y granulomas con centro
activo en encéfalo y meninges (2.5% vs 0.0%).

A pesar de su muy baja frecuencia aun en peces positivos a la patologia, la endoftalmitis y
la panoftalmitis, los granulomas en el encéfalo y aquellos con centro activo y en las
meninges, se deben considerar como caracteristicos de estreptococosis, aunque no
necesariamente deban ingresar a sistemas de diagndstico automatizados. De otro lado,
estas mismas lesiones con frecuencias muy bajas en tilapias negativas a la entidad
seguramente se deben a infecciones leves con S. agalactiae.
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Tabla 35. Lesiones muy poco frecuentes (<5% en la muestra estudiada): frecuencias expresadas
en porcentaje y su asociacion con el diagndstico de estreptococosis (-: negativo y +: positivo)

Lesion

Frecuencia segun diagndstico (%)

Total ‘ -

+

p

Estémago  Inflamacién muscular gastrica 4.0 2.6 5.6 | 0.156%?
Estdmago  Degeneracion hialina en muscular gastrica 4.0 3.1 49 | 0.383%
Ojo Endoftalmitis 3.7 0.5 7.4 | 0.001%?
Higado Granulomas en higado 3.7 2.1 5.6 | 0.084*
Intestino Inflamacién en muscular intestinal 3.4 1.6 5.6 | 0.039%
Rifidn Nefrocalcinosis en tubulos renales 3.4 3.1 3.7 | 0.764%
HP Granulomas en hepatopancreas 3.1 1.0 5.6 | 0.015%?
Estdbmago  Granulomas en submucosa gastrica 3.1 1.6 4.9 0.068*?
Rifion Glomerulitis 3.1 1.6 49 | 0.068%
Higado Pigmentos intracelulares en hepatocitos 2.8 1.0 4.9 0.029F
Sist. nerv.  Granulomas en encéfalo 2.8 0.0 6.2 | <0.001F
Branquias  Granulomas en branquias 2.8 2.6 3.1 0.516F
P/P Granulomas en peritoneo/péancreas 2.5 2.6 2.5 0.604F
Intestino Necrosis/muerte en muscular intestinal 2.0 0.0 4.3 0.004F
Higado Alteraciones nucleares en hepatocitos 2.0 2.1 1.9 0.593F
Ojo Panoftalmitis 14 0.0 3.1 0.019°
P/P Activacion de CMM en peritoneo/pancreas 1.4 1.0 1.9 0.420F
Sist. nerv.  Granulomas con centro activo en encéfalo 11 0.0 2.5 0.043F
Sist. nerv.  Granulomas con centro activo en meninges 11 0.0 2.5 0.043F
Estomago  Ulceraciones en mucosa gastrica 1.1 1.0 1.2 0.622F
Rifidn Hemorragias en intersticio de rifidn 1.1 0.5 1.9 0.251F
Estdmago  Granulomas en mucosa gastrica 0.8 0.0 1.9 0.095F
Estomago  Necrosis/muerte en muscular gastrica 0.8 0.5 1.2 0.436F
Intestino Granulomas en submucosa intestinal 0.8 0.5 1.2 0.436F
Rifidn Granulomas con centro activo en intersticio renal 0.8 0.0 1.9 0.095F
Rifion Granulomas en tubulos renales 0.8 0.0 1.9 0.095F
Corazon Granulomas con centro activo en corazén 0.6 0.0 1.2 0.209F
Higado Granulomas con centro activo en higado 0.6 0.0 1.2 0.209F
Intestino Granulomas con centro activo en submucosa intestinal 0.6 0.0 1.2 0.209F
Ojo Granulomas con centro activo en ojo 0.6 0.5 0.6 0.707F
P/P Granulomas con centro activo en peritoneo/pancreas 0.3 0.0 0.6 0.458F
Bazo Granulomas con centro activo en bazo 0.3 0.0 0.6 0.458F
Estdmago  Granulomas en muscular gastrica 0.3 0.0 0.6 0.458F
Higado Hemorragias en higado 0.3 0.0 0.6 0.458F
Intestino Ulceraciones en mucosa intestinal 0.3 0.0 0.6 0.458F

HP: Hepatopanc

reas; P/P: Peritoneo/pancreas

X2: Significacidn estadistica segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; F: Significacion estadistica segun la prueba

exacta de Fisher
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A pesar de la alta especificidad que pueda otorgar la evidencia de bacterias con forma
de cocos compatibles con S. agalactiae en el contexto de las lesiones, la demostracién
de estos microorganismos fue menos frecuente en particular en aquellas tilapias con
diagnéstico negativo de estreptococosis. La presencia de estos cocos fue poco frecuente
(frecuencias totales) en los érganos considerados blanco especificos del patégeno como
el corazdén (7.1%), bazo (5.4%), meninges (5.1%) y muy poco frecuentes en ojo (2.5%) y
encéfalo (2.3%) (Tablas 36 y 37); este hallazgo pudiera en parte explicar lo antes sefialado
en el apartado 5.1, respecto al bajo aislamiento por métodos bacteriolégicos del
patégeno y corrobora lo demostrado por Herndndez et al. (2009) sobre la mayor
sensibilidad y especificidad de la histopatologia frente a la microbiologia para el
diagnostico de S. agalactiae.

Sin embargo, se debe destacar, el aumento significativo de la frecuencia de bacterias
cocoides cuando se analizan las tilapias positivas al diagndstico de estreptococosis
(Tablas 36 y 37): la observacién de cocos fue del 15.4% en el corazén, 11.7% en el bazo,
11.1% en meninges, 5.6% en ojo, 4.9% en encéfalo, mientras que estuvieron ausentes
en todos los peces negativos. Ortega et al. (2016) tuvieron resultados analogos vy
encontraron buenas asociaciones entre pruebas de deteccién de ADN de S. agalactiae
mediante la técnica de PCR en tiempo real versus la presencia de lesiones compatibles
con la enfermedad; aln mas, estos autores concuerdan con nuestros estudios previos y
el presente, en el sentido de que identificar el agente infeccioso o el ADN en los tejidos
no significa que el pez esté enfermo, y sostienen que para obtener un diagnostico
confiable de la enfermedad es necesario que la deteccién molecular del patégeno se
relacione con la anamnesis y con pruebas de diagndstico de lesiones como la
histopatologia.

Tabla 36. Agentes etioldgicos (>5% en la muestra estudiada): frecuencias expresadas en
porcentaje y su asociacion con el diagndstico de estreptococosis (-: negativo y +: positivo)

Frecuencia segun diagndstico (%)

Organo Agente etioldgico
Total - + p

Branquias Monogeneos en branquias 51.4 | 43.2 61.1 | 0.001%
Branquias  Materia organica en branquias 50.0 50.5 49.4 | 0.831%
Branquias  Trichodinas-Chilodonellas en branquias 45.5 422 49.4 | 0.176*%?
Branquias  Epitheliocystis en branquias 39.5 349 45.1 | 0.051%
Branquias  Mixosporidios en branquias 10.5 | 13.5 6.8 | 0.039%?
Branquias  Trematodos digeneos en branquias 7.1 7.3 6.8 | 0.854*
Corazon Bacterias cocos en corazén 7.1 0.0 15.4 |<0.001%
Bazo Bacterias cocos en bazo 5.4 0.0 11.7 |<0.001*
Branquias  Bacterias cocos en branquias 5.1 2.6 8.0 0.021*?
Sist. nerv.  Bacterias cocos en meninges 5.1 0.0 11.1 |<0.001*

X2: Significacidn estadistica segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson
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Las Tablas 19 y 36 son un buen ejemplo de lo antes citado: como se ve, excepto por los
cocos, las poblaciones de parasitos eran similares entre los dos grupos de muestreo y los
peces negativos a estreptococosis tienen altas cargas parasitarias que tienden a
conservarse en los animales positivos a la enfermedad; excepciéon hecha a los
monogeneos que muestran un aumento significativo (de 43.2% a 61.1%, p<0.001) y los
mixosporidios con cargas moderadas que tienden a disminuir de manera significativa (de
13.5% a 6.8%).

Tabla 37. Agentes etiologicos (<5% en la muestra estudiada): frecuencias expresadas en
porcentaje y su asociacion con el diagnéstico de estreptococosis (-: negativo y +: positivo)

Frecuencia segun diagndstico (%)

Organo Agente etiolégico
Total ‘ - + p

Intestino Bacterias coco-bacilos en intestino 3.1 2.6 3.7 0.553%?
Ojo Bacterias cocos en ojo 25 0.0 5.6 0.001F
Sist. nerv.  Bacterias cocos en encéfalo 23 0.0 4.9 0.002F
Higado Bacterias cocos en higado 2.0 0.0 43 0.004F
Intestino Bacterias cocos en intestino 1.7 0.5 3.1 0.073F
Estomago  Bacterias cocos en estémago 1.1 1.0 1.2 0.622F
Intestino Pardsitos en intestino 1.1 1.6 0.6 0.378F
Abdomen  Bacterias cocos en peritoneo/péancreas 0.8 0.0 1.9 0.095F
Branquias  Microsporidium en branquias 0.8 0.5 1.2 0.436F
Intestino Bacterias bacilos en intestino 0.8 1.6 0 0.158F
Rifidn Bacterias cocos en rifién 0.8 0.0 1.9 0.095F
Branquias  Bacterias bacilos en branquias 0.6 1.0 0.0 0.293F
Branquias  Ichthyophtirius en branquias 0.6 0.5 0.6 0.707F
Branquias  Piscinoodinium en branquias 0.6 0.5 0.6 0.707F
Estdbmago  Bacterias cocos en submucosa de estémago 0.6 0.0 1.2 0.209F
Estobmago  Parasitos en estdbmago 0.3 0.5 0.0 0.542F
Estdmago  Parasitos en submucosa de estémago 0.3 0.5 0.0 0.542F
Higado Parasitos en higado 0.3 0.5 0.0 0.542F

X2: Significacion estadistica segln la prueba Chi-cuadrado de Pearson; F: Significacidon estadistica segun la prueba
exacta de Fisher

5.3.4. Lesiones correlacionadas con el diagndstico de estreptococosis
causada por S. agalactiae ST 260

En este apartado se muestran los resultados significativos de los andlisis para establecer
si el diagndstico de estreptococosis estaba correlacionado con el criterio severidad y/o
extension de cada una de las lesiones en cada tipo de muestreo segun la prueba d de
Somers. De las 69 lesiones con frecuencias superiores al 5%, el 82.6% (n=57) tuvieron
correlacidn significativa de manera general con la enfermedad, es decir, sin considerar
el tipo de muestreo (Anexo 3).
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De acuerdo con la categorizacién del grado de correlacion segun el coeficiente d de
Somers especificado en la Tabla 11, se muestran las lesiones correlacionadas de forma
moderada a alta (superior a 0.4) con la estreptococosis por S. agalactiae ST 260 en
tilapias cultivadas en Colombia, tanto en animales procedentes del muestreo aleatorio
(asintomaticos) como del muestreo dirigido (sintomaticos). Las lesiones fueron
ordenadas de forma decreciente de acuerdo con los coeficientes de correlacion d de
Somers entre la estreptococosis y la severidad y/o la extension, teniendo en cuenta la
frecuencia de la lesidn segun el tipo de muestreo aleatorio (Tabla 38), dirigido (Tabla 39)
o sin considerar el tipo de muestreo (Tabla 40). En todos los casos, la correlacién entre
severidad y extension fue superior a 0.850 (Tablas 21 a 30), lo que indica que se puede
utilizar indistintamente cualquiera de estos dos criterios. Aquellas lesiones con una
correlacion baja o muy baja (<0.4) se incluyen en el Anexo 4.

A continuacion se muestran las lesiones donde el criterio de severidad y/o de extension,
tanto en el muestreo aleatorio (Tabla 38) como en el dirigido (Tabla 39), demuestran una
correlacion alta o moderada con el diagndstico positivo a estreptococosis; aunque se
presentan en tablas separadas algunas de estas alteraciones bien podrian ser evaluadas
en tilapias procedentes de cualquiera de los dos tipos de muestreo, dado que la
asociacion con el diagnostico positivo de la patologia fue significativa en ambos tipos de
muestreo.

En los peces que se tomaron de forma aleatoria (Tabla 38) se identificaron 10 lesiones
con alta correlacidon con estreptococosis y 4 cuya correlaciéon fue moderada. Destacan
las lesiones de tipo inflamatorio y regresivo en corazén (epicarditis, miocarditis y
necrosis); en SNC (meningitis, encefalitis, ventriculitis, granulomas en meninges y
necrosis en meninges y encéfalo); en ojo (granuloma y necrosis), bazo (necrosis) y
hepatopdancreas e higado (necrosis y muerte de hepatocitos). Solo la epicarditis es una
alteracion frecuente, mientras que el resto son de frecuencia moderada (n=5), poco
frecuentes (n=5) o muy poco frecuentes (n=3).

En contraste, en peces procedentes de muestreo dirigido (Tabla 39) solo se identificaron
9 lesiones correlacionadas de forma moderada con estreptococosis. Con excepcién de
granulomas en meninges, encefalitis, miocarditis, necrosis en hepatopancreas,
necrosis/muerte de hepatocitos y granulomas en el ojo, que tuvieron correlacion baja
con la patologia en el muestro dirigido, las demas lesiones son las mismas que en el
aleatorio; solo la coroiditis no estuvo presente en el muestreo aleatorio debido a su baja
correlacién (Anexo 4). Sin embargo, en el muestreo dirigido 6 alteraciones fueron muy
frecuentes o frecuentes (n=3), con diferencias por lo menos 2 a 6 veces mayores
(necrosis en encéfalo) con relacién al muestreo aleatorio.
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Tabla 38. Lesiones con correlacién alta o moderada entre el diagndstico compatible con
estreptococosis y el grado de severidad y/o extension en tilapias del muestreo aleatorio

Frec. (%) Correlacion Correlacion
Lesion muestreo = severidad-estreptoc. extension-estreptoc.

aleatorio  d Somers p d Somers p
Epicarditis 27.5 0.722 <0.001 0.724 <0.001
Necrosis en meninges 11.7 0.706 <0.001 0.708 <0.001
Necrosis en corazén 11.3 0.708 <0.001 0.704 <0.001
Meningitis 23.1 0.696 <0.001 0.701 <0.001
Necrosis en encéfalo 5.3 0.669 <0.001 0.667 <0.001
Granulomas en meninges 4.5 0.665 <0.001 0.665 <0.001
Encefalitis 3.2 0.658 0.003 0.663 0.003
Miocarditis 2.8 0.657 0.006 0.660 0.006
Ventriculitis 8.9 0.640 <0.001 0.648 <0.001
Necrosis en hepatopdancreas 6.5 0.619 <0.001 0.619 <0.001
Granulomas en ojo 7.7 0.570 <0.001 0.574 <0.001
Necrosis en bazo 9.7 0.560 <0.001 0.558 <0.001
Necrosis en ojo 11.7 0.486 <0.001 0.490 <0.001
Necrosis/muerte en higado 12.1 0.450 <0.001 0.459 <0.001

Tabla 39. Lesiones con correlacion moderada entre el diagndstico compatible con
estreptococosis y el grado de severidad y/o extensidn en tilapias del muestreo dirigido

Frec. (%) Correlacion Correlacion
Lesion muestreo  severidad-estreptoc. extensidn-estreptoc.

dirigido  d Somers p d Somers p
Meningitis 63.6 0.562 <0.001 0.538 <0.001
Necrosis en meninges 51.4 0.514 <0.001 0.504 <0.001
Epicarditis 64.5 0.500 <0.001 0.511 <0.001
Necrosis en corazén 55.1 0.501 <0.001 0.498 <0.001
Coroiditis 59.8 0.451 <0.001 0.453 <0.001
Necrosis en ojo 45.8 0.435 <0.001 0.444 <0.001
Necrosis en encéfalo 30.8 0.397 <0.001 0.415 <0.001
Necrosis en bazo 52.3 0.414 <0.001 0.402 <0.001
Ventriculitis 31.8 0.395 <0.001 0.409 <0.001

Por otro lado, en la Tabla 40 se incluye el grupo de lesiones donde la calificacion de la
severidad y de la extension de cada una de ellas, independiente del tipo de muestreo,
estuvieron correlacionadas de forma moderada con el diagndstico positivo a
estreptococosis. Este grupo de alteraciones podrian evaluarse en tilapias de un origen
incierto en cuanto a la toma de la muestra.
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Los granulomas son una forma de respuesta de defensa bastante especifica de los peces
frente a S. agalactiae ST 260 y se ha descrito su predileccién por ciertos érganos como
encéfalo, epicardio, coroides, esclerdtica, bazo y rifion (Pulido et al., 2004), ubicacién
gue fue confirmada numéricamente en esta investigacién (Tablas 38 y 40) y por Pulido
et al. (2010) mediante la técnica de hibridacion in situ. De otro lado, la muerte de
leucocitos en el bazo, aunque fue poco frecuente de forma general y es un cambio que
también se observa en otras entidades infecciosas de la tilapia, resulté con una
correlacion moderada y debe tenerse en consideracion el aumento de su frecuencia en
tilapias positivas a la enfermedad (16.7% vs 2.1%) o provenientes de muestreos dirigidos
(14.0% vs 6.5%).

Tabla 40. Lesiones con correlacién moderada entre el diagndstico compatible con estreptococosis
y el grado de severidad y/o extensidn en tilapias sin considerar tipo de muestreo

Frec. (%) Correlacion Correlacion
Lesion muestreo  severidad-estreptoc. extensidn-estreptoc.
total d Somers p d Somers p
Granulomas en corazon 12.7 0.573 <0.001 0.576 <0.001
Granulomas en bazo 12.7 0.548 <0.001 0.550 <0.001
Muerte de leucocitos en bazo 8.8 0.449 <0.001 0.444 <0.001

En esta fase del estudio se obtuvo un listado de lesiones con base a criterios estadisticos
que permiten emitir diagndsticos confiables de estreptococosis por S. agalactiae ST 260
en tilapias; buena parte de estas lesiones (Tablas 38 a 40) ya eran reconocidas de manera
subjetiva-descriptiva como propias de la entidad por diversos autores en peces enfermos
de manera natural o experimental (Eldar et al., 1994; Eldar et al., 1995; Pulido et al.,
2004; Chen et al., 2007; Hernandez et al., 2009; Liu et al., 2014; Delamare-Deboutteville
et al., 2015).

Como se dejé claro en trabajos previos de nuestro grupo, la histopatologia resulté una
técnica mucho mas sensible y especifica dentro del contexto del diagndstico poblacional
de estreptococosis por S. agalactiae en tilapias, 100% de sensibilidad y especificidad de
acuerdo con Hernandez et al. (2009) aunque la técnica de bacteriologia se considera la
prueba de oro (gold standard) que, aunque mas especifica (96.1%), resulté menos
sensible (30.8%) que la primera (Herndndez et al., 2009).

En el diagndstico de rutina de la forma tradicional, la especificidad de las lesiones
debidas a S. agalactiae en tilapias depende de su ubicacién bastante precisa en tres
organos, principalmente: en el encéfalo: las meninges, el ventriculo del mesencéfalo y el
parénquima; en el corazon: el epicardio y el miocardio; y en el ojo, la coroides (Eldar et
al., 1994; Eldar et al., 1995; Pulido et al., 2004; Hernandez et al., 2009; Delamare-
Deboutteville et al., 2015; Iregui et al., 2019). Este estudio confirma por estadistica los
anteriores hallazgos, de tal suerte que las lesiones caracteristicas tuvieron una

74 Resultados y discusion



correlacion moderada a alta con estreptococosis en los tres drganos mencionados:
encéfalo, corazén y ojo. También depende la especificidad de la entidad, de una
morfologia de los cambios histolégicos bien definida y de la tendencia a la cronicidad;
finalmente, se podria pensar en una “especificidad” otorgada por la frecuencia de las
alteraciones caracteristicas en la poblacion; contrario a lo que se pudiera pensar, la
especificidad de las alteraciones en términos poblacionales no estd relacionada con las
lesiones de mayor frecuencia, sino con las que se presentan con frecuencias que estan
entre el 25-50% o por debajo de esta cifra. Parece una paradoja, pero las lesiones muy
frecuentes (> 50%) (Tablas 14 y 31), por contraste, presentan una menor especificidad
ya que indican etiologias mas comunes (como la deficiente calidad del agua) o la
presencia de fendmenos inespecificos.

Segln se puede derivar de la Tabla 39, se podria sugerir que el curso de la
estreptococosis por S. agalactiae ST260 tiene una forma subaguda caracterizada
morfolégicamente por inflamacién mononuclear activa y necrosis, durante la cual se
manifiestan signos clinicos, y una forma crdnica asintomdtica o subclinica con la
formacion de granulomas (Tablas 38 y 40), aunque pueden existir superposiciones entre
ambas formas. No obstante, pueden existir lesiones un tanto mds agudas que bien
pueden deberse a la bacteria, pero que por su ubicaciéon en tejidos del tracto
gastrointestinal, rifién, bazo e higado (localizaciones que son mas frecuentes para
infecciones por E. tarda), y ademas del nulo desarrollo ulterior hacia la cronicidad en
estas localizaciones no pueden adjudicarse a S. agalactiae de manera por completo
confiable; es por ello que con miras a la “especificidad” histoldgica de estreptococosis
se han privilegiado aquellas lesiones que se resumen en las Tablas 38 y 39.

De igual manera se puede concluir de las Tablas 38 y 39, que mientras el promedio del
porcentaje de frecuencias de lesiones correlacionadas con estreptococosis en un
muestreo aleatorio es de 10.4%, en el muestreo dirigido fue de 50.6%, es decir mas de
5 veces. Dos interpretaciones se podrian derivar de las anteriores cifras. La primera es
que las nueve lesiones calculadas como indicadoras de estreptococosis demuestran su
solidez, no solo en el diagndstico enteramente subjetivo tradicional de la entidad, sino
gue estas mismas alteraciones tienen gran potencial para su futura utilizacion en el
diagnostico en sistemas automatizados. Y, en segundo lugar, que también desde el punto
de vista epidemioldgico se podria derivar una conclusién altamente significativa en el
contexto de poblaciones de tilapias y es que mientras el promedio de la frecuencia de
las lesiones tipicas de estreptococosis se mantenga alrededor de 10% no habra
enfermedad clinica. Esta ultima conclusiéon se ratifica al observar frecuencias
significativamente superiores entre las tilapias positivas a estreptococosis frente a las
negativas, por ejemplo, epicarditis (79.6% vs 4.2%) y meningitis (74.7% vs 2.1%)
(Tablas 31 a 36), lo cual indicaria que los peces con signos clinicos probablemente tienen
enfermedad estreptocdcica.
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Esto concuerda con la relacién que existe entre el grado de exposicion al patégeno vy la
frecuencia, la severidad y la extension de las lesiones, de manera que en los peces no
expuestos las lesiones seran de frecuencia baja, poco severas y de escasa extension,
mientras que en los peces expuestos las lesiones seran de frecuencia alta, muy severas
y extensas (Bush et al.,, 1997; McClure et al., 2004). Ademas, estos resultados dan
fortaleza a nuestra hipotesis de que la muerte de los animales con estreptococosis por
S. agalactiae ST260 se debe mds al acimulo de lesiones antes que a la presencia o
liberacion de sustancias con propiedades tdxicas (Iregui et al., 2015).

5.4.Fase 3: Desarrollo de modelos histopatologicos para el
diagnastico de estreptococosis causada por S. agalactiae ST 260

5.4.1. Construccion de los modelos

De acuerdo con la asociacidon de la severidad y la extension de las lesiones con el tipo de
muestreo: dirigido (peces seleccionados con signos) o aleatorio (peces en su mayor
parte sanos) y su correlacion con el diagndstico de estreptococosis, se generaron cuatro
modelos de regresidn logistica; en cada uno se incluyeron las lesiones asociadas a cada
muestreo independiente de su grado de correlacion (Anexo 3).

1. Modelo general simple: se aplicaria a tilapias de las cuales se desconoce el tipo de
muestreo, bien sea aleatorio o dirigido, dado que utiliza las lesiones cuyas
calificaciones de severidad y extension son independientes del tipo de muestreo.

2. Modelo general avanzado: se aplicaria a tilapias que proceden bien sea de
muestreos aleatorios o dirigidos dado que utiliza las lesiones cuyas calificaciones de
severidad y/o extension tuvieron correlacion significativa con el diagnéstico de la
enfermedad tanto en el muestreo aleatorio como en el dirigido.

3. Modelo aleatorio: se aplicaria a tilapias en su mayor parte sanas que provengan de
muestreos aleatorios utilizando lesiones cuya severidad y/o extension sdlo
estuvieron correlacionadas con el diagndstico para las muestras aleatorias.

4. Modelo dirigido: se aplicaria a tilapias con signos de enfermedad que procedan de
muestreos dirigidos utilizando lesiones cuya severidad y/o extension sélo se
correlacionaron con el diagnéstico de la enfermedad para las muestras dirigidas.

La prueba de regresion logistica con el método “hacia adelante condicional” permite
conservar las variables independientes (lesiones) que aportan evidencia al diagndstico
positivo de estreptococosis (variable dependiente) o prescindir de las que no, debido a
su redundancia. Los coeficientes B permiten interpretar los efectos que tienen las
lesiones (variables independientes) sobre la estreptococosis (variable dependiente), es
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decir, cudl es la contribucidon de cada una de ellas, suponiendo que el resto de las
variables no cambian.

La significancia de cada modelo se estimé mediante el coeficiente de determinacion (R?)
de Nagelkerke, el cual toma valores entre 0 y 1; 0 indica un efecto nulo de las variables
independientes sobre el diagndstico, mientras que en las proximidades de 1 mostraria
un efecto considerable. Debido al tamafio limitado de la muestra y a la existencia de
cuatro grados de calificacién para cada lesién, es probable que el procedimiento
estadistico utilizado en la regresidn logistica mantenga algunas lesiones sin que tengan
significancia en el modelo final, puesto que mantenerlas mejoraria la capacidad
predictiva del modelo. En ocasiones el valor de p es sumamente alto para algunas
calificaciones y a pesar de ello se mantiene la variable (lesidon) en el modelo, lo que se
debe a que ningln animal negativo a la enfermedad presentd ese grado de calificacién
de la severidad o la extension.

5.4.1.1. Modelo general simple

Para la construccion de este modelo se tomaron las calificaciones de severidad o
extension de todos los peces seleccionados para el estudio (n=354) y también los
incluidos para el estudio de concordancias (n=35), tanto los procedentes del muestreo
al azar como los del dirigido.

De acuerdo con los resultados de la Fase 2, para el modelo inicial de regresion se
incluyeron las lesiones (n=10) (Tabla 40 y Anexo 4.3) cuyas calificaciones de severidad
y de extension se comportaron diferente en cada uno de los muestreos al azar o
dirigido, aunque de todas formas resultaron asociadas al diagndstico de
estreptococosis. Se selecciona el criterio de severidad o extensidon que tenga un mayor
coeficiente d de Somers. Ademas del agente causal de la enfermedad (S. agalactiae) se
incluyeron otros patdgenos que se correlacionaron con la enfermedad, igualmente con
diferencias en los muestreos (Anexo 5.1).

Las lesiones que finalmente se seleccionaron en este modelo mediante el
procedimiento de la regresion logistica se presentan en la Tabla 41. La prueba
selecciond las lesiones, asi como la calificacidon de severidad o de extensién, que deben
ser incluidas en el modelo. En este modelo también quedd incluida la presencia de
bacterias cocoides en las branquias, lo que le confiere mayor especificidad al modelo
dado que se aplicaria a muestras donde no se conoce la procedencia de las tilapias (al
azar o enfermas). En este caso se obtuvo un modelo significativo con una limitada
capacidad predictiva del 47.9% de acuerdo al coeficiente de determinacién de
Nagelkerke.
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Tabla 41. Lesiones seleccionadas en la prueba de regresién logistica para
la creacion de un modelo general simple

Lesion / Criterio B p
Granulomas en corazdn / Extensidn 0.007
Grado 1 3.685 0.001
Grado 2 19.300 0.998
Grado 3 19.773 0.999
Granulomas en bazo / Extensién 0.138
Grado 1 2.016 0.019
Grado 2 19.336 0.998
Grado 3 20.643 0.999
Degeneracién de eritrocitos en bazo / Severidad 0.067
Grado 1 0.701 0.081
Grado 2 1.870 0.030
Grado 3 14.543 0.999
Muerte de leucocitos en bazo / Severidad 0.032
Grado 1 1.637 0.009
Grado 2 19.620 0.999
Activacién de CMM en intersticio renal / Severidad 0.048
Grado 1 0.659 0.013
Grado 2 1.054 0.058
Grado 3 22.534 >0.999
Hemorragias en branquias / Severidad 0.435
Grado 1 0.613 0.197
Grado 2 21.624 0.999
Hiperplasia interlamelar branquial / Severidad 0.009
Grado 1 -1.402 0.008
Grado 2 -0.570 0.193
Grado 3 0.030 0.955
Bacterias cocos en branquias / Grado 0.053
Grado 1 1.171 0.057
Grado 2 1.846 0.119
Constante -0.761 0.074

Significancia del modelo, p<0.001, R? de Nagelkerke=0.479

Las caracteristicas de cada lesién seleccionada para la creacién de este modelo se
presentan en la Tabla 42. Alli es posible comparar la distribucién de las frecuencias de
las alteraciones en los peces positivos y negativos a estreptococosis, asi como su
frecuencia en la poblacion total. Ademas, se recuerda la correlacidn (d de Somers) de
la severidad y/o de la extension de los hallazgos con la enfermedad, se indica también
el porcentaje de correlacién de la calificacion (ausencia, leve, moderada y severa o
focal, multifocal y generalizado) del criterio seleccionado (severidad o extensidn) de
cada alteracion con la estreptococosis.
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Los granulomas en bazo y corazdn son lesiones con frecuencia moderada en la muestra
(10-25%) y se presentaron con una frecuencia significativa mayor en los peces
positivos. Ambos cambios tienen correlacion moderada con el diagndstico de
estreptococosis tanto en sus calificaciones de severidad como de extensidn, sin
considerar el tipo de muestreo. Hay que destacar que la extensiéon multifocal o
generalizada de estas lesiones tiene un vinculo fuerte con el diagndstico de
estreptococosis, ya que todos los animales analizados en el estudio con esos grados de
extension de granulomas se diagnosticaron como positivos a estreptococosis.

Tabla 42. Caracterizacion de las lesiones seleccionadas en la prueba de regresion logistica para la
creacion de un modelo general simple: frecuencia de presentacion y correlacion de la prevalencia
de estreptococosis (- y +) con el criterio de severidad o extension

Correlacion de la prevalencia de

Frecuencia (%)

Lesion estreptococosis con la calificacion (%
Total - + 0 1 2 3 ds
Granulomas en corazon (E) 127 05 27.2| 38.2 96.4 100.0 100.0| 0.576
Granulomas en bazo (E) 127 1.0 26.5| 385 87.5 100.0 100.0| 0.550
Muerte de leucocitos en bazo (S) 8.8 21 16.7 | 41.8 84.6 100.0 - 0.449
Degeneracion de eritrocitos en bazo (S) 155 99 222| 421 541 875 100.0|0.237
Activacién de CMM en intersticio renal (S) | 55.1 42.7 69.8 | 30.8 55.2 72.4 100.0| 0.259
Hemorragias en branquias (S) 8.5 5.7 117 | 441 56.0 100.0 - 0.195
Hiperplasia interlamelar branquial (S) 91.8 92.7* 90.7*| 51.7 31.0 448 66.0 | 0.130
Bacterias cocos en branquias (S) 5.1 2.6 8.0 | 443 66.7 833 - 0.277

* Diferencia estadistica no significativa; dS: Coeficiente d de Somers; E: Extension; S: Severidad

El modelo incluye otras dos lesiones localizadas en bazo: muerte de leucocitos y
degeneracién de eritrocitos, cuyas severidades también tuvieron una frecuencia
significativa mayor en animales positivos, aunque la correlacion con la prevalencia fue
inferior a la que se demostrd en el caso de los granulomas; de nuevo no se puede
afirmar ni rechazar de manera categorica que estos dos cambios sean debidos o no a
S. agalactiae puesto que alteraciones similares, por no decir que iguales, pueden ser
causadas por otros agentes bacterianos (Rey et al., 2009). Se podrian plantear al menos
tres explicaciones: 1) que se trate de una infeccion por S. agalactiae en ambos grupos
muestrales, 2) que en el grupo de peces tomados al azar se deban a otro agente
patégeno y en el de peces de la muestra dirigida sea S. agalactiae el responsable; a
favor de esta hipdtesis habla el hecho de que la mayor prevalencia y el maximo grado
de severidad de ambos cambios sélo se encontré en los peces positivos a
estreptococosis, y 3) una situacion inversa a la anterior, tal vez la menos probable.

La activacién de CMM en intersticio renal fue muy frecuente (55.1%) y aunque hubo
diferencias significativas entre tilapias positivas y negativas, el alto porcentaje de
individuos del grupo al azar con el cambio no parecen garantizar que su origen sea la
presencia de los cocos explicando su baja correlacién con la estreptococosis. Mas bien,
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segln nuestra experiencia con tilapias de diagndstico, la alteracion tendria como origen
desordenes en la calidad del alimento.

Las hemorragias en branquias son un hallazgo extrafio y por el momento no es
prudente adelantar comentario alguno. De otro lado, la hiperplasia interlamelar fue
una lesién bastante comun en buena parte de las muestras, aunque sin diferencias
significativas entre positivos y negativos; también la correlacién con la enfermedad fue
muy baja y mas de la mitad de los peces sin hiperplasia interlamelar branquial fueron
diagnosticados como positivos a estreptococosis; este hallazgo explica los coeficientes
negativos que se incluyeron en el modelo (Tabla 41), de manera que a mayor severidad
de la lesion hay una menor probabilidad de diagndstico positivo, es decir, la presencia
de hiperplasia lamelar en un pez vivo reduciria la probabilidad de que padeciera
estreptococosis. Como se comentd en apartados anteriores, este fendmeno podria
explicarse por el sesgo de Neyman (Grimes y Schulz, 2002).

Por ultimo, la presencia de bacterias cocoides en branquias fue mayor en peces
positivos que en los negativos. Aunque la correlacién con la enfermedad es baja y un
buen porcentaje de peces sin este hallazgo fue positivo (44.3%), la prevalencia de
estreptococosis presenta una correlacion con el grado de severidad (Tabla 42). Este es
un hallazgo interesante toda vez que nuestra experiencia diagnostica de rutina no nos
habia demostrado que la presencia de cocos en las branquias fuera un cambio
confiable de la patologia.

5.4.1.2. Modelo general avanzado

Para la construccion de este modelo se procedié de igual manera que el modelo general
simple, en éste se evaluaron las calificaciones de severidad (ausencia, leve, moderada
y severa) y/o extensidn (ausente, focal, multifocal y generalizada) de todos los peces
seleccionados para el estudio (n=354), asi como los incluidos para el estudio de
concordancias (n=35), tanto los de la muestra al azar como las del dirigido.

En el modelo inicial para la prueba de regresidon logistica se incluyeron las lesiones
cuyas calificaciones de severidad y/o extension estaban significativamente
correlacionadas con el diagndstico de enfermedad estreptocdcica en ambos tipos de
muestreo (n=47) (Tablas 38 y 39 y Anexos 4.1 y 4.2); seleccionandose el criterio
severidad o extension segun el coeficiente d de Somers fuera mayor. Se incluyeron
también las bacterias cocoides en meninges y bazo correlacionadas con la enfermedad
en ambos muestreos (Anexos 5.2.1y 5.2.2).

La prueba de regresidn selecciond las lesiones que deben ser incluidas, asi como el
criterio de severidad o extension (Tabla 43). En este caso se obtuvo un modelo
significativo con muy buena capacidad predictiva del 90.7% segun el coeficiente de
determinacién de Nagelkerke.
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Tabla 43. Lesiones seleccionadas en la prueba de regresion logistica para
la creacion de un modelo general avanzado

Lesion / Criterio B p
Epicarditis / Extension <0.001
Grado 1 4.476 <0.001
Grado 2 21.376 0.997
Grado 3 19.704 0.996
Miocarditis / Extension >0.999
Grado 1 18.877 0.997
Grado 2 20.345 0.999
Coroiditis / Severidad 0.003
Grado 1 1.663 0.009
Grado 2 2.951 <0.001
Grado 3 22.411 0.997
Meningitis / Severidad <0.001
Grado 1 4.009 <0.001

Grado 2 22.956 0.997
Grado 3 19.551 0.996

Granulomas en meninges / Extensién >0.999
Grado 1 22.367 0.997
Grado 2 3.790 >0.999
Constante -4.463 <0.001

Significancia del modelo, p<0.001, R? de Nagelkerke=0.907

La caracterizacion de las lesiones puede consultarse en la Tabla 44. Se comparan las
frecuencias de los hallazgos en los peces positivos y negativos a estreptococosis, asi
como su frecuencia en la poblacidn total distribuida por tipo de muestreo. También se
sefiala la correlacion (d de Somers) de la severidad y/o de la extensién de los hallazgos
con la enfermedad, se indica el porcentaje de correlacion de la calificacion del criterio
seleccionado (severidad o extensidn) de cada alteracién con la estreptococosis.

En esta tabla aparecen tres de las lesiones que en nuestra experiencia y resultados de
investigaciones anteriores se deben considerar claves en el diagndstico de
estreptococosis por S. agalactiae ST 260, son ellas: epicarditis, coroiditis y meningitis.
Tanto la miocarditis como los granulomas en meninges tienen una alta especificidad
para la entidad, pero como se ve, se presentan con una frecuencia relativamente baja.

La epicarditis fue una lesidn frecuente (38.7% en la poblacion total) y de manera
notoria en tilapias que proceden de muestreos dirigidos; ain mas, en ambos grupos
fue mucho mas frecuente en las muestras positivas a la enfermedad. La correlacién en
aquellas provenientes del muestreo aleatorio fue alta y moderada en aquellas que
procedian de uno dirigido. La extensiéon multifocal o generalizada de este cambio
muestra una asociacién muy fuerte con al diagndstico de la estreptococosis dado que
el 100% de los peces con estas calificaciones resultaron positivos.
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Tabla 44. Caracterizacion de las lesiones seleccionadas en la prueba de regresion logistica para la
creacion de un modelo general avanzado: frecuencia de presentacion y correlacion de la
prevalencia de estreptococosis con el criterio de severidad o extension segun tipo de muestreo
(Ale: aleatorio; Dir: dirigido)

Correlacion de la prevalencia de
estreptococosis con la calificacion (%)

Tipo de Frecuencia (%)

Lesion
muestreo

Total - + 0] 1 2 3 ds
Ale 275 3.1 716 | 140 884 100.0 100.0| 0.724

Epicarditis (E)
Dir 645 9.1 892 211 89.7 100.0 100.0| 0.511
Ale 2.8 0.0 8.0 33.8 100.0 100.0 - 0.660
Miocarditis (E)
Dir 215 0.0 31.1| 60.7 100.0 100.0 - 0.373
Ale 46.2 321 716 | 188 418 68.4 100.0| 0.357
Coroiditis (S)
Dir 59.8 121 81.1| 326 81.0 100.0 100.0| 0.451
Ale 231 25 60.2| 184 88.6 100.0 100.0| 0.696
Meningitis (S)

Dir 63.6 00 919 | 154 100.0 100.0 100.0| 0.562
Ale 4.5 0.0 125)| 326 100.0 100.0 100.0| 0.665
Dir 121 0.0 17.6| 649 100.0 100.0 100.0| 0.342

Granulomas en meninges (E)

dS: Coeficiente d de Somers; E: Extension; S: Severidad

En contraste, la frecuencia general de la miocarditis fue baja (8.5%) y solo fue evidente en
tilapias positivas a estreptococosis con lesiones focales o multifocales, pero no extensas.
No obstante, un buen porcentaje (60.7%) de peces de muestreo dirigido no tuvieron
miocarditis a pesar de ser positivos, lo cual explica la baja correlacion con la enfermedad
de este grupo muestral comparado con el muestreo aleatorio donde la correlacion fue alta.
No es clara la razéon del bajo nimero de peces afectados por esta alteracion, y en principio
se podria especular un bajo tropismo del patégeno por el tejido muscular del corazén.

Resulta interesante observar que la coroiditis estuvo presente en todos los animales de
los cuatro grupos posibles: los de la muestra aleatoria tanto positivos como en los
negativos y en los de la muestra dirigida. En el Ultimo caso hay una correlacién
moderada con la enfermedad, estando presente en todos los casos de forma moderada
a severa. No obstante, es llamativa la alta prevalencia de esta lesién en los peces
negativos de la muestra al azar (32.1%), lo que explicaria su baja correlacién con
estreptococosis. Estos resultados podrian deberse a que es una lesién asociada a otras
patologias de origen infeccioso.

La meningitis muestra un comportamiento similar a la epicarditis y a la coroiditis en los
peces del muestreo dirigido y positivos a la patologia. Esta lesion mostré una
correlacidn alta y moderada con la estreptococosis en casos de muestreos aleatorios y
dirigidos, respectivamente, indicando tal vez que muchos animales sin signos podrian
pasar desapercibidos a pesar de ser positivos a la enfermedad. Hay que destacar que
la meningitis en tilapias del muestreo dirigido siempre estuvo asociada con la
estreptococosis independientemente del grado de severidad de la lesién.
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Finalmente, los granulomas en meninges que son poco frecuentes de manera general,
son lesiones sélo reportadas en peces diagnosticados positivos a la enfermedad con
cualquier grado de severidad, ademds de estar correlacionados de forma alta en el
muestreo aleatorio, aunque baja en el muestreo dirigido, de forma similar a lo
comentado en el caso de la miocarditis.

5.4.1.3. Modelo aleatorio

Para la construccion de este modelo se tomaron en cuenta las calificaciones de
severidad o extension de los 259 peces provenientes del muestreo aleatorio junto con
los que hicieron parte del estudio de concordancias.

En la prueba inicial de regresién logistica se incluyeron las lesiones cuyas calificaciones
de severidad y/o extension tuvieron correlacion significativa con el diagndstico de
enfermedad en el muestreo aleatorio (n=41) (Tablas 38 y Anexo 4.1); se incluyeron las
calificaciones cuyo criterio de severidad o extensién fuera mayor segun el coeficiente
d de Somers. Se incluyeron ademas las bacterias cocoides en meninges y bazo
correlacionadas con la enfermedad que también se asociaron con el muestreo al azar
(Anexos 5.2.1y 5.3).

Las lesiones y su calificacion de severidad o extensidon seleccionadas finalmente
mediante la regresion logistica se presentan en la Tabla 45. En este caso se obtuvo
también un modelo significativo con muy buena capacidad predictiva del 90.0% segun
el coeficiente de determinacion de Nagelkerke.

Tabla 45. Lesiones seleccionadas en la prueba de regresion logistica para
la creacién de un modelo aleatorio

Lesion / Criterio B p

Endocarditis / Extensién 0.042
Grado 1 1.254 0.089
Grado 2 4511 0.035

Epicarditis / Extension <0.001
Grado 1 5.909 <0.001

Grado 2 23.111 0.998
Grado 3 20.812 0.998

Coroiditis / Severidad 0.016
Grado 1 1.259 0.117
Grado 2 3.358 0.001
Grado 3 25.236 0.998
Meningitis / Extension <0.001

Grado 1 5.107 <0.001
Grado 2 18.059 0.998
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Tabla 45 (cont.). Lesiones seleccionadas en la prueba de regresidon
logistica para la creacién de un modelo aleatorio

Lesion / Criterio B p

Granulomas en meninges / Severidad >0.999
Grado 1 24.574 0.999
Grado 2 -2.299 >0.999
Grado 3 23.572 0.998

Detritus celulares en la luz branquial / Severidad 0.020
Grado 1 0.124 0.920
Grado 2 3.230 0.032
Grado 3 25.693 0.999
Constante -6.312 <0.001

Significancia del modelo, p<0.001, R? de Nagelkerke=0.900

En la Tabla 46 se encuentran las frecuencias de los hallazgos en los peces positivos y
negativos a estreptococosis, asi como su frecuencia en la poblacion total de peces de
un muestreo aleatorio. Las asociaciones de las lesiones con el diagndstico de la
enfermedad se sefialan con la correlacidon d de Somers del criterio de severidad o de
extensién con la enfermedad; se indica el porcentaje de correlacién de la calificaciéon
(ausencia, leve, moderada y severa o focal, multifocal y generalizada) del criterio
seleccionado (severidad o extension) de cada alteracidon con la estreptococosis.

Tabla 46. Caracterizacion de las lesiones seleccionadas en la prueba de regresion logistica para la
creacion de un modelo aleatorio: frecuencia de presentacién y correlacion de la prevalencia de
estreptococosis con el criterio de severidad o extension

Correlacion de la prevalencia de

Frecuencia (%)

Lesion estreptococosis con la calificacion (%)
Total - + 0 1 2 3 ds
Endocarditis (E) 283 164 500| 249 603 857 - 0.376
Epicarditis (E) 275 31 716 140 884 100.0 100.0| 0.724
Coroiditis (S) 46.2 321 716 | 188 418 684 100.0| 0.357
Meningitis (E) 231 25 60.2| 184 89.5 100.0 100.0| 0.701
Granulomas en meninges (S) 4.5 0.0 125 32.6 100.0 100.0 100.0| 0.665
Detritus celulares en la luz branquial (S) 81.8 81.1* 83.0%| 33.3 29.2 55.6 100.0|0.148

* Diferencia estadisticamente no significativa; dS: Coeficiente d de Somers; E: Extension; S: Severidad

Al igual que en el modelo anterior, la epicarditis, la coroiditis, la meningitis y los
granulomas en meninges permiten identificar animales positivos a estreptococosis a
partir de una poblacién tomada al azar sin signos clinicos de la enfermedad; de no ser
asi, podrian ser tomados como falsos negativos.

Resulto sorprendente la aparicién de endocarditis, al igual que la miocarditis en el
modelo general avanzado (Tablas 43 y 44). Conforme a la experiencia diagnostica de
nuestro grupo, nos sentimos bastante confiados de que ambas lesiones son causadas
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por S. agalactiae, aunque las razones biolégicas para su escasa predileccién por estas
dos localizaciones, por el momento, no la conocemos. Si bien se podria especular que
las dos alteraciones tienen una buena especificidad para estreptococosis.

Los detritus celulares en la luz branquial al igual que otros hallazgos en este 6rgano, en
nuestra opinidn, hacen parte de los hallazgos inespecificos que caben esperar en peces
sometidos a cultivo intenso en aguas de regular a baja calidad. La mayor correlacién
con estreptococosis a medida que incrementa la severidad de este hallazgo pudiera
indicar un deterioro general de las condiciones del agua que favorecen tanto el material
extrafo como la enfermedad simultaneas.

5.4.1.4. Modelo dirigido

Para la construccién de este modelo se utilizaron las calificaciones de severidad o
extension de 130 peces del muestreo dirigido, se incluyeron también aquellos
analizados para el estudio de concordancias.

En la prueba inicial de regresién logistica se incluyeron las lesiones cuyas calificaciones
de severidad y/o extension tuvieron correlacion significativa con el diagndstico de
enfermedad en el muestreo dirigido (n=37) (Tabla 39 y Anexo 4.2); se incluyeron las
calificaciones segun el criterio de severidad o extension conforme el coeficiente d de
Somers fuera mayor. Se incluyeron también las bacterias cocoides en meninges y bazo
correlacionadas con la enfermedad en el muestreo dirigido (Anexos 5.2.2 y 5.4).

Las lesiones que fueron finalmente seleccionadas mediante la regresion logistica se
presentan en la Tabla 47. La prueba seleccioné lesiones solo con el criterio de severidad
y se obtuvo un modelo significativo con una excelente capacidad predictiva del 98.0%
segln el coeficiente de determinacion de Nagelkerke.

Tabla 47. Lesiones seleccionadas en la prueba de regresion logistica para
la creacidn de un modelo dirigido

Lesion / Criterio B p

Esplenitis / Severidad >0.999
Grado 1 0.245 >0.999
Grado 2 21.684 0.995
Grado 3 -0.108 >0.999

Meningitis / Severidad >0.999

Grado 1 39.979 0.996
Grado 2 39.511 0.996
Grado 3 39.659 0.997

Necrosis en corazén / Severidad >0.999
Grado 1 38.148 0.996
Grado 2 0.538 >0.999
Grado 3 0.149 >0.999
Constante -19.892 0.996

Significancia del modelo, p<0.001, R? de Nagelkerke=0.980
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La Tabla 48 contiene las caracteristicas de las lesiones con relacién a la enfermedad.
Se comparan las frecuencias de las alteraciones en los peces positivos y negativos a
estreptococosis, asi como su frecuencia en la poblacidn total de tilapias que proceden
de un muestreo dirigido. También se sefala la correlacién d de Somers del criterio de
la severidad de los hallazgos con |la enfermedad, se indica el porcentaje de correlacion
de la calificacion (ausencia, leve, moderada y severa o severa o focal, multifocal,
generalizado) del criterio seleccionado (severidad o extension) de cada alteracién con
la estreptococosis.

Tabla 48. Caracterizacion de las lesiones seleccionadas en la prueba de regresion logistica para la
creacion de un modelo dirigido: frecuencia de presentacion y correlacion de la prevalencia de
estreptococosis con el criterio de severidad

Correlacion de la prevalencia de

Frecuencia (%)

Lesion estreptococosis con la calificacion (%)
Total + (0] 1 2 3 ds
Esplenitis (S) 589 33.3 70.3| 50.0 609 97.0 857 |0.303
Meningitis (S) 63.6 00 919 154 100.0 100.0 100.0| 0.562
Necrosis en corazén (S) 55,1 0.0 79.7| 31.3 100.0 100.0 100.0| 0.501

* Diferencia estadistica no significativa; dS: Coeficiente d de Somers; E: Extension; S: Severidad

A pesar de la alta frecuencia de la esplenitis en las muestras con diagnostico positivo a
la entidad, no es despreciable el porcentaje de este cambio en peces negativos a ella,
también se constata una relativa menor correlacién con la enfermedad. Como se
menciond previamente con otras lesiones, en el contexto de un estudio como éste, el
hallazgo bien puede ser debido a S. agalactiae en ambas poblaciones de peces; aun
mas, y como sostenemos en otra parte del trabajo (apartado 5.3.4), la especificidad de
las lesiones compatibles con estreptococosis también esta dada por la cantidad de las
mismas en una poblacién acotada como esta. De todas formas, no se puede ignorar
gue este cambio puede ser ocasionado por otros patdégenos.

Los resultados de la meningitis resultan contundentes por si solos y parecen no
ameritar explicacidon adicional. Ahora bien, la necrosis en corazén, como en su
momento la endocarditis y la miocarditis (ver modelos anteriores), resulta altamente
sorprendente y es un hallazgo muy significativo de esta investigacion. No se observaron
en ningun animal negativo y en los positivos cualquier grado de severidad se asoci6 de
manera perfecta con la enfermedad.

5.4.1.5. Resumen de los modelos

En la Tabla 49 se compilan las lesiones seleccionadas en cada uno de los modelos
propuestos para el diagndstico de estreptococosis, asi como la recomendacidon de
valorar severidad o extensién de cada lesién de acuerdo con los resultados arrojados
por las pruebas de regresién logistica.
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Se ratifica una vez mds, esta vez con herramientas matematicas, que las lesiones mas
significativas de estreptococosis son de tipo inflamatorio que pudiéramos definir como
subagudas y que se localizan en corazén, encéfalo (con predileccion por las meninges),
ojo y bazo. Se propone que ademas de su morfologia, las lesiones por S. agalactiae ST
260 son subagudas porque, como lo sostenemos en otro estudio (lregui et al., 2015),
este patégeno no produce toxina alguna, sino que la muerte ocurre por acumulo de
lesiones en los érganos sefialados, de forma similar a como lo hace Mycobacterium
spp., es decir, las lesiones precisan de un cierto nimero y tiempo para evolucionar.

Sin embargo, el mayor numero de cambios tiene lugar en las branquias que, como se
dijo antes, se trata de alteraciones de caracter inespecifico, ademds de ser indicadores
de las condiciones del cultivo no podemos saber en cuanto favorecen o contribuyen a
la gravedad de la patologia, es algo que amerita estudios adicionales.

Tabla 49. Lesiones incluidas en cada uno de los modelos diagnésticos propuestos

o General General . .
Lesion . Aleatorio  Dirigido
simple avanzado
Hemorragias Severidad
. Hiperplasia interlamelar Severidad
Branquias . .
Detritus celulares en la luz Severidad
Bacterias cocos Severidad
Ojo Coroiditis Severidad | Severidad
Sistema Meningitis Severidad | Extensién Severidad
nervioso Granulomas en meninges Extension | Severidad
Rifidn Activacién CMM en tej. intersticial Severidad
Necrosis Severidad
, Epicarditis Extension | Extensién
Corazén . . .,
Miocarditis Extensién
Endocarditis Extension
Granulomas Extension
Degeneracion de eritrocitos Severidad
Muerte de leucocitos Severidad
Bazo . i
Esplenitis Severidad
Granulomas Extension

Dada su relevancia en el diagndstico de la estreptococosis con fines pedagdgicos se
muestran imagenes histoldgicas de algunas de las lesiones incluidas en los modelos
generados en este trabajo (Figuras 16 a 28).

Desafortunadamente, en el caso de presencia de cocos, activacion de CMM en tejido
intersticial renal, muerte de leucocitos en el bazo y esplenitis no se incluyen imagenes
debido a que estas lesiones no se han observado en las muestras mas recientes que
disponiamos con el fin de tomar fotografias de buena calidad.
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Figura 16. Hemorragias en branquias. 10x

Figura 17. Hiperplasia interlamelar. 10x
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Figura 18. Detritus celulares en la luz branquial
y presencia de algunos patégenos. 20x

Figura 19. Coroiditis. 40x

Figura 21. Granulomas en meninges y también

en encéfalo. 4x

Figura 20. Meningitis. 4x
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Figura 22. Necrosis en epicardio. 40x Figura 23. Epicarditis. 4x
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Figura 28. Granuloma
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5.4.2. Evaluacion de la fiabilidad diagnostica de los modelos

La fiabilidad de una prueba es la capacidad para distinguir entre dos estados: salud o
enfermedad, y se evalta en funcién de dos caracteristicas o criterios: la sensibilidad y la
especificidad (Burguefio et al., 1995). En el presente estudio, se optimizo la sensibilidad
y la especificidad de cada uno de los modelos mediante el ajuste del punto de corte o
valor limite adecuado para cada modelo predictivo propuesto, se buscé maximizar el
total de verdaderos positivos y verdaderos negativos en base a las lesiones incluidas en
cada modelo.

Sin embargo, dado que la sensibilidad y la especificidad varian en funcién del valor
elegido como punto de corte para clasificar a una tilapia como sana o enferma, se tuvo
en cuenta el espectro completo de puntos de corte mediante el uso de curvas ROC
(receiver operating characteristics, caracteristicas operativas del receptor) que permiten
conocer la calidad de la prueba unificando el proceso de evaluacién y uso de las pruebas
diagndsticas. La curva ROC es un grafico en el que se observan todos los pares
(sensibilidad, 1- especificidad) resultantes de la variacién continua de los puntos de
corte en todo el rango de resultados observados (Burgueiio et al., 1995). En la Figura 29
se muestran las curvas ROC correspondientes a cada uno de los modelos, de manera que
las curvas mas proximas a la esquina superior izquierda indican mayor capacidad
predictiva global de la prueba.

El drea bajo la curva (AUROC) permite la determinacién objetiva de la capacidad predictiva
de una prueba diagndstica, y su valor para cada modelo se muestra en la Tabla 50. De
manera complementaria en esa misma tabla se indican los puntos de corte seleccionados
para los modelos propuestos con el valor de sus respectivas sensibilidades vy
especificidades. Dependiendo de la aplicacién del punto de corte, se consideran como
positivos los mayores o iguales (=) o los mayores (>) a dicho punto; en consecuencia,
existen dos posibles interpretaciones diagndsticas: sensible y especifica, respectivamente.
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Figura 29. Curvas ROC de los cuatro modelos generados por regresion logistica
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Es decir, planteamos un diagndstico mas sensible cuando consideramos positivos a
aquellos peces con un valor de la regresion logistica mayor o igual al punto de corte y
negativos los que tengan valor menor. El diagndstico mds especifico se obtiene al incluir
como positivos sélo a los peces con una puntuacion en la regresion logistica mayor al
punto de corte y negativos los que tengan un valor menor o igual.

De acuerdo con estos resultados, el modelo mas fiable seria el orientado al diagndstico
de la enfermedad en animales con signos (modelo dirigido), puesto que se obtuvo una
sensibilidad y especificidad del 100% (con la interpretacion sensible), con un AUROC de
0.999. De esta forma existiria una alta certeza a la hora de confirmar o descartar la
estreptococosis a partir de animales sospechosos (con signos).
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Tabla 50. Areas bajo la curva (AUROC), puntos de corte para considerar como positivo un
resultado, sensibilidad (%) y especificidad (%) de cada uno de los modelos diagnésticos generados

General simple General avanzado Aleatorio Dirigido

AUROC 0.836 (p<0.001) 0.984 (p<0.001) 0.989 (p<0.001) 0.999 (p<0.001)
Punto de corte >0.33811 >0.50337 >0.43068 >0.85714
Sensibilidad 83.3 (77.3, 88.0) 95.7 (91.7, 97.8) 93.5(86.5,97.0)  100.0 (96.1, 100.0)
Especificidad 61.1(54.2, 67.5) 95.6 (91.8,97.7) 97.0(93.2,98.7)  100.0(90.4, 100.0)
Punto de corte >0.33811 >0.50337 > 0.43068 >0.85714
Sensibilidad 72.0 (65.2, 78.0) 92.5 (87.8, 95.5) 92.4 (84.1, 96.3) 93.6 (86.8, 97.0)
Especificidad 78.8 (72.7, 83.9) 99.0 (96.5, 99.7) 97.6 (94.0,99.1)  100.0 (90.4, 100.0)

De otra parte, el modelo menos fiable seria aquel donde no se conoce el origen de las
muestras (modelo general simple) y a pesar de que con la interpretacion sensible la
sensibilidad es superior al 80% y su AUROC es de 0.836, la especificidad es bastante
inferior (61.1%), lo que le resta confiabilidad a la prueba, es decir, que habria demasiados
falsos positivos lo que conllevaria un sobrediagndstico de la estreptococosis. En este
caso seria mas adecuada una interpretacion especifica que resultaria en una sensibilidad
del 72.0% y una especificidad del 78.8%.

El modelo general avanzado seria el mas recomendable para ser utilizado en un sistema
de diagndstico dado que tiene en cuenta las dos poblaciones de peces, tanto las de una
muestra al azar como las de una muestra dirigida; en tanto que el modelo aleatorio seria
mas recomendable para sistemas de monitoreo de animales en apariencia sanos, donde
la posibilidad de detectarlos favoreceria la toma de medidas preventivas; en
consecuencia este Ultimo se consideraria un verdadero modelo predictivo de la
enfermedad en vigilancia epidemiolégica rutinaria.

Los coeficientes de los modelos no son definitivos, ya que estan calculados para un
contexto epidemiolégico especifico, pero son un buen ejemplo del potencial que ofrece
esta metodologia para ayudar al diagndstico de enfermedades. La incorporacién
posterior de nuevos resultados diagndsticos procedentes de otros lugares y momentos
permitirian recalcular los modelos de manera que las lesiones incluidas podrian variar,
asi como sus coeficientes. Este es el fundamento de algunos sistemas expertos basados
en analisis continuo de datos masivos. Este tipo de sistemas esta iniciando su desarrollo
y se espera que herramientas de bioinformatica, como machine learning y big data,
cobren una importancia creciente en los proximos afios (Ouyang et al., 2019; Maclnnes,
2020; Romero et al., 2021).

5.4.3. Validacion de los modelos diagndsticos

A partir de los resultados obtenidos en los apartados anteriores se construyd una
herramienta en Microsoft Excel 2016 que facilita la utilizacién de los modelos diagnésticos,
la herramienta permitié introducir las calificaciones de muestras adicionales que provenian
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del estudio global (n=5 292) y de esta forma validar los modelos creados.

Para validar los modelos se usaron los resultados de las calificaciones de severidad o
extension de las lesiones, asi como el diagnostico emitido por otros expertos a partir de
100 tilapias escogidas al azar que eran parte de la muestra global; en este caso, la
investigadora tampoco conocia el tipo de muestreo, aleatorio o dirigido, al que
pertenecian las muestras. Los hallazgos de los 100 individuos se validaron tanto con el
modelo general simple como con el modelo general avanzado. Posteriormente se
separaron aquellos provenientes del modelo aleatorio (n=78) de los del muestreo
dirigido (n=22) para ser validados en los modelos correspondientes.

En la Figuras 30 a 33 se muestra un ejemplo de la implementacion de cada uno de los
modelos, se pueden ver los coeficientes B (generados en la regresion logistica) para cada
lesidn (severidad o extension) presente o ausente en el ejemplo respectivo, asi como el
punto de corte para el modelo y la interpretacidon del diagndstico en funcién de la
sensibilidad o la especificidad de acuerdo con la Tabla 50 del apartado anterior.

La Figura 30 ilustra el ejemplo donde, de acuerdo con el modelo general simple
(procedencia desconocida del muestreo), el diagndstico resultdé positivo a
estreptococosis, en funcién de la calificacién (leve, moderado o severo) de la severidad
o extension de tres lesiones presentes en los tejidos del pez validado.

Figura 30. Herramienta usada para validar el modelo general el cual se aplica a
tilapias de las cuales se desconoce el tipo de muestreo: aleatorio o dirigido. Las
calificaciones corresponden a un ejemplo del estudio de validacién

Diagnéstico histopatolégico de estreptococosis en tilapia
Coeficientes B

Categorice las siguientes lesiones: -0,761
Extensién de granulomas en el corazén 0,000
Extensién de granulomas en el bazo 2,016
Severidad de muerte de leucocitos en el bazo 0,000
Severidad de la degeneracién de glébulos rojos en el bazo 0,000
Severidad de la activaciéon de CMM en tejido intersticial renal 0,659
Severidad de hemorragias branquiales 0,000
Severidad de hiperplasia interlamelar branquial -0,570
Presencia de cocos en branquias 0,000

Punto de corte

Probabilidad pronosticada por el modelo 0,79319 0,33811
Diagnéstico de estr is
Diagnéstico sensible (positivo si 0,79319 > 0,33811) Positivo
Diagnéstico especifico (positivo si 0,79319 > 0,33811) Positivo

En la Figura 31 se muestra un ejemplo del modelo general avanzado en el que se incluyen
lesiones que se ha demostrado que estdn estadisticamente asociadas con la

Tesis Doctoral Alba Lucia Rey Castafio 93



estreptococosis tanto en el muestreo aleatorio como el dirigido. En este caso el modelo
arrojé un diagndstico final negativo a la enfermedad ya que la probabilidad
diagnosticada por la regresidn logistica fue menor que el punto de corte establecido.

Figura 31. Herramienta para validar el modelo general avanzado el cual se aplica a
tilapias que proceden bien sea de muestreos aleatorios o dirigidos. Las calificaciones
corresponden a un ejemplo del estudio de validacidn

Diagnéstico histopatoldgico de estreptococosis en tilapia
Coeficientes B

Categorice las siguientes lesiones: -4,463
Extension/Corazén - Epicarditis 0,000
Extension/Corazén - Miocarditis 0,000
Severidad/Ojo - Coroiditis 2,951
Extension/Sistema Nervioso - Meninges - Granulomas 0,000
Severidad/Sistema Nervioso - Meninges - Inflamacion 0,000

Punto de corte
Probabilidad pronosticada por el modelo 0,18065 0,50337
Diagnéstico de estretococosis

Diagnéstico sensible (positivo si 0,18065 = 0,50337) Negativo

Diagnéstico especifico (positivo si 0,18065 > 0,50337) Negativo

La Figura 32 corresponde al ejemplo del modelo aleatorio. En este caso la probabilidad
diagnosticada por el modelo es igual que el punto de corte, generando un diagndstico
positivo o negativo segun la interpretacién del punto de corte, de forma que se podria
optar por una interpretacion sensible asumiendo que el pez es positivo, o una
interpretacién especifica estableciendo un diagndstico negativo a estreptococosis.

Figura 32. Herramienta para validar el modelo aleatorio; se aplica a tilapias en
apariencia sanas que proceden de un muestreo al azar. Las calificaciones
corresponden a un ejemplo del estudio de validacién

Diagndstico histopatoldgico de estreptococosis en tilapia
Coeficientes B

Categorice las siguientes lesiones: -6,312
Severidad/Ojo-Coroiditis 0,000
Extension/Corazén - Epicarditis 5,909
Extension/Corazén - Endocarditis 0,000
Severidad/Sistema nervioso Meninges - Granulomas 0,000
Extension/Sistema nervioso Meninges - Inflamacién 0,000
Severidad/Branquias-Detritus celulares en la luz 0,124

Punto de corte
Probabilidad pronosticada por el modelo 0,43068 0,43068

Diagnéstico de estretococosis

Diagndstico sensible (positivo si 0,43068 = 0,43068) Positivo

Diagnéstico especifico (positivo si 0,43068 > 0,43068) Negativo
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En la Figura 33 se muestra un ejemplo similar al aleatorio, pero en el modelo dirigido.
En este caso, aunque la probabilidad diagnosticada es igual que el punto de corte,
generando un diagnostico sensible positivo pero un diagndstico especifico negativo,
el punto de corte es muy alto (0.8571) por tanto la interpretacion sensible seria mas
adecuada.

Figura 33. Herramienta para validar el modelo dirigido; se aplica a tilapias con signos,
es decir que provienen de un muestreo dirigido. Las calificaciones corresponden a un
ejemplo del estudio de validacion

Diagnéstico histopatoldgico de estreptococosis en tilapia
Coeficientes B

Categorice las siguientes lesiones: -19,892
Severidad/Bazo - Esplenitis 21,684
Severidad/Corazén - Necrosis 0,000
Severidad/Sistema Nervioso - Meninges - Inflamacién 0,000

Punto de corte
Probabilidad pronosticada por el modelo 0,85714 0,85714
Diagnéstico de estretococosis
Diagnéstico sensible (positivo si 0,85714 > 0,85714) Positivo
Diagnéstico especifico (positivo si 0,85714 > 0,85714) Negativo

Al evaluar la sensibilidad y especificidad calculados para los nuevos diagndsticos basados
en los modelos, se observa que ambos indicadores de fiabilidad (sensibilidad y
especificidad) (Tabla 51) presentan valores menores a los estimados al generar los
modelos (Tabla 50). Sin embargo, al comprobar el solapamiento de intervalos de
confianza, se puede constatar que las sensibilidades y especificidades (tanto de la
interpretacién sensible como especifica) del modelo general simple serian
significativamente menores por lo que este modelo no seria vdlido, y las lesiones

incluidas en éste no serian adecuadas para el diagndstico de la estreptococosis.

Tabla 51. Peces evaluados para la validacidn de los modelos, puntos de corte para considerar como
positivo un resultado, sensibilidad (%) y especificidad (%) obtenidas

General simple General avanzado Aleatorio Dirigido
n 100 100 78 22
Punto de corte >0.33811 >0.50337 >0.43068 >0.85714

Sensibilidad
Especificidad

51.7 (34.4, 68.6)
90.1 (81.0, 95.1)

83.3 (66.4, 92.7)
81.4 (70.8, 88.8)

75.0 (50.5, 89.8)
85.5 (74.7, 92.2)

92.9 (68.5, 98.7)
87.5(52.9, 97.8)

Punto de corte
Sensibilidad
Especificidad

>0.33811
48.3 (31.4, 65.6)
97.2(90.3, 99.2)

>0.50337
83.3 (66.4, 92.7)
94.3 (86.2, 97.8)

> 0.43068
75.0 (50.5, 89.8)
93.5 (84.6, 97.5)

>0.85714
92.9 (68.5, 98.7)
87.5 (52.9, 97.8)

En los modelos general avanzado y aleatorio seria vdlida la interpretacidn especifica de
la probabilidad diagnosticada (cuando se consideran positivos a los que presentan una
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probabilidad superior al punto de corte establecido), aunque con una sensibilidad y
especificidad inferiores a las establecidas inicialmente.

Por ultimo, el modelo dirigido estaria validado para ambas interpretaciones (sensibilidad
y especificidad), el cual tuvo buena fiabilidad, aunque menor a la inicialmente
establecida al generar el modelo.

Como hemos indicado en el apartado anterior, el modelo puede y debe refinarse
introduciendo nueva informacién, de manera que, al generar otra vez los modelos con
nuevos datos, se podrian modificar las variables incluidas, asi como los coeficientes, y
deberia establecerse un nuevo punto de corte para optimizar el diagndstico. Este
fendmeno ocurre de forma natural en el aprendizaje de los especialistas en diagndstico,
gue conforme van adquiriendo experiencia incluyen o descartan lesiones como criterios
diagndsticos relevantes, asi como van cambiando de forma subjetiva la ponderacion de
dichas lesiones sobre el diagndstico que emiten.

Aunque esta propuesta parte de la necesidad de un diagndstico de la manera subjetiva
tradicional, la “matematizacion” de las lesiones que deben ser priorizadas para ese
diagnostico simplifica la tarea de generar informacidén para uso estadistico aun por
personas de poca especializacién en el area de la histopatologia de tilapia. En cierta
medida, una parte importante del diagndstico de estreptococosis se puede objetivar
estadisticamente por la metodologia desarrollada en este trabajo y no solo depender de
la subjetividad del patdlogo, lo que permite su utilizacidn en sistemas automatizados.

En consecuencia, los modelos resultantes ofrecen un instrumento que permitiria la
utilizacion de grandes volumenes de informacién basada en unas pocas lesiones en
poblaciones numerosas de individuos y de esta forma conocer la evolucién temporal de
esta patologia en particular. A nuestro entender, es esta la primera vez que se obtiene
una herramienta de esta naturaleza para una enfermedad en peces, y quizas en otras
especies animales; mas aun, creemos que metodologia similar se puede emplear para
otras enfermedades de las tilapias y de esta forma implementar sistemas de vigilancia
epidemioldgica basados en el concepto de lesiones-enfermedad y no solo en el de
etiologia como es lo usual.

96 Resultados y discusion



Conclusiones

Con base en los resultados de nuestro estudio se llega a las siguientes conclusiones:

PRIMERA. En la primera fase del estudio se constaté que la concordancia de las
observaciones de la estudiante con respecto al tutor fue apropiada en la mayoria de
las lesiones evaluadas en las tilapias seleccionadas. Aun mads, aquellas lesiones
reportadas por diferentes autores y que fueron confirmadas en este estudio como
caracteristicas de la estreptococosis tuvieron concordancias desde aceptables hasta
excelentes, lo que les confiere consistencia a los resultados aqui reportados.

SEGUNDA: Las concordancias no aceptables corresponden en su mayoria a lesiones con
frecuencias muy bajas o muy altas, debido a cuatro factores: el tamafio de muestra,
la exhaustividad del listado de las lesiones, entre las que se incluyen un alto nimero
de alteraciones inespecificas y la utilizacion de un sistema de calificacién de Ila
severidad y la extensidén de las lesiones con cuatro grados.

TERCERA: Las tilapias procedentes de muestras aleatorias, es decir, en apariencia sanas,
presentan una gran variedad de cambios histoldgicos en sus drganos, algunos con
mas frecuencia que otros, los cuales se pueden explicar como respuestas
bioquimicas, fisioldgicas e inespecificas a diversos factores presentes en el ambiente
pero también a patdgenos diversos entre los que se incluye S. agalactiae; por tanto,
la histopatologia se confirma como una herramienta adecuada para evaluar el estado
de salud, bienestar general y la presencia de multiples patdogenos potenciales y
sustancias que de emplear otra técnica menos exhaustiva se pueden pasar por alto;
también permite determinar la relevancia de estos hallazgos en poblaciones que
provienen de monitoreos de rutina en las granjas.

CUARTA: El diagnodstico de estreptococosis por S. agalactiae ST260, determinado con
base en los cambios histopatoldgicos, explica en buena medida la presencia de estos
hallazgos en las tilapias de ambos muestreos, pero en especial en aquellas con signos,
sin que ello descarte la concurrencia de otros patdgenos menos prevalentes o
sustancias no determinadas en esta poblacidon. Por lo anterior, ratificamos la
importancia de esta enfermedad y su alta prevalencia en las tilapias de cultivo en
Colombia y la necesidad de continuar con investigaciones que busquen formas
adecuadas de control o prevencion.

QUINTA: Las elevadas correlaciones entre la severidad y la extension en la mayoria de
las lesiones evaluadas en esta investigacién permiten el empleo de cualquiera de
estos dos criterios para la gradacién de los dafos en cualquier 6rgano. Este hallazgo

Tesis Doctoral Alba Lucia Rey Castafio 97



aporta claridad a lo que siempre ha sido un dilema para los morfélogos en los
estudios de histopatologia: cual de los dos o si ambos criterios son imprescindibles
para calificar una lesion.

SEXTA: Este trabajo confirma matematicamente la solidez y la confiabilidad de las
lesiones consideradas como tipicas que de manera subjetiva se emplean de rutina en
el diagndstico de estreptococosis por S. agalactiae ST260, pero que tal vez no se
limiten Unicamente a esta secuencia gendmica. Asimismo, los analisis permitieron
asociar la enfermedad con algunas lesiones infrecuentes y/o no descritas por la
literatura, como los cambios en el hepatopdncreas y tejido cardiaco diferentes de
epicarditis, que al estar correlacionadas con la entidad merecen seguimiento en
futuros estudios; especial atencién merecen la necrosis del miocardio, la miocarditis
y la endocarditis.

SEPTIMA: Los cambios inflamatorios y necréticos en encéfalo, corazén y ojo, que son
caracteristicos de la enfermedad estreptocdcica, tuvieron correlaciones significativas
de moderadas a altas con la entidad, tanto en los muestreos aleatorios como en los
dirigidos, de tal forma que pudimos notar su potencial para disenar los modelos de
diagndstico propuestos.

OCTAVA: La presencia de los granulomas en encéfalo, corazén y ojo mostrd una alta
especificidad para la estreptococosis, aunque su frecuencia fuera baja, y podrian ser
un mecanismo de la bacteria para persistir en portadores asintomaticos.

NOVENA: Los modelos predictivos generados seleccionaron aquellas lesiones que tienen
asociacion directa con la estreptococosis y que se fueron ratificando a medida que se
avanzaba en las diferentes fases del estudio.

DECIMA: Los modelos propuestos mostraron buenos porcentajes de sensibilidad y
especificidad, no obstante que, tras la validaciéon el modelo denominado general
simple no mostrd resultados aceptables, probablemente debido al tamafno de la
muestra validada. Este tipo de modelos ofrecen un elevado potencial para ser
perfeccionados y evolucionar como un sistema experto basado en el andlisis masivo
de datos con el fin de diagnosticar diferentes enfermedades.

UNDECIMA: Los modelos propuestos son una herramienta que permitiria el analisis
automatizado de un gran nimero de muestras con fines epidemiolégicos, no ya sobre
la base de una etiologia sino sobre el concepto de lesiones-enfermedad, mucho mas
amplio, sdélido y preciso que el primero; ademas de facilitar el manejo de ingentes
volimenes de informacion en programas de vigilancia epidemioldgica. Una
caracteristica del instrumento desarrollado es la simplificacion del diagndstico de una
patologia especifica, de tal suerte que no sea necesario personal de alta
especializacion.
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Anexos

Anexo 1. Frecuencias de lesiones y patogenos y concordancias
entre dos evaluadores de una muestra preliminar (n=35)

Anexo 1.A. Lesiones por drganos y sistemas

Tabla 1.A.1. Frecuencia de lesiones en drganos y tejidos. y concordancias entre dos evaluadores

Frecuencia Concordancia

Organo o o seglin .
Lesion Presencia Gradode Grado de

de lesion severidad extension

tejido evaluador

Activacion células caliciformes en branquias 2.3% 4.3% | 0.1947 -0.0068 0.1414
Arcobranquitis/Branquiespinitis 8.3% 5.1%| 0.3594 0.5796 0.4813
Atrofia y/o pérdida de lamelas branquiales 89% 7.1%| 0.4878 0.3185 0.3992
Branquitis 9.7% 8.0% | 0.2105 0.3171 0.0907
Degeneracidn del cartilago branquial 0.0% 0.6% - - -
Branquias Desprendimiento filamentos branquiales 0.0% 0.9% - - -
Detritus celulares en la luz branquial 7.4% 6.3% | -0.0448 0.4690 0.3889
Granulomas en branquias 0.0% 0.0% - - -
Hemorragias en branquias 1.7% 1.1%| 0.5364 0.4560 0.3508
Hiperplasia células caliciformes en branquiespinas 1.1% 4.0%| 0.1892 0.3836 0.4361
Hiperplasia interlamelar branquial 49% 8.3%| 0.1026 0.0565 0.1374
Necrosis en branquias 2.3% 6.0%| 0.2268 0.3812 0.2135
Coroiditis 6.3% 5.7% | 0.7627 0.7009 0.7482
Endoftalmitis 0.9% 0.3%| -0.0448  -0.0479 -0.0515
Exoftalmitis 2.3% 2.0%| 0.9153 0.9139 0.8882
Ojo Granulomas en ojo 2.0% 2.3%| 0.7458 0.7222 0.5892
Granulomas con centro activo en ojo 0.3% 0.3% | 1.0000 1.0000 1.0000
Necrosis en ojo 1.4% 2.0%| 0.2000 0.3723 0.3860
Panoftalmitis 0.9% 0.9% | 1.0000 0.9505 1.0000
Meningitis 6.0% 6.0% | 0.6429 0.8961 0.8364
Granulomas en meninges 2.0% 2.0%| 1.0000 0.9109 0.9652
Necrosis en meninges 2.0% 3.4% | 0.6479 0.7860 0.7838
) Granulomas con centro activo en meninges 0.0% 0.0% - - -
ii:jlr::() Ventriculitis 49% 29%| 04793 06332  0.5285
Granulomas en encéfalo 14% 0.9% | 0.7200 0.7583 0.5313
Necrosis en encéfalo 1.4% 1.7% | 0.4615 0.5827 0.5205
Encefalitis 0.6% 1.1%| 0.2784 0.1489 0.1695
,,,,,,,,,,,,,, Granulomas con centro activo enencéfalo  [00% 00%| - - -
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Tabla 1.A.1 (cont). Frecuencia de lesiones en drganos y tejidos. y concordancias entre dos evaluadores

Frecuencia Concordancia
Ol:gano o Lesion segun Presencia Gradode Gradode
tejido evaluador = ; v
de lesion severidad extension
Activacion de CMM en intersticio renal 4.6% 6.0%| 0.2697 0.2391 0.1954
Degeneracién vacuolar en tubulos renales 0.0% 3.7% - - -
Glomerulitis 0.3% 0.6%| -0.0396 -0.0396 -0.0396
Gotas hialinas en tubulos renales 4.6% 5.1% | 0.4300 0.7805 0.6348
Granulomas en intersticio renal 2.3% 2.0%| 0.5763 0.8066 0.7039
Rifi6n Granulomas en tubulos renales 0.0% 0.0% - - -
Granulomas con centro activo en intersticio renal 0.3% 0.3% | 1.0000 1.0000 1.0000
Hemorragias en intersticio de rifidn 0.0% 0.0% - - -
Necrosis/muerte de tubulos renales 7.4% 2.9% | 0.1486 0.1247 0.0870
Nefritis intersticial perivascular 9.4% 8.3% | 0.4531 0.6091 0.5914
Nefrocalcinosis en tubulos renales 0.6% 0.9% | 0.3558 0.8489 0.7091
Paso de Leucocitos en tubulos renales 0.0% 0.9% - - -
Endocarditis 4.3% 2.0%| 0.5000 0.6780 0.3675
Epicarditis 6.9% 5.7%| 0.7586 0.8970 0.6798
Granulomas en corazén 2.0% 2.3%| 0.9153 0.8713 0.8353
Corazoén Granulomas con centro activo en corazén 0.3% 0.3% | 1.0000 0.9210 0.7953
Hipertrofia del endocardio 0.0% 0.3% - - -
Miocarditis 0.9% 0.6%| 0.7853 0.7218 0.7853
Necrosis en corazén 1.1% 2.0%| 0.4681 0.6847 0.7321
Alteraciones glandulares en mucosa géstrica 1.1% 0.9% | 0.2081 0.0721 0.0779
Degeneracion hialina en muscular gastrica 0.0% 0.3% - - -
Detritus celulares en la luz gastrica 0.6% 3.1%| 0.2336 0.2336 0.2336
Granulomas en mucosa gastrica 0.0% 0.0% - - -
Granulomas en muscular gastrica 0.3% 0.3% | 1.0000 1.0000 1.0000
Granulomas en submucosa gastrica 0.3% 0.3% | 1.0000 1.0000 1.0000
Estémago  Inflamacién en mucosa gastrica 6.9% 5.4%| 0.1147 0.2204 0.0102
Inflamacién muscular gastrica 0.3% 0.6% | -0.0396 -0.0338 -0.0396
Inflamacién submucosa gastrica 7.4% 6.9%| 0.4422 0.7991 0.6509
Necrosis/muerte en epitelio de mucosa gastrica 49% 4.9% | 0.0850 0.0680 0.1148
Necrosis/muerte en muscular gastrica 0.6% 0.3%| 0.6535 0.8108 0.3137
Necrosis/muerte en submucosa géstrica 0.0% 1.4% - - -
Ulceraciones en mucosa gastrica 0.9% 0.0% - - -
Activacion células caliciformes en mucosa intestinal | 0.6% 5.4% | 0.0971 0.3588 0.2491
Alteracién arquitectura pliegues intestinales 6.3% 4.3% | 0.1732 0.3498 0.2806
Degeneracion hialina en muscular intestinal 0.0% 0.9% - - -
Detritus celulares en la luz intestinal 2.6% 4.9% | 0.4205 0.4140 0.5444
Granulomas en submucosa intestinal 0.6% 0.9% | 0.7853 0.7123 0.7853
Granulomas con centro activo en submucosa intestinal | 0.0% 0.0% - - -
Inflamacién en mucosa intestinal 5.1% 3.1%| 0.1519 0.3866 0.1741
Intestino Inflamacién en muscular intestinal 0.3% 0.6%| -0.0396 -0.0396 -0.0396
Inflamacién en submucosa intestinal 3.1% 4.3%| 0.3966 0.5699 0.5257
Liberacién de moco en la luz intestinal 0.3% 5.1% | 0.0541 0.1958 0.2553
Material eosinofilico (proteina) en la luz intestinal 5.4% 1.4% | 0.2462 0.3260 0.3158
Migracién leucocitos en mucosa intestinal 0.0% 4.6% - - -
Necrosis/muerte en mucosa intestinal 2.3% 3.4%| 0.4488 0.4958 0.2811
Necrosis/muerte en muscular intestinal 0.9% 0.0% - - -
Necrosis/muerte en submucosa intestinal 0.0% 1.4% - - -
Ulceraciones en mucosa intestinal 0.3% 0.0% - - -
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Tabla 1.A.1 (cont). Frecuencia de lesiones en drganos y tejidos. y concordancias entre dos evaluadores

Frecuencia Concordancia
Olzgano o Lesion segun Presencia Gradode Gradode
tejido evaluador = ; v
A B de lesion severidad extension
Activaciéon de CMM en higado 1.7% 2.6% | 0.4125 0.4125 0.4125
Alteraciones nucleares en hepatocitos 0.0% 0.6% - - -
Gotas hialinas en hepatocitos 0.6% 1.7%| 0.4531 0.5098 0.4531
Degeneracién vacuolar en hepatocitos 3.4% 4.6%| 0.7651 0.8765 0.7676
Higado Granulomas en higado 0.6% 0.6% | 1.0000 1.0000 1.0000
Granulomas con centro activo en higado 0.3% 0.3% | 1.0000 1.0000 1.0000
Hemorragias en higado 0.3% 0.3% | 1.0000 1.0000 1.0000
Hepatitis 5.1% 3.7% | 0.4895 0.4571 0.4037
Necrosis/muerte en higado 1.1% 2.9% | 0.3171 0.5509 0.5319
Pigmentos intracelulares en hepatocitos 0.0% 0.6% - - -
Activacion de CMM en hepatopancreas 2.9% 1.4%| 0.2588 0.2588 0.2588
Granulomas en hepatopdncreas 0.0% 0.3% - - -
;l;r?:::e;s Hemorragias en hepatopancreas 0.3% 0.0% - - -
Hepatopancreatitis 6.9% 3.4%| 0.2836 0.4869 0.4869
Necrosis en hepatopdancreas 0.3% 1.1% | 0.3713 0.4316 0.7388
Activacion de CMM en Peritoneo/Pancreas 0.0% 0.3% - - -
Granulomas Peritoneo/Pancreas 0.3% 0.3% | -0.0294 -0.0294 -0.0294
Peritoneo/ g;f;g:;?;;;:cﬁ:::tm activo en 03% 0.3%| 1.0000  1.0000  1.0000
Pancreas . .
Hemorragias en Peritoneo/ Pancreas 0.0% 0.3% - - -
Necrosis en Peritoneo/Pancreas 0.6% 1.1% | 0.2784 0.4190 0.3377
Peritonitis/ Pancreatitis peritoneal 3.7% 2.3%| 0.2694 0.6474 0.5529
Activacion de CMM en bazo 8.3% 6.6% | 0.4239 0.5172 0.2755
Degeneracidn eritrocitos en bazo 0.0% 2.0% - - -
Deplecion de linfocitos en bazo 8.0% 6.0% | 0.2857 0.3469 0.3488
Bazo Esplenitis 2.0% 4.0%| 0.5455 0.6416 0.5793
Granulomas en bazo 0.6% 0.6% | -0.0606 -0.0355 -0.0479
Granulomas con centro activo en bazo 0.3% 0.3% | 1.0000 0.9210 1.0000
Muerte de leucocitos en bazo 0.0% 0.3% - - -
Necrosis en bazo 0.6% 2.3%| 0.3396 0.3059 0.2683
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Anexo 1.B. Agentes patdgenos por 6rganos y sistemas

Tabla 1.B.1. Frecuencia de patégenos en organos y tejidos. y concordancias entre dos evaluadores

Concordancia (k)

Frecuencia
Organo o tejido Lesion segln evaluador | presencia Grado de
A B de lesion  infeccidn
Bacterias bacilos en branquias 0.0% 0.3% - -
Bacterias cocos en branquias 2.3% 1.7% 0.6447 0.3966
Epitheliocystis en branquias 6.0% 4.6% 0.6067 0.8246
Ichthyophtirius en branquias 0.0% 0.0% - -
. Microsporidium en branquias 0.0% 0.3% - -
Branquias . - :
Mixosporidios en branquias 2.3% 2.6% 0.7672 0.7672
Piscinoodinium en branquias 0.6% 0.3% 0.6535 0.6535
Trematodos digeneos en branquias 0.0% 0.9% - -
Monogeneos en branquias 5.4% 5.1% 0.5990 0.6667
Trichodinas-Chilodonellas en branquias 6.9% 6.6% 0.6765 0.6529
Ojo Bacterias cocos en ojo 1.1% 1.1% 1.0000 0.8256
. . Bacterias cocos en meninges 1.7% 1.4% 0.8923 0.9265
Sistema Nervioso .
Bacterias cocos en encéfalo 0.9% 0.6% 0.7853 0.9030
Rifion Bacterias cocos en rifion 0.9% 1.1% 0.8416 0.9559
Corazon Bacterias cocos en corazén 2.3% 2.0% 0.7458 0.8270
Bacterias bacilos en estémago 0.0% 0.0% - -
Bacterias cocos en estdmago 0.6% 0.3% 0.6535 0.6535
Estdmago Bacterias cocos submucosa en estdmago 0.9% 0.6% 0.7853 0.7853
Parasitos en estomago 0.3% 0.0% - -
Parasitos en submucosa de estémago 0.0% 0.3% - -
Bacterias bacilos en intestino 0.3% 0.0% - -
Bacterias coco-bacilos en intestino 0.0% 0.0% - -
Intestino Bacterias cocos en intestino 2.9% 1.1% 0.3171 0.2934
Bacterias cocos en muscular intestino 0.0% 0.3% - -
Parasitos en intestino 0.0% 0.0% - -
Higado Bacterias cocos en higado 1.1% 1.4% 0.6182 0.7740
Paréasitos en higado 0.0% 0.0% - -
Peritoneo/Péncreas Bacterias cocos en Peritoneo/Pancreas 1.1% 1.1% 0.4355 0.6133
Bazo Bacterias cocos en bazo 1.1% 2.0% 0.6809 0.5882
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Anexo 2. Correlaciones entre severidad y extension de las
lesiones evaluadas en los diferentes drganos y tejidos

Las lesiones sometidas a la prueba d de Somers fueron aquellas con una frecuencia de
presentacion por encima del 5% (n=69) al igual que los agentes patdégenos (n=10).

Anexo 2.A. Lesiones branquiales

Tabla 2.A.1. Asociacion de la severidad y la extensidon de la activacion de células caliciformes
branquiales con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 28.3% 47.4% 21.5% 2.8%
Severidad Dirigido 25.2% 33.6% 39.3% 1.9% 0.006*2
Total 27.4% 43.2% 26.8% 2.5% 0.6629S
Aleatorio 28.3% 27.1% 30.4% 14.2% (p=0.001)
Extensién Dirigido 25.2% 23.4% 43.0% 8.4% 0.105%
Total 27.4% 26.0% 34.2% 12.4%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.A.2. Asociacion de la severidad y la extension de la atrofia y/o pérdida de lamelas branquiales
con el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 34.8% 14.2% 33.2% 17.8%
Severidad Dirigido 56.1% 8.4% 27.1% 8.4% 0.001%
Total 41.2% 12.4% 31.4% 15.0% 0.811°
Aleatorio 34.8% 43.3% 21.9% - (p<0.001)
Extension Dirigido 56.1% 31.8% 12.1% - 0.001%?
Total 41.2% 39.8% 18.9% -

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.A.3. Asociacion de la severidad y la extension de la degeneracidn del cartilago branquial con
el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 93.5% 6.1% 0.4% -
Severidad Dirigido 96.3% 2.8% 0.9% - 0.340RY
Total 94.4% 5.1% 0.6% - 0.993¢9S
Aleatorio 93.5% 6.1% 0.4% - (p<0.001)
Extensidn Dirigido 96.3% 1.9% 1.9% - 0.082Rv
Total 94.4% 4.8% 0.8% -

RV: Significacion segun la prueba de Razdn de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar

Tesis Doctoral Alba Lucia Rey Castafio 121



Tabla 2.A.4. Asociacidn de la severidad y la extensidn de desprendimiento de filamentos branquiales
con el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 90.3% 4.5% 5.3% -
Severidad Dirigido 99.1% 0.9% - - 0.001%v
Total 92.9% 3.4% 3.7% - 0.9819s
Aleatorio 90.3% 5.7% 4.0% - (p=0.001)
Extension Dirigido 99.1% 0.9% - - 0.002RV
Total 92.9% 4.2% 2.8% -

RV: Significacion segun la prueba de Razdén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.A.5. Asociacion de la severidad y la extensidon de detritus celulares en la luz branquial con el
tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 18.2% 62.3% 18.2% 1.2%
Severidad Dirigido 29.9% 37.4% 28.0% 4.7% 0.001*
Total 21.8% 54.8% 21.2% 2.3% 0.6979
Aleatorio 18.2% 50.6% 30.0% 1.2% (p<0.001)
Extension Dirigido 29.9% 32.7% 36.4% 0.9% | 0.011%v
Total 21.8% 45.2% 31.9% 1.1%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacién segln la prueba de Razén de
Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.A.6. Asociacidn de la severidad y la extension de hemorragias branquiales con el tipo de
muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 91.9% 6.9% 1.2% -
Severidad Dirigido 90.7% 7.5% 1.9% - 0.876"V
Total 91.5% 7.1% 1.4% ° 0.990%
Aleatorio 91.9% 7.7% 0.4% - (p<0.001)
Extension Dirigido 90.7% 8.4% 0.9% - 0.818%v
Total 91.5% 7.9% 0.6% -

RV: Significacion segun la prueba de Razdn de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.A.7. Asociacion de la severidad y la extension de hiperplasia de células caliciformes en
branquiespinas con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 46.2% 27.9% 17.0% 8.9%
Severidad Dirigido 45.8% 27.1% 18.7% 8.4% 0.983%
Total 46.0% 27.7% 17.5% 8.8% 0.869%
Aleatorio 46.2% 18.2% 27.5% 8.1% (p<0.001)
Extension Dirigido 45.8% 19.6% 26.2% 8.4% 0.986*
Total 46.0% 18.6% 27.1% 8.2%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar
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Tabla 2.A.8. Asociacion de la severidad y la extension de hiperplasia interlamelar branquial con el tipo
de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 6.1% 21.5% 57.9% 14.6%
Severidad Dirigido 13.1% 16.8% 54.2% 15.9% 0.136%
Total 8.2% 20.1% 56.8% 15.0% 0.206¢
Aleatorio 6.1% 27.1% 48.6% 18.2% (p<0.001)
Extensidn Dirigido 13.1% 26.2% 45.8% 15.0% 0.165*
Total 8.2% 26.8% 47.7% 17.2%

x2: Significacidn segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.A.9. Asociacién de la severidad y la extensidn de branquitis con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 11.7% 46.2% 36.0% 6.1%
Severidad Dirigido 15.0% 28.0% 49.5% 7.5% | 0.017%
Total 12.7% 40.7% 40.1% 6.5% 0.45695
Aleatorio 11.7% 35.2% 44.1% 8.9% (p<0.001)
Extensién Dirigido 15.9% 28.0% 45.8% 10.3% | 0.503<
Total 13.0% 33.1% 44.6% 9.3%

x2: Significacidn segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.A.10. Asociacion de la severidad y la extension de necrosis branquial con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 39.7% 43.7% 15.4% 1.2%
Severidad Dirigido 32.7% 36.4% 25.2% 5.6% 0.009%
Total 37.6% 41.5% 18.4% 2.5% 0.749¢9s
Aleatorio 39.7% 46.2% 14.2% - (p<0.001)
Extensidn Dirigido 32.7% 30.8% 36.4% - <0.001*
Total 37.6% 41.5% 20.9% -

x2: Significacidn segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.A.11. Asociacion de la severidad y la extensidn de arcobranquitis/branquiespinitis con el tipo
de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 65.6% 22.7% 10.9% 0.8%
Severidad Dirigido 71.0% 12.1% 15.9% 0.9% | 0.094%
Total 67.2% 19.5% 12.4% 0.8% 0.907¢S
Aleatorio 65.6% 20.2% 13.4% 0.8% (p<0.001)
Extension Dirigido 71.0% 15.9% 12.1% 0.9% | 0.754"
Total 67.2% 18.9% 13.0% 0.8%

RV: Significacién segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar
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Tabla 2.A.12. Asociacién de la severidad y la extensidén de materia orgdnica en la luz branquial con el
tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 46.2% 48.2% 5.3% 0.4%
Severidad Dirigido 58.9% 33.6% 7.5% - 0.059%Y
Total 50.0% 43.8% 5.9% 0.3% 0.9209
Aleatorio 46.2% 41.7% 11.7% 0.4% (p<0.001)
Extension Dirigido 58.9% 27.1% 14.0% - 0.048%Y
Total 50.0% 37.3% 12.4% 0.3%

RV: Significacién segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.A.13. Asociacién del grado de infeccion por cocos en branquias con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 b 3 p
Aleatorio 94.7% 3.6% 1.6% -

Grado Dirigido 95.3% 2.8% 1.9% - 0.909”Y
Total 94.9% 3.4% 1.7% -

RV: Significacion segun la prueba de Razén de Verosimilitudes

Tabla 2.A.14. Asociacién del grado de infeccidn por Epitheliocystis en branquias con el
tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 62.3% 33.6% 1.2% 2.8%

Grado Dirigido 56.1% 40.2% 1.9% 1.9% 0.596RY
Total 60.5% 35.6% 1.4% 2.5%

RV: Significacion segun la prueba de Razon de Verosimilitudes

Tabla 2.A.15. Asociacién del grado de infeccidn por myxosporidios en branquias con
el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 b 3 p
Aleatorio 89.1% 10.5% 0.4% -

Grado Dirigido 90.7% 8.4% 0.9% - 0.701Rv
Total 89.5% 9.9% 0.6% -

RV: Significacidn seguin la prueba de Razdn de Verosimilitudes

Tabla 2.A.16. Asociacién del grado de infeccidon por monogeneos en branquias con el
tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 P
Aleatorio 52.2% 45.7% 1.2% 0.8%

Grado Dirigido 40.2% 54.2% 3.7% 1.9% 0.100”Y
Total 48.6% 48.3% 2.0% 1.1%

RV: Significacién segun la prueba de Razén de Verosimilitudes

Tabla 2.A.17. Asociaciéon del grado de infeccidn por Trichodina-Chilodonella en
branquias con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 P
Aleatorio 58.7% 34.4% 3.2% 3.6%

Grado Dirigido 44.9% 19.6% 3.7% 31.8% <0.001?
Total 54.5% 29.9% 3.4% 12.1%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson
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Tabla 2.A.18. Asociacion del grado de infeccion por trematodos digeneos en branquias
con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 P
Aleatorio 95.1% 4.5% 0.4% -

Grado Dirigido 87.9% 5.6% 0.9% 5.6% | 0.002%
Total 92.9% 4.8% 0.6% 1.7%

RV: Significacién segun la prueba de Razén de Verosimilitudes

Anexo 2.B. Lesiones en 0jo

Tabla 2.B.1. Asociacion de la severidad y la extension de coroiditis con el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 53.8% 27.1% 15.4% 3.6%
Severidad Dirigido 40.2% 19.6% 21.5% 18.7% <0.001*?
Total 49.7% 24.9% 17.2% 8.2% 0.850%
Aleatorio 53.8% 32.4% 11.7% 2.0% (p<0.001)
Extensidn Dirigido 40.2% 29.9% 27.1% 2.8% 0.003*?
Total 49.7% 31.6% 16.4% 2.3%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.B.2. Asociacion de la severidad y la extension de granulomas en ojo con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 92.3% 2.8% 2.8% 2.0%
Severidad Dirigido 79.4% 11.2% 6.5% 2.8% 0.005RY
Total 88.4% 5.4% 4.0% 2.3% 0.985dS
Aleatorio 92.3% 4.0% 2.8% 0.8% (p<0.001)
Extension Dirigido 79.4% 15.0% 4.7% 0.9% 0.005RY
Total 88.4% 7.3% 3.4% 0.8%

RV: Significacion segun la prueba de Razdén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.B.3. Asociacion de la severidad y la extension de necrosis en ojo con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 88.3% 9.7% 1.2% 0.8%
Severidad Dirigido 54.2% 17.8% 23.4% 4.7% <0.001”Y
Total 78.0% 12.1% 7.9% 2.0% 0.95295
Aleatorio 88.3% 9.7% 2.0% 0.0% (p<0.001)
Extension Dirigido 54.2% 28.0% 15.9% 1.9% <0.001RY
Total 78.0% 15.3% 6.2% 0.6%

RV: Significacion segun la prueba de Razdén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar
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Tabla 2.B.4. Asociacion de la severidad y la extension de exoftalmitis con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 b 3 p
Aleatorio 97.6% 1.2% 0.8% 0.4%

Severidad Dirigido 77.6% 4.7% 13.1% 4.7% | <0.001Rv
Total 91.5% 2.3% 4.5% 1.7%
Aleatorio 97.6% 1.6% 0.8% 0.0%

Extensién Dirigido 77.6% 11.2% 8.4% 2.8% | <0.001RY
Total 91.5% 4.5% 3.1% 0.8%

Sev. / Ext.

0.988%
(p<0.001)

RV: Significacién segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar

Anexo 2.C. Lesiones en Sistema nervioso

Tabla 2.C.1. Asociacién de la severidad y la extensidon de granulomas en meninges con el tipo de

muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 95.5% 1.2% 0.8% 2.4%

Severidad Dirigido 87.9% 1.9% 7.5% 2.8% 0.0107Y
Total 93.2% 1.4% 2.8% 2.5%
Aleatorio 95.5% 2.0% 2.0% 0.4%

Extension Dirigido 87.9% 9.3% 1.9% 0.9% 0.026RY
Total 93.2% 4.2% 2.0% 0.6%

Sev. / Ext.

0.990%
(p<0.001)

RV: Significacion segun la prueba de Razdén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.C.2. Asociacién de la severidad y la extensién de meningitis con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 76.9% 14.2% 4.5% 4.5%

Severidad Dirigido 36.4% 15.0% 12.1% 36.4% <0.001*
Total 64.7% 14.4% 6.8% 14.1%
Aleatorio 76.9% 15.4% 5.7% 2.0%

Extension Dirigido 36.4% 18.7% 26.2% 18.7% | <0.001*
Total 64.7% 16.4% 11.9% 7.1%

Sev. / Ext.

0.946%
(p<0.001)

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.C.3. Asociacién de la severidad y la extension de necrosis en meninges con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 88.3% 7.7% 2.8% 1.2%

Severidad Dirigido 48.6% 11.2% 36.4% 3.7% | <0.001RY
Total 76.3% 8.8% 13.0% 2.0%
Aleatorio 88.3% 8.1% 2.8% 0.8%

Extension Dirigido 48.6% 14.0% 33.6% 3.7% | <0.001RY
Total 76.3% 9.9% 12.1% 1.7%

Sev. / Ext.

0.969%
(p<0.001)

RV: Significacion segun la prueba de Razdén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar
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Tabla 2.C.4. Asociacidén de la severidad y la extensidn de encefalitis con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 96.8% 1.6% 0.8% 0.8%
Severidad Dirigido 72.9% 12.1% 11.2% 3.7% <0.001”Y
Total 89.5% 4.8% 4.0% 1.7% 0.9719
Aleatorio 96.8% 2.8% 0.4% 0.0% (p<0.001)
Extension Dirigido 72.9% 20.6% 5.6% 0.9% | <0.001RY
Total 89.5% 8.2% 2.0% 0.3%

RV: Significacién segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar

Tabla 2.C.5. Asociacion de la severidad y la extensidn de necrosis en encéfalo con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 94.7% 3.2% 0.8% 1.2%
Severidad Dirigido 69.2% 15.9% 13.1% 1.9% <0.001RY
Total 87.0% 7.1% 4.5% 1.4% 0.9749
Aleatorio 94.7% 4.9% 0.4% 0.0% (p<0.001)
Extension Dirigido 69.2% 24.3% 6.5% 0.0% <0.001*
Total 87.0% 10.7% 2.3% 0.0%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacién segun la prueba de Razdén de
Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.C.6. Asociacidén de la severidad y la extensidn de ventriculitis con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 91.1% 3.6% 4.0% 1.2%
Severidad Dirigido 68.2% 8.4% 15.9% 7.5% | <0.0017
ds
Total 84.2% 5.1% 7.6% 3.1% 0.966
: (p<0.001)
Aleatorio 91.1% 7.3% 1.6% 0.0%
Extension Dirigido 68.2% 20.6% 11.2% 0.0% | <0.001
Total 84.2% | 11.3% 4.5% 0.0%

x2: Significacidn segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.C.7. Asociacién del grado de infeccion por bacterias cocoides en meninges con
el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 b 3 p
Aleatorio 98.0% 0.4% 1.2% 0.4%

Grado Dirigido 87.9% 2.8% 3.7% 5.6% 0.001Rv
Total 94.9% 1.1% 2.0% 2.0%

RV: Significacion segun la prueba de Razon de Verosimilitudes

Tesis Doctoral Alba Lucia Rey Castafio 127



Anexo 2.D. Lesiones en rifidn

Tabla 2.D.1. Asociacion de la severidad y la extension de nefritis intersticial perivascular con el tipo de
muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 18.6% 52.2% 23.5% 5.7%
Severidad Dirigido 8.4% 29.0% 36.4% 26.2% <0.001*
Total 15.5% 45.2% 27.4% 11.9% 0.621¢9
Aleatorio 18.6% 40.5% 32.4% 8.5% (p<0.001)
Extension Dirigido 8.4% 20.6% 50.5% 20.6% <0.0017
Total 15.5% 34.5% 37.9% 12.1%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.D.2. Asociaciéon de la severidad y la extensidn de granulomas en intersticio renal con el tipo
de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 82.6% 11.7% 4.9% 0.8%

Severidad Dirigido 73.8% 12.1% 10.3% 3.7% 0.065%V
Total 79.9% 11.9% 6.5% 1.7%
Aleatorio 82.6% 11.3% 5.7% 0.4%

Extension Dirigido 73.8% 15.0% 11.2% 0.0% 0.164%V
Total 79.9% 12.4% 7.3% 0.3%

Sev. / Ext.

0.968%
(p<0.001)

RV: Significacidn segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.D.3. Asociacién de la severidad y la extension de activacion de CMM en intersticio renal con
el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 45.3% 48.6% 6.1% 0.0%

Severidad Dirigido 43.9% 42.1% 13.1% 0.9% 0.064%V
Total 44.9% 46.6% 8.2% 0.3%
Aleatorio 45.3% 42.9% 11.3% 0.4%

Extension Dirigido 43.9% 37.4% 18.7% 0.0% 0.248Rv
Total 44.9% 41.2% 13.6% 0.3%

Sev. / Ext.

0.880%
(p<0.001)

RV: Significacidn segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.D.4. Asociacion de la severidad y la extension de necrosis en intersticio renal con el tipo de

muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 72.9% 23.9% 3.2% 0.0%

Severidad Dirigido 37.4% 29.9% 30.8% 1.9% <0.001RY
Total 62.1% 25.7% 11.6% 0.6%
Aleatorio 72.9% 20.2% 6.5% 0.4%

Extension Dirigido 37.4% 24.3% 35.5% 2.8% | <0.001RY
Total 62.1% 21.5% 15.3% 1.1%

Sev. / Ext.

0.939%
(p<0.001)

RV: Significacion segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar
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Tabla 2.D.5. Asociacion de la severidad y la extensidn de gotas hialinas en tubulos renales con el tipo
de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 85.4% 10.5% 2.8% 1.2%
Severidad Dirigido 57.0% 19.6% 13.1% 10.3% <0.001*?
Total 76.8% 13.3% 5.9% 4.0% 0.956%
Aleatorio 85.4% 10.1% 4.5% 0.0% (p<0.001)
Extensién Dirigido 57.0% 14.0% 29.0% 0.0% <0.001*?
Total 76.8% 11.3% 11.9% 0.0%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.D.6. Asociacion de la severidad y la extension de degeneracion vacuolar en tdbulos renales
con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 60.3% 24.3% 14.2% 1.2%
Severidad Dirigido 43.9% 15.9% 34.6% 5.6% <0.001*?
Total 55.4% 21.8% 20.3% 2.5% 0.8719
Aleatorio 60.3% 22.3% 17.4% 0.0% (p<0.001)
Extensién Dirigido 43.9% 16.8% 38.3% 0.9% <0.001RY
Total 55.4% 20.6% 23.7% 0.3%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacion segun la prueba de Razén de
Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.D.7. Asociacidn de la severidad y la extension de necrosis/muerte de tibulos renales con el
tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 63.2% 19.4% 17.0% 0.4%
Severidad Dirigido 54.2% 11.2% 30.8% 3.7% 0.001Rv
Total 60.5% 16.9% 21.2% 1.4% 0.880%
Aleatorio 63.2% 21.9% 15.0% 0.0% (p<0.001)
Extensién Dirigido 54.2% 17.8% 28.0% 0.0% 0.016*
Total 60.5% 20.6% 18.9% 0.0%

RV: Significacidn segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; x2: Significacién seguin la prueba Chi-cuadrado de
Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.D.8. Asociacion de la severidad y la extensién del paso de leucocitos en tubulos renales con el
tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 61.9% 33.6% 4.5% 0.0%
Severidad Dirigido 65.4% 25.2% 9.3% 0.0% 0.089%2
Total 63.0% 31.1% 5.9% 0.0% 0.904¢S
Aleatorio 61.9% 13.4% 20.6% 4.0% (p<0.001)
Extension Dirigido 65.4% 4.7% 29.9% 0.0% | 0.006*
Total 63.0% 10.7% 23.4% 2.8%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar
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Anexo 2.E. Lesiones en corazon

Tabla 2.E.1. Asociacion de la severidad y la extension de necrosis en corazon con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 88.7% 8.5% 1.2% 1.6%

Severidad Dirigido 44.9% 15.9% 29.0% 10.3% <0.001%
Total 75.4% 10.7% 9.6% 4.2%
Aleatorio 88.7% 7.3% 3.2% 0.8%

Extension Dirigido 44.9% 24.3% 22.4% 8.4% <0.0017
Total 75.4% 12.4% 9.0% 3.1%

Sev. / Ext.

0.949%
(p<0.001)

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.E.2. Asociacion de la severidad y la extension de endocarditis con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 71.7% 21.5% 6.5% 0.4%

Severidad Dirigido 72.0% 11.2% 12.1% 4.7% 0.002RV
Total 71.8% 18.4% 8.2% 1.7%
Aleatorio 71.7% 25.5% 2.8% 0.0%

Extension Dirigido 72.0% 19.6% 7.5% 0.9% 0.073%
Total 71.8% 23.7% 4.2% 0.3%

Sev. / Ext.

0.93195
(p<0.001)

RV: Significacién segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar

Tabla 2.E.3. Asociacién de la severidad y la extension de epicarditis con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 b 3 p
Aleatorio 72.5% 16.6% 6.1% 4.9%

Severidad Dirigido 35.5% 18.7% 15.0% 30.8% <0.001%
Total 61.3% 17.2% 8.8% 12.7%
Aleatorio 72.5% 17.4% 5.3% 4.9%

Extensidn Dirigido 35.5% 27.1% 8.4% 29.0% <0.001*?
Total 61.3% 20.3% 6.2% 12.1%

Sev. / Ext.

0.924%
(p<0.001)

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.E.4. Asociacién de la severidad y la extension de granulomas en el corazén con el tipo de

muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 89.9% 6.1% 2.0% 2.0%

Severidad Dirigido 81.3% 9.3% 3.7% 5.6% 0.150%v
Total 87.3% 7.1% 2.5% 3.1%
Aleatorio 89.9% 6.5% 3.2% 0.4%

Extension Dirigido 81.3% 11.2% 6.5% 0.9% 0.191%V
Total 87.3% 7.9% 4.2% 0.6%

Sev. / Ext.

0.985¢
(p<0.001)

RV: Significacién segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar
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Tabla 2.E.5. Asociacion de la severidad y la extension de hipertrofia del endocardio con el tipo de

muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 89.9% 6.9% 2.8% 0.4%

Severidad Dirigido 88.8% 4.7% 6.5% 0.0% 0.292%V
Total 89.5% 6.2% 4.0% 0.3%
Aleatorio 89.9% 8.5% 1.6% 0.0%

Extension Dirigido 88.8% 8.4% 2.8% 0.0% 0.776%Y
Total 89.5% 8.5% 2.0% 0.0%

Sev. / Ext.

0.975%
(p<0.001)

RV: Significacién

segln la prueba de Razon de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar

Tabla 2.E.6. Asociacion de la severidad y la extensidon de miocarditis con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 97.2% 1.2% 1.2% 0.4%

Severidad Dirigido 78.5% 6.5% 11.2% 3.7% <0.001RY
Total 91.5% 2.8% 4.2% 1.4%
Aleatorio 97.2% 2.4% 0.4% -

Extension Dirigido 78.5% 15.9% 5.6% - <0.001RY
Total 91.5% 6.5% 2.0% -

Sev. / Ext.

0.971%
(p<0.001)

RV: Significacién segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar

Tabla 2.E.7. Asociacién del grado de infeccién por cocos en el corazén con el tipo de

muestreo
Muestreo 0 1 2 3
Aleatorio 98.8% 0.4% 0.4% 0.4%
Grado Dirigido 79.4% 5.6% 4.7% 10.3%
Total 92.9% 2.0% 1.7% 3.4%

<0.001%Y

RV: Significacién segun la prueba de Razén de Verosimilitudes

Anexo 2.F. Lesiones en estomago

Tabla 2.F.1. Asociacidn de la severidad y la extension de alteraciones glandulares en la mucosa gastrica
con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 b 3 p
Aleatorio 92.7% 6.1% 1.2% 0.0%

Severidad Dirigido 98.1% 0.9% 0.9% 0.0% 0.050%Y
Total 94.4% 4.5% 1.1% 0.0%
Aleatorio 92.7% 3.6% 2.8% 0.8%

Extension Dirigido 98.1% 0.0% 1.9% 0.0% 0.038%Y
Total 94.4% 2.5% 2.5% 0.6%

Sev. / Ext.

0.988%
(p<0.001)

RV: Significacion segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar
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Tabla 2.F.2. Asociacion de la severidad y la extension de detritus celulares en luz del estémago con el
tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 74.1% 23.5% 2.4% 0.0%
Severidad Dirigido 84.1% 13.1% 2.8% 0.0% 0.083*
Total 77.1% 20.3% 2.5% 0.0% 0.97295
Aleatorio 74.1% 21.9% 4.0% 0.0% (p<0.001)
Extension Dirigido 84.1% 13.1% 2.8% 0.0% 0.118<
Total 77.1% 19.2% 3.7% 0.0%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.F.3. Asociacion de la severidad y la extensidn de necrosis/muerte del epitelio en la mucosa
gastrica con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 35.6% 56.3% 8.1% 0.0%
Severidad Dirigido 21.5% 42.1% 33.6% 2.8% <0.001Rv
Total 31.4% 52.0% 15.8% 0.8% 0.76295
Aleatorio 35.6% 50.6% 13.4% 0.4% (p<0.001)
Extension Dirigido 21.5% 32.7% 43.0% 2.8% <0.001Rv
Total 31.4% 45.2% 22.3% 1.1%

RV: Significacion segun la prueba de Razdn de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.F.4. Asociacién de la severidad y la extension de inflamacién de la mucosa gastrica con el tipo
de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 38.9% 46.6% 13.0% 1.6%
Severidad Dirigido 27.1% 44.9% 26.2% 1.9% 0.016"v
Total 35.3% 46.0% 16.9% 1.7% 0.706%
Aleatorio 38.9% 37.7% 21.1% 2.4% (p<0.001)
Extensién Dirigido 27.1% 44.9% 22.4% 5.6% 0.103*2
Total 35.3% 39.8% 21.5% 3.4%

RV: Significacidn segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; x2: Significacién seguin la prueba Chi-cuadrado de
Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.F.5. Asociacion de la severidad y la extensidn de necrosis/muerte de la submucosa gastrica
con el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 91.1% 8.1% 0.8% 0.0%
Severidad Dirigido 68.2% 21.5% 9.3% 0.9% 0.000RY
Total 84.2% 12.1% 3.4% 0.3% 0.959¢9S
Aleatorio 91.1% 8.5% 0.4% 0.0% (p<0.001)
Extension Dirigido 68.2% 9.3% 20.6% 1.9% 0.000RY
Total 84.2% 8.8% 6.5% 0.6%

RV: Significacion segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar
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Tabla 2.F.6. Asociacion de la severidad y la extension de inflamacidn de la submucosa gastrica con el
tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 32.4% 36.4% 26.3% 4.9%
Severidad Dirigido 20.6% 18.7% 47.7% 13.1% <0.001*
Total 28.8% 31.1% 32.8% 7.3% 0.7149
Aleatorio 32.4% 32.8% 31.2% 3.6% (p<0.001)
Extensidn Dirigido 20.6% 28.0% 44.9% 6.5% 0.023*
Total 28.8% 31.4% 35.3% 4.5%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Anexo 2.G. Lesiones en intestino

Tabla 2.G.1. Asociacion de la severidad y la extensidn de detritus celulares en la luz del intestino con
el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 54.7% 40.9% 4.0% 0.4%
Severidad Dirigido 60.7% 29.0% 9.3% 0.9% 0.065RY
Total 56.5% 37.3% 5.6% 0.6% 0.9289
Aleatorio 54.7% 36.0% 9.3% - (p<0.001)
Extension Dirigido 60.7% 25.2% 13.1% 0.9% 0.084RV
Total 56.5% 32.8% 10.5% 0.3%

RV: Significacidn segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.G.2. Asociacién de la severidad y la extension de liberacién de moco en la luz intestinal con el
tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 71.7% 23.5% 4.5% 0.4%
Severidad Dirigido 71.0% 19.6% 8.4% 0.9% | 0.426%V
Total 71.5% 22.3% 5.6% 0.6% 0.9359
Aleatorio 71.7% 19.8% 8.5% 0.0% (p<0.001)
Extension Dirigido 71.0% 15.9% 13.1% 0.0% 0.330°
Total 71.5% 18.6% 9.9% 0.0%

x2: Significacién segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacién seglin la prueba de Razén de
Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.G.3. Asociacion de la severidad y la extensién de material eosinofilico (proteina) en luz

intestinal con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 92.3% 6.1% 1.6% 0.0%

Severidad Dirigido 98.1% 1.9% 0.0% 0.0% | 0.040%Y
Total 94.1% 4.8% 1.1% 0.0%
Aleatorio 92.3% 7.3% 0.4% 0.0%

Extension Dirigido 98.1% 1.9% 0.0% 0.0% | 0.057%V
Total 94.1% 5.6% 0.3% 0.0%

Sev. / Ext.

0.9934
(p<0.001)

RV: Significacion segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS
severidad y extensidn sin estratificar

: Coeficiente simétrico d de Somers entre
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Tabla 2.G.4. Asociacion de la severidad y la extensidon de migracion de leucocitos en la mucosa
intestinal con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 25.9% 64.0% 9.3% 0.8%
Severidad Dirigido 27.1% 49.5% 23.4% 0.0% | 0.003%v
Total 26.3% 59.6% 13.6% 0.6% 0.68895
Aleatorio 25.9% 13.8% 43.3% 17.0% (p<0.001)
Extension Dirigido 27.1% 8.4% 57.9% 6.5% | 0.0117
Total 26.3% 12.1% 47.7% 13.8%

RV: Significacidn segun la prueba de Razdn de Verosimilitudes; x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de
Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.G.5. Asociacion de la severidad y la extensidn de alteracion de la arquitectura de los pliegues
intestinales con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 85.0% 12.6% 2.4% 0.0%
Severidad Dirigido 88.8% 7.5% 3.7% 0.0% 0.313%
Total 86.2% 11.0% 2.8% 0.0% 0.9709
Aleatorio 85.0% 7.7% 5.7% 1.6% (p<0.001)
Extension Dirigido 88.8% 3.7% 7.5% 0.0% | 0.146FY
Total 86.2% 6.5% 6.2% 1.1%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacion segun la prueba de Razén de
Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.G.6. Asociacion de la severidad y la extensidon de activacion de células caliciformes en la
mucosa intestinal con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 30.8% 57.9% 9.7% 1.6%
Severidad Dirigido 17.8% 49.5% 28.0% 4.7% | <0.001*
Total 26.8% 55.4% 15.3% 2.5% 0.7299
Aleatorio 30.8% 25.9% 25.5% 17.8% (p<0.001)
Extensién Dirigido 17.8% 12.1% 47.7% 22.4% | <0.001%
Total 26.8% 21.8% 32.2% 19.2%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.G.7. Asociacion de la severidad y la extension de necrosis/muerte en la mucosa intestinal con
el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 68.8% 26.7% 4.5% 0.0%
Severidad Dirigido 37.4% 39.3% 18.7% 4.7% <0.001RY
Total 59.3% 30.5% 8.8% 1.4% 0.9229s
Aleatorio 68.8% 21.5% 8.9% 0.8% (p<0.001)
Extension Dirigido 37.4% 29.0% 32.7% 0.9% | <0.001Rv
Total 59.3% 23.7% 16.1% 0.8%

RV: Significacion segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar
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Tabla 2.G.8. Asociacion de la severidad y la extension de inflamacion de la mucosa intestinal con el
tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 83.8% 10.5% 4.0% 1.6%
Severidad Dirigido 69.2% 15.9% 9.3% 5.6% 0.009%
Total 79.4% 12.1% 5.6% 2.8% 0.9519
Aleatorio 83.8% 5.3% 9.3% 1.6% (p<0.001)
Extensidn Dirigido 69.2% 3.7% 21.5% 5.6% 0.002%2
Total 79.4% 4.8% 13.0% 2.8%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.G.9. Asociacién de la severidad y la extensidn de necrosis/muerte de la submucosa intestinal
con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 96.0% 2.8% 0.8% 0.4%
Severidad Dirigido 74.8% 15.9% 8.4% 0.9% | <0.001%v
Total 89.5% 6.8% 3.1% 0.6% 0.977%
Aleatorio 96.0% 2.0% 2.0% 0.0% (p<0.001)
Extension Dirigido 74.8% 10.3% 15.0% 0.0% | <0.001*
Total 89.5% 4.5% 5.9% 0.0%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacion seglin la prueba de Razon de
Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad y extensidn sin

Tabla 2.G.10. Asociacidon de la severidad y la extensidn de inflamacién en la submucosa intestinal con
el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 43.7% 34.8% 20.2% 1.2%
Severidad Dirigido 24.3% 25.2% 41.1% 9.3% | <0.001%
Total 37.9% 31.9% 26.6% 3.7% 0.7639
Aleatorio 43.7% 24.7% 28.3% 3.2% (p<0.001)
Extensidn Dirigido 24.3% 10.3% 58.9% 6.5% | <0.001%
Total 37.9% 20.3% 37.6% 4.2%

x2: Significacién segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.G.11. Asociacién de la severidad y la extensién de degeneracion hialina en la muscular del
intestino con el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 99.6% 0.0% 0.4% 0.0%
Severidad Dirigido 79.4% 5.6% 13.1% 1.9% | <0.001RY
Total 93.5% 1.7% 4.2% 0.6% 0.989%
Aleatorio 99.6% 0.0% 0.4% 0.0% (p<0.001)
Extension Dirigido 79.4% 7.5% 11.2% 1.9% | <0.001”v
Total 93.5% 2.3% 3.7% 0.6%

RV: Significacidn segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar
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Anexo 2.H. Lesiones en higado

Tabla 2.H.1. Asociacion de la severidad y la extension de gotas hialinas en hepatocitos con el tipo de

muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 96.8% 3.2% 0.0% 0.0%

Severidad Dirigido 86.0% 9.3% 4.7% 0.0% | <0.001RV
Total 93.5% 5.1% 1.4% 0.0%
Aleatorio 96.8% 1.2% 1.2% 0.8%

Extension Dirigido 86.0% 5.6% 2.8% 5.6% 0.003%V
Total 93.5% 2.5% 1.7% 2.3%

Sev. / Ext.

0.983%
(p<0.001)

RV: Significacion segun la prueba de Razdén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.H.2. Asociacion de la severidad y la extension de degeneracidn vacuolar en hepatocitos con el
tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 76.1% 17.4% 6.5% 0.0%

Severidad Dirigido 39.3% 29.9% 20.6% 10.3% <0.001%
Total 65.0% 21.2% 10.7% 3.1%
Aleatorio 76.1% 7.3% 6.9% 9.7%

Extension Dirigido 39.3% 12.1% 27.1% 21.5% <0.001%
Total 65.0% 8.8% 13.0% 13.3%

Sev. / Ext.

0.8969
(p<0.001)

x2: Significacién segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.H.3. Asociacién de la severidad y la extension de hepatitis con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 55.1% 38.5% 5.3% 1.2%

Severidad Dirigido 32.7% 43.0% 20.6% 3.7% <0.001”Y
Total 48.3% 39.8% 9.9% 2.0%
Aleatorio 55.1% 38.9% 5.7% 0.4%

Extension Dirigido 32.7% 39.3% 26.2% 1.9% <0.001RY
Total 48.3% 39.0% 11.9% 0.8%

Sev. / Ext.

0.88595
(p<0.001)

RV: Significacidn segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.H.4. Asociacion de la severidad y la extension de necrosis/muerte en higado con el tipo de

muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p
Aleatorio 87.9% 8.1% 4.0% 0.0%

Severidad Dirigido 72.9% 11.2% 12.1% 3.7% 0.000RY
Total 83.3% 9.0% 6.5% 1.1%
Aleatorio 87.9% 10.1% 2.0% 0.0%

Extension Dirigido 72.9% 15.9% 11.2% 0.0% 0.000%
Total 83.3% 11.9% 4.8% 0.0%

Sev. / Ext.

0.971%
(p<0.001)

x2: Significacién segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: significancia

verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad y extensidn sin estratificar

segun la prueba de razén de
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Tabla 2.H.5. Asociacidn de la severidad y la extension de activacién de CMM en higado con el tipo de
muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 89.1% 10.5% 0.4% 0.0%
Severidad Dirigido 82.2% 17.8% 0.0% 0.0% 0.134%V
Total 87.0% 12.7% 0.3% 0.0% 0.99195
Aleatorio 89.1% 10.5% 0.4% 0.0% (p<0.001)
Extension Dirigido 82.2% 14.0% 3.7% 0.0% 0.040Rv
Total 87.0% 11.6% 1.4% 0.0%

RV: Significacion segun la prueba de Razdén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar

Anexo 2.1. Lesiones en hepatopancreas y peritoneo/pancreas

Tabla 2.1.1. Asociacién de la severidad y la extensidn de hepatopancreatitis con el tipo de muestreo

Aleatorio 71.7% 25.1% 3.2% 0.0%
Severidad Dirigido 35.5% 40.2% 21.5% 2.8% <0.001RY
Total 60.7% 29.7% 8.8% 0.8% 0.938¢
Aleatorio 71.7% 22.3% 6.1% 0.0% (p<0.001)
Extension Dirigido 35.5% 30.8% 30.8% 2.8% <0.001RY
Total 60.7% 24.9% 13.6% 0.8%

RV: Significacion segun la prueba de Razdn de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.1.2. Asociacion de la severidad y la extensidn de activacion de CMM en hepatopancreas con el
tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 84.2% 14.2% 1.6% 0.0%
Severidad Dirigido 61.7% 38.3% 0.0% 0.0% | <0.001RY
Total 77.4% 21.5% 1.1% 0.0% 0.978¢
Aleatorio 84.2% 14.6% 1.2% 0.0% (p<0.001)
Extensién Dirigido 61.7% 30.8% 7.5% 0.0% | <0.001%
Total 77.4% 19.5% 3.1% 0.0%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacion seglin la prueba de Razén de
Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.1.3. Asociacion de la severidad y la extension de necrosis del hepatopancreas con el tipo de
muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 93.5% 6.1% 0.4% 0.0%
Severidad Dirigido 64.5% 30.8% 4.7% 0.0% | <0.001RY
Total 84.7% 13.6% 1.7% 0.0% 0.975¢9S
Aleatorio 93.5% 6.1% 0.4% 0.0% (p<0.001)
Extensién Dirigido 64.5% 22.4% 13.1% 0.0% | <0.001%
Total 84.7% 11.0% 4.2% 0.0%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacion seglin la prueba de Razén de
Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad y extension sin estratificar
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Tabla 2.1.4. Asociacidn de la severidad y la extensidn de peritonitis/pancreatitis peritoneal con el tipo
de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 91.5% 4.0% 4.0% 0.4%
Severidad Dirigido 76.6% 9.3% 6.5% 7.5% <0.0017
Total 87.0% 5.6% 4.8% 2.5% 0.976%
Aleatorio 91.5% 6.1% 2.4% 0.0% (p<0.001)
Extension Dirigido 76.6% 10.3% 11.2% 1.9% <0.001RY
Total 87.0% 7.3% 5.1% 0.6%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; RV: Significacion segun la prueba de Razén de
Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad y extension sin estratificar

Tabla 2.1.5. Asociacién de la severidad y la extensidn de necrosis del pancreas/peritoneo con el tipo
de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 98.4% 0.8% 0.4% 0.4%
Severidad Dirigido 85.0% 5.6% 8.4% 0.9% <0.001Rv
Total 94.4% 2.3% 2.8% 0.6% 0.995%
Aleatorio 98.4% 0.8% 0.8% 0.0% (p<0.001)
Extension Dirigido 85.0% 6.5% 8.4% 0.0% <0.001Rv
Total 94.4% 2.5% 3.1% 0.0%

RV: Significacion segun la prueba de Razdn de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extension sin estratificar

Anexo 2.J. Lesiones en bazo

Tabla 2.J.1. Asociacion de la severidad y la extensidon de activacién de CMM en bazo con el tipo de
muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 20.2% 60.7% 18.2% 0.8%
Severidad Dirigido 12.1% 58.9% 22.4% 6.5% 0.004*
Total 17.8% 60.2% 19.5% 2.5% 0.5709S
Aleatorio 20.2% 29.1% 32.8% 17.8% (p<0.001)
Extensidn Dirigido 12.1% 29.0% 34.6% 24.3% 0.221%
Total 17.8% 29.1% 33.3% 19.8%

x2: Significacion segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.J.2. Asociacién de la severidad y la extensién de degeneracién de eritrocitos en bazo con el
tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 85.4% 10.5% 3.6% 0.4%
Severidad Dirigido 82.2% 10.3% 6.5% 0.9% 0.6307Y
Total 84.5% 10.5% 4.5% 0.6% 0.9729S
Aleatorio 85.4% 8.1% 6.1% 0.4% (p<0.001)
Extension Dirigido 82.2% 5.6% 12.1% - 0.195%Y
Total 84.5% 7.3% 7.9% 0.3%

RV: Significacion segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar

138 Anexo 2



Tabla 2.J.3. Asociacion de la severidad y la extensidn de deplecidon de linfocitos en bazo con el tipo de

muestreo

Muestreo 0 1 b 3 p
Aleatorio 49.4% 27.9% 16.2% 6.5%

Severidad Dirigido 32.7% 11.2% 27.1% 29.0% <0.001%?
Total 44.4% 22.9% 19.5% 13.3%
Aleatorio 49.4% 11.7% 27.9% 10.9%

Extensidn Dirigido 32.7% 0.9% 31.8% 34.6% <0.001*?
Total 44.4% 8.5% 29.1% 18.1%

Sev. / Ext.

0.879%
(p<0.001)

x2: Significacidn segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.J.4. Asociacion de la severidad y la extension de granulomas en bazo con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 b 3 p
Aleatorio 89.1% 4.0% 4.5% 2.4%

Severidad Dirigido 83.2% 8.4% 4.7% 3.7% 0.364%V
Total 87.3% 5.4% 4.5% 2.8%
Aleatorio 89.1% 4.0% 4.5% 2.4%

Extensidn Dirigido 83.2% 5.6% 9.3% 1.9% 0.311%
Total 87.3% 4.5% 5.9% 2.3%

Sev. / Ext.

0.991%
(p<0.001)

RV: Significacién segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar

Tabla 2.J.5. Asociacién de la severidad y la extensién de muerte de leucocitos en bazo con el tipo de

muestreo

Muestreo 0 1 b 3 p
Aleatorio 93.5% 5.7% 0.8% -

Severidad Dirigido 86.0% 11.2% 2.8% - 0.072%Y
Total 91.2% 7.3% 1.4% -
Aleatorio 93.5% 4.5% 2.0% -

Extension Dirigido 86.0% 9.3% 3.7% 0.9% 0.092%Y
Total 91.2% 5.9% 2.5% 0.3%

Sev. / Ext.

0.990%
(p<0.001)

RV: Significacién segun la prueba de Razén de Verosimilitudes; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre
severidad y extensidn sin estratificar

Tabla 2.J.6. Asociacion de la severidad y la extension de necrosis en bazo con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 b 3 p
Aleatorio 90.3% 6.1% 3.2% 0.4%

Severidad Dirigido 47.7% 17.8% 27.1% 7.5% <0.001*
Total 77.4% 9.6% 10.5% 2.5%
Aleatorio 90.3% 4.5% 5.3% -

Extension Dirigido 47.7% 13.1% 31.8% 7.5% <0.001*
Total 77.4% 7.1% 13.3% 2.3%

Sev. / Ext.

0.964%
(p<0.001)

x2: Significacidn segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar
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Tabla 2.).7. Asociacion de la severidad y la extension de esplenitis con el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 p Sev. / Ext.
Aleatorio 67.2% 19.8% 11.7% 1.2%
Severidad Dirigido 41.1% 21.5% 30.8% 6.5% <0.001%
Total 59.3% 20.3% 17.5% 2.8% 0.8849S
Aleatorio 67.2% 10.1% 19.8% 2.8% (p<0.001)
Extension Dirigido 41.1% 15.9% 35.5% 7.5% <0.001%
Total 59.3% 11.9% 24.6% 4.2%

x2: Significacidn segun la prueba Chi-cuadrado de Pearson; dS: Coeficiente simétrico d de Somers entre severidad
y extension sin estratificar

Tabla 2.).8. Asociacion del grado de infeccidon por cocos en bazo con el tipo de

muestreo
Muestreo (0] 1 2 3 P
Aleatorio 98.4% 1.2% - 0.4%
Grado Dirigido 86.0% 1.9% 3.7% 8.4% <0.001%Y
Total 94.6% 1.4% 1.1% 2.8%

RV: Significacién segun la prueba de Razén de Verosimilitudes
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Anexo 3. Correlaciones entre diagndstico de estreptococosis y la
calificacion de la severidad y la extension de cada una de las
lesiones en cada tipo de muestreo

Las lesiones sometidas a la prueba d de Somers fueron aquellas con una frecuencia de
presentacion por encima del 5% (n=69) al igual que los agentes patdogenos (n=10).

Anexo 3.A. Lesiones branquiales

Tabla 3.A.1. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de la
activacion de células caliciformes en branquias segun el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 b 3 d de Somers p
Aleatorio 18.6% 35.0% 54.7% 71.4% 0.229 <0.001
Severidad Dirigido 66.7% 69.4% 69.0% 100.0% 0.030 0.679
Total 32.0% 43.1% 61.1% 77.8% 0.191 <0.001
Aleatorio 18.6% 37.3% 45.3% 45.7% 0.159 <0.001
Extension Dirigido 66.7% 72.0% 67.4% 77.8% 0.019 0.787
Total 32.0% 46.7% 53.7% 52.3% 0.125 0.002

Tabla 3.A.2. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de la atrofia
y/o pérdida de lamelas branquiales segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 47.7% 28.6% 32.9% 22.7% -0.132 0.004
Severidad Dirigido 83.3% 66.7% 44.8% 55.6% -0.277 <0.001
Total 62.3% 36.4% 36.0% 28.3% -0.212 <0.001
Aleatorio 47.7% 29.0% 29.6% - -0.128 0.012
Extension Dirigido 83.3% 52.9% 46.2% - -0.288 <0.001
Total 62.3% 34.8% 32.8% - -0.220 <0.001

Tabla 3.A.3. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensién de la
degeneracion del cartilago branquial segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 37.2% 13.3% - - -0.247 0.018
Severidad Dirigido 69.9% 66.7% - - -0.202 0.454
Total 47.3% 22.2% - - -0.273 0.012
Aleatorio 37.2% 13.3% - - -0.247 0.018
Extension Dirigido 69.9% 50.0% - - -.0197 0.462
Total 47.3% 17.6% = = -0.270 0.013

Tabla 3.A.4. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensidon de
desprendimiento de filamentos branquiales segun el tipo de muestreo

Aleatorio 37.2% 18.2% 23.1% - -0.158 0.083

Severidad | Dirigido 68.9% | 100.0% - - 0.311 0.316

Total 47.4% 25.0% 23.1% - -0.230 0.018

Aleatorio 37.2% 21.4% 20.0% - -0.160 0.079

Dirigido 68.9% | 100.0% - - 0.311 0.316

Extension | total 47.4% 26.7% 20.0% 0.017
- -0.231
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Tabla 3.A.5. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de detritus
celulares en la luz branquial segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 33.3% 29.2% 55.6% 100.0% 0.148 0.012
Severidad Dirigido 59.4% 72.5% 73.3% 80.0% 0.094 0.188
Total 44.2% 38.1% 62.7% 87.5% 0.129 0.005
Aleatorio 33.3% 36.8% 35.1% 33.3% 0.004 0.931
Extension Dirigido 59.4% 71.4% 74.4% 100.0% 0.103 0.156
Total 44.2% 44.4% 48.7% 50.0% 0.031 0.481

Tabla 3.A.6. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensidon de
hemorragias en branquias segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 33.9% 47.1% 100.0% - 0.214 0.079
Severidad Dirigido 68.0% 75.0% 100.0% - 0.122 0.369
Total 44.1% 56.0% 100.0% - 0.195 0.042
Aleatorio 33.9% 57.9% - - 0.208 0.089
Extension Dirigido 68.0% 77.8% 100.0% - 0.121 0.379
Total 44.1% 64.3% 50.0% - 0.190 0.049

Tabla 3.A.7. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensidn de hiperplasia
de células caliciformes en branquiespinas segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 36.8% 44.9% 16.7% 36.4% -0.054 0.259
Severidad Dirigido 71.4% 75.9% 70.0% 33.3% -0.085 0.258
Total 47.2% 54.1% 33.9% 35.5% -0.062 0.141
Aleatorio 36.8% 31.1% 35.3% 40.0% -0.003 0.945
Extensién Dirigido 71.4% 71.4% 64.3% 66.7% -0.042 0.556
Total 47.2% 43.9% 43.8% 48.3% -0.016 0.715

Tabla 3.A.8. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensién de la
hiperplasia interlamelar branquial segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 26.7% 26.4% 34.3% 58.3% 0.153 0.004
Severidad Dirigido 78.6% 44.4% 70.7% 82.4% 0.100 0.158
Total 51.7% 31.0% 44.8% 66.0% 0.130 0.004
Aleatorio 26.7% 34.3% 31.7% 51.1% 0.099 0.099
Extensién Dirigido 78.6% 67.9% 65.3% 75.0% -0.017 0.798
Total 51.7% 44.2% 41.4% 57.4% 0.032 0.455

Tabla 3.A.9. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensién de la
branquitis segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 17.2% 29.8% 43.8% 66.7% 0.188 <0.001
Severidad Dirigido 75.0% 53.3% 75.5% 75.0% 0.081 0.259
Total 37.8% 34.7% 55.6% 69.6% 0.175 <0.001
Aleatorio 17.2% 33.3% 37.6% 59.1% 0.136 0.005
Extension Dirigido 70.6% 66.7% 69.4% 72.7% 0.013 0.849
Total 37.0% 41.9% 47.5% 63.6% 0.099 0.019
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Tabla 3.A.10. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de necrosis

en branquias segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 21.4% 37.0% 63.2% 100.0% 0.248 <0.001
Severidad Dirigido 62.9% 71.8% 70.4% 83.3% 0.068 0.335
Total 32.3% 46.3% 66.2% 88.9% 0.218 <0.001
Aleatorio 21.4% 39.5% 62.9% - 0.235 <0.001
Extension Dirigido 62.9% 63.6% 79.5% - 0.116 0.102
Total 32.3% 44.9% 71.6% - 0.229 <0.001

Tabla 3.A.11. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensién de
arcobranquitis/branquiespinitis segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 35.2% 32.1% 40.7% 100.0% 0.027 0.651
Severidad Dirigido 63.2% 92.3% 76.5% 100.0% 0.176 0.033
Total 44.1% 43.5% 54.5% 100.0% 0.061 0.234
Aleatorio 35.2% 30.0% 42.4% 100.0% 0.031 0.595
Extension Dirigido 63.2% 76.5% 92.3% 100.0% 0.203 0.009
Total 44.1% 41.8% 56.5% 100.0% 0.065 0.207

Tabla 3.A.12. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de materia
organica en la luz branquial segun el tipo de muestreo

Aleatorio 35.1% 36.1% 30.8% 100.0% 0.009 0.872
Severidad Dirigido 66.7% 75.0% 62.5% - 0.043 0.609
Total 46.3% 45.2% 42.9% | 100.0% -0.010 0.846
Aleatorio 35.1% 37.9% 31.0% - -0.005 0.917
Extension Dirigido 66.7% 69.0% 80.0% - 0.067 0.388
Total 46.3% 44.7% 47.7% - -0.007 0.882

Tabla 3.A.13. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con el grado de infeccidn por bacterias
cocos en branquias segun el tipo de muestreo

Grado

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p

Aleatorio 33.8% 66.7% 75.0% - 0.352 0.026
Dirigido 68.6% 66.7% 100.0% - 0.116 0.534
Total 44.3% 66.7% 83.3% - 0.277 0.024

Tabla 3.A.14. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con el grado de infeccidn por Epitheliocystis

en branquias segun el tipo de muestreo

Grado

Muestreo 0 1 2 3 d de Somers p

Aleatorio 33.8% 41.0% - 28.6% 0.036 0.552
Dirigido 61.7% 76.7% 100.0% 100.0% 0.174 0.030
Total 41.6% 53.2% 40.0% 44.4% 0.094 0.069

Tabla 3.A.15. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con el grado de infeccién por
myxosporidios en branquias segun el tipo de muestreo

Grado

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p

Aleatorio 37.7% 15.4% 100.0% - -0.188 0.032
Dirigido 70.1% 55.6% 100.0% - -0.096 0.553
Total 47.6% 25.7% 100.0% - -0.174 0.038
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Tabla 3.A.16. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con el grado de infeccidn por monogeneos
en branquias segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p

Aleatorio 31.8% 38.9% 66.7% 50.0% 0.085 0.153
Grado Dirigido 51.2% 79.3% 100.0% 100.0% 0.290 <0.001

Total 36.6% 52.6% 85.7% 75.0% 0.184 <0.001

Tabla 3.A.17. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con el grado de infeccidn por Trichodinas-
Chilodonellas en branquias segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p

Aleatorio 37.9% 32.9% 12.5% 44.4% -0.052 0.356
Grado Dirigido 56.3% 66.7% 75.0% 88.2% 0.224 0.001

Total 42.5% 39.6% 33.3% 79.1% 0.112 0.016

Tabla 3.A.18. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con el grado de infeccidn por trematodos
digeneos en branquias segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p

Aleatorio 36.6% 18.2% - - -0.199 0.107
Grado Dirigido 69.1% 33.3% 100.0% 100.0% 0.023 0.858

Total 45.9% 23.5% 50.0% 100.0% -0.008 0.941

Anexo 3.B. Lesiones en ojo

Tabla 3.B.1. Asociacidn de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de coroiditis
segun el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 d de Somers P
Aleatorio 18.8% 41.8% 68.4% 100.0% 0.357 <0.001
Severidad Dirigido 32.6% 81.0% 100.0% 100.0% 0.451 <0.001
Total 22.2% 51.1% 80.3% 100.0% 0.436 <0.001
Aleatorio 18.8% 52.5% 58.6% 80.0% 0.322 <0.001
Extension Dirigido 32.6% 90.6% 96.6% 100.0% 0.453 <0.001
Total 22.2% 63.4% 77.6% 87.5% 0.406 <0.001

Tabla 3.B.2. Asociaciéon de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
granulomas en el ojo segun el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 d de Somers P
Aleatorio 31.1% 85.7% 85.7% 100.0% 0.570 <0.001
Severidad Dirigido 61.2% 100.0% 100.0% 100.0% 0.361 <0.001
Total 39.3% 94.7% 92.9% 100.0% 0.537 <0.001
Aleatorio 31.1% 80.0% 100.0% 100.0% 0.574 <0.001
Extension Dirigido 61.2% 100.0% 100.0% 100.0% 0.368 <0.001
Total 39.3% 92.3% 100.0% 100.0% 0.543 <0.001

Tabla 3.B.3. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensidon de necrosis
en ojo segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 b 3 d de Somers p
Aleatorio 29.8% 79.2% 66.7% 100.0% 0.486 <0.001
Severidad Dirigido 44.8% 94.7% 100.0% 100.0% 0.435 <0.001
Total 33.0% 86.0% 96.4% 100.0% 0.546 <0.001
Aleatorio 29.8% 75.0% 100.0% - 0.490 <0.001
Extension Dirigido 44.8% 96.7% 100.0% 100.0% 0.444 <0.001
Total 33.0% 87.0% 100.0% 100.0% 0.554 <0.001
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Tabla 3.B.4. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
exoftalmitis segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 34.9% 66.7% 100.0% - 0.314 0.171
Severidad Dirigido 61.4% 80.0% 100.0% 100.0% 0.326 <0.001
Total 41.7% 75.0% 100.0% 83.3% 0.472 <0.001
Aleatorio 34.9% 50.0% 100.0% - 0.319 0.167
Extension Dirigido 61.4% 91.7% 100.0% 100.0% 0.322 <0.001
Total 41.7% 81.3% 100.0% 100.0% 0.475 <0.001

Anexo 3.C. Lesiones en sistema nervioso

Tabla 3.C.1. Asociaciéon de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
granulomas en meninges segun el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 32.6% 100.0% 100.0% 100.0% 0.665 <0.001
Severidad Dirigido 64.9% 100.0% 100.0% 100.0% 0.338 <0.001
Total 41.8% 100.0% 100.0% 100.0% 0.569 <0.001
Aleatorio 32.6% 100.0% 100.0% 100.0% 0.665 <0.001
Extension Dirigido 64.9% 100.0% 100.0% 100.0% 0.342 <0.001
Total 41.8% 100.0% 100.0% 100.0% 0.571 <0.001

Tabla 3.C.2. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensidon de meningitis
segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 18.4% 88.6% 100.0% 100.0% 0.696 <0.001
Severidad Dirigido 15.4% 100.0% 100.0% 100.0% 0.562 <0.001
Total 17.9% 92.2% 100.0% 100.0% 0.681 <0.001
Aleatorio 18.4% 89.5% 100.0% 100.0% 0.701 <0.001
Extension Dirigido 15.4% 100.0% 100.0% 100.0% 0.538 <0.001
Total 17.9% 93.1% 100.0% 100.0% 0.681 <0.001

Tabla 3.C.3. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensidn de necrosis
en meninges segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 27.1% 100.0% 100.0% 100.0% 0.706 <0.001
Severidad Dirigido 36.5% 100.0% 100.0% 100.0% 0.514 <0.001
Total 28.9% 100.0% 100.0% 100.0% 0.654 <0.001
Aleatorio 27.1% 100.0% 100.0% 100.0% 0.708 <0.001
Extension Dirigido 36.5% 100.0% 100.0% 100.0% 0.504 <0.001
Total 28.9% 100.0% 100.0% 100.0% 0.654 <0.001

Tabla 3.C.4. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensidn de encefalitis
segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 33.5% 100.0% 100.0% 100.0% 0.658 0.003
Severidad Dirigido 57.7% 100.0% 100.0% 100.0% 0.380 <0.001
Total 39.4% 100.0% 100.0% 100.0% 0.585 <0.001
Aleatorio 33.5% 100.0% 100.0% - 0.663 0.003
Extension Dirigido 57.7% 100.0% 100.0% 100.0% 0.395 <0.001
Total 39.4% 100.0% 100.0% 100.0% 0.594 <0.001

(2}
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Tabla 3.C.5. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de necrosis
en encéfalo segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 32.1% 100.0% 100.0% 100.0% 0.669 <0.001
Severidad Dirigido 55.4% 100.0% 100.0% 100.0% 0.397 <0.001
Total 37.7% 100.0% 100.0% 100.0% 0.598 <0.001
Aleatorio 32.1% 100.0% 100.0% - 0.667 <0.001
Extension Dirigido 55.4% 100.0% 100.0% - 0.415 <0.001
Total 37.7% 100.0% 100.0% - 0.610 <0.001

Tabla 3.C.6. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensidon de
ventriculitis segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 29.8% 88.9% 100.0% 100.0% 0.640 <0.001
Severidad Dirigido 54.8% 100.0% 100.0% 100.0% 0.395 <0.001
Total 35.9% 94.4% 100.0% 100.0% 0.591 <0.001
Aleatorio 29.8% 94.4% 100.0% - 0.648 <0.001
Extension Dirigido 54.8% 100.0% 100.0% - 0.409 <0.001
Total 35.9% 97.5% 100.0% - 0.601 <0.001

Tabla 3.C.7. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con el grado de infeccidn por bacterias cocos
en meninges segun el tipo de muestreo

Grado

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p

Aleatorio 34.3% 100.0% 100.0% 100.0% 0.653 0.022
Dirigido 64.9% 100.0% 100.0% 100.0% 0.336 <0.001
Total 42.9% 100.0% 100.0% 100.0% 0.562 <0.001

Anexo 3.D. Lesiones enri

Aon

Tabla 3.D.1. Asociaciéon de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensidn de nefritis

intersticial perivascular segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 8.7% 33.3% 55.2% 64.3% 0.275 <0.001
Severidad Dirigido 33.3% 45.2% 76.9% 96.4% 0.342 <0.001
Total 12.7% 35.6% 63.9% 85.7% 0.353 <0.001
Aleatorio 8.7% 30.0% 51.3% 61.9% 0.267 <0.001
Extension Dirigido 33.3% 50.0% 74.1% 90.9% 0.275 <0.001
Total 12.7% 33.6% 60.4% 76.7% 0.320 <0.001

Tabla 3.D.2. Asociaciéon de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensidon de
granulomas en intersticio renal segln el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 30.9% 44.8% 83.3% 100.0% 0.278 0.001
Severidad Dirigido 65.8% 69.2% 90.9% 75.0% 0.126 0.139
Total 40.6% 52.4% 87.0% 83.3% 0.258 <0.001
Aleatorio 30.9% 46.4% 78.6% 100.0% 0.275 0.001
Extension Dirigido 65.8% 68.8% 91.7% - 0.136 0.112
Total 40.6% 54.5% 84.6% 100.0% 0.258 <0.001
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Tabla 3.D.3. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de activacion
de CMM en intersticio renal segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 18.8% 47.5% 66.7% - 0.296 <0.001
Severidad Dirigido 59.6% 75.6% 78.6% 100.0% 0.147 0.051
Total 30.8% 55.2% 72.4% 100.0% 0.259 <0.001
Aleatorio 18.8% 43.4% 71.4% 100.0% 0.306 <0.001
Extensidn Dirigido 59.6% 77.5% 75.0% - 0.128 0.090
Total 30.8% 52.7% 72.9% 100.0% 0.259 <0.001

Tabla 3.D.4. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensidn de necrosis
en intersticio renal segun el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 25.6% 61.0% 75.0% - 0.363 <0.001
Severidad Dirigido 50.0% 65.6% 93.9% 100.0% 0.296 <0.001
Total 30.0% 62.6% 90.2% 100.0% 0.400 <0.001
Aleatorio 25.6% 56.0% 81.3% 100.0% 0.364 <0.001
Extension Dirigido 50.0% 73.1% 84.2% 100.0% 0.251 <0.001
Total 30.0% 61.8% 83.3% 100.0% 0.390 <0.001

Tabla 3.D.5. Asociacidon de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensién de gotas
hialinas en tubulos renales segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 36.5% 30.8% 28.6% 33.3% -0.057 0.480
Severidad Dirigido 54.1% 81.0% 92.9% 100.0% 0.308 <0.001
Total 40.4% 53.2% 71.4% 85.7% 0.229 <0.001
Aleatorio 36.5% 20.0% 54.5% - -0.045 0.584
Extension Dirigido 54.1% 86.7% 90.3% - 0.306 <0.001
Total 40.4% 45.0% 81.0% - 0.239 <0.001

Tabla 3.D.6. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
degeneracién vacuolar en tubulos renales segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 28.9% 45.0% 51.4% 0.0% 0.147 0.008
Severidad Dirigido 61.7% 41.2% 91.9% 66.7% 0.176 0.011
Total 36.7% 44.2% 72.2% 44.4% 0.202 <0.001
Aleatorio 28.9% 36.4% 58.1% - 0.177 0.002
Extensién Dirigido 61.7% 72.2% 75.6% 100.0% 0.115 0.121
Total 36.7% 45.2% 66.7% 100.0% 0.205 <0.001

Tabla 3.D.7. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
necrosis/muerte de tubulos renales segtn el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 25.6% 52.1% 54.8% - 0.236 <0.001
Severidad Dirigido 50.0% 91.7% 93.9% 75.0% 0.341 <0.001
Total 32.2% 60.0% 72.0% 60.0% 0.306 <0.001
Aleatorio 25.6% 42.6% 67.6% - 0.268 <0.001
Extensidn Dirigido 50.0% 89.5% 93.3% - 0.355 <0.001
Total 32.2% 54.8% 79.1% - 0.328 <0.001

~N
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Tabla 3.D.8. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensién del paso de
leucocitos en tubulos renales segun el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 d de Somers P
Aleatorio 31.4% 36.1% 90.9% - 0.138 0.026
Severidad Dirigido 67.1% 74.1% 70.0% - 0.049 0.567
Total 42.6% 45.5% 81.0% - 0.105 0.042
Aleatorio 31.4% 27.3% 51.0% 50.0% 0.123 0.030
Extensidn Dirigido 67.1% 60.0% 75.0% - 0.064 0.464
Total 42.6% 31.6% 60.2% 50.0% 0.101 0.040

Anexo 3.E. Lesiones en corazon

Tabla 3.E.1. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de necrosis
en corazon segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 27.4% 100.0% 100.0% 100.0% 0.708 <0.001
Severidad Dirigido 31.3% 100.0% 100.0% 100.0% 0.501 <0.001
Total 28.1% 100.0% 100.0% 100.0% 0.652 <0.001
Aleatorio 27.4% 100.0% 100.0% 100.0% 0.704 <0.001
Extension Dirigido 31.3% 100.0% 100.0% 100.0% 0.498 <0.001
Total 28.1% 100.0% 100.0% 100.0% 0.656 <0.001

Tabla 3.E.2. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
endocarditis segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 24.9% 56.6% 81.3% 100.0% 0.371 <0.001
Severidad Dirigido 59.7% 83.3% 100.0% 100.0% 0.313 <0.001
Total 35.4% 61.5% 89.7% 100.0% 0.359 <0.001
Aleatorio 24.9% 60.3% 85.7% - 0.376 <0.001
Extension Dirigido 59.7% 90.5% 100.0% 100.0% 0.317 <0.001
Total 35.4% 67.9% 93.3% 100.0% 0.360 <0.001

Tabla 3.E.3. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensién de epicarditis
segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 b 3 d de Somers p
Aleatorio 14.0% 87.8% 100.0% 100.0% 0.722 <0.001
Severidad Dirigido 21.1% 90.0% 93.8% 100.0% 0.500 <0.001
Total 15.2% 88.5% 96.8% 100.0% 0.671 <0.001
Aleatorio 14.0% 88.4% 100.0% 100.0% 0.724 <0.001
Extension Dirigido 21.1% 89.7% 100.0% 100.0% 0.511 <0.001
Total 15.2% 88.9% 100.0% 100.0% 0.679 <0.001

Tabla 3.E.4. Asociacidén de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
granulomas en el corazén segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 28.8% 93.3% 100.0% 100.0% 0.653 <0.001
Severidad Dirigido 62.1% 100.0% 100.0% 100.0% 0.354 <0.001
Total 38.2% 96.0% 100.0% 100.0% 0.573 <0.001
Aleatorio 28.8% 93.8% 100.0% 100.0% 0.655 <0.001
Extension Dirigido 62.1% 100.0% 100.0% 100.0% 0.358 <0.001
Total 38.2% 96.4% 100.0% 100.0% 0.576 <0.001
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Tabla 3.E.5. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de hipertrofia
del endocardio segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 33.8% 47.1% 57.1% 100.0% 0.182 0.089
Severidad Dirigido 68.4% 60.0% 85.7% - 0.071 0.580
Total 44.2% 50.0% 71.4% 100.0% 0.155 0.070
Aleatorio 33.8% 47.6% 75.0% - 0.184 0.089
Extension Dirigido 68.4% 77.8% 66.7% - 0.062 0.641
Total 44.2% 56.7% 71.4% - 0.153 0.077

Tabla 3.E.6. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensién de miocarditis
segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 33.8% 100.0% 100.0% 100.0% 0.657 0.006
Severidad Dirigido 60.7% 100.0% 100.0% 100.0% 0.363 <0.001
Total 40.7% 100.0% 100.0% 100.0% 0.576 <0.001
Aleatorio 33.8% 100.0% 100.0% - 0.660 0.006
Extension Dirigido 60.7% 100.0% 100.0% - 0.373 <0.001
Total 40.7% 100.0% 100.0% - 0.583 <0.001

Tabla 3.E.7. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con el grado de infeccidn por bacterias cocos
en el corazén segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p

Aleatorio 34.8% 100.0% 100.0% 100.0% 0.649 0.079
Grado Dirigido 61.2% 100.0% 100.0% 100.0% 0.359 <0.001

Total 41.6% 100.0% 100.0% 100.0% 0.570 <0.001

Anexo 3.F. Lesiones en estomago

Tabla 3.F.1. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
alteraciones glandulares en mucosa gastrica segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 36.2% 33.3% - - -0.087 0.427
Severidad Dirigido 68.6% 100.0% 100.0% - 0.313 0.154
Total 46.4% 37.5% 25.0% - -0.114 0.306
Aleatorio 36.2% 33.3% - 100.0% -0.082 0.456
Extensidn Dirigido 68.6% - 100.0% - 0.314 0.154
Total 46.4% 33.3% 22.2% 100.0% -0.110 0.322

Tabla 3.F.2. Asociacidn de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensién de detritus
celulares en luz gastrica segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 35.5% 36.2% 33.3% - 0.003 0.962
Severidad Dirigido 66.7% 85.7% 66.7% - 0.148 0.169
Total 45.8% 45.8% 44.4% - -0.001 0.981
Aleatorio 35.5% 37.0% 30.0% - 0.001 0.989
Extensidn Dirigido 66.7% 85.7% 66.7% - 0.148 0.169
Total 45.8% 47.1% 38.5% - -0.004 0.943

o
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Tabla 3.F.3. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
necrosis/muerte en la mucosa gastrica segln el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 22.7% 41.7% 50.0% - 0.181 0.001
Severidad Dirigido 65.2% 64.4% 75.0% 100.0% 0.090 0.196
Total 31.5% 47.3% 66.1% 100.0% 0.207 <0.000
Aleatorio 22.7% 40.8% 48.5% 100.0% 0.176 0.001
Extension Dirigido 65.2% 62.9% 76.1% 66.7% 0.080 0.272
Total 31.5% 45.6% 64.6% 75.0% 0.202 <0.000

Tabla 3.F.4. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
inflamacion de la mucosa gastrica segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 27.1% 38.3% 46.9% 75.0% 0.136 0.009
Severidad Dirigido 62.1% 62.5% 85.7% 100.0% 0.153 0.023
Total 35.2% 45.4% 65.0% 83.3% 0.177 <0.001
Aleatorio 27.1% 41.9% 38.5% 50.0% 0.096 0.049
Extension Dirigido 62.1% 68.8% 75.0% 83.3% 0.090 0.202
Total 35.2% 51.1% 50.0% 66.7% 0.119 0.005

Tabla 3.F.5. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
necrosis/muerte de la submucosa gastrica segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 33.3% 60.0% 50.0% - 0.255 0.031
Severidad Dirigido 61.6% 82.6% 90.0% 100.0% 0.222 0.004
Total 40.3% 72.1% 83.3% 100.0% 0.340 <0.001
Aleatorio 33.6% 57.1% 100.0% - 0.258 0.030
Extension Dirigido 61.6% 70.0% 90.9% 100.0% 0.232 0.002
Total 40.3% 61.3% 91.3% 100.0% 0.345 <0.001

Tabla 3.F.6. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
inflamacidn de la submucosa géstrica segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 32.5% 28.9% 47.7% 41.7% 0.086 0.081
Severidad Dirigido 59.1% 50.0% 74.5% 92.9% 0.190 0.004
Total 38.2% 32.7% 59.5% 69.2% 0.168 <0.001
Aleatorio 32.5% 32.1% 39.0% 66.7% 0.071 0.149
Extensién Dirigido 59.1% 53.3% 81.3% 85.7% 0.187 0.006
Total 38.2% 37.8% 55.2% 75.0% 0.143 0.001

Anexo 3.G. Lesiones en intestino

Tabla 3.G.1. Asociacidon de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de detritus
celulares en la luz intestinal segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 30.4% 41.6% 40.0% 100.0% 0.111 0.056
Severidad Dirigido 63.1% 80.6% 70.0% 100.0% 0.130 0.107
Total 41.0% 50.8% 55.0% 100.0% 0.108 0.030
Aleatorio 30.4% 39.3% 52.2% - 0.117 0.036
Extension Dirigido 63.1% 81.5% 71.4% 100.0% 0.125 0.113
Total 41.0% 49.1% 59.5% 100.0% 0.110 0.021
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Tabla 3.G.2. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensién de liberacion
de moco en la luz intestinal segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 34.5% 41.4% 27.3% - 0.030 0.643
Severidad Dirigido 71.1% 76.2% 33.3% 100.0% -0.087 0.368
Total 45.5% 50.6% 30.0% 50.0% -0.002 0.977
Aleatorio 34.5% 42.9% 28.6% - 0.027 0.670
Extensidn Dirigido 71.1% 64.7% 64.3% - -0.060 0.520
Total 45.5% 48.5% 42.9% - 0.005 0.923

Tabla 3.G.3. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de material
eosinofilico (proteina) en luz intestinal segun el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 36.0% 33.3% 25.0% - -0.044 0.686
Severidad Dirigido 68.6% 100.0% - - 0.314 0.154
Total 46.2% 41.2% 25.0% - -0.082 0.452
Aleatorio 36.0% 33.3% - - -0.045 0.685
Extension Dirigido 68.6% 100.0% - - 0.314 0.154
Total 46.2% 40.0% - - -0.082 0.455

Tabla 3.G.4. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensién migracién de
leucocitos en la mucosa intestinal segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 23.4% 41.8% 26.1% 50.0% 0.089 0.105
Severidad Dirigido 75.9% 73.6% 52.0% - -0.138 0.075
Total 39.8% 49.8% 39.6% 50.0% 0.027 0.570
Aleatorio 23.4% 29.4% 38.3% 52.4% 0.182 0.001
Extensién Dirigido 75.9% 66.7% 69.4% 42.9% -0.097 0.220
Total 39.8% 37.2% 49.7% 51.0% 0.078 0.064

Tabla 3.G.5. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de alteracidn
de la arquitectura de los pliegues intestinales segln el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 36.2% 32.3% 33.3% - -0.036 0.657
Severidad Dirigido 66.3% 87.5% 100.0% - 0.250 0.019
Total 45.6% 43.6% 60.0% - 0.017 0.816
Aleatorio 36.2% 15.8% 50.0% 50.0% -0.021 0.793
Extension Dirigido 66.3% 100.0% 87.5% - 0.243 0.026
Total 45.6% 30.4% 63.6% 50.0% 0.024 0.744

Tabla 3.G.6. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensién de activacion
de células caliciformes en la mucosa intestinal segln el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 30.3% 37.1% 37.5% 75.0% 0.075 0.175
Severidad Dirigido 63.2% 64.2% 83.3% 60.0% 0.104 0.153
Total 36.8% 44.4% 63.0% 66.7% 0.144 <0.001
Aleatorio 30.3% 40.6% 36.5% 36.4% 0.032 0.483
Extension Dirigido 63.2% 61.5% 68.6% 79.2% 0.091 0.190
Total 36.8% 44.2% 50.9% 51.5% 0.087 0.028
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Tabla 3.G.7. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
necrosis/muerte en la mucosa intestinal segtn el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 29.4% 43.9% 81.8% - 0.209 0.001
Severidad Dirigido 62.5% 71.4% 75.0% 80.0% 0.088 0.217
Total 35.7% 54.6% 77.4% 80.0% 0.244 0.000
Aleatorio 29.4% 41.5% 68.2% 50.0% 0.203 0.001
Extension Dirigido 62.5% 67.7% 77.1% 100.0% 0.106 0.135
Total 35.7% 51.2% 73.7% 66.7% 0.242 0.000

Tabla 3.G.8. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
inflamacién en la mucosa intestinal segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 34.3% 30.8% 60.0% 75.0% 0.093 0.262
Severidad Dirigido 67.6% 76.5% 60.0% 83.3% 0.043 0.615
Total 43.1% 48.8% 60.0% 80.0% 0.134 0.030
Aleatorio 34.3% 30.8% 43.5% 75.0% 0.088 0.283
Extension Dirigido 67.6% 50.0% 73.9% 83.3% 0.063 0.462
Total 43.1% 35.3% 58.7% 80.0% 0.139 0.026

Tabla 3.G.9. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensidon de
necrosis/muerte en la submucosa intestinal segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 34.2% 57.1% 100.0% 100.0% 0.359 0.048
Severidad Dirigido 65.0% 70.6% 100.0% 100.0% 0.174 0.037
Total 42.0% 66.7% 100.0% 100.0% 0.363 <0.001
Aleatorio 34.2% 60.0% 80.0% - 0.357 0.049
Extension Dirigido 65.0% 72.7% 87.5% - 0.164 0.055
Total 42.0% 68.8% 85.7% - 0.359 <0.001

Tabla 3.G.10. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
inflamacidn en la submucosa intestinal segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 25.0% 36.0% 54.0% 100.0% 0.195 <0.001
Severidad Dirigido 53.8% 70.4% 70.5% 100.0% 0.159 0.016
Total 30.6% 44.2% 61.7% 100.0% 0.242 <0.001
Aleatorio 25.0% 36.1% 50.0% 50.0% 0.172 <0.001
Extensién Dirigido 53.8% 54.5% 76.2% 85.7% 0.194 0.014
Total 30.6% 38.9% 62.4% 66.7% 0.233 <0.001

Tabla 3.G.11. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
Degeneracion hialina en muscular intestinal segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 35.4% - 100.0% - 0.646 0.315
Severidad Dirigido 62.4% 100.0% 92.9% 100.0% 0.308 <0.001
Total 42.3% 100.0% 93.3% 100.0% 0.524 <0.001
Aleatorio 35.4% - 100.0% - 0.646 0.315
Extension Dirigido 62.4% 100.0% 91.7% 100.0% 0.306 <0.001
Total 42.3% 100.0% 92.3% 100.0% 0.523 <0.001
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Anexo 3.H. Lesiones en higado

Tabla 3.H.1. Asociacidon de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensién de gotas
hialinas en hepatocitos segun el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 b 3 d de Somers p
Aleatorio 35.1% 50.0% - - 0.149 0.425
Severidad Dirigido 68.5% 70.0% 80.0% - 0.050 0.674
Total 44.4% 61.1% 80.0% - 0.208 0.056
Aleatorio 35.1% - 66.7% 100.0% 0.154 0.406
Extensidn Dirigido 68.5% 66.7% 66.7% 83.3% 0.052 0.655
Total 44.4% 44.4% 66.7% 87.5% 0.210 0.051

Tabla 3.H.2. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la
degeneracidn vacuolar en hepatocitos segun el tipo de muestreo

severidad y la extensidén de

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 33.5% 34.9% 62.5% - 0.100 0.158
Severidad Dirigido 50.0% 75.0% 81.8% 100.0% 0.258 <0.001
Total 36.5% 52.0% 73.7% 100.0% 0.265 <0.001
Aleatorio 33.5% 33.3% 41.2% 50.0% 0.091 0.179
Extension Dirigido 50.0% 53.8% 86.2% 91.3% 0.277 <0.001
Total 36.5% 41.9% 69.6% 70.2% 0.249 <0.001

Tabla 3.H.3. Asociacidn de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de hepatitis

segln el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 d de Somers P
Aleatorio 20.6% 52.6% 61.5% 66.7% 0.312 <0.001
Severidad Dirigido 40.0% 78.3% 90.9% 100.0% 0.333 <0.001
Total 24.6% 61.0% 80.0% 85.7% 0.375 <0.001
Aleatorio 20.6% 53.1% 64.3% 0.0% 0.311 <0.001
Extension Dirigido 40.0% 73.8% 100.0% 50.0% 0.352 <0.001
Total 24.6% 59.4% 88.1% 33.3% 0.381 <0.001

Tabla 3.H.4. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
necrosis/muerte en higado segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 b 3 d de Somers p
Aleatorio 30.0% 80.0% 70.0% - 0.450 <0.001
Severidad Dirigido 59.0% 91.7% 100.0% 100.0% 0.344 <0.001
Total 37.6% 84.4% 87.0% 100.0% 0.465 <0.001
Aleatorio 30.0% 76% 80.0% - 0.459 <0.001
Extensidn Dirigido 59.0% 94.1% 100.0% - 0.350 <0.001
Total 37.6% 83.3% 94.1% - 0.473 <0.001

Tabla 3.H.5. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de activacion
de CMM en higado segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 33.2% 53.8% 100.0% - 0.225 0.035
Severidad Dirigido 68.2% 73.7% - - 0.055 0.626
Total 43.2% 62.2% 100.0% - 0.199 0.013
Aleatorio 33.2% 53.8% 100.0% - 0.225 0.035
Extension Dirigido 68.2% 66.7% 100.0% - 0.065 0.546
Total 43.2% 58.5% 100.0% - 0.202 0.011
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Anexo 3.1. Lesiones en hepatopancreas y peritoneo/pancreas

Tabla 3.L.I. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
hepatopancreatitis segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 28.8% 50.0% 75.0% - 0.241 <0.001
Severidad Dirigido 52.6% 72.1% 87.0% 100.0% 0.227 0.001
Total 33.0% 59.0% 83.9% 100.0% 0.317 <0.001
Aleatorio 28.8% 50.9% 60.0% - 0.231 0.001
Extension Dirigido 52.6% 63.6% 90.9% 100.0% 0.259 <0.001
Total 33.0% 55.7% 81.3% 100.0% 0.316 <0.001

Tabla 3.1.2. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensidn de activacion
de CMM en hepatopdncreas segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 29.8% 62.9% 100.0% - 0.369 <0.001
Severidad Dirigido 57.6% 87.8% - - 0.302 <0.001
Total 36.5% 76.3% 100.0% - 0.408 <0.001
Aleatorio 29.8% 63.9% 100.0% - 0.368 <0.001
Extension Dirigido 57.6% 84.8% 100.0% - 0.289 <0.001
Total 36.5% 73.9% 100.0% - 0.405 <0.001

Tabla 3.1.3. Asociacidn de la prevalencia de estreptococosis con la

del hepatopdancreas segun el tipo de muestreo

severidad y la extension de necrosis

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 31.6% 93.3% 100.0% - 0.619 <0.001
Severidad Dirigido 55.1% 93.9% 100.0% - 0.377 <0.001
Total 37.0% 93.8% 100.0% - 0.566 <0.001
Aleatorio 31.6% 93.3% 100.0% - 0.619 <0.001
Extension Dirigido 55.1% 95.8% 92.9% - 0.348 <0.001
Total 37.0% 94.9% 93.3% - 0.554 <0.001

Tabla 3.1.4. Asociacidn de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de peritonitis/

pancreatitis peritoneal segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 33.6% 30.0% 80.0% 100.0% 0.241 0.043
Severidad Dirigido 64.6% 80.0% 71.4% 100.0% 0.188 0.024
Total 41.9% 55.0% 76.5% 100.0% 0.298 <0.001
Aleatorio 33.6% 46.7% 83.3% - 0.238 0.047
Extension Dirigido 64.6% 72.7% 91.7% 100.0% 0.193 0.021
Total 41.9% 57.7% 88.9% 100.0% 0.299 <0.001

Tabla 3.1.5. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de necrosis

del peritoneo/péancreas segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 b 3 d de Somers p
Aleatorio 35.0% 50.0% 100.0% 100.0% 0.400 0.171
Severidad Dirigido 65.9% 66.7% 100.0% 100.0% 0.219 0.024
Total 43.4% 62.5% 100.0% 100.0% 0.414 <0.001
Aleatorio 35.0% 50.0% 100.0% - 0.401 0.171
Extensidn Dirigido 65.9% 71.4% 100.0% - 0.219 0.025
Total 43.4% 66.7% 100.0% - 0.415 0.001
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Anexo 3.J. Lesiones en bazo

Tabla 3.J.1. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensidn de activacion
de CMM en bazo segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 20.0% 32.0% 62.2% 100.0% 0.248 <0.001
Severidad Dirigido 76.9% 61.9% 75.0% 100.0% 0.090 0.201
Total 31.7% 40.8% 66.7% 100.0% 0.232 <0.001
Aleatorio 20.0% 26.4% 43.2% 54.5% 0.188 <0.001
Extension Dirigido 76.9% 54.8% 75.7% 73.1% 0.061 0.366
Total 31.7% 35.0% 53.4% 61.4% 0.173 <0.001

Tabla 3.).2. Asociacién de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
degeneracion de eritrocitos en bazo segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 32.7% 42.3% 77.8% 100.0% 0.207 0.023
Severidad Dirigido 64.8% 81.8% 100.0% 100.0% 0.243 0.006
Total 42.1% 54.1% 87.5% 100.0% 0.237 <0.001
Aleatorio 32.7% 45.0% 60.0% 100.0% 0.200 0.026
Extension Dirigido 64.8% 83.3% 92.3% - 0.240 0.008
Total 42.1% 53.8% 75.0% 100.0% 0.233 <0.001

Tabla 3.J.3. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extensién de deplecidon
de linfocitos en bazo segun el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 24.6% 39.1% 52.5% 62.5% 0.203 <0.001
Severidad Dirigido 37.1% 83.3% 72.4% 96.8% 0.345 <0.001
Total 27.4% 45.7% 60.9% 85.1% 0.306 <0.001
Aleatorio 24.6% 27.6% 47.8% 63.0% 0.216 <0.001
Extension Dirigido 37.1% 100.0% 70.6% 97.3% 0.396 <0.001
Total 27.4% 30.0% 55.3% 82.8% 0.325 <0.001

Tabla 3.J.4. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de
granulomas en bazo segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 28.2% 90.0% 100.0% 100.0% 0.658 <0.001
Severidad Dirigido 64.0% 88.9% 100.0% 100.0% 0.291 <0.001
Total 38.5% 89.5% 100.0% 100.0% 0.548 <0.001
Aleatorio 28.2% 90.0% 100.0% 100.0% 0.658 <0.001
Extension Dirigido 64.0% 83.3% 100.0% 100.0% 0.295 <0.001
Total 38.5% 87.5% 100.0% 100.0% 0.550 <0.001

Tabla 3.).5. Asociacidn de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de muerte de
leucocitos en bazo segun el tipo de muestreo

Muestreo 0 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 32.5% 78.6% 100.0% - 0.486 <0.001
Severidad Dirigido 65.2% 91.7% 100.0% - 0.276 0.004
Total 41.8% 84.6% 100.0% - 0.449 <0.001
Aleatorio 32.5% 72.7% 100.0% - 0.485 <0.001
Extension Dirigido 65.2% 100.0% 75.0% 100.0% 0.264 0.007
Total 41.8% 85.7% 88.9% 100.0% 0.444 <0.001

(2}
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Tabla 3.J.6. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de necrosis
en bazo segun el tipo de muestreo

Muestreo (0] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 30.0% 86.7% 87.5% 100.0% 0.560 <0.001
Severidad Dirigido 43.1% 78.9% 100.0% 100.0% 0.414 <0.001
Total 32.5% 82.4% 97.3% 100.0% 0.551 <0.001
Aleatorio 30.0% 90.9% 84.6% - 0.558 <0.001
Extension Dirigido 43.1% 85.7% 94.1% 100.0% 0.402 <0.001
Total 32.5% 88.0% 91.5% 100.0% 0.548 <0.001

Tabla 3.J.7. Asociacion de la prevalencia de estreptococosis con la severidad y la extension de esplenitis
segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p
Aleatorio 25.3% 55.1% 55.2% 100.0% 0.287 <0.001
Severidad Dirigido 50.0% 60.9% 97.0% 85.7% 0.303 <0.001
Total 30.5% 56.9% 77.4% 90.0% 0.349 <0.001
Aleatorio 25.3% 44.0% 63.3% 57.1% 0.294 <0.001
Extension Dirigido 50.0% 76.5% 84.2% 87.5% 0.253 <0.001
Total 30.5% 57.1% 72.4% 73.3% 0.336 <0.001

Tabla 3.J.8. Asociacidon de la prevalencia de estreptococosis con el grado de infeccién por bacterias cocos
en bazo segun el tipo de muestreo

Muestreo (1] 1 2 3 d de Somers p

Aleatorio 34.6% 100.0% - 100.0% 0.652 0.041
Grado Dirigido 64.1% 100.0% 100.0% 100.0% 0.343 <0.001

Total 42.7% 100.0% 100.0% 100.0% 0.563 <0.001
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Anexo 4. Lesiones con correlacidon baja o muy baja con diagnostico
de estreptococosis causada por S. agalactiae ST 260

Tabla 4.1. Lesiones con correlaciéon baja o muy baja entre el diagndstico compatible con
estreptococosis y el grado de severidad y/o extension en tilapias del muestreo aleatorio

Frec. (%) Correlacion Correlacion

muestreo severidad-estreptoc. extensidn-estreptoc.

aleatorio  d Somers p d Somers p
Endocarditis 28.3 0.371 <0.001 0.376 <0.001
Activacién CMM en hepatopancreas 15.8 0.369 <0.001 0.368 <0.001
Necrosis en intersticio renal 27.1 0.363 <0.001 0.364 <0.001
Necrosis/muerte en submucosa intestinal 4.0 0.359 0.048 0.357 0.049
Coroiditis 46.2 0.357 <0.001 0.322 <0.001
Hepatitis 44.9 0.312 <0.001 0.311 <0.001
Esplenitis 32.8 0.287 <0.001 0.294 <0.001
Nefritis intersticial perivascular 814 0.275 <0.001 0.267 <0.001
Necrosis/muerte en submucosa géstrica 8.9 0.255 0.031 0.258 0.030
Necrosis en branquias 60.3 0.248 <0.001 0.235 <0.001
Activaciéon de CMM en bazo 79.8 0.248 <0.001 0.188 <0.001
Peritonitis/pancreatitis peritoneal 8.5 0.241 0.043 0.238 0.047
Hepatopancreatitis 28.3 0.241 <0.001 0.231 <0.001
Necrosis/muerte en tubulos renales 36.8 0.236 <0.001 0.268 <0.001
Activacidn células caliciformes en branquias 71.7 0.229 <0.001 0.159 <0.001
Activacién de CMM en higado 10.9 0.225 0.035 0.225 0.035
Necrosis/muerte en mucosa intestinal 31.2 0.209 <0.001 0.203 <0.001
Deplecion de linfocitos en bazo 50.6 0.203 <0.001 0.216 <0.001
Inflamacién en submucosa intestinal 56.3 0.195 <0.001 0.172 <0.001
Branquitis 88.3 0.188 <0.001 0.136 0.005
Migracidn leucocitos en mucosa intestinal 74.1 0.089 0.105 0.182 <0.001
:éesctrr‘i’csgs/ muerte en epitelio de mucosa 64.4 0.181 | <0001 | 0176 | <0.001
Detritus celulares en la luz branquial 81.8 0.148 0.012 0.004 0.931
Degeneracion vacuolar en tubulos renales 39.7 0.147 0.008 0.177 0.002
Paso de leucocitos en tubulos renales 38.1 0.138 0.026 0.123 0.030
Inflamacién en mucosa gastrica 61.1 0.136 0.009 0.096 0.049
Atrofia/ perdida de lamelas branquiales 65.2 -0.132 0.004 -0.128 0.012
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Tabla 4.2. Lesiones con correlacién baja o muy baja entre el diagnéstico compatible con
estreptococosis y el grado de severidad y/o extension en tilapias del muestreo dirigido

Frec. (%) Correlacion Correlacion
Lesion muestreo severidad-estreptoc. extensién-estreptoc.
aleatorio ' d Somers p d Somers p
Deplecidn de linfocitos en bazo 67.3 0.345 <0.001 0.396 <0.001
Encefalitis 27.1 0.380 <0.001 0.395 <0.001
Necrosis en hepatopancreas 35.5 0.377 <0.001 0.348 <0.001
Miocarditis 21.5 0.363 <0.001 0.373 <0.001
Granulomas en ojo 20.6 0.361 <0.001 0.368 <0.001
Necrosis/muerte de tibulos renales 45.8 0.341 <0.001 0.355 <0.001
Hepatitis 67.3 0.333 <0.001 0.352 <0.001
Necrosis/muerte en higado 27.1 0.344 <0.001 0.350 <0.001
Nefritis intersticial perivascular 91.6 0.342 <0.001 0.275 <0.001
Granulomas en meninges 121 0.338 <0.001 0.342 <0.001
Exoftalmitis 22.4 0.326 <0.001 0.322 <0.001
Endocarditis 28.0 0.313 <0.001 0.317 <0.001
Degeneracion hialina en muscular intestinal 20.6 0.308 <0.001 0.306 <0.001
Gotas hialinas en tubulos renales 43.0 0.308 0.035 0.306 0.035
Esplenitis 58.9 0.303 <0.001 0.253 <0.001
Activacién de CMM en hepatopancreas 38.3 0.302 <0.001 0.289 <0.001
Necrosis en intersticio renal 62.6 0.296 <0.001 0.251 <0.001
Degeneracién vacuolar en hepatocitos 60.7 0.258 <0.001 0.277 <0.001
Hepatopancreatitis 64.5 0.227 <0.001 0.259 <0.001
Necrosis/muerte en submucosa géstrica 31.8 0.222 0.004 0.232 0.002
Necrosis en peritoneo/pancreas 15.0 0.219 0.024 0.219 0.025
Inflamacién en submucosa intestinal 75.7 0.159 0.016 0.194 0.014
Peritonitis/pancreatitis peritoneal 23.4 0.188 0.024 0.193 0.021
Inflamacién en submucosa gastrica 79.4 0.190 0.004 0.187 0.006
Degeneracion vacuolar en tubulos renales 56.1 0.176 0.011 0.115 0.121
Necrosis/muerte de la submucosa intestinal 25.2 0.174 0.037 0.164 0.055
Inflamacion en la mucosa gastrica 72.9 0.153 0.023 0.090 0.202
Atrofia/ perdida de lamelas branquiales 43.9 -0.277 <0.001 -0.288 <0.001

Tabla 4.3. Lesiones con correlacidon baja o muy baja entre el diagndstico compatible con
estreptococosis y el grado de severidad y/o extension en tilapias sin considerar tipo de muestreo

Frec. (%) Correlacion Correlacion
Lesién muestreo  severidad-estreptoc. extensidn-estreptoc.

aleatorio  d Somers p d Somers p
Activacion de CMM en intersticio renal 55.1 0.259 <0.001 0.259 <0.001
Granulomas en intersticio renal 20.1 0.258 <0.002 0.258 <0.001
Degeneracion eritrocitos en bazo 15.5 0.237 <0.003 0.233 <0.001
Hemorragias en branquias 8.5 0.195 0.042 0.190 0.049
Hiperplasia interlamelar branquial 91.8 0.130 0.004 0.032 0.455
Detritus celulares en la luz intestinal 43.5 0.108 0.030 0.110 0.021
Degeneracion del cartilago branquial 5.6 -0.273 0.012 -0.270 0.013
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Anexo 5. Lesiones incluidas en los modelos de regresion logistica
segun la correlacion de la prevalencia de estreptococosis con
la severidad o la extension de las lesiones

Las lesiones seleccionadas fueron aquellas que mostraron una correlacién significativa
de la severidad y/o la extensidn con la prevalencia de estreptococosis segun la prueba
d de Somers.

Tabla 5.1. Lesiones incluidas en la prueba de regresion logistica para la creacién de un modelo general o
inespecifico

Frecuencia = Correlacién estreptococosis vs ...

Criterio para

Lesion en muestreo
general (%) Severidad Extension evaluar

Granulomas en corazén 12.7 0.573 0.576 Extension
Granulomas en bazo 12.7 0.548 0.550 Extension
Muerte de leucocitos en bazo 8.8 0.449 0.444 Severidad
Bacterias cocos en branquias 5.1 0.277

Activacién de CMM en intersticio renal 55.1 0.259 0.259 Severidad
Granulomas en intersticio renal 20.1 0.258 0.258 Severidad
Degeneracién de eritrocitos en bazo 15.5 0.237 0.233 Severidad
Hemorragias branquiales 8.5 0.195 0.190 Severidad
Monogeneos en branquias 51.4 0.184

Hiperplasia interlamelar branquial 91.8 0.130 * Severidad
Detritus celulares en la luz intestinal 43.5 0.108 0.110 Extension
Myxosporidiosis en branquias 10.5 -0.174

Degeneracion del cartilago branquial 5.6 -0.273 -0.270 Severidad

* Valor de d de Somers no significativo (p<0.050)

Tabla 5.2.1. Lesiones incluidas en la prueba de regresion logistica para la creacién de un modelo general
avanzado procedentes del muestro aleatorio

Frecuencia en | Correlacién estreptococosis vs ...

Criterio para
muestreo

aleatorio (%) Severidad Extension evaluar

Epicarditis 27.5 0.722 0.724 Extension
Necrosis en corazon 11.3 0.708 0.704 Severidad
Necrosis en meninges 11.7 0.706 0.708 Extension
Meningitis 23.1 0.696 0.701 Extension
Necrosis en encéfalo 5.3 0.669 0.667 Severidad
Granulomas en meninges 45 0.665 0.665 Severidad
Encefalitis 3.2 0.658 0.663 Extension
Miocarditis 2.8 0.657 0.660 Extension
Bacterias cocos en meninges 2.0 0.653

Bacterias cocos en bazo 1.6 0.652

Ventriculitis 8.9 0.640 0.648 Extension
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Tabla 5.2.1 (cont.). Lesiones incluidas en la prueba de regresion logistica para la creacion de un modelo
general avanzado procedentes del muestro aleatorio

Frecuencia en ' Correlacién estreptococosis vs ...

Criterio para

Lesion muestreo
aleatorio (%) Severidad Extension evaluar

Necrosis en hepatopancreas 6.5 0.619 0.619 Severidad
Granulomas en ojo 7.7 0.570 0.574 Extension
Necrosis en bazo 9.7 0.560 0.558 Severidad
Necrosis en ojo 11.7 0.486 0.490 Extension
Necrosis/muerte en higado 12.1 0.450 0.459 Extension
Endocarditis 28.3 0.371 0.376 Extension
Activacién de CMM en hepatopéncreas 15.8 0.369 0.368 Severidad
Necrosis del intersticio renal 27.1 0.363 0.364 Extension
Necrosis/muerte en submucosa intestinal 4.0 0.359 0.357 Severidad
Coroiditis 46.2 0.357 0.322 Severidad
Hepatitis 44.9 0.312 0.311 Severidad
Esplenitis 32.8 0.287 0.294 Extension
Nefritis intersticial perivascular 81.4 0.275 0.267 Severidad
Necrosis/muerte en submucosa géstrica 8.9 0.255 0.258 Extension
Hepatopancreatitis 28.3 0.241 0.231 Severidad
Peritonitis/pancreatitis peritoneal 8.5 0.241 0.238 Severidad
Necrosis/muerte de tibulos renales 36.8 0.236 0.268 Extension
Deplecion de leucocitos en bazo 50.6 0.203 0.216 Extension
Inflamacién en la submucosa intestinal 56.3 0.195 0.172 Severidad
Degeneracidn vacuolar de tubulos renales 39.7 0.147 0.177 Extension
Inflamacién en la submucosa géstrica 61.1 0.136 0.096 Severidad
Atrofia/pérdida de lamelas branquiales 65.2 -0.132 -0.128 Severidad

* Valor de d de Somers no significativo (p<0.050)

Tabla 5.2.2. Lesiones incluidas en la prueba de regresion logistica para la creacién de un modelo general
avanzado procedentes del muestro dirigido

Frecuencia | Correlacién estreptococosis vs ...

Criterio para
en muestreo

dirigido (%) Severidad Extensi6n evaluar
Meningitis 63.6 0.562 0.538 Severidad
Necrosis en meninges 51.4 0.514 0.504 Severidad
Epicarditis 64.5 0.500 0.511 Extension
Necrosis en corazén 55.1 0.501 0.498 Severidad
Coroiditis 59.8 0.451 0.453 Extension
Necrosis en ojo 45.8 0.435 0.444 Extension
Necrosis en bazo 52.3 0.414 0.402 Severidad
Necrosis en encéfalo 30.8 0.397 0.415 Extension
Ventriculitis 31.8 0.395 0.409 Extension
Encefalitis 27.1 0.380 0.395 Extension
Necrosis de hepatopdancreas 355 0.377 0.348 Severidad
Miocarditis 21.5 0.363 0.373 Extension
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Tabla 5.2.2 (cont.). Lesiones incluidas en la prueba de regresion logistica para la creacion de un modelo
general avanzado procedentes del muestro dirigido

Frecuencia  Correlacién estreptococosis vs ...

Criterio para

Lesion en muestreo
dirigido (%) Severidad Extension evaluar

Granulomas en ojo 20.6 0.361 0.368 Extensidn
Deplecion de linfocitos en bazo 67.3 0.345 0.396 Extensidn
Necrosis/muerte en higado 271 0.344 0.350 Extension
Bacterias cocos en bazo 14 0.343

Necrosis/muerte de tubulos renales 45.8 0.341 0.355 Extension
Hepatitis 67.3 0.333 0.352 Extension
Nefritis intersticial perivascular 91.6 0.342 0.275 Severidad
Granulomas en meninges 12.1 0.338 0.342 Extensidn
Bacterias cocos en meninges 12.1 0.336

Endocarditis 28.0 0.313 0.317 Extension
Esplenitis 58.9 0.303 0.253 Severidad
Activacion de CMM en hepatopancreas 38.3 0.302 0.289 Severidad
Necrosis del intersticio renal 62.6 0.296 0.251 Severidad
Hepatopancreatitis 64.5 0.227 0.259 Extension
Necrosis /muerte en la submucosa gastrica 31.8 0.222 0.232 Extensidn
Inflamacién en la submucosa intestinal 75.7 0.159 0.194 Extension
Peritonitis/pancreatitis peritoneal 23.4 0.188 0.193 Extensidon
Degeneracidn vacuolar en tubulos renales 56.1 0.176 * Severidad
Necrosis/muerte en la submucosa intestinal 25.2 0.174 * Severidad
Inflamacion en la submucosa gastrica 72.9 0.153 * Severidad
Atrofia/pérdida de lamelas branquiales 43.9 -0.277 -0.288 Extension

* Valor de d de Somers no significativo (p<0.050)

Tabla 5.3. Lesiones incluidas en la prueba de regresion logistica para la creacidon de un modelo aleatorio
adicionales a las incluidas en la Tabla 5.2.1

Frecuencia | Correlacion estreptococosis vs ...

Criterio para

Lesion - en muestreo -
aleatorio (%) Severidad Extension evaluar

Activaciéon de CMM en bazo 79.8 0.248 0.188 Severidad
Necrosis branquial 60.3 0.248 0.235 Severidad
Activacion de células caliciformes branquiales 71.7 0.229 0.159 Severidad
Activaciéon de CMM en higado 10.9 0.225 0.225 Severidad
Necrosis/muerte en la mucosa intestinal 31.2 0.209 0.203 Severidad
Branquitis 88.3 0.188 0.136 Severidad
Migracion de leucocitos en mucosa intestinal 74.1 * 0.182 Extension
Necrosis/muerte en la mucosa gastrica 64.4 0.181 0.176 Severidad
Detritus celulares en la luz branquial 81.8 0.148 * Severidad
Paso de leucocitos en los tubulos renales 38.1 0.138 0.123 Severidad

* Valor de d de Somers no significativo (p<0.050)
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Tabla 5.4. Lesiones incluidas en la prueba de regresion logistica para la creacion de un modelo dirigido
adicionales a las incluidas en la Tabla 5.2.2

Frecuencia | Correlacién estreptococosis vs ...

Criterio para

Lesion en muestreo
dirigido (%) Severidad Extension evaluar

Bacterias cocos en corazén 5.1 0.359

Exoftalmitis 24 0.326 0.322 Severidad
Degeneracién en la muscular del intestino 0.4 0.308 0.306 Severidad
Gotas hialinas en tubulos renales 14.6 0.308 0.306 Severidad
Degeneracidn vacuolar de hepatocitos 23.9 0.258 0.277 Extensidn
Trichodina-Chilodonella en branquias 51.4 0.224

Necrosis del peritoneo/pancreas 1.6 0.219 0.219 Severidad
Inflamacién en la submucosa gastrica 67.6 0.190 0.187 Severidad
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