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1. Resumen

La enfermedad branquial amebiana (AGD, por sus siglas en inglés), es, posiblemente, una de
las enfermedades infecciosas de mayor importancia en el sector de la acuicultura de
salmdnidos por las pérdidas que puede llegar a ocasionar (hasta el 50% de bajas en jaulas no
tratadas) en la fase marina. Esta enfermedad afecta principalmente al salmén atlantico (Salmo
salar), y también a otras especies cultivables de la misma familia, como la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) y el salmén coho (Oncorhynchus kisutch). El agente causal de esta
enfermedad es el protozoo Neoparamoeba perurans, aunque también pueden intervenir otras
especies de amebas pertenecientes al mismo o a otros géneros (Paramoeba, Vexillifera,
Vannella...), que actian como agentes oportunistas.

Para evitar los problemas que puede llegar a dar esta enfermedad, tienen una especial
importancia las distintas estrategias de prevencién que se pueden tomar; que hoy en dia,
ademas de unas buenas medidas generales de higiene y manejo, pasan por la seleccion
genética de los animales, asi como el control de otros factores como la densidad de poblacién
o los reservorios.

Una vez instaurada la enfermedad, la importancia recae en los métodos de control, que
tradicionalmente han pasado por el bafo de los peces en agua dulce, aunque cada vez hay
mayor variedad de estrategias. Para el veterinario dedicado a la produccidn piscicola es muy
importante conocer las ventajas e inconvenientes de estas estrategias de prevencién y control.

1. Abstract

Amoebic gill disease (or AGD) is, probably, one of the most important infectious diseases in
salmonid aquaculture sector due to the losses it can cause (up to 50% in non-treated cages) in
the marine phase. This disease mainly affects Atlantic salmon (Salmo salar), and also other
farmable species of the same family, like rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and coho salmo
(Oncorhynchus kisutch). The causative agent of this disease is the protozoan Neoparamoeba
perurans, although other species of amoeba belonging to the same or to other genera
(Paramoeba, Vexillifera, Vannella...) can also participarte, acting like opportunist agents.

In order to avoid the problems that this disease can produce, strategies in prevention are
especially important; and, now a days, besides maintaining a good state of hygiene and
management, they include genetic selection and control of other factors like population
density or reservoirs.

Once the disease is established, control methods become important. Traditionally they have
consisted in fresh water bathing, although there are more and more strategies being
developed. For the veterinarian who works in fish farming, is very important to know the
advantages and disadvantages of these prevention and control strategies.

2. Justificacion y objetivos
Debido a la importancia creciente de la produccidn piscicola, resulta interesante la elaboracién
de un trabajo que trate en profundidad una de las patologias que mas problemas pueden dar a



este sector, la enfermedad branquial amebiana (AGD); asi como los métodos seguidos para
hacerle frente.

El objetivo principal de este trabajo es la realizacion de una revision bibliografica que
caracterice las distintas estrategias que se siguen para la prevencion y el control de la AGD,
diferenciando cuales tienen una mayor eficacia y en funcién de qué circunstancias. El trabajo
también pretende realizar una buena determinacién de la importancia actual de la
enfermedad asi como de su distribucién, patogenia, etc. y del propio agente responsable.

3. Metodologia
El trabajo consiste en una revisidn bibliografica. La informacién en él presente proviene de
articulos cientificos sobre el tema, asi como libros especializados.

Los articulos empleados proceden de bases de datos especializadas, como PubMed o Inter-
Research Science Publisher; y de revistas cientificas on-line, como Aquaculture Research. He
utilizado palabras clave como: amebiasis branquial, Neoparamoeba perurans, prevencion
inmunoldgica, seleccidn genética de resistencia, control ambiental, reservoirs, disease control
o fresh water bathing, entre otras.

El disefio del trabajo sigue las directrices del Plan Docente de la asignatura Trabajo de Fin de
Grado del grado de Veterinaria en el curso académico 2018/2019. Las fuentes bibliograficas de
las que se ha obtenido la informacidn para el trabajo, han sido referenciadas mediante el estilo
de citacién “APA”, que nombra autor/es, fecha de publicacién; permitiendo identificar la
fuente posteriormente en el apartado “bibliografia” y localizarla.

4. Introduccion

Las enfermedades parasitarias tienen una gran importancia en la produccién acuicola. La
mayoria de los parasitos estdn asociados a un nicho ecoldgico y una dieta especificos
(Marcogliese, 2002); y la acuicultura altera ambas. Debido a esto, los pardsitos que afectan a
los peces en esta industria frecuentemente difieren a los que afectan a las mismas especies en
estado salvaje (Nowak, 2007). La acuicultura ha propiciado la aparicion de nuevas
enfermedades parasitarias, especialmente las causadas por parasitos oportunistas; y las
condiciones de explotacién favorecen especialmente a los ectoparasitos (Nowak, 2007). Es por
esto que la gestion de la bioseguridad en las explotaciones, asi como la busqueda de
herramientas eficaces de prevenciéon y control cobran cada vez mas relevancia en esta
industria.

La enfermedad de la amebiasis branquial es una enfermedad protozoaria que ha cobrado gran
importancia en la produccidn de peces de agua salada. Fue descrita por primera vez, en el
salmon atlantico (Salmo salar), en la década de los 80 (Munday, 1986). Esta enfermedad
también se ha descrito en otras especies salmonicolas como el salmén coho (Oncorhynchus
kisutch) (Kent et al. 1988) y la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Munday et al. 2001).
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También existen especies no salmdnidas que pueden contraer la enfermedad, como el
rodaballo (Psetta maxima), la lubina (Dicentrarchus labrax), o el ayu (Plecoglossus altivelis)
(Nowak, 2012). La AGD es un problema global que actualmente estd en aumento. Se han
producido brotes que han causado hasta el momento cuantiosas pérdidas econdmicas en
catorce paises, repartidos en los cinco continentes, siendo Islandia el Unico pais con una
produccién importante de salmdn atlantico que no ha declarado ningin brote de esta
enfermedad.

Aungue la AGD se ha considerado como una enfermedad tipica del verano (Roubal et al,,
1989), recientemente han aparecido brotes en invierno, con temperaturas del agua por debajo
de los 10°C, lo que cuestiona el rol de las altas temperaturas como principal factor
desencadenante de la enfermedad (Douglas-Helders et al., 2001). Posteriormente, se ha
demostrado que la densidad de amebas del género Neoparamoeba spp. no estd asociada
significativamente con la turbidez, temperatura o recuentos bacterianos del agua (Douglas-
Helders et al., 2003). Por el contrario, si que hay una correlacion importante entre la aparicion
de la enfermedad y la salinidad del agua, apareciendo infecciones en aguas con salinidades
mayores a 32 psu (unidades practicas de salinidad), y desapareciendo de los peces a
salinidades inferiores a 22 psu (Zilberg & Munday, 2006). Ademas de estos factores, las altas
densidades de peces, la falta de higiene y el intercambio de agua escaso contribuyen a la
aparicion de brotes de AGD (Langdon, 1990).

Figura 1. Jaulas de produccion de salmén atlantico. (Wilkinson et al.,
2005).



5. Resultados y discusion

5.1 Generalidades

5.1.1 Etiologia

El agente causal de la AGD, denominado Neoparamoeba perurans, es un protozoo del orden
Dactylopodida, incluido en la familia Vexilliferidae. Se trata, por tanto, de una ameba marina
anfizoica, es decir, que puede presentarse tanto como organismo de vida libre en el medio
marino, como parasitando animales que lo habitan. Este agente no fue descubierto hasta
2007, cuando Young et al. (2007), lo detectaron asociada a animales enfermos de AGD en los
cuales no se encontraron otras amebas. En este mismo estudio, se realizd un analisis
filogenético basandose en las secuencias de genes del rRNA 18S y el rRNA 28S que demostrd
que N. perurans constituia una especie aparte dentro del género Neoparamoeba. Hasta
entonces, se pensaba que el agente causal de la AGD era N. pemaquidensis, ya que se
consiguié aislar de forma consistente en peces enfermos (Kent et al., 1988, Munday et al.,
2001); pero los intentos de recrear la enfermedad en el laboratorio usando este parasito no
tuvieron éxito (Kent et al., 1988; Morrison et al., 2005).

Morfolégicamente, se trata de una ameba desnuda, sin estructuras organizadas en su
superficie celular. Presenta, en su citoplasma, uno o varios Perkinsela amoebae, protozoos
flagelados endosimbiontes. Todas las especies del género Neoparamoeba presentan
caracteristicas estructurales similares, como membrana plasmatica bien definida, fagosomas, y
presencia de endosimbiontes (Kent et al., 1988); por lo que Neoparamoeba perurans no puede
ser diferenciada en base a su morfologia. Respecto a la forma de las células, suelen tener
conformacion amebiana con pseuddpodos, pero en situaciones de estrés, como presencia de
agua dulce o exposicién a dimetilsulfoxido (DMSO), adoptan una forma esférica, que suele
volver a la normalidad cuando la situacidén adversa remite (Lima et al., 2015).

Figura 2 . N. perurans aislada de las branquias de un salmén atlantico
con AGD. (Nowak, 2012).

N. perurans se considera asexual, ya que no se ha observado diferenciacion sexual en esta
especie. Esta asuncidon no es definitiva, debido a la dificultad de cultivarla y observarla. La
reproduccion sexual ha sido confirmada en 7 de los 13 érdenes de Amoebozoa, pero no en
Dactylopodida, a la que N. perurans pertenece.



Ademas de N. perurans, se han detectado otras once especies de amebas en las branquias de
salmones atlanticos enfermos de AGD, aunque N. perurans es la mas abundante (English et al.,
2018). Algunas de estas especies, como las del género Vannella spp. han sido halladas también
en salmones sanos (Nowak et al. 2004), por lo que no estan asociadas a lesiones branquiales.
De otras especies, sin embargo, aln no se sabe si su rol es de agente comensal o de parasito
oportunista, ni tampoco se conoce la influencia que puede tener la disbiosis de las especies
amebianas presentes en branquias sanas en la aparicién o el desarrollo de la AGD (English et
al., 2018).

Se ha detectado en las fases iniciales de la enfermedad pequefias lesiones nodulares con
fusidn de 2 a 10 |laminas de etiologia desconocida (Nowak & Munday, 1994); lo que ha llevado
a pensar que la infestacidon por N. perurans puede estar influenciada por la presencia de
lesiones previas, que estarian producidas por otros protozoos, bacterias, etc. (Kent et. al,.
1988; Nowak & Munday, 1994; Munday & Zilberg, 2000; Dykova & Novoa, 2001; Munday et.
al., 2001).

5.1.2 Patogenia

Los signos clinicos de la enfermedad estan asociados con distrés respiratorio, pérdida de
apetito, movimientos operculares rdpidos y fuerte inflamacién mucosa de las branquias
(Munday et. al., 1990). Los animales se muestran apaticos y con poca tolerancia al estrés en
transportes y operaciones similares. Sin embargo, a pesar de la dificultad respiratoria que se
aprecia, no se han detectado signos de privacion de oxigeno en esta enfermedad, excepto una
aparente acidosis respiratoria, con un aumento de lactato en el plasma (Powell et. al. 2000).
Otros signos detectables en los animales afectados por AGD son hipernatremia (Munday et. al.
1990), hipertensién (Powell et. al. 2002a) y morfologia cardiaca alterada (Powell et. al. 2002b).
Los sintomas asociados a la dificultad respiratoria son debidos a la pérdida de funcionalidad de
las branquias, como consecuencia de una reduccion de la superficie del epitelio y un aumento
de la distancia de difusién en la barrera hemato-acudtica (Hvas et. al. 2017). Los peces
enfermos de AGD muestran elevados valores de cortisol e iones en el plasma, lo que sugiere
que padecen estrés cronico y dificultades para mantener el equilibrio osmadtico (Hvas et. al.
2017). Un aumento de cortisol como respuesta al estrés crénico produce un incremento en la
permeabilidad del epitelio branquial, aumentando el intercambio de gaseoso y la captacion de
iones (Wendelaar, 1997); esto deriva en el desequilibrio iénico que se aprecia en los animales
enfermos. La pérdida o movimiento de “células de cloruro” que se observa en la enfermedad
también contribuye al fracaso de la osmorregulacion (Findlay, 2000).

5.1.3 Cuadro clinico

La infestacion por Neoparamoeba perurans produce lesiones caracteristicas en las branquias,
qgue pueden servir para un primer diagndstico presuntivo. Se observa, microscopicamente,
hiperplasia focal y multifocal del epitelio de las laminillas primarias y secundarias. Esta lesiéon
puede progresar hasta producir la fusién de dichas laminillas. Se forman también vesiculas
interlamelares que contienen en su interior al parasito (Kent et. al. 1988, Roubal et. al. 1989;
Munday et. al. 1990; Dykova et. al. 1995). En estadios tardios de la enfermedad hay un
descenso del nimero de amebas (Dykova et. al.1995, 2001).



A nivel macroscépico, la hiperplasia multifocal se ve en forma de manchas blancas mucoides,
junto con produccién profusa de mucus, cuya cantidad puede ser indicativa de la severidad
del proceso (Figura2).

Figura 3. Las manchas blancas mucoides (rodeadas) son una
lesidn tipica de la AGD. (Adams, 2003)

Histoldégicamente, en relacidon a las zonas de hiperplasia, se observa una pérdida de “células de
cloruro” (que intervienen en la osmorregulacion), y un aumento de células productoras de
mucus (Roubal et. al. 1989). En estas zonas, también son visibles leucocitos, asociados a
filamentos de tejido conectivo y vascular (Roubal et. al. 1989).

Figura 4. Hiperplasia epitelial interlamelar con formacién de vesiculas en cuyo

interior se observa la presencia de N. perurans. (Tincidn H&E). (Sandoval &
Paredes, 2014)

A partir de la observacién macroscépica de las branquias de una muestra de peces, buscando
las lesiones caracteristicas de la AGD, se ha establecido un sistema de puntuacién del grado de
afeccién de éstas, que sirve como indicador rapido y barato del nivel de severidad de la
enfermedad que se presenta en la explotacion. Esta escala puede usarse para definir las
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estrategias de tratamiento a seguir, asi como realizar un seguimiento de éste; comprobar si la
prevencion esta siendo efectiva; o estimar qué mortalidad se espera si se deja a los animales
sin tratar. La escala tiene valores de 1 a 5; en una explotacién piscicola con una buena
monitorizacion sanitaria, los valores detectados en los animales no deberian ser superiores a 3,
aunque en ese valor las funciones fisiolégicas ya se encuentran alteradas. Este método de
vigilancia de la AGD presenta el problema de las subjetividad de los observadores en su
valoracion, asi como la seleccion de una muestra representativa de animales (Adams et al.,
2004).

Figura 5. Fotografia representativa de un arco branquial normal (A) y
uno infectado por N. perurans, con valores 1y 5, respectivamente.
Histologia representativa de branquias normales (C) y branquias
afectadas por N. perurans (D). Los filamentos afectados presentan
hiperplasia interlamelar; la ameba se encuentra asociada a la parte

5.1.4 Consecuencias econémicas

La produccién de salmdn atlantico es la mas afectada por la AGD, pero también es la industria
acuicola de agua salada que mas valor genera, produciendo 1.711.455 de toneladas de
pescado (segln datos de 2011), que se han valorado en 9.628.336 x 1.000 USD. Noruega es
actualmente el principal productor, poseyendo el 61,93% de la produccion (FAO, 2011). Esta
elevada potencia econdmica de la industria productora de salmén atlantico hace que las
enfermedades, entre las que la AGD tiene gran importancia, causen grandes pérdidas de
recursos, y su prevencion y control sea una prioridad en el sector, y, por otra parte, que el
salmdn atlantico sea la especie en la que la AGD haya sido mas estudiada.

La AGD se ha convertido en un problema sanitario de primer orden en la produccion de
salmoén debido a las pérdidas que genera, tanto por si misma como las derivadas por
prevencion y control de la enfermedad. Por ejemplo, se ha estimado que, en el cultivo de
salmoén en Tasmania, la AGD aumenta el coste de la produccién en un 20%, debido al descenso
de crecimiento de los animales, las bajas y el coste de los tratamientos (Kube et al., 2012). En



la industria de la acuacultura del salmén en Europa, esta enfermedad también se estd
convirtiendo en una preocupacion de primer orden (Rodger, 2014).

En el caso del cultivo de salmén atldntico en Tasmania, la mortalidad debida a la AGD puede
alcanzar el 10% a la semana en smolts infectados, 2-4% semanal en la fase de 1-2kg y 1-2% a la
semana en peces por encima de los 2kg (Foster & Percival, 1988). La mortalidad es variable,
pero puede alcanzar el 2% diario, y hasta el 5% diario en jaulas sin tratar.

A modo de ejemplos de las pérdidas que puede llegar a ocasionar la AGD; en brotes que
duraron 7-12 semanas en cuatro explotaciones de salmén atlantico en Noruega en 2006,
teniendo mortalidades de 12-20% tres de ellas y del 80% la cuarta; y basdndose en su nivel de
produccién y el precio de 3 USD el kg de salmdn atlantico noruego ese afio, las pérdidas se
estiman en 12-55M USD (Steinum et al., 2008). En Escocia, la primera pérdida de salmén
atlantico debido a la AGD reportada fue en octubre de 2011, con 279.000 peces muertos (Vass,
2013). Desde entonces, las mortalidades tipicas en Escocia son del 10-20%, aunque alcanzan el
70% en algunas zonas (Marine Scotland, 2012); lo que supone unas pérdidas estimadas de
48M USD (Vass, 2013).

5.2 Estrategias de prevencion

5.2.1 Prevencion inmunoldgica

Hasta ahora no se ha encontrado ninguna evidencia de que exista una respuesta inmune
efectiva innata (Bridle et al., 2006a, b) o adquirida (Findlay and Munday, 1998) a la AGD. Esto
puede deberse a la capacidad de N. perurans para evadir la respuesta inmune del hospedador
(Young et al., 2008). Sin embargo, si que se ha detectado una resistencia de los animales que
han superado la enfermedad a posteriores reinfecciones (Munday et al., 1990). Este hecho es
lo que sugiere que la vacunacion y el uso de inmunoestimulantes pueden ser estrategias
exitosas para prevenir la aparicion de brotes de AGD y para su control (Nowak, 2012).

No se sabe si lo que inicia la respuesta inmune del hospedador es el contacto de la ameba con
el epitelio branquial, la unién del pardsito a las mucinas del pez o alguna sustancia secretada
por la ameba (Nowak et al., 2013). Esta respuesta tiene un componente de anticuerpos contra
N. perurans que es, a su vez, de dos tipos: sistémica (Vincent et al., 2008, 2009) y mucosa
(Villavedra et al., 2010), aunque no hay evidencias de que estos anticuerpos tengan efectividad
en la proteccidn (Vincent et al., 2009;). Los eosindfilos son las células infiltrativas principales en
la AGD (Lovy et al., 2007), mientras que los linfocitos T y B se encuentran en bajo nimero en
las lesiones (Gross, 2007).

Mediante el estudio de infectados por primera vez, se ha demostrado una regulacion al alza de
varios marcadores de células inmunes, como MHC-I, MHC-II, IgM, IgT, TCR, CD4 y CD8 en la
periferia del epitelio branquial hiperplasico por la AGD, a los 10 dias post-infeccion

(Pennacchi et al., 2014). Respecto a la transcripcidon de la respuesta inmune en las branquias
de salmones afectados por AGD, se ha detectado un aumento en la transcripcién de IgM; vy,
concretamente, un aumento de la expresion de IgM en branquias afectadas con lesiones de
AGD, pero no en las que no presentan lesiones, aunque estuvieran afectadas por la
enfermedad (Valdenegro-Vega et al., 2015). Segun este mismo estudio, después de cuatro
infecciones experimentales con N. perurans, no se encontraron diferencias significativas en los
niveles de IgM en plasma o en el mucus de la piel. En otros genes relacionados con Ia



respuesta inmune, como IgT, TCR y CD8, no se han detectado cambios en la expresion en AGD
(Valdenegro-Vega et al., 2015).

Durante la fase marina de la produccién del salmén atldntico, los animales estdn expuestos a
multiples reinfecciones por N. perurans. Estudiando dichas reinfecciones, el Unico gen
marcador de inflamacién que muestra una regulacién al alza es la citocina IL-1B, en las
branquias con lesiones de AGD (Pennacchi et al., 2016). Esto puede explicar la hiperplasia de
células productoras de mucus y el aumento de produccidn de mucus, ya que estas células,
equivalentes a las células caliciformes de los mamiferos, expresan la citocina IL-1B (Bridle et
al., 2006b). Hay evidencias de un debilitamiento de la expresidon de la respuesta inmune en
estadios tardios de la infeccion (Morrison et al., 2006a,b); sin embargo, los intentos de
estimular la respuesta inmune han tenido poco éxito, y los inmunoestimulantes y vacunas
experimentales hasta ahora han tenido poco efecto en la supervivencia de los animales que
padecen AGD. Respecto a los inmunoestimulantes, se han conseguido de forma experimental,
por ejemplo, un aumento de la proteccion en un 38% (Bridle et al., 2003), o un aumento de la
supervivencia del 27% (Dick, 2012). En lo relativo a las vacunas (aplicadas en bafio,
intraperitoneal, por intubacién anal o intramuscular), no se ha conseguido un aumento de la
protecciéon de los animales vacunados, habiéndose hecho intentos con antigenos de DNA
(Cook et al., 2008), con amebas vivas y con amebas desactivadas por ultrasonidos (Zilberg &
Munday, 2001).

Sin embargo, si que hay resultados prometedores respecto a dietas protectoras. La dieta
comercial Protec Gill, desarrollada por Skretting Aquaculture Research Centre ha demostrado
eficacia en distintos parametros in vitro e in vivo, incluyendo la disminucidn significativa de la
mortalidad (Nexus, 2015). Esta dieta funciona gracias a una combinacién de ingredientes
funcionales que ejercen influencia sobre las propiedades inherentes del mucus branquial. La
administracién debe hacerse de forma preventiva, es decir, antes de que aparezcan signos de
la enfermedad.

Hay una resistencia aparente de los animales que han sobrevivido a la AGD o que han tenido
infecciones subclinicas que favorece que puedan recuperarse de posteriores reinfecciones
(Munday et al., 1990). Se ha intentado relacionar esta “resistencia” a anticuerpos sistémicos o
mucoides (Findlay et al., 1995; Gross et al., 2004), pero, como se ha mencionado
anteriormente, no hay evidencias de que los anticuerpos proporcionen una proteccién eficaz
frente a N. perurans, y varios estudios parecen confirmar este hecho (Gross et al., 2004; Taylor
et al.,, 2010). Identificar un anticuerpo efectivo frente a AGD es un asunto central en el
desarrollo de una vacuna eficaz (Vincent et al., 2006). Se especula que esta falta de efectividad
puede deberse a que los anticuerpos son incapaces de actuar en un ambiente de alta
osmolaridad como es el de las branquias (Gross et al., 2004), pero esta teoria no ha sido
totalmente confirmada.

Hay evidencias de que la colonizacion de N. perurans esta mediada por lectinas, que se unen a
glicoconjugados especificos del hospedador (Vincent, 2008). Si esto se demostrara, se podrian
desarrollar vacunas que actuaran sobre ese proceso de unidn.
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5.2.2 Seleccidn genética
La seleccidn genética para la resistencia a enfermedades es una herramienta muy utilizada en
la ganaderia e igualmente tiene utilidad en la piscicultura del salmén atlantico. De hecho,
existen programas de seleccion bien establecidos en la cria de salmdn atlantico aplicados a la
resistencia a algunas enfermedades, como la furunculosis, o la enfermedad bacteriana renal
(Gjedrem & Gjoen, 1995).

Como se ha desarrollado en el apartado anterior, se han establecido dos tipos de resistencia
bien diferenciadas, en el salmén atlantico, frente a la AGD. La resistencia a la primoinfeccién y
la resistencia a la reinfeccién, que no parecen tener relacidn con el titulo de anticuerpos anti-
N. perurans, sino mas bien un fendmeno multifactorial (Taylor et al., 2010). Este segundo tipo
de resistencia ha demostrado tener una mayor heredabilidad y valor econémico, por lo que ya
estd siendo incorporado en programas de seleccidn de salmdén atlantico en algunos paises
(Kube et al., 2012).

Para poder hacer predicciones sobre la resistencia a la AGD que se puede obtener mediante
seleccion, es necesario estimar la heredabilidad de ésta, es decir, qué proporcién de la
variabilidad observada corresponde a la genética. A su vez, para determinar esta magnitud, es
necesario seleccionar el caracter concreto de la resistencia a la enfermedad cuya heredabilidad
se va a medir. Algunas propuestas de caracteres medibles son a saber: la escala de puntuacién
de las branquias por un observador (mencionado ya en el apartado cuadro-clinico), la
puntuacion de las branquias por imagen (mediante software que analiza imagenes de
branquias afectadas y las interpreta contabilizando las lesiones), y la histopatologia (Taylor et
al., 2007). Segun este mismo estudio, la puntuacién de las branquias por imagen y la
histopatologia tienen unas heredabilidades mayores (H?=0,35 y H2=0,30; respectivamente),
pero son métodos destructivos y costosos en tiempo y dinero; mientras que la escala de
puntuaciéon de las branquias tiene una heredabilidad bastante inferior ( H?=0,16). Sin
embargo, este Ultimo método es mucho mas rdpido y barato de aplicar y no es destructivo; la
heredabilidad, en este caso, aunque es mas baja, es suficiente para un sistema de
cruzamientos selectivos adecuado (Taylor et al., 2007).

El tiempo necesario para desarrollar esta inmunidad adaptativa es corto, habiéndose
detectado un aumento de la inmunidad con una distancia de 50 dias entre la primera infeccién
y la segunda. Sin embargo, no hay un aumento de inmunidad entre la segunda infeccidn y las
siguientes (Kube et al., 2012).

Con este sistema de cruzamiento, se estima que se puede aumentar el intervalo entre bafios
de agua dulce (tratamiento del que mas adelante se hablard en profundidad) un 3% al afio
(Elliott & Kube, 2009). Otro factor que hay que tener en cuenta a la hora de tomar decisiones
en las estrategias de seleccion es la correlacion genética entre la resistencia a la AGD vy el
indice de crecimiento. Esta correlacién se ha medido como significativa y favorable, pero estos
datos probablemente estan sesgados por el efecto negativo que supone la enfermedad sobre
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el crecimiento. Los datos parecen indicar que la correlacidon genética entre ambos caracteres
en un entorno libre de AGD seria cercana a cero (Kube et al., 2012), lo cual no es perjudicial
para la seleccién.

Una limitacion importante para medir las ganancias genéticas es que no se puede medir la
resistencia a AGD de forma directa en los reproductores por razones de bioseguridad (Kube et
al.,, 2012). Por tanto, el uso de métodos de seleccidn moleculares podria tener un gran
potencial para aumentar las ganancias genéticas (tedéricamente podria doblarlas); y se ha
mostrado que el uso de dichas tecnologias reportaria beneficios técnicos y econdmicos aunque
las ganancias obtenidas fueran inferiores a las tedricas (Dominik et al., 2010). Esta alta tasa de
beneficios se debe a que el beneficio de un programa de seleccidon gendmica se determina por
el valor de los reproductores, que a su vez depende de los valores reproductivos de éstos y del
valor del cardcter que se selecciona, el cual influencia el valor de la descendencia. En un
caracter que tiene tanto impacto econdmico como la resistencia a la AGD, la mejora genética
rapida por seleccién gendmica reporta un elevado beneficio (Dominik et al, 2010). Sin
embargo, uno de los problemas de este sistema es la baja cantidad de polimorfismos de un
solo nucledtido (SNPs, por sus siglas en inglés) atiles que se han encontrado en el chip del
salmon atlantico (20% frente al 99,6% de SNPs que se han llegado a utilizar en el ganado
bovino), y que son la base de la seleccién gendmica, ya que sefialan las regiones asociadas a
caracteres de interés (Dominik et al., 2010). Este porcentaje sigue siendo util para estimar
valores genéticos moleculares (MBVs), pero seria necesario aumentarlo para mejorar la
aplicabilidad del sistema. En los préoximos afos es muy posible que se encuentren nuevos
SNPs, como parte del proyecto de secuenciacién del salmdn, ya que el bajo porcentaje se debe
en gran parte al escaso tamafio de la muestra estudiada hasta ahora (Genome British
Columbia, 2009).

En la acuicultura es comun el uso de hibridacion inter-especifica para mejorar caracteres
productivos, obtener resistencia a enfermedades o controlar la maduracién (Bartley et al.,
2001). En el caso del salmén atlantico, el hibrido mas estudiado es salmdn atlantico x trucha
comun (Salmo trutta), debido a su alta viabilidad (Galbreath & Thorgaard, 1997). Ademas, la
trucha comun tiene una elevada resistencia varios parasitos externos respecto a los demas
salménidos (Moody & Gaten, 1982). Respecto a la AGD, se ha reportado una mayor resistencia
de los hibridos, tanto salmdén atlantico & x trucha comun & como trucha comdn & x salmén
atlantico o"; mostrando estos ultimos unas tasas de supervivencia y crecimiento mejores
(comparable el crecimiento con el del salmén atlantico) (Maynard et al., 2016). En el mismo
estudio se comprobd que en un periodo de 177 dias, ambos hibridos sélo necesitaron un bafo
de agua dulce, mientras que los salmones atlanticos necesitaron cuatro. Sin embargo, aun es
necesario explorar otros caracteres de los hibridos y sus implicaciones comerciales para aplicar
la hibridacion a gran escala. Otro sistema que es comunmente usado en la produccién de
salmdn atlantico, y en otras especies piscicolas, es la formacion de individuos triploides para
maximizar su crecimiento y ejercer un control reproductivo. Pero respecto a la AGD, no se han
encontrado ventajas en los peces triploides frente a los diploides, ni al revés (Chalmers et al.,
2017).
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5.2.3 Control de la densidad

Los factores que hacen que N. perurans, que habitualmente tiene una forma de vida libre en el
medio, se convierta en parasito se comprenden hoy en dia de forma incompleta, pero estan
relacionados con condiciones ambientales adversas y su impacto en el hospedador (Nowak et
al., 2013).

Se ha demostrado que una mayor densidad de animales resulta en un comienzo mds temprano
de la morbilidad, y un porcentaje de morbilidad total mayor al final del brote de AGD (Crosbie
et al., 2010). Esta observacién puede deberse a varios factores. Ademas de un aumento de la
transmisién horizontal, debido a la mayor proximidad entre los animales sanos y los
infectados; la mayor densidad de peces afecta a la dindmica del agua en los tanques,
aumentando la mezcla de ésta con la biomasa (Lunger et al., 2006), lo que a su vez aumenta la
probabilidad de que las amebas patdgenas entren en contacto con las branquias de los peces.
Las consecuencias indirectas que pueda tener una alta densidad de cria respecto a la severidad
de la AGD, como las que podrian derivarse de un empobrecimiento de la calidad del agua por
un aumento de nitratos y amoniaco ionizado, producto de esta alta densidad, aun no han sido
estudiados (Crosbie et al., 2010).

Otra estrategia que se ha estudiado es la rotacidn de las jaulas flotantes en las que se crian los
peces. Las jaulas son remolcadas con los animales dentro hacia zonas en barbecho (Douglas-
Helders et al., 2004). Con este sistema se consigue un aumento en el periodo necesario entre
bafios de agua dulce (los cuales implican un gasto econdmico importante) debido a un
descenso de la prevalencia de AGD, y, a su vez, se logra un mayor crecimiento de los peces
(Douglas-Helders et al., 2004). Segun este mismo estudio, esta bajada de la prevalencia en las
jaulas que son rotadas puede deberse a una menor abundancia de Neoparamoeba, ya que en
las zonas en barbecho hay una menor cantidad de sedimentos en el medio acuatico, en los que
puedan habitar los parasitos, debido a la falta de peces enfermos (Crosbie et al., 2003). La
duracién del transporte de las jaulas no parece tener relevancia, por lo que parece que los
resultados de menor prevalencia observados se deben a su instalacion en zonas en barbecho
(Douglas-Helders et al., 2004).

El conocimiento de las distribuciones espacio-temporales de los salmones atlanticos y de los
pardsitos en las jaulas ha servido para desarrollar estrategias preventivas frente a algunos de
ellos, como Lepeophtheirus salmonis, el piojo del salmén (Dempster et al., 2009). En
condiciones de heterogeneidad en la jaula, los salmones atlanticos tienden a nadar en franjas
concretas de profundidad, dirigidos sobre todo por termo y foto-regulacidon (Oppedal et al.,
2007). Si los peces estan hambrientos, suelen concentrarse en las zonas donde el alimento es
dispensado, normalmente en la superficie (Oppedal et al., 2011). Los animales tienden a
ocupar las aguas superficiales durante la noche y moverse a zonas mds profundas durante el
dia (Oppedal et al., 2011; Wright et al., 2017). En periodos de estatificacidon térmica, los peces
prefieren nadar a profundidades a las que haya temperaturas mas cercanas a su temperatura
de confort (16-18°C) (Johansson et al., 2006), sin importar el fotoperiodo (Oppedal et al,
2007). Respecto a N. perurans, no se han detectado patrones en su presencia respecto a la
profundidad (Wright et al., 2017). Sin embargo, si se ha detectado una falta de presencia de
células de N. perurans en las aguas superficiales tras épocas de fuertes lluvias (Wright et al.,
2015,2017). Esta tendencia puede deberse a la escasa salinidad del agua producida por las
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precipitaciones (Wright et al., 2017), ya que, en estas condiciones adversas para las amebas,
éstas adoptan una forma vacuolar (Lima et al., 2016), que al ser mas densas que el agua de
baja salinidad que las rodea, tienden a hundirse por debajo de las capas de agua superficiales
(Wright et al., 2017). El hecho de que N. perurans sea ubicua de todas las profundidades de las
jaulas significa que no se puede disefiar una estrategia preventiva basada en excluir a los
animales de ciertas capas (Wright et al., 2017), como si se hace con Lepeophtheirus salmonis
(Dempster et al., 2009). Por otro lado, el conocimiento de las tendencias de los salmones
atlanticos a nadar en determinadas capas de profundidad en base a factores extrinsecos e
intrinsecos, si puede derivar en sistemas para evitar la concentracién extrema de animales a la
que son propensos; lo cual dificultaria el avance de la AGD durante un brote y mejoraria el
bienestar animal (Wright et al., 2017), asi como mantener a los animales en zonas de baja
salinidad, lo que puede ayudar a eliminar a N. perurans y a otros ectoparasitos sensibles
(Bricknell et al., 2006; Parsons et al., 2001); es decir, como un método de control de la
enfermedad. Uno de los sistemas utilizados para esto, con un enfoque comportamental, es la
colocacién de luces distribuidas de forma vertical, ya que los salmones atlanticos siguen de
forma instantdnea los movimientos verticales de luz durante la noche, siempre que la
temperatura del agua sea adecuada (Wright et al., 2015b).

5.2.4 Control de reservorios

N. perurans es un agente ubicuitario del medio marino, encontrandose en altas
concentraciones en una amplia variedad de habitats, desde el océano abierto hasta los
estuarios costeros (Rogerson & Laybourn-Parry, 1992). Algunos reservorios de N. perurans que
se han propuesto son: peces muertos infectados con AGD (Douglas-Helders et al., 2000), las
redes de las jaulas marinas (Roubal et al., 1989), la bioincrustacion en las redes y en el
sedimento (Tan et al., 2002), la columna de agua (Elliott et al., 2001) y los sedimentos (Cann &
Page, 1982). Para desarrollar programas de gestidn de riesgos en la enfermedad de la AGD, es
necesario determinar los reservorios, asi como los procesos de transmisidon e infeccién
(Douglas-Helders et al., 2002).

La union a distintos sustratos es una condicién importante para el crecimiento de la poblacion
de N. perurans (Martin, 1985). Este sustrato no debe ser una superficie inerte, como la
superficie del tanque o la jaula, o la concha de animales; si no superficies donde las amebas
puedan encontrar alimento, como las branquias de los peces, pero también los biofiltros
presentes en sistemas acuicolas de tanques con recirculacidon de agua, en los que proliferan
bacterias aerobias nitrificantes que eliminan los compuestos nitrogenados (Gonzalez, 2016).
Por otro lado, en estos sistemas con recirculacion, hay unidades de esterilizacion mediante
radiacion UV, que, sin embargo, no han demostrado afectar a la viabilidad de N. perurans
(Gonzélez, 2016), por lo que no son, por si solos, un método eficaz para prevenir brotes de
AGD.

Los crustaceos parasitarios del salmdn atlantico podrian tener un papel como reservorio y
vector de la AGD, ya que sus formas larvarias (posiblemente infectadas con el agente) suelen
viajar de un pez afectado a otro para infestarlo. N. perurans ha sido detectada asociada al
isdpodo parasitario Ceratothoa banksii, que infesta las branquias de los salmones atlanticos,
asi como la cavidad bucal. La ameba se ha encontrado tanto en su superficie como en el
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interior (menos frecuente), pero no se ha hallado relacidn entre la presencia de la ameba en el
isdpodo y el estatus de AGD en la poblaciéon de salmones, siendo las amebas generalmente
escasas en los crustaceos, y encontrandose a veces en isépodos y no en los peces (Gonzalez,
2015). Esto indica que los ectoparasitos del salmdn no son reservorios significativos para la
infeccion (Oldham et al., 2016).

Por otra parte, los bafos quimicos que se dan a los peces afectados por piojo de mar
(caligidos), si se aplican con excesiva frecuencia, les causan un gran estrés y pueden favorecer
la aparicion de AGD y otras enfermedades. Estos bafos pueden, ademds, disparar la
mortalidad en peces que tienen el epitelio branquial dafiado por AGD, por lo que no se
recomienda tratar el piojo de mar en peces afectados por la enfermedad amebiana (Gonzalez,
2015).

Durante la cria del salmdn atlantico en jaulas, es frecuente que algunas especies silvestres
queden atrapadas en ellas (Adams et al, 2008). La probabilidad de que un patdgeno se
transmita de una especie de pez a otra con la que convive en el mismo cuerpo de agua
depende de la especificidad del agente (Hammell, 1999), de la susceptibilidad del hospedador
y de factores ambientales que influyen en la cantidad de patégeno y en su movimiento y
supervivencia en el medio marino (Bakke & Harris, 1998). Hasta ahora, no se han encontrado
evidencias de que los peces silvestres sean reservorios de N. perurans (Oldham et al., 2016).
En un estudio, realizado por Douglas-Helders et al. (2002), en el que se analizaron las
branquias de 325 peces silvestres de 12 especies distintas capturados en aguas cercanas a las
explotaciones de salmén atlantico y a zonas control, a mas de 10km de cualquier explotacion
salmonicola, no se detecté en ninguna muestra la presencia de N. perurans, ni lesiones
relacionadas con la enfermedad. En otro estudio, que examind las branquias de 2969 peces
silvestres, de los cuales 742 fueron capturados en zonas cercanas a explotaciones de salman,
tampoco se encontré ninguna evidencia de AGD (Kent et al., 1998) y posteriormente, Stagg et
al (2015) solamente detectaron la presencia de N. perurans, en una Unica muestra (sobre una
muestra de 2348 peces), procedente de una caballa (Trachurus trachurus). En el caso concreto
de la cria de salmén atldntico en Tasmania, la Unica especie silvestre endémica que se ha
demostrado susceptible a la AGD es Seriolella brama, cuya importancia como reservorio esta
aun por determinar (Adams et al., 2008). Estas evidencias indican que los peces silvestres no
son un reservorio significativo de N. perurans.

La maragota (Labrus bergylta) es un labrido que se utiliza como pez limpiador en la cria de
salmédn atlantico para el control del piojo de mar (Kvenseth, 1996). Estudiando una poblacién
de maragotas criadas para este fin, se observé una mortalidad moderada en relacion con el
desove. Si bien el propio desove fue la principal causa de mortalidad entre las hembras,
también se observaron machos moribundos que presentaban lesiones tipicas de AGD y en los
gue mas tarde se detectd la presencia de N. perurans, incluso en en individuos clinicamente
sanos (Karlsbakk et al., 2013). La fuente de las amebas en los tanques estudiados fue
posiblemente la propia poblacién de maragotas, de origen silvestre, que habian sido
capturadas 2-3 afios antes, lo que sugiere que la infeccién abria persistido en el tanque
durante afios. Otra posible fuente es el agua que entra al tanque, ya que es filtrada a 20 um, lo
que no excluye a N. perurans. Dado que la maragota es utilizada a menudo como pez limpiador
en explotaciones salmonicolas, las poblaciones de origen silvestre introducidas podrian ser una

15



fuente de AGD, y podrian dificultar el control de la enfermedad, actuando como portadores
(Karlsbakk et al., 2013).

Si bien N. perurans es una ameba de vida libre y, por tanto, se puede encontrar presente en la
columna de agua (Bridle et al., 2010), las concentraciones en las que aparece son muy bajas
(13 + 7 células/L), en comparacion con las mas de 1000 células/hisopo encontradas en los
peces afectados por AGD (Gonzélez, 2015). Esto parece indicar dos cosas: que el agua no es un
reservorio importante, aunque puede actuar como transmisor entre individuos afectados, pero
no entre explotaciones afectadas; y que el principal reservorio de la ameba patégena es el
salmoén (Gonzélez, 2015). Como se ha indicado anteriormente, N. perurans necesita de un
sustrato para que su poblacién aumente, por lo que en el agua se encuentra en una forma
“latente” hasta que coloniza un epitelio branquial o un biofilm (Martin, 1985), donde se
reproduce. Por otro lado, los bioagregados que se encuentran en suspensién en el agua si
pueden facilitar la transmision y reproduccién de la ameba (Tan et al., 2002).

Douglas-Helders et al. (2000), demostraron en un estudio que N. perurans no sélo puede
perdurar en salmones muertos si no también reproducirse en ellos, lo que indica que los
animales muertos por AGD son un reservorio importante de la enfermedad. El mismo estudio
también sugiere que las amebas pueden colonizar peces muertos no infectados. Estos
resultados indican que la retirada rdpida de cadaveres es una medida esencial en la
bioseguridad de las instalaciones que reduce la cantidad de amebas totales en las jaulas y
limita la severidad de los brotes.

La bioincrustacién es el conjunto de flora y fauna formado por el sucesivo crecimiento de
organismos en superficies sélidas (Tan et al., 2002). Se ha especulado que éste podria actuar
como reservorio de AGD (Alexander, 1991). Este proceso de crecimiento comienza con la
microincrustacién con la que se forma una pelicula de microorganismos de distinta naturaleza
en la superficie (Corpe, 1976; Dempsey, 1981a,b; Hodson & Burke, 1994). Entre los
micoorganismos se encuentran un gran numero de protozoos (Hodson & Burke, 1994), entre
los que podria encontrarse N. perurans. Efectivamente, en las redes de las jaulas con
bioincrustacién se ha detectado N. pemaquidensis (Tan et al., 2002), que, actualmente, se sabe
que no es el agente causal de la AGD, pero este hallazgo indica que también es posible que la
bioincrustacién pueda constituir un reservorio de N. perurans. De hecho, se ha encontrado una
relacion negativa significativa entre el nimero de veces que las redes de las jaulas son
cambiadas y la prevalencia de AGD (Clark & Nowak, 1999). Sin embargo, no es logisticamente
posible cambiar las redes con la suficiente frecuencia para evitar la formaciéon de
bioincrustaciones (Tan et al., 2002). Por otro lado, la proliferacién de protozoos en un biofilm
ocurre después de que se hayan establecido bacterias y diatomeas, lo que sucede 2-3 semanas
post-inmersion (Cundell & Mitchell, 1977; Hodson & Burke, 1994); y la dosis infectiva de la
AGD es de 230 células/L (Zilberg et al., 2001), por lo que parece que se necesita un estadio
muy avanzado de bioincrustacion para que las amebas alli presentes puedan llegar a causar la
enfermedad en los peces por si solas, aunque la bioincrustacién sea un reservorio importante y
contribuya a la propagacién y persistencia de la AGD (Tan et al., 2002).

A pesar de que las redes son tratadas para evitar su colonizacién, las bacterias que se instalan
en ellas inicialmente producen una capa de polisacéridos que las protege (Marszalek et al.,
1979), junto a los organismos que se asientan después. Para reducir la microincrustaciéon
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existen pinturas anti-incrustacion (Balls, 1987; Hodson & Burke, 1994), que liberan biocidas en
el agua circundante (Balls, 1987). Sin embargo, este sistema puede tener el efecto
desfavorable de potenciar el crecimiento de organismos resistentes a la pintura, creando un
ambiente no competitivo para ellos (Dempsey, 1981). En un experimento llevado a cabo por
Douglas-Helders et al. (2003), se midid la prevalencia de N. pemaquidensis en relacién al uso
de pintura anti-incrustacién elaborada a base de cobre. Se observd que en las redes tratadas
con este producto habia una prevalencia mayor de la ameba. A pesar de este resultado
negativo, el uso de pinturas anti-incrustacion puede ser una linea de investigacidn interesante
para reducir la carga de patdgenos en las jaulas de produccién.

Los microorganismos que forman la bioincrustacién tienen también una gran afinidad por las
superficies de animales invertebrados (Carman & Dobbs, 1997), por lo que éstos también
podrian actuar como reservorio. Ademds, muchos invertebrados son filtradores y, en
consecuencia, podrian ingerir e incorporar N. perurans (Ruppert & Barnes, 1994), aunque la
ingestion de patogenos no implica que el organismo sea viable (Paclibare et al., 1994).

5.3 Estrategias de control

5.3.1 Bafios de agua dulce

Los bafios de agua dulce son la estrategia de control de los brotes de AGD mas utilizada
actualmente y hay una tendencia a aumentarlos, dado que la frecuencia con la que se aplican
en los meses de verano ha aumentado y, a su vez, se ha extendido su uso a otras épocas el afio
(Parsons et al., 2001).

En el tratamiento, los peces son sometidos a bafios de agua dulce en un barco durante 2-6
horas (Munday, 1988; Clark & Nowak, 1999), al que son transferidos desde sus jaulas mediante
una bomba para peces (Parsons et al., 2001). Posteriormente, son devueltos al agua salada
(Parsons et al., 2001). Los bafios de agua dulce, ademads de reducir el nimero de amebas,
también reducen drasticamente las lesiones branquiales, asi como el exceso de mucus y la
hipernatremia o deshidratacion que haya podido causar la AGD (Zilberg & Munday, 2006).
Estos bafios, ademas, no causan efectos adversos en los animales (Powell et al., 2001). Las
amebas que sobreviven, muchas de ellas en forma de quistes en las lesiones branquiales, lo
que indica que el tejido del hospedador las protege de los bafos, pueden actuar como fuente
de reinfeccion (Parsons et al., 2001). La reduccién de la poblaciéon de amebas tras 3 horas de
bafio suele ser del 85-90% (Clark et al., 2003).

En un estudio (Clark & Nowak, 1999) en el que se media la eficacia de los sucesivos bafios de
agua dulce aplicados a lo largo del afio en distintas explotaciones, se observd que, mientras
que el primer bafio era efectivo frente a la AGD sélo durante tres semanas, el segundo bafio y
los siguientes tenian un efecto mas prolongado en la prevalencia de las lesiones tipicas de la
enfermedad. Este aumento de la efectividad del tratamiento a partir del segundo bafo
probablemente se debe a la estimulacién de la respuesta inmune no-especifica (Findlay et al.,
1995).

Las principales desventajas de este tratamiento son el aumento importante de trabajo que
conlleva, el estrés causado a los animales, y la necesidad de grandes cantidades de agua dulce
(Howard & Carson, 1991) que a veces no estan disponibles y es necesario comprarla de
suministros municipales y transportarla hasta la explotacién. Es, en resumen, un tratamiento
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muy costoso y reducir su frecuencia implica reducir las pérdidas relacionadas con la AGD.
Desde que los brotes de AGD fueron reportados por primera vez, en Tasmania, la frecuencia
de bafios de agua dulce para tratar la enfermedad ha ido aumentando, primero, durante los
meses de verano, y se ha ido extendiendo al resto del afio (Parsons et al., 2001). Dado que los
bafios de agua dulce mitigan la enfermedad pero no eliminan completamente al patégeno, es
necesario repetirlos varias veces a lo largo del afio (Gonzalez, 2015). Este aumento en la
frecuencia de los bafios, aumenta la presién de seleccidon de amebas resistentes al agua dulce,
y esto se agudiza si se usan aguas de elevada dureza y si los bafios son de duracién insuficiente
(menos de 3h), como es frecuente en la practica (Powell & Clark, 2003). Por tanto, la aparicion
de amebas resistentes al agua dulce podria convertirse en un problema a largo plazo. También
es algo a tener en cuenta, que la dependencia para la produccidon de fuentes de agua dulce
limita la expansion de ésta a zonas de mar abierto (Adams et al., 2012).

Se ha propuesto utilizar los bafios de agua dulce antes de que aparezca la enfermedad, de
forma profilactica. Sin embargo, se ha demostrado que esta practica no reporta ventajas sobre
la prevalencia de la AGD ni sobre el periodo entre bafios necesario; y, ademas, se ha visto que
los peces que reciben este tratamiento preventivo presentan una tendencia a una menor
ganancia de peso. Todo esto significa que no es una estrategia de prevencion util (Douglas-
Helders et al., 2004).

Los bafios de agua dulce también tienen eficacia reduciendo el nimero crustaceos parasitarios
que infestan a los peces, y que pueden actuar como vector de N. perurans, o favorecer la
infeccidn por los dafios que ocasionan (Gonzalez, 2015).

El agua dulce en la que son introducidos los peces tiene, al menos inicialmente, una saturacion
de oxigeno del 200%, y la densidad a la que éstos pueden ser mantenidos en el agua es de
hasta 40 kg m~3 (Parsons et al., 2001). Se han hecho experimentos sobre variaciones en la
composicion del agua dulce para incrementar la eficacia de los bafios. Asi, por ejemplo, Powell
& Clark (2003) investigaron sobre los cationes divalentes y observaron que la supervivencia de
las amebas era mayor en aguas con Ca?* y Mg?* que en aguas desionizadas. Este aumento de
la supervivencia podria deberse a que en un medio rico en cationes, aumenta el potencial de
membrana de la ameba (Bruce & Marshall, 1965; Martin, 1987), lo que facilita su paso a la
forma vacuolar, en la que es mas resistente (Powell & Clark, 2003). Un estudio posterior
(Roberts & Powell, 2003), demuestra, en esta linea, que las aguas de menor dureza (19.3-37.4
mg L~1CaC03) tienen mayor eficacia aliviando los signos patolégicos de la AGD, asi como el
numero de amebas viables en las branquias, que las aguas de dureza mayor (173-236.3 mg
L™1CaC0;3). Este aumento de la eficacia podria deberse, al menos en parte, al potencial de
Donnan (Gupta, 1989), que hace que, en un medio bajo en cationes, el mucus pierda
viscosidad, lo que aumentaria la exposicion de las amebas al agua dulce (Roberts & Powell,
2003). Ademas, en este estudio, no s6lo no se encontraron signos fisioldgicos negativos en los
peces bafados en agua dulce de menor dureza, sino que ademas de encontré una mayor
restauracion del equilibrio iénico de [Cl™]y [K™] perdido en sangre. Por tanto, esta mejora en
el tratamiento con agua dulce podria reducir la frecuencia con la que es necesario aplicarlo.

5.3.2 Desinfectantes
En la industria acuicola es comun el uso de desinfectantes para el tratamiento de parasitos
externos, como, por ejemplo, el peréxido de hidrégeno y el organofosfato para tratar
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Lepioptherius salmonis y Caligus elongatus (Roth et al, 1993), o la cloramina-T para
Ichthyophthirius multifiliis e Ichthyobodo necator (Cross & Hursey, 1973). Para el caso de la
AGD, estos productos estan aun en fase de estudio, y algunos de ellos muestran un gran
potencial comercial, ya que, ademas de reducir los costes que actualmente conllevan los bafios
de agua dulce, podrian permitir tratamientos simultdneos de AGD y otras enfermedades
parasitarias.
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Figura 6. Efectos del didxido de cloro (A), cloramina-T (B) y perdxido

de hidrégeno (C) en la supervivencia relativa (nimero de amebas) en

amebas aisladas de branquias in vitro tras 1 hora (barras lisas), 2

horas (barras con lineas de izquierda a derrecha) y 3 horas (barras

con lineas de derecha a izquierda). (Powell & Clark, 2003).
Un experimento de Powell & Clark (2003) estudié el efecto in vitro de varios desinfectantes
oxidativos sobre la supervivencia de N. pemaquidensis aisladas de las branquias. Estos
desinfectantes fueron: diéxido de cloro, cloramina-T y perdxido de hidrégeno; disueltos en
agua dulce con distintos grados de dureza. Los dos ultimos son los que mejores resultados
dieron, eliminando a todas las amebas en 3h. En el mismo tiempo, el didxido de cloro redujo el
numero de amebas, pero no elimind a todas. Estos tratamientos funcionaron mejor en agua
dulce desionizada. La efectividad de la cloramina-T se debe a que libera iones de hipoclorito
(Booth & McDonald, 1988), que producen una peroxidacion lipidica en la membrana
plasmatica, alterando su permeabilidad (Venkobacker et al., 1977). El hipoclorito también irrita
el epitelio branquial (Powell & Perry, 1998), lo que causa una hipersecrecion de mucus que,
potencialmente, puede ayudar a la eliminacién de los parasitos. Por otro lado, los efectos de
los desinfectantes sobre las amebas pueden verse mitigados por la presencia de mucus (Powell
& Clark, 2002). Este estudio demostré que los tres desinfectantes probados, pero sobre todo la
cloramina-T y el peréxido de hidrégeno, tienen un gran potencial en el tratamiento de la AGD,
pero es necesario que se realicen estudios in vivo para sostener estos indicios (Powell & Clark,
2003).
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Estudiando las toxicidades in vivo de los tres desinfectantes anteriores, Powell & Clark (2004),
demostraron la efectividad de la cloramina-T y el diéxido de cloro afiadidos a bafios de agua
dulce en la eliminacidén de amebas en salmones atlanticos enfermos de AGD; mientras que el
peroxido de hidrégeno, aun siendo efectivo en este respecto, presenta un uso mas limitado
debido a su mayor toxicidad para los animales. La toxicidad de estos compuestos se debe al
aumento de permeabilidad a iones que producen en el tejido branquial, lo que causa
desequilibrios idnicos en los peces. Ademas, se ha observado que la toxicidad aumenta con la
saturacidon de oxigeno del agua, especialmente en el caso de la cloramina-T, agudizando el
dano sobre el epitelio branquial y llegando al compromiso osmadtico. También hay una fuerte
correlacién entre mortalidad y temperatura; observdndose en las bajas en tanques con altas
dosis de tratamiento dafios muy severos en el epitelio branquial debidos al oxigeno y al cloro
reactivos (derivados de los compuestos desinfectantes), mientras que en las bajas ocurridas en
tanques con menores concentraciones de tratamiento no se vio apenas dafio tisular en las
branquias y la mortalidad estaba relacionada con elevaciones agudas de la temperatura
durante la exposicion a los quimicos (Powell & Clark, 2004).

En dos experimentos en los que se afiadié cloramina-T a un bafio de agua dulce (Harris et al.,
2004; Powell & Clark, 2004) se consiguieron densidades de amebas del 50% y del 52,9% de los
niveles pre-bafio, respectivamente. Segin Bowker & Erdahl (1998), en un experimento hecho
sobre la BGD (una enfermedad bacteriana que también afecta a las branquias del salmén
atldntico), la dosis de cloramina-T mas efectiva es 10 mg L~!. La efectividad de este
desinfectante (también con datos respecto a la BGD), aumenta de forma inversa al pHy a la
dureza del agua, vy, a su vez, disminuye conforme aumenta la materia orgdnica en el agua (Bills
et al., 1998b). En el experimento de Harris et al. (2004), en el que se trabajé con cloramina-T a
concentraciones de 10 mg L™! (ya que las primeramente utilizadas concentraciones de 25 mg
L™ causaron mortalidad en los peces), los animales tratados con el desinfectante mostraron
una mayor cantidad de lesiones branquiales dos semanas tras el bafio; aunque no se sabe si
esto es debido a que la cloramina-T inhibe la reparacidn del tejido dafiado por las amebas o a
que, aun a concentraciones terapéuticas, daia el tejido branquial. Por otro lado, la cloramina-T
no tiene efecto sobre los indicadores de estrés de los peces, como, por ejemplo, el lactato en
plasma (Harris et al., 2004).

Respecto al tratamiento con perdxido de hidrogeno afiadido al agua marina, éste ha
demostrado tener una eficacia similar respecto a los bafios de agua dulce, al menos en el
tratamiento de AGD de baja severidad (Adams et al., 2012). También al igual que el agua dulce,
la AGD puede reaparecer en animales tratados con perdxido (Hyttergd et al, 2017). El
H,0,tiene un estrecho margen de seguridad, muy influenciado por la temperatura
(Thomassen, 1993), mas que por la dosis (Martinsen et al., 2018). El tamaio de los peces, la
severidad de la AGD, el estrés y la capacidad osmorreguladora también tienen influencia sobre
las mortalidades observadas en tratamientos con este producto (Cameron, 1994). El
tratamiento con perdxido de hidrogeno muestra mas eficacia a temperaturas bajas,
aumentando el tiempo hasta que reaparece la enfermedad en varias semanas (Adams et al.,
2012; Martinsen et al.,, 2018). En resumen, el H,0, no cura la enfermedad pero si retrasa su
desarrollo y el crecimiento de las amebas, siendo un tratamiento interesante especialmente en
aguas frias, ya que su temperatura de maxima eficacia son los 82C (Martinsen et al., 2018).

20



5.3.3 Levamisol

El levamisol es un inmunoestimulante de la respuesta inmune no especifica (Siwicki, 1987,
1989; Findlay & Munday, 2000). Su potencial como tratamiento de la AGD radica en la
resistencia de los salmones a la reinfeccién con N. perurans, debido al aumento de la respuesta
inmune no especifica (Findlay & Munday, 1998). El levamisol debe administrarse a la vez o
después que el antigeno, ya que si se administra antes produce inmunosupresion (Anderson,
1992).

Segun el estudio de Clark & Nowak (1999), en las jaulas tratadas con levamisol hay una mayor
prevalencia de amebas en las branquias, pero una menor prevalencia de lesiones, en particular
de las de grado 3. Esto puede indicar que el levamisol no es eficaz eliminando al parasito pero
si reduce la reaccién del tejido branquial. Hay que tener en cuenta que este estudio se realizé
examinando las amebas del género Paramoeba, que, a dia de hoy, se sabe que no son el
agente etioldgico de la AGD, por lo que estas conclusiones podrian estar desactualizadas.

Un experimento realizado por Zilberg et al. (2000), estudid la eficacia del levamisol y los R-
glucanos, otro estimulante de la respuesta inmune no especifica en peces (Robertson et al.,
1990; Nikl et al., 1991; Raa et al., 1996), administrados de forma oral para el tratamiento de
AGD. En el estudio, se observd cierta eficacia de ambos productos. Sin embargo, respecto al
levamisol, ésta es menor que cuando se usa directamente en el agua (como se aprecid en el
experimento de Clark & Nowak, 1999); ya que de esta forma el inmunoestimulante actua
directamente sobre el tejido branquial. Respecto a los R-glucanos, no se han publicado
estudios que atiendan a la eficacia de éstos aplicados en bafos; pero una investigacion de
Findlay sin publicar parece indicar que los glucanos también serian mas eficientes por esta via
(Zilberg et al., 2000).

5.3.4 Extracto de ajo

El ajo (Allium sativum) es conocido por tener diversas propiedades medicinales, que van desde
antibacterianas y antiparasitarias, hasta anticancerigenas y anticoagulantes (Harris et al., 2001;
Ankri & Mirelman, 2001). Las rodajas recién cortadas del bulbo son ricas en compuestos
azufrados, como la alicina, el principal responsable de las propiedades medicinales del ajo
(Ankri & Mirelman, 2001). Un ajo entero contiene de media un 1% de aliina, el precursor de la
alicina. La alinasa es una enzima presente también en el ajo, pero compartimentada y
separada de su sustrato, que, al triturar el bulbo entra en contacto con la aliina y la transforma
en alicina, biolégicamente activa (Langa et al., 2004). Otros compuestos azufrados
importantes presentes en el ajo homogeneizado son: el alil metil tiosulfonato, 1-propenil alil
tiosulfonato y L-glutamil-S-alquil-L-cisteina. El aceite de ajo consta de (desde mono a hexa)
sulfuros de dialilo (57%), alil metil (37%) y de dimetilo (6%). Todos los polisulfuros han
mostrado efectos antioxidantes in vitro, pero esto se tiene que confirmar aun in vivo (Peyghan
et al., 2008).

En un estudio de Peyghan et al. (2008), se comprobd que el extracto de ajo fresco tiene un
claro efecto anti-amebiano. La dosis que mostré mejores resultados fue 10 g L™1, durante 8
horas de exposicién. Hay que tener en cuenta que este estudio se realizé midiendo una
poblacién de N. pemaquidensis in vitro, por lo que para estudiar su aplicacion real como
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tratamiento de la AGD seria necesario realizar estudios in vivo sobre N. perurans, el verdadero
agente causal de la enfermedad. Este producto tiene un amplio rango de seguridad para los
peces y, ademas, no presenta problemas medioambientales. Por esto, la posibilidad de
implementar tratamientos basados en extracto de ajo, o bien en su principio activo mas
importante, la alicina, ya sea solo o en combinacién con otros tratamientos, es un campo de
estudio interesante. En este experimento, también se examind la eficacia frente a N.
pemaquidensis del metronidazol, un importante producto antiparasitario. El resultado fue
favorable in vitro, demostrando eficacia a concentraciones superiores a 100 mg L~ 1. La
toxicidad que ejerce este producto en los peces aun debe ser estudiada.

6. Conclusiones

Tras realizar esta revision bibliografica, y con un conocimiento mas profundo sobre el tema, las
conclusiones obtenidas son las siguientes:

e La amebiasis branquial es una enfermedad mundial causada por Neoparamoeba
perurans que afecta a numerosas especies salmonicolas y no salmonicolas en la
produccién marina.

e Laaparicion de la enfermedad estd condicionada por numerosos factores ambientales,
algunos de ellos dificilmente controlables, como la temperatura del agua o la salinidad.

e Se ha demostrado una respuesta adaptativa de los salmones a la enfermedad que les
otorga un aumento de su resistencia en el caso de reinfecciones, abriéndose una via
esperanzadora en la investigacion de vacunas e inmunoestimulantes, y la seleccion de
individuos genéticamente resistentes.

e Los principales reservorios del agente son el agua, los peces infectados y muertos por
la enfermedad y la bioincrustacidn, pero no parece que los invertebrados y los peces
silvestres jueguen un papel importante como vectores.

e El tratamiento mas utilizado actualmente son los bafios de agua dulce, que, pese a su
contrastada eficacia, tiene algunos inconvenientes relevantes como su incapacidad
para eliminar totalmente al agente o su elevado coste; esto hace que la utilizacion de
desinfectantes como tratamiento alternativo esté cobrando un mayor interés.

6. Conclusions

After carrying out this bibliographic review, and with a deeper knowledge about the subject,
the obtained conclusions are the following:

e Amoebic gill disease is a global disease caused by Neoparamoeba perurans and it
affects numerous species of salmonids and no-salmonids in the marine production.

e The emergence of the disease is determined by numerous environmental factors,
some of them are hardly controllable, like the water temperature or salinity.

e There has been demonstrated an adaptive response of the salmons to the disease that
gives them an increase of their resistance in case of reinfections, what opens an
encouraging way for the investigation with vaccines and immunostimulants, and with
selection of genetically resistant individuals.

e The main reservoirs for the agent are water, infected fish and dead due to the disease
and bio-fouling, but it does not seem that invertebrates and wild fish have an
important role as vectors.

e The most used treatment now a days is fresh water bathing, that, although its
contrasted effectiveness, has some disadvantages, like its incapability to completely
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remove the agent or its high cost; due to this, the utilization of desinfectants as an
alternative treatment is receiving grater interest.

7. Valoracién personal
La eleccién del tema de este trabajo se debe a mi interés por la acuicultura, dado su potencial
para la produccion de pescado de una forma mas eficiente, tanto econdmica como
medioambientalmente, que la pesca; y por las especies acuaticas. La realizacidon del mismo, me
ha permitido aumentar mis conocimientos sobre cémo se aborda actualmente uno de los
problemas sanitarios de mayor importancia en esta industria, y sobre cuales son las principales
lineas de investigacidn al respecto para el futuro.

Ademas de estos conocimientos, también he adquirido competencias en la bisqueda y gestién
de informacidn, acudiendo a fuentes cientificas y siendo riguroso en la redaccién; asi como en
la citacion y elaboracién de la bibliografia. Por ultimo, he logrado una mayor familiarizaciéon
con el lenguaje cientifico inglés y una mayor fluidez a la hora de interpretar articulos en esa
lengua.
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