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RESUMEN

Se ha examinado el estado sanitario de las poblaciones de salmon atlantico de las
cuencas de los rios Asén, Pas-Pisuefia, Nansa y Deva (Cantabria) durante el perio-
do 1996-2002. Los andlisis hematoldgicos realizados indican la presencia de ejem-
plares adultos con valores extremos de hematocrito, leucocrito, hemoglobina, pro-
teina plasmatica y glucosa, resultados que resultan indicativos en algunos casos de
un sistema inmune debilitado y de un deficiente estado sanitario. Los patégenos
detectados en estas poblaciones incluyen las bacterias Aeromonas salmonicida,
Aeromonas hydrophilla, Yersinia ruckeri y Photobacterium damselae, asi como hon-
gos oportunistas del género Saprolegnia y parasitos internos del género Anisakis.
En general las poblaciones de salmén mas mermadas son las que habitan las cuen-
cas con una mayor alteraciéon del habitat y son a su vez las poblaciones que pre-
sentan un peor estado sanitario, una mayor incidencia de enfermedades infeccio-
sas y una mayor mortalidad de adultos antes del desove. Se ha comenzado asi
mismo a desarrollar y aplicar técnicas moleculares de deteccién rapida de enferme-
dades infecciosas, basadas en la amplificacién del genoma de diversos patégenos
por medio de PCR. Las ventajas de las nuevas técnicas moleculares sobre los méto-
dos de diagndstico tradicionales incluyen una mayor sensibilidad y rapidez de
deteccion, asi como la posibilidad de realizar los andlisis de manera no destructiva
y antes de que existan manifestaciones clinicas de las enfermedades. Otra linea de
trabajo que se ha comenzado recientemente a investigar es el estudio de la varia-
bilidad genética a nivel del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC). Ello
podria abrir en el futuro la posibilidad de mejorar la resistencia de los salmones a
los procesos infecciosos en los programas de cria en cautividad y recuperacion de
esta especie.

Salmén atldntico, un viaje de ida y vuelta. Eds. M. Lamuela y J. Alvarez (2002).
Gobierno de Navarra, Dpto. de Medio Ambiente, Ordenacion del Territorio y Vivienda.
Gestion Ambiental — Viveros y Repoblaciones de Navarra. Pamplona, pp. xx-yyy
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ABSTRACT oottt

We have examined the health status of adult Atlantic salmon returning to the rivers
Asén, Pas-Pisuefa, Nansa and Deva (Cantabria) during the period 1996-2002.
Extreme values of hematocrit, leukocrit, haemoglobin, plasma protein and glucose
were detected in some individuals, reflecting their poor health and, in some cases,
their depressed immune system. The main pathogens detected in the wild popula-
tions include the bacteria Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophilla, Yersinia
ruckeri and Photobacterium damselae, as well as the opportunistic fungus
Saprolegnia sp. and the internal marine parasite Anisakis. In general, the most depres-
sed salmon populations were those located in the most altered watersheds; these sho-
wed in turn the poorest health condition, the highest incidence of infectious diseases,
and the greatest extent of pre-spawning mortalities. We begun recently to apply
molecular methods for the detection of infectious diseases, based on PCR-amplifica-
tion of target pathogenic genomes. The advantages of molecular methods over tra-
ditional diagnostic techniques include greater sensitivity and faster results, as well as
the possibility to carry out the analysis non-destructively, before there are any clinical
symptoms of the disease. Another molecular approach we have recently undertaken
is the analysis of genetic variation at the MHC. This may allow us to improve the resis-
tance of salmon to infectious diseases in the future, which should prove useful in cap-
tive breeding programmes and in the restoration of wild populations.

Introduccion

Las poblaciones de salmén de Cantabria han sufrido desde comienzos de los
afos 70 un progresivo deterioro de su estado sanitario, lo que ha dado lugar desde
entonces a mortalidades mas o menos importantes de adultos, que no llegan por
tanto a desovar (Garcia de Leaniz et al., 2001). Aunque inicialmente se atribuyeron
dichas mortalidades a la enfermedad conocida como UDN (Canales, 1983), la apa-
ricion de los primeros salmones enfermos en Cantabria y en otros lugares coincide
con las repoblaciones a finales de los afios 60 de juveniles infectados con la bacte-
ria Aeromonas salmonicida. La primera incidencia importante de ejemplares mori-
bundos y enfermos se detecta en los rios asturianos en 1969 (Martin Ventura,
1988), y al afio siguiente (1970) en los rios de Cantabria (Canales, 1983). De hecho,
la primera deteccién de Aeromonas salmonicida en los salmones y truchas de
Cantabria se produce ya en 1974. primero en salmones del rio Pas y luego en tru-
chas del rio Hijar, afluente del Ebro (De Miguel, 1976).
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Desde Diciembre de 1997 se vienen realizando en el Centro Ictiolégico de
Arredondo diversos anélisis y estudios encaminados a determinar el estado sanita-
rio de las poblaciones de salmon, asi como a estudiar posibles vias de tratamiento
y prevencion de enfermedades infecciosas. Se procede asi mismo a vacunar todos
los juveniles de salmon antes de las repoblaciones y a intentar recuperar el mayor
numero posible de zancadas y reproductores enfermos o moribundos para que
sobrevivan hasta el desove. Se han realizado hasta la fecha 764 analisis hematolo-
gicos, 222 analisis histopatoldgicos y 81 anélisis bacterioldgicos, tanto de ejempla-
res adultos procedentes de las pesquerias como de reproductores, algunos de cuyos
resultados se resumen en este trabajo.

Material ¥ MEtOAOS ...

Los objetivos de este estudio fueron:

- Evaluar el estado sanitario de las poblaciones de salmén de los rios Ason,
Pas, Nansa y Deva en Cantabria.

- Identificar los principales patdgenos causantes de mortalidades y enferme-
dades infecciosas en estas poblaciones.

- Desarrollar y aplicar métodos moleculares no destructivos para la deteccion
precoz de enfermedades infecciosas, su tratamiento, y prevencion.

Analisis hematologicos

El analisis de ciertos parametros hematoldgicos permite evaluar el estado sani-
tario de los salmones adultos y detectar situaciones de stress y supresion del siste-
ma inmune que pueden desencadenar mas tarde en la aparicion de enfermedades
infecciosas (McDonald & Milligan, 1997; lwama & Farrell, 1998; Kubokawa et al.,
1999). Los parametros que hemos medido han sido los siguientes (Morgan &
lwama, 1997):

- Hematocrito: El hematocrito representa la relacion entre el volumen de eritroci-
tos (globulos rojos) y el volumen total de sangre, expresado como porcentaje. En
salmonidos los valores normales de hematocrito oscilan entre 30% y 50%, depen-
diendo del tamafio del pez. Valores altos de hematocrito pueden resultar indicati-
vos de stress y anoxia, mientras que valores bajos pueden indicar anemia o ser el
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Tabla 1.- Valores medios de diferentes paraimetros hematologicos en los salmones adultos de
Cantabria. El nimero de ejemplares analizados para cada parametro se muestra entre parén-
tesis.

PARAMETRO ASON Pas NANSA DEvA TOTAL
HEMATOCRITO 37.5 41.6 441 41.8 42.5
(%) ) (19 (33) 4 (62)
LEUCOCRITO 0.70 0.52 0.77 0.33 0.66
(%) ©) (18) (33) (4) (61
HEMOGLOBINA 11.3 12.2 12.1 11.9 12.0
(gr/dD (63) (267) (238) | (1960) | (764)
PROTEINA TOTAL PLASMATICA 500.5 536.4 523.3 535.5 530.3
(pg/mbD 3 (24) an “@ (42)
GLUCOSA PLASMATICA 62.7 115.0 81.6 137.8 104.7
(mg/dD 3 @20 (1D (4) (42)

resultado de infecciones. En las poblaciones de Cantabria el valor medio de hema-
tocrito entre los salmones adultos es de 42.5%, oscilando entre un minimo de 12%
y un maximo de 55% (Figura 1). Aungue parecen existir diferencias significativas
entre rios (KW=11.04, P=0.011, N=62), siendo la poblacién del Ason la que pre-
senta los valores méas bajos y la poblacion del Nansa los mas altos (Tabla 1), el tama-
fio de la muestra es todavia pequefio.

- Leucocrito: El leucocrito representa la relacion entre el volumen de leucocitos
(globulos blancos) y el volumen total de sangre, expresado como porcentaje. En los
salménidos los valores normales de leucocrito oscilan entre 1% y 2%. Valores altos
pueden indicar una respuesta a una infeccion subcrénica mientras que valores bajos
pueden indicar una supresion del sistema inmune. Los adultos de Cantabria mues-
tran un valor medio de leucocrito del 0.66% (Tabla 1) y un rango que va desde 0%
hasta 6% (Figura 2), sin que se detecten diferencias significativas entre rios (KW=
2.431, P=0.488, N=61).

- Hemoglobina: La concentracion de hemoglobina en la sangre puede aumentar
debido a un stress agudo que cause un desequilibrio en la capacidad de osmore-
gular, o también debido a un incremento en el nimero de glébulos rojos como res-
puesta a condiciones de anoxia que obligan al pez a aumentar su capacidad de
intercambio gaseoso. Su disminucién puede indicar anemia o una infeccién. En sal-
monidos adultos los valores normales de hemoglobina en sangre tienden a oscilar
entre 5y 11 gr/dl. En Cantabria, el valor medio encontrado es de 12.0 gr/dl (Tabla
1), sin que se aprecien diferencias significativas entre rios (KW=4.67, P=0.198,
N=764). En conjunto (Figura 3), los resultados revelan la existencia de un 3-4% de
adultos posiblemente anémicos, caracterizados por concentraciones de hemoglobi-
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Figura 1.- Distribucion de los valores de hematocrito entre los salmones adultos de los rios
de Cantabria (N=62).
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Figura 2.- Distribucion de los valores de leucocrito entre los salmones adultos de los rios de
Cantabria (N= 61).
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Figura 3.- Distribucion de los valores de hemoglobina en sangre entre los salmones adultos
de los rios de Cantabria (N=764).
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na en sangre muy bajas, tipicas de procesos infecciosos y de un sistema inmune
alterado. También encontramos un 20-25% de adultos con concentraciones de
hemoglobina excesivamente altas, que podrian resultar indicativas de un stress pro-
longado.

- Proteina plasmatica total: Los cambios en la concentracién de proteina plas-
matica pueden resultar indicativos de un desequilibrio en el balance hidrico o nutri-
cional, ocasionados por niveles cronicos de stress. El valor medio encontrado para
los adultos de los rios de Cantabria es de 530.3 mg/ml (Tabla 1), oscilando entre un
minimo de 220.4 y un maximo de 786.8 mg/ml (Figura 4). No se detectan diferen-
cias significativas entre rios (KW=0.549, P=0.908, N=42).

- Glucosa: Los niveles de glucosa en sangre aumentan en respuesta a un episodio
agudo de stress debido a la accién de dos hormonas, la epinefrina en el higado y
el cortisol en el musculo, de las que la glucosa es una medida indirecta. La medi-
cién de los niveles de glucosa proporciona por tanto una medida indirecta y facil de
realizar de los niveles de stress, asi como del estado nutricional de los salmones
adultos. El valor medio encontrado en las poblaciones de Cantabria ha sido de
104.7 mg/dl (Tabla 1), si bien parecen existir diferencias altamente significativas
entre rios (KW=20.32, P=0.000, N=42). La variacion encontrada entre individuos es
muy alta ya que oscil6é entre un minimo de 17.3 mg/dl hasta un maximo de 198.8
mg/dl (Figura 5).
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Figura 4.- Distribucion de los valores de proteina total en plasma entre los salmones adul-
tos de los rios de Cantabria (N= 42).
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Figura 5.- Distribucion de los valores de glucosa en plasma entre los salmones adultos de
los rios de Cantabria (N= 41).

9 \

N° salmones adultos
easeq Jod uoniodoid

0 50 100 150 200 250
Glucosa (mg/dl)




S. CONSUEGRA, C. GARCIA DE LEANIZ & A. SERDIO

Tabla 2.- Patdgenos detectados entre los salmones adultos de Cantabria.

PATOGENO ASON Pas NaNsA  DEeva
Aeromonas hydrophila + + sd sd
Aeromonas salmonicida 4 A - 4
Yersinia ruckeri + + - +
Photobacterium damsela piscicida + - - -
Vibrio anguillarum - - - -
Anisakis simplex + + + +
Saprolegnia sp. + + + +

Patogenos detectados en las poblaciones de Cantabria

Hasta la fecha hemos detectado la presencia de las bacterias Aeromonas salmo-
nicida, Aeromonas hydrophila, Yersinia ruckeri y Photobacterium damsela piscicida
entre los salmones adultos de los rios de Cantabria, ademas del hongo Saprolegnia
sp. y el parasito interno de origen marino Anisakis simplex (Tabla 2). Los sintomas
externos mas comunes que encontramos entre los salmones adultos enfermos o
moribundos incluyen erosién de la boca y aletas, un higado pdélido y friable, hiper-
trofia del bazo, necrosis del rifidn, y la presencia de hemorragias y petequias, sin-
tomas todos ellos que se asocian en general con las septicemias de origen bacte-
riano, si bien el papel de agentes viricos no puede descartarse.

Programa de vacunacion

Desde 1998 se ha seguido un programa de vacunacion de todos los juveniles
que se crian en el Centro antes de su repoblacién, asi como de los adultos que se
estabulan como reproductores y de los zancados después del desove. Inicialmente
se comenzo vacunando Unicamente contra Aeromonas salmonicida, para ampliar-
lo a Yersinia ruckeri'y Vibrio anguillarum mas tarde.

Los juveniles se vacunan por inmersién normalmente cuando sor marcados y
posteriormente se les administra un recuerdo oral en el pienso varias semanas antes
de ser repoblados. Los reproductores y zancados se vacunan por inyeccion intra-
peritoneal.

Los resultados obtenidos hasta ahora indican que la vacunacién tiene un efecto
positivo en la supervivencia tanto de los adultos en condiciones de cria en cautividad
como de los juveniles después de ser repoblados en el medio natural. Asi, la super-
vivencia de las zancadas estabuladas aument6 desde el 41% cuando se comenzé
con el programa de vacunacion en 1998 hasta el 90-98% en la actualidad.

En cuanto a los efectos de la vacunacion de juveniles y su posterior efecto en la
supervivencia de los adultos de retorno, los primeros resultados indican que la inci-
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dencia de enfermedades infecciosas es aproximadamente 2.7 veces menor entre los
adultos que fueron vacunados como juveniles que entre aquellos que no fueron
vacunados. La proteccién que proporcionan las vacunas, sin embargo, parece ser
mayor entre los adultos que retornaron como afales que entre aquellos que retor-
naron después de varios inviernos de mar, lo que podria indicar que la efectividad
de la vacunacion disminuye con el tiempo.

Desarrollo y aplicacion de métodos moleculares

Ademas de la aplicacion de técnicas de diagndstico tradicionales, se han comen-
zado a aplicar técnicas moleculares basadas en la PCR tanto para la identificacion
rapida de patégenos de manera no destructiva, como para el estudio del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) y la caracterizacién de genotipos resistentes a
diversas enfermedades.

- Identificacién no destructiva de patégenos mediante PCR. La deteccion de
patdgenos por métodos moleculares presenta las siguientes ventajas con respecto
a los métodos clasicos:

1.- Los analisis pueden realizarse en muestras de sangre o mucus, por lo tanto
de manera no destructiva.

2.- Permiten detectar la existencia de portadores asintomaticos, antes de que
manifiesten ninguna sintomatologia, y cuando todavia pueden tratarse de
manera preventiva.

3.- Los analisis son mas sensibles al tener un mayor poder de deteccién y ser
mas especificos. Son también mas rapidos.

Hasta la fecha hemos aplicado estas técnicas para detectar en salmones adultos
la presencia de Aeromonas salmonicida, causante de la furunculosis y Yersinia
ruckeri, causante de la enfermedad de la boca roja o ERM, utilizando los primers
descritos en Mooney et al., (1995) y Gibello et al. (1999), respectivamente.

Los primeros resultados indican que el 90% de las extracciones pudieron ser
amplificadas con primers de salmén. En el caso de Aeromonas salmonicida, y sobre
una muestra de 46 ejemplares adultos, los resultados indican que un 10% de los
adultos se trataria de portadores asintomaticos, que no presentaban ningun sinto-
ma de la enfermedad y que no hubieran podido ser detectados por métodos con-
vencionales.

- Caracterizacion genética a nivel del MHC. El complejo mayor de histocom-
patibilidad (MHC) se trata de un complejo de genes involucrado en la resistencia a
las enfermedades y en la respuesta del sistema inmune. Ha sido estudiado en varios
organismos, inicialmente en mamiferos y mas adelante en peces. En muchas espe-
cies, incluido el salmén atlantico, se observa una elevada variabilidad genética,
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debida probablemente a la existencia de numerosos patégenos diferentes y al efec-
to acumulado de la seleccién natural.

En el caso del salmon atlantico, el MHC se ha relacionado con la resistencia a la
bacteria Aeromonas salmonicida (causante de la furunculosis) y al parasito
Gyrodactylus salaris (causante en algunas poblaciones de elevadas mortalidades
entre los juveniles en agua dulce). Con respecto a la furunculosis, se sabe que la
resistencia natural a esta enfermedad es hereditaria (Lund et al., 1995; Gjedrem,
1997) y que dicha resistencia estd asociada con diversos alelos del MHC clase |l
(Langefors et al., 2001; Lohm et al., 2002). Por esta razdn, la caracterizacion gené-
tica a nivel del MHC abre un via para la seleccién de individuos resistentes a las
enfermedades infecciosas, algo que podria resultar muy Util en los programas de
cria en cautividad y en la recuperacion de poblaciones de salmén amenazadas.

Conclusiones

De los estudios y trabajos realizados en el laboratorio del Centro Ictiolégico de
Arredondo durante el periodo 1997-2002, se desprenden las siguientes conclusio-
nes sobre el estado sanitario de las poblaciones de salmén atlantico de los rios
Ason, Pas, Nansa y Deva en Cantabria :

1.- Las enfermedades infecciosas constituyen una causa importante de morta-
lidad entre los salmones adultos de estas poblaciones, si bien su incidencia
varia de afio en afio y también de rio a rio.

N
.I

Los sintomas mdas comunes que encontramos entre los salmones adultos
enfermos incluyen erosion de la boca y aletas, necrosis del rindn, alteracio-
nes hepaticas, hipertrofia del bazo y presencia de hemorragias y petequias,
sintomas todos ellos que se asocian en general con septicemias de origen
bacteriano. Los analisis hematoldgicos, por otra parte, revelan la existencia
de un porcentaje de salmones adultos con sintomas de anemia, stress
agudo, anoxia, y depresion del sistema inmune.

w
.

Los patdgenos detectados entre los salmones adultos incluyen las bacterias
Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophila, Yersinia ruckeri y
Photobacterium damsela piscicida, ademdas del hongo oportunista
Saprolegnia sp. y del parasito interno de origen marino Anisakis simplex. No
se puede descartar la presencia de agentes viricos, que no fueron estudia-
dos.

»

En general las poblaciones que presentan el peor estado sanitario y la mayor
incidencia de enfermedades infecciosas (Asén y Pas) son aquellas que habi-
tan los rios con peor calidad del agua y mayor alteracion del habitat.
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5.- El programa de vacunacién emprendido aumenta la supervivencia de los sal-
mones adultos, tanto en el programa de cria en cautividad y recuperacién
de zancados como entre los adultos de retorno procedentes de repobla-
cion.

6.- La aplicacién de métodos moleculares esta permitiendo la deteccién pre-
coz de enfermedades infecciosas de manera no destructiva, asi como la
caracterizacion e identificacion de genotipos resistentes a dichas enfer-
medades.

RecomendaCiONeS .o

De los estudios efectuados se desprende que las principales causas de enferme-
dades entre los adultos de salmén de las poblaciones estudiadas incluyen las
siguientes:

1.- Una deficiente calidad del agua, motivada por la ausencia generalizada
de depuradoras en los rios salmoneros, y el vertido directo de contami-
nantes.

2.- Una fuerte alteraciéon de la calidad de los rios salmoneros, sobre todo en
los rios Asén y Pas, motivado por la construccion de encauzamientos y esco-
lleras, la tala de vegetacién de ribera, la erosion de las cuencas y un caudal
de agua a menudo insuficiente.

3.- La presencia de obstaculos que impiden la migracién aguas arriba de los
salmones y que resultan desencadenantes de la aparicion y contagio de pro-
cesos infecciosos.

Por todo ello, resulta recomendable:
* Mejorar la calidad del agua.
« Establecer caudales minimos.

« Restaurar las riberas, manteniendo franjas verdes en las margenes de los rios
salmoneros.

« Limitar el stress, estableciendo reservas en los puntos donde los salmones son
mas vulnerables.

« Eliminar los obstaculos a la migracién de los reproductores.

« Continuar con los programas de vacunacion.
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