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Resumen

F.Quintana, C.I.; Guidoli, M.G.; Domitrovic, H.A.; Blanco, T.K.: Lactococosis en Pseu-
doplatystoma reticulatum. Rev. vet. 28: 2, 132-137, 2017. La lactococosis fue reportada a
nivel mundial en numerosas especies de peces, ocasionando elevadas pérdidas economicas.
Pseudoplatystoma reticulatum es una especie autoctona del rio Parana muy apreciada para el
consumo, por lo cual la evaluacion de las patologias en los cultivos intensivos es importante.
Las muestras obtenidas en este trabajo corresponden a ejemplares juveniles provenientes de
una piscicultura de la region nordeste argentina donde se registré una mortandad aguda. Los
ejemplares afectados fueron anestesiados y sacrificados. Se realizé la ablacion del higado
y secciones del o6rgano fueron empleadas para improntas. Pequefios trozos se colocaron en
medio de cultivo Reinforced Clostridial Medium (Difco) y fueron incubados. El medio de
cultivo crecido se sembro por estriado en placas conteniendo medio de Man Rogosa y Shar-
pe agar (MRS Merck), cultivandose durante 24 a 48 h. Los microorganismos obtenidos se
sometieron a pruebas bioquimicas para determinar su ubicacion taxonémica. Fragmentos de
branquias, higado, bazo, tubo digestivo y rifion fueron fijados en solucion de Bouin, poste-
riormente fueron deshidratadas e incluidas en parafina. Los cortes histologicos se colorearon
con Hematoxilina-Eosina, PAS y Giemsa. Se encontraron lesiones hemorragicas en distintos
puntos del tegumento, presencia de liquido ascitico y numerosas lesiones puntiformes en
higado. En las improntas y pruebas bioquimicas se detectaron cocos Gram positivos aislados,
en diplos o en cadenas cortas, catalasas negativas e incapaces de reducir nitratos y sintetizar
triptofano a partir de indol. En el higado se observo predominio de alteraciones vasculares,
fundamentalmente hemorragicas de marcada intensidad. En el bazo se observaron inten-
sas alteraciones vasculares, con predominio congestivo y hemorragico. Las caracteristicas
clinicas de las lesiones, las pruebas bioquimicas y el diagnostico histopatologico permiten
atribuir la mortandad a Lactococcus garvieae.
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Abstract

F.Quintana, C.I.; Guidoli, M.G.; Domitrovic, H.A.; Blanco, T.K.: Lactococcosis in
Pseudoplatystoma reticulatum. Rev. vet. 28: 2, 132-137, 2017. Lactococcosis is reported
worldwide in numerous fish species causing heavy financial losses. Pseudoplatystoma retic-
ulatum is a native species of Parana River, edible and highly appreciated in the region, so the
consideration of diseases in intensive crops is important. In this work we present a high mor-
tality case of P. reticulatum juveniles from a farm located in Northeastern Argentina. For
this purpose, animals with symptoms were euthanized and the head was removed. Liver was
collected and sections of the organ were used for histopathology. Small pieces were placed in
tubes containing Reinforced Clostridial Medium (Difco) and then incubated. Cultures with
microorganisms were incubated on plates containing Man Rogosa and Sharpe agar (MRS
Merck) during 24 to 28 h. The colonies obtained were restrocked and kept refrigerated at
-20°C in media containing glycerol at 20%. Cultured microorganisms were submitted to vari-
ous biochemical tests to determine their taxonomy. Samples of gills, liver, spleen, gastroin-
testinal tract and kidney were fixed in Bouin’s solution and then dehydrated and embedded
in paraffin. Histological sections were stained with Hematoxylin-Eosin, PAS and Giemsa.
Hemorrhagic lesions were found in different parts of the tegument, and presence of ascites
and numerous punctuate lesions in the liver were observed. In the imprints and biochemi-
cal tests of isolates Gram positive cocci were isolated, in diplos or short chains, that were
negative catalase test and unable to reduce nitrate and synthesize tryptophan from indol. In
the liver it was observed predominance of vascular alterations, mainly hemorrhagic of high
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intensity. Bacterial invasion stood out with predominantly peripheral location. In the spleen
intense vascular alterations were observed with congestive and hemorrhagic dominance. It
can be concluded according to the clinical characteristics of lesions, biochemical tests and
histopathological diagnosis that mortality of fishes was due to Lactococcus garvieae.

Key words: fish, bacteria, septicaemic infection.

INTRODUCCION

Lactococcus garvieae es una especie bacteriana de
importancia clinica tanto en seres humanos como ani-
males ', siendo uno de los agentes causales de mastitis
en bovinos y bufalos *°. Fue aislado a partir de mues-
tras clinicas de sangre, orina y piel de pacientes huma-
nos . Tiene amplia distribucion en alimentos lacteos
y carneos, por lo cual se lo incluye como un potencial
agente zoonotico, existiendo estudios epidemiologicos
que evalian la virulencia de sus diferentes cepas '* '
23,25 .

Entre Lactococcus y Enterococcus existen seme-
janzas fenotipicas que dificultan su diagndstico micro-
biologico. La indisponibilidad de examenes precisos en
la mayoria de los centros médicos del mundo probable-
mente genere un subdiagnostico de Lactococcus gar-
vieae el cual podria implicar una significacion clinica
mucho mayor de la que le es atribuida % .

En peces, la enfermedad ocasionada por este mi-
croorganismo se definié6 como lactococosis, a fin de
diferenciarla de aquellas cuyos agentes etioldgicos son
otros géneros de cocos Gram positivos y catalasa nega-
tivos, como Streptococcus iniae, Streptococcus parau-
beris o Vagococcus salmoniarum, que se conocen con
el término genérico de estreptococosis > 10:12:22

Las infecciones por L. garvieae se diagnosticaron
en diferentes paises ' 1> 202! con mayor impacto eco-
némico en la industria de la trucha, anguila (Anguilla
anguilla), cola amarilla (Chrysiptera parasema) y ca-
mardn (Penaeus vannamei) %' . Los peces afecta-
dos presentan anorexia, melanosis, letargia, pérdida
de orientacion y natacion erratica. Los signos externos
tipicos son exoftalmia, hemorragias en las zonas pe-
riorbital e intraocular, base de las aletas y regiones pe-
rianal, opercular y bucal.

A pesar del incremento en la significacion clinica
de L. garvieae, los estudios para su caracterizacion y
relacion epidemiologica entre los diferentes aislamien-
tos, sigue siendo muy limitada '>3°, debiendo aplicarse
técnicas bioquimicas rutinarias y/o tests reactivos para
poder diferenciar esta patologia de otras relacionadas y
llegar asi a un tratamiento adecuado *'.

Pseudoplatystoma reticulatum (“surubi atigrado”)
es un pez autdctono del rio Parand, de interés comercial
y deportivo, resultando importante la evaluacion de
las patologias capaces de afectarlo. En este trabajo se
analizan las caracteristicas clinicas, histopatoldgicas y
microbiologicas que se presentaron en una mortandad
aguda registrada en una piscicultura de Pseudoplatys-
toma reticulatum en la region nordeste argentina.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras obtenidas correspondieron a ejem-
plares juveniles de Pseudoplatystoma reticulatum de
5 meses de edad, provenientes de un establecimiento
comercial ubicado en el nordeste argentino, donde se
registro una mortandad aguda. Los ejemplares afecta-
dos fueron anestesiados con agua helada y sacrifica-
dos por desmedulacion. En dos ejemplares se realizo
la ablacion del higado en condiciones de esterilidad.
Secciones del o6rgano obtenidas asépticamente se usa-
ron para realizar improntas en portaobjetos limpios y
desengrasados.

Los preparados se dejaron secar, se fijaron por ac-
cion del calor y se tifleron mediante coloracion de Gram
usando el kit de coloracion Gram de Britania (co6digo
B1446082), aplicando la técnica descripta en el instruc-
tivo correspondiente. Una vez secos, los preparados se
observaron con objetivo de 100x en un microscopio
Olimpus BX41, adaptado a una camara digital C7070.

Pequenos trozos de los higados asi obtenidos fue-
ron colocados en tubos conteniendo 10 ml de Reinfor-
ced Clostridial Medium (Difco) e incubados durante 48
h a 37°C. El medio de cultivo crecido se sembrd por
estriado en placas conteniendo agar de Man Rogosa
y Sharpe (MRS-Merck) y se cultivd durante 24 a 48
horas a 37°C. Las colonias obtenidas se repicaron has-
ta asegurar su pureza y se conservaron refrigeradas a
-20°C en medios conteniendo glicerol al 20% hasta su
posterior utilizacion. Los microorganismos asi obteni-
dos fueron sometidos a diferentes pruebas bioquimicas
para determinar su ubicacion taxonomica:

Coloracion de Gram-Nicolle: se realizo usando el
kit de coloracion Gram de Britania ya descripto, apli-
candose la técnica detallada en el instructivo corres-
pondiente.

Actividad catalasa: en un portaobjetos se mezcla-
ron 20 pl de cultivo activo con 20 pl de perdxido de
hidrégeno 30 volumenes 8.

Reduccion de KNO,: las suspensiones de microor-
ganismos se inocularon en el medio especifico (pepto-
na de carne 0,86%, NaCl 0,64%, KNO, 0,15%, pH 7,2.)
y se incubaron durante 24 a 48 h a 37°C. La produccion
de nitritos se evidencio por la aparicion de color naran-
ja luego de la adicion de gotas de solucion de a-naftol
(1 g de a-naftol en 100 ml de etanol absoluto) y acido
sulfanilico (1 g de acido sulfanilico en 100 ml de acido
acético 5 N). El nitrato residual se detectd6 mediante el
agregado de polvo de Zn y la presencia de amonio se
evidencio utilizando el reactivo de Nessler (7 g de KI,
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10 g de Hgl,, y 10 g de KOH en
100 ml de agua destilada).
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Tabla 1. Perfil del API 20 Strep para la cepa identificada como L. garvieae.

Produccion de indol a partir Cat‘alasa

de triptofano: las suspensiones ~°¥idasa
de microorganismos se inocula- V?geS-Proskauer

ron en el medio adecuado (pep- PUrAto

esculina

tona de carne 1%, D,L-triptéfano
0,1%, NaCl 0,5%, pH 7,2) y se
incubaron por 24 a 48 h a 37°C.
La produccion de indol se revelo

pirrolidonilarilamidasa
a-galactosidasa
B-glucuronidasa

- [B-galactosidasa - sorbitol -
- fosfatasa alcalina - lactosa -
+ leucina arilamidasa ~ + trehalosa +
- motilidad - inulina -
+ arginina D-hidrolasa + rafinosa -
+ ribosa + amigdalina -
- arabinosa + glicgeno -
- manitol + B-hemolisis -

con el agregado de los reactivos

Gracian I (formol y H,SO, concentrado en proporcion
2:1) y Gracian II (K,Cr,0, al 0,5 %). La aparicion de
un anillo rojo en la superficie indic6 reaccion positiva.

Identificacion fenotipica con kits comerciales: la
identificacion fenotipica se llevo a cabo mediante el uso
del sistema API 20 Strep (Biomerieux).

Otras determinaciones: se obtuvieron muestras de
sangre con las que se realizaron extendidos, asi como
fragmentos de branquias, higado, bazo, tubo digestivo
y rifién. Pequefias porciones de cada uno de estos or-
ganos fueron fijadas en solucion de Bouin y posterior-
mente deshidratadas e incluidas en parafina. Los cortes
histologicos fueron coloreados con Hematoxilina-Eosi-
na, PAS y Giemsa, para su analisis.

RESULTADOS

En el examen macroscopico se encontraron le-
siones hemorragicas en tegumento a nivel de cabeza,

aletas y ojos, como también manchas puntiformes en
superficie ventral, proximas al opérculo y almohadilla
dentaria. Las lesiones internas observadas consistieron
en la presencia de liquido ascitico y numerosas lesiones
puntiformes en el higado, el cual presenté disminucion
de su consistencia.

El analisis microscopico de las improntas del hi-
gado determind la presencia de cocos Gram positivos
aislados, en diplos, cadenas cortas y grandes agrupa-
ciones. Se observod el desarrollo de los microorganis-
mos en el medio enriquecido a través del incremento en
la turbidez respecto del medio sin inocular. La siembra
por estria en placas conteniendo MRS agar permitio
el desarrollo de colonias puntiformes y transparentes.

Las pruebas bioquimicas de los aislamientos ob-
tenidos indicaron la presencia de bacterias esféricas
Gram positivas aisladas, en diplos o pequefias cadenas,
catalasas negativas e incapaces de reducir nitratos y
sintetizar triptéfano a partir de indol, caracteristicas

L] e ] n i

Figura 1. Higado de P. reticulatum. Arquitectura parcialmente conservada, predominio de alteraciones vas-
culares, hemorragias, procesos degenerativos, areas de necrosis y fenomenos regenerativos. Arriba: 40x, HyE-
Giemsa, Abajo izquierda: 40x, HyE, Abajo derecha: 20x, HyE.
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Figura 3. Bazo de P. reticulatum. Alteraciones vasculares, predominio congestivo y hemorragico. [zquierda:
40x. Derecha: 100x. HyE-Giemsa.

propias de las bacterias acido lacticas. Los resultados
obtenidos con el sistema API 20 Strep se detallan en
Tabla 1.

En el examen microscopico se observaron las bran-
quias con arquitectura conservada y estructura lami-
nar ordenada, detectandose congestion moderada. En
el higado la estructura estaba parcialmente conservada
con predominio de alteraciones vasculares, fundamen-
talmente hemorragicas de marcada intensidad y lesio-
nes celulares intensas del parénquima. Se detectaron
procesos degenerativos en diferentes etapas evolutivas,
presencia de extensas areas de necrosis, caracterizadas
por pérdida de detalles celulares y nucleos picnoticos.
Se registraron areas de reaccion tisular caracterizadas
por fendmenos regenerativos. En el higado se destaco
invasion bacteriana con predominio de ubicacion pe-
riférica. La reaccion inflamatoria fue escasa, mas evi-
dente en la periferia del 6rgano y alrededor de vasos
sanguineos (Figura 1).

En el rifion la arquitectura se presentd conservada
y se evidenciaron fenémenos congestivos y hemorragi-
cos leves, con invasion bacteriana y reaccion inflama-
toria escasa (Figura 2).

A nivel del tubo digestivo la arquitectura estuvo
conservada. Tanto el epitelio como las estructuras
glandulares se encontraron normales. En el bazo se ob-
servaron intensas alteraciones vasculares, predominio
congestivo y hemorragico (Figura 3). Los extendidos

de sangre revelaron numerosos elementos figurados de
la serie blanca con predominio linfocitico y plaquetario.

DISCUSION

El notable desarrollo de la produccion intensiva de
peces produjo paralelamente un incremento progresivo
en la incidencia y gravedad de las enfermedades infec-
ciosas, especialmente las de etiologia bacteriana . A
excepcion de Renibacterium salmoninarum, las enfer-
medades producidas por bacterias Gram positivas reci-
bieron siempre un menor grado de atencion, por consi-
derarse que el impacto productivo era poco relevante.
Sin embargo, las enfermedades ocasionados por cocos
y cocobacilos Gram positivos y catalasa negativos, au-
mentaron su frecuencia y virulencia.

La piscicultura en Argentina tuvo un notable de-
sarrollo en la region nordeste, con numerosos produc-
tores de pacu, carpas, dorado, surubi, tilapia, sabalo,
boga y salmoén de rio. Pseudoplatystoma reticulatum
es una especie muy apreciadas para el consumo, por
lo que el avances en el conocimiento de las patologias
contribuye a evitar pérdidas por muerte o devaluacion
comercial de los peces enfermos, por el descenso de la
produccién o por los gastos de tratamiento, profilaxis
y control sanitario que se deben realizar en las instala-
ciones afectadas.

En este trabajo se observa que el brote que ocasiond
la mortandad de numerosos ejemplares se produjo al
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final de la primavera y afect6 a ejemplares juveniles de
Pseudoplatystoma reticulatum, lo cual estaria relacio-
nado con lo descrito en algunos trabajos que reportan
mayor susceptibilidad en ejemplares jovenes *.

La lactococosis fue reportada en numerosas espe-
cies de peces en todo el mundo, ocasionando elevadas
pérdidas economicas 732, caracterizandose por produ-
cir una septicemia hemorragica hiperaguda, que evo-
luciona cuando la temperatura del agua es superior a
15°C 428,

El aislamiento permitio identificar bacterias esfé-
ricas inméviles, Gram +, catalasa y oxidasa negativa.
Usando API 20 se identificé a Lactococcus garvieae,
cuyas propiedades bioquimicas fueron similares a las
descriptas en otros trabajos >2°.

Las lesiones observadas en el surubi atigrado coin-
ciden con las descriptas en brotes infecciosos por Lac-
tococcus. Las petequias y hemorragias en la superficie y
organos internos se producen por el dafio en el endotelio
vascular que ocasionan las toxinas **. Los principales
organos afectados son higado, bazo, cerebro, vejiga
natatoria, intestino, rifdn y corazon 2* 262728 Histolo-
gicamente se caracterizaron lesiones hemorragicas, in-
flamatorias, necroticas y fibroplasicas en los distintos
organos afectados 243610,

Los microorganismos del género Lactococcus pa-
saron de considerarse patdogenos oportunistas a patoge-
nos emergentes ' . Su importancia se extiende mas alla
de la acuicultura, ya que existe un creciente numero
de casos en los que se aisla e identifica esta bacteria en
seres humanos. En el nordeste argentino es la primera
vez que se reporta esta enfermedad.
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cientifica que realiza dicha casa de estudios.

Beneficios que brinda a sus asociados:

* Descuentos especiales en otros rubros.

Tel. (0379) 4425753 interno 186 * Pagina Web www.vet.unne.edu.ar * E-mail: cooperadora@vet.unne.edu.ar

Fotocopias con descuentos especiales en la Fotocopiadora Copias.com que funciona dentro del
predio de la Facultad de Ciencias Veterinarias.
Descuentos para la adquisicion de libros de distintas editoriales.




