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Deteccion de microorganismos y caracterizacion de lesiones
histopatoldgicas en la concha de abanico cultivada y silvestre
(Argopecten purpuratus) en verano e invierno

Detection of microorganisms and characterization of histopathological lesions in
cultivated and wild scallops (4rgopecten purpuratus) in summer and winter
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue detectar agentes parasitarios y describir las
lesiones histopatoldgicas en las conchas de abanico (Argopecten purpuratus) de Ancash,
Pert, durante los periodos de verano e invierno. Se recolectaron 360 moluscos, en
partes iguales de empresas acuicolas y de vida silvestre, y en las épocas de verano e
invierno (90 por grupo). Las muestras se conservaron en Solucion de Davidson y se
analizaron por histologia. Se utilizo la prueba de Chi-cuadrado para determinar posible
asociacion entre las variables. Los hallazgos histopatologicos en glandulas digestivas
y branquias fueron semejantes, encontrando microcolonias intracelulares de bacterias
(MCY), infiltracion de hemocitos y necrosis de los tejidos en los cuatro grupos de estu-
dio. La prevalencia de MCI se asocio con la estacion del afio. Las concreciones en
nefridios se presentaron en todos los grupos. El manto estuvo mayormente afectado
con la presencia de trematodos e infiltracion de hemocitos, especialmente en el verano.
Se concluye que existen microorganismos que afectan y causan lesiones tisulares en las
conchas de abanico peruanas.
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The aim of this study was to detect parasitic agents and describe histopathological
lesions in scallops (Argopecten purpuratus) from Ancash, Peru, during the summer and
winter periods. In total, 360 mollusks were collected, in equal parts from aquaculture
farms and wildlife, and in the summer and winter seasons (90 per group). The samples
were preserved in Davidson’s solution and analyzed by histology. The Chi-square test
was used to determine possible associations between the variables. The histopathological
findings in digestive glands and gills were similar, finding intracellular microcolonies of
bacteria (ICM), hemocyte infiltration and tissue necrosis in all study groups. The prevalence
of MCI was associated with the season of the year. Nephridial concretions occurred in all
groups. The mantle was mostly affected by the presence of trematodes and hemocyte
infiltration, especially in summer. It is concluded that there are microorganisms that affect
and cause tissue lesions in Peruvian scallops.

Keywords: Argopecten purpuratus, Peruvian scallops, histopathology, intracellular
microcolonies of bacteria, ICM

INTRODUCCION

La produccioén de la concha de abanico
es una actividad productiva intensiva, de modo
que la alta densidad de individuos puede cau-
sar estrés y disminuir la respuesta inmune,
aumentando el riesgo de transmision de en-
fermedades (Murray y Peleer, 2005). Las
enfermedades parasitarias en acuicultura se
han asociado con unidades de produccién con
alta densidad de animales (Nowak, 2007).

Una de las principales enfermedades de
los moluscos bivalvos de reporte obligatorio
al OMSA (2016) es la perkinsosis, causada
por Perkinsus marinus en Crassostrea
virginica, detectada inicialmente en el Golfo
de México (Tabasco) (Burreson et al., 1994)
y en la costa oeste de los Estados Unidos
(Ford, 1996). Posteriormente, Cremonte et
al. (2005) reportaron Perkinsus olseni en
almejas (Pitar rostrata) de Uruguay.

En la concha de abanico cultivada en
Coquimbo-Chile (4Argopecten purpuratus)
se ha descrito la presencia de una larva de
trematodo (digeneo) (Lohrmann et al., 1991),
asi como la larva de un cestodo (PUCYV, 2005).
Asimismo, Lohrmann (2009) en Chile encon-

tro microcolonias intracelulares de bacterias
(MCI) compatibles con organismos tipo
Rickettsiales (RLO) en el epitelio de los
tubulos de la glandula digestiva, infiltraciones
hemociticas en branquias, granulomas y un
protozoo ciliado Trichodina sp en conchas
de abanico. La denominacion RLO se cam-
bid a ELO (organismos tipo Endozoicomonas),
debido al estudio de Cano et al. (2020) don-
de demostraron estos microorganismos me-
diante PCR especifica e hibridacion in situ.

En Pert y Chile se han descrito larvas
de trematodos (digeneos) que provocan da-
flos en branquias y tejido ovarico provocando
infertilidad en especies acuicolas (FONDE-
PES, 2004). Sin embargo, no se han reporta-
do casos de mortalidad masiva en conchas
de abanico peruanas (Argopecten purpura-
tus) causadas por parasitos. No se dispone
de mucha informacion sobre los parasitos
presentes en las poblaciones de concha de
abanico cultivadas o silvestres, por lo que se
requiere conocer los agentes parasitarios y
las lesiones histopatoldgicas que provocan
dichos agentes, a fin de establecer progra-
mas de prevencion y control de enfermeda-
des en los centros de cultivo de Argopecten
purpuratus.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del Estudio

Esta investigacion fue de tipo analitico
longitudinal, donde la estacion del afio y la
procedencia de las muestras fueron las va-
riables independientes, y la frecuencia de
microorganismos parasitarios y las lesiones
microscopicas las variables dependientes.

Muestras

Se consideraron dos grupos de
moluscos: silvestres (no cultivados) y prove-
nientes de la acuicultura, y obtenidos en dos
épocas del afio: verano (enero, febrero y
marzo) e invierno (junio, julio y agosto). Los
moluscos fueron colectados en el distrito de
Samanco, ubicado en Chimbote, Ancash, en
el centro norte del Peri. Los especimenes
fueron procesados en el Laboratorio de
Parasitologia ¢ Histologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Uni-
versidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH),
en Lima. Se estudiaron 90 moluscos por gru-
po, siendo estos: (a) Concha de abanico de
vida libre en verano (CALV), (b) Concha de
abanico de vida libre en invierno (CALI), (¢)
Concha de abanico de acuicultura en verano
(CAAV) y (d) Concha de abanico proceden-
te de acuicultura en invierno (CAAI). En to-
tal fueron 360 animales.

Técnicas y Procedimientos
Muestreo

Los bivalvos se recolectaron sin distin-
guir entre individuos sanos y enfermos en los
dos lugares de procedencia y en las dos épo-
cas del aflo. Los especimenes cultivados pro-
cedieron de tres empresas dedicadas a esta
crianza y los de vida libre fueron extraidas de
su medio natural mediante buceo. Los ani-
males, una vez sacados del agua, se mantu-
vieron en cajas de poliestireno expandido
(Tecnopor) conteniendo bolsas de hiclo para
evitar el deterioro de los tejidos y completa-
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mente cerradas para evitar que se deshidraten
las muestras (OMSA, 2016) hasta su trasla-
do al laboratorio.

Se midi6 el oxigeno, salinidad, pH y tem-
peratura del agua de la bahia de Samanco en
forma semanal para obtener promedios men-
suales. Se empled el equipo portatil multi-
parametro Hanna Hi 9829.

Estudio histopatologico

Se realizaron dos cortes paralelos en
cada muestra, quedando divididas en tres re-
giones. Se tomo la region central que incluye
los 6rganos (branquias, ovario, testiculo, glan-
dula digestiva, manto y nefridios) de los
moluscos del género Argopecten sp (NOAA,
2004). Las muestras fueron preservadas en
la solucion de Davidson por 24 horas y luego
en etanol al 50% hasta su procesamiento
(OMSA, 2016).

Las muestras se trabajaron mediante el
procesamiento histologico convencional con
la tincion de hematoxilina y eosina,
obteniéndose 360 laminas, que fueron obser-
vadas en el microscopio optico (Leica
DM750) para determinar las lesiones
histopatologicas y para la toma de fotogra-
fias (Leica ICC56 HD). Las lesiones se cla-
sificaron seglin el porcentaje de area afecta-

Cuadro 1. Clasificacion de las lesiones segun el
porcentaje de area comprometida en la muestra
(lamina histopatologica) (Reimschuessel et al.,
1992).

. Area afectada
Nivel %)

- Hasta menos del 25% del
Limitado .

tejido

Licero Mas del 25%, pero menos del

g 50% del tejido
Mesurado Entre el 50 y 75% del tejido
Grave Mas del 75% del tejido
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da en el o6rgano evaluado, reportandose en
un nivel que va del 1 al 4 (Reimschuessel et
al., 1992) (Cuadro 1). Los resultados se pre-
sentaron como frecuencias, donde se indica
el porcentaje de cada tipo de lesion segun el
total de muestras analizadas. Para la identifi-
cacion de los parasitos se usaron diversas
fuentes bibliograficas (PUCV, 2004;
Lohrmann, 2009; Bozzo et al., 2015).

Los datos se analizaron mediante la
prueba de Chi cuadrado para determinar po-
sibles asociaciones entre las lesiones
histopatologicas, los agentes parasitarios en-
contrados, el lugar de origen y la estacion del
afio.

Consideraciones éticas

La investigacion fue aprobada por la
UPCH (Expediente N.° 100170) y con la
debida autorizacion de las empresas produc-
toras de concha de abanico.

RESULTADOS

En el verano, la temperatura mas alta
(25.76 °C) en el agua se present6 en febrero
y lamayor cantidad de oxigeno disuelto — OD
(8.71 ml/1) en enero, mientras que en el in-
vierno la temperatura mas baja (17.67 °C) y
el mayor nivel de OD (11.38 ml/l) se regis-
traron en agosto. Asimismo, se observo una
relacion inversa entre el nivel de OD y la tem-
peratura en el agua (Figura 1). Los valores
de pH y salinidad se encontraron constantes
y dentro del rango normal de produccion para
la concha de abanico.

Se encontraron lesiones histopatologicas
en todos los organos evaluados (Figuras 2-9).
Los 6rganos que presentaron mas lesiones
fueron la glandula digestiva y las branquias.
También se observaron diferencias en fre-
cuencias en los tipos de lesiones entre gru-
pos (Cuadro 2).

Lanecrosis en branquias, la infiltracion
de hemocitos en branquias y las concrecio-
nes en nefridios presentaron una asociacion
significativa con el origen (acuicultura o vida
libre). En forma similar, se observo una aso-
ciacion significativa con concreciones en
nefridios e infiltracion de hemocitos en la glan-
dula digestiva con la temporada del afio (in-
vierno y verano) (Cuadros 3 y 4).

DiscusioN

El aumento de la temperatura del mar,
acompafiado de una disminucién del oxigeno
disuelto, se debio al fenomeno de El Nifio, el
cual afectd a la costa norte peruana (ENFEN,
2017). La relacion inversamente proporcio-
nal que existe entre el nivel del oxigeno di-
suelto y la temperatura del agua causa que
en los meses de mayor temperatura el oxige-
no disuelto desciende provocando estrés en
los animales (Roldan, 2003).

En las branquias se encontrd
prevalencias altas de infiltracion de hemocitos
en los cuatro grupos estudiados y en esos
mismos organos se encontrd las MCI, las
cuales producen una respuesta inflamatoria
en el molusco. En el grupo de conchas de
abanico de acuicultura en verano (CAAV)
no se encontrd una alta prevalencia de MCI,
pero fue el grupo con mayor porcentaje de
necrosis en branquias, de alli que se presume
que los causantes de estas lesiones sean los
MCI, ya que en su multiplicacién causan
muerte celular por citolisis y es mas dificil
poder detectarlos por histopatologia, a dife-
rencia cuando se encuentran infectando una
célula y su observacion es mas facil ya que
causan citomegalia (Wen et al., 1994). Los
MCI observados fueron compatibles con
RLO, como se menciona en estudios previos
(PUCYV, 2004; Lohrmann, 2009).

La respuesta inflamatoria en moluscos

a los RLO proviene inicialmente de los
hemocitos (Hoffmann et al., 1999), los cua-
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Figura 1. Relacion inversamente proporcional entre el oxigeno disuelto y la temperatura del
agua en la bahia de Samanco en Ancash

les fagocitan o forman una cubierta para
encapsular a los agentes extrafios (Bozzo et
al., 2015). En el presente estudio se encon-
tr6 que la presencia de MCI compatibles con
RLO solo estuvo asociada con la época del
aflo, donde hubo una mayor frecuencia de
moluscos infectados en el verano, donde ocu-
rre un incremento de la temperatura y una
disminucion del nivel del oxigeno disuelto,
posiblemente debido a factores de estés
(PUCYV, 2010).

La infiltracion de hemocitos y necrosis
en branquias se observo en todos los grupos,
habiendo una asociacion significativa con la
procedencia, ya que las conchas de abanico
de vida libre fueron las mas afectadas. Esto
podria deberse a la mayor exposicion a dife-
rentes compuestos orgdnicos descritos por
IMARPE (2008) en los moluscos que habi-
tan en la bahia de Samanco.

En el caso de los testiculos y ovarios, la
prevalencia de lesiones fue bajo con excep-
cion del grupo CAAI donde se observo
15.5% (14/90) y 38.8% (35/90), respectiva-
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mente, de atrofia en los moluscos. Las atro-
fias observadas podrian ser fisioldgicas, ya
que las lesiones no estuvieron acompafiadas
de una infeccidn severa por parasitos o por
reacciones inflamatorias. La atrofia fisiol6gi-
ca de las gonadas ocurre después del desove
(Daniel-Lemus et al., 2014).

Lo que se encontro en el musculo aduc-
tor fue una alta prevalencia de Nematopsis
sp en el grupo CAAV. Asimismo, la necrosis
se observo en todos los grupos; especialmente
en los grupos de verano (CAAV y CALV).
Los ooquistes de Nematopsis sp no provo-
can dafios significativos en bivalvos (Meyers
y Burton, 2009) de alli que los dafios tisulares
encontrados podrian haber sido provocados
por otras causas.

En intestino se hallé una mediana pre-
valencia de Nematopsis sp en todos los gru-
pos, siendo mayor en el grupo CALI (62.2%,
56/90). Meyers y Burton (2009) encontraron
organismos parecidos a Nematopsis sp a ni-
vel intestinal de la ostra del Pacifico
(Crassostrea gigas) provocando danos
tisulares leves.
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Cuadro 2. Lesiones histopatolégigas en organos de Argopecten purpuratus silvestres y cultivadas en
la bahia de Samanco (Ancash, Pertl), segun la procedencia y la época del afio
Organos Hallazgos CAAV CALV CAAI CALI
histopatologicos
Branquias Infiltracion 73/90 83/90 o o
hemocitica (81.1%) (92.2%) 71190 (78.8%) 82190 (9O1.1%)
Necrosis 61/90 13/90 5/90 o
(67.7%) (14.4%) (5.5%) 13/90 (14.4%)
MCI 22/90 83/90 o o
(24.4%) (92.2%) 71/90 (78.8%) 82/90 (91.1%)
Goénada Atrofia 1/90 3/90 0 2/90
masculina (1.1%) (3.3%) 14/90 (15.5%) (2.2%)
Goénada Atrofia 3/90 6/90 0 1/90
femenina (3.3%) (6.6%) 35090 (38.8%) (1.1%)
Musculo aductor Nematopsis sp 26/90 1/90 0/90 2/90
(28.8%) (1.1%) (0%) (2.2%)
Necrosis 61/90 13/90 5/90 0
(67.7%) (14.4%) (5.5%) 13/90 (14.4%)
Intestino Nematopsis sp 26/90 32/90 30/90 56/90
(28.8%) (35.5%) (33.3%) (62.2%)
Nefridios Concreciones 12/90 18/90 76/90 23/90
(13.3%) (20.0%) (84.4%) (25.5%)
Glandula Infiltracion 58/90 74/90 84/90 82/90
digestiva hemocitica (64.4%) (82.2%) (93.3%) 91.1%)
(hepato- Necrosis 52/90 78/90 84/90 82/90
pancreas) (57.7%) (86.6%) (93.3%) (35.5%)
MCI 16/90 13/90 39/90 32/90
(17.7%) (14.4%) (43.3%) (91.1%)
Céstodos 0/90 3/90 0/90 1/90
(0%) (3.3%) (0%) (1.1%)
Manto Infiltracion 1/90 10/90 2/90 3/90
hemocitica (1.1%) (11.1%) (2.2%) (3.3%)
Trematodos 0/90 17/90 0/90 1/90
(0%) (18.8%) (0%) (1.1%)

CAAV: Acuacultura en verano, CALV: Vida libre en verano, CAAI: Acuacultura en invierno, CALI: Vida libre en

invierno
MCI: Microcolonias intracelulares

En lo nefridios se encontraron concre-
ciones en todos los grupos, destacando el gru-
po CAAV con una prevalencia de 84.4% (76/
90). Las concreciones mostraron asociacion
significativa tanto con la procedencia como
con la estacionalidad. Es decir, las conchas
de abanico procedentes de la acuicultura y
en época de invierno presentaron una mayor

acumulacion de concreciones en su sistema
excretor. Los nefridios estan revestidos por
células epiteliales que tienen una vacuola con
una concrecion (granulo de excrecion)
(Lohrmann, 2009), conformadas principal-
mente por fosfato de calcio (Shumway y
Parsons, 2016). Diferentes especies expues-
tas a elementos organicos provocan un au-
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Figura 2. Hallazgos histopatologicos en branquias de la concha de abanico Argopecten
purpuratus. (a) Escasos trematodos entre los filamentos branquiales (circulo azul)
H&E. 400X. (b) Moderadas microcolonias intracelulares (MCI) dentro de un vaso
linfatico en branquias (flecha verde) y moderada infiltracion de los hemocitos (circulo
rojo). H&E. 400X. (c) MCI en el epitelio branquial (flecha verde) H&E. 400X. (d)
Moderadas MCI en branquias, Moderadas zonas de necrosis de los filamentos
branquiales (cabezas de flecha morado) H&E. 400X

Figura 3. Hallazgos histopatoldgicos en gonada masculina de la concha de abanico Argopecten
purpuratus. (a) Leve atrofia de la gonada masculina (reduccion del parénquima
testicular). H&E. 400X. (b) Leve infiltracion hemocitica (circulo rojo) y necrosis de
los tibulos seminiferos (cabezas de flecha anaranjadas). H&E. 400X
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Figura4. Hallazgos histopatologicos en gonada femenina de la concha de abanico Argopecten
purpuratus. (a) Leve infiltracion de hemocitos (circulo rojo). H&E. 400X. (b) Esca-
sos trematodo en gonada femenina (circulo azul) y atrofia de la gonada femenina
(reduccion del parénquima ovarico). H&E. 400X

Figura 5. Hallazgos histopatologicos en musculo aductor de la concha de abanico Argopecten
purpuratus. (a) Moderada necrosis del tejido muscular (cabeza de flechas ana-
ranjadas). H&E. 400X. (b) Leve presentacion de ooquistes de Nematopsis sp
entre las fibras musculares (circulo celeste). H&E. 400X

Figura 6. Hallazgos histopatoldgicos en intestino de la concha de abanico (Argopecten
purpuratus). (a) Moderada presentacion de ooquistes de Nematopsis sp en el lumen
de los intestinos (circulo celeste). H&E. 400X. (b) Leve necrosis en el epitelio intes-
tinal (cabeza de flechas verdes). H&E. 400X

8 Rev Inv Vet Peru 2023; 34(2): 25104



Microorganismos y lesiones en concha de abanico

Figura 7. Hallazgos histopatologicos en glandula digestiva de la concha de abanico Argopecten
purpuratus. (a) Cestodo en las glandulas (circulo azul). H&E. 100X. (b) Moderada
infiltracion de hemocitos entre las glandulas (circulo rojo), pérdida de la citoarquitectura
y el detalle celular del epitelio glandular (cabeza de flechas anaranjadas). H&E. 400X.
(¢) Severa cantidad de microcolonias intracelulares (MCI) en glandula digestiva (fle-
chas verdes), severa necrosis (cabeza de flechas anaranjadas), moderada infiltracion
hemocitica (circulo rojo). H&E. 400X. (d) Severa cantidad de MCI en glandula diges-
tiva y severa necrosis (cabeza de flechas anaranjadas). H&E. 1000X

Figura 8. Hallazgos histopatologicos encontrados en nefridios de la concha de abanico
Argopecten purpuratus. (a'y b) Se observan moderadas concreciones (color café)
en el citoplasma de las células. H&E. 400X
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Figura 9. Hallazgos histopatoldgicos manto de la concha de abanico Argopecten purpuratus.
(a) Leve infeccion con trematodo en manto (circulo azul). H&E. 100X. (b) Se obser-
va los hemocitos alargados tratando de arrestar al trematodo (cabezas de flecha ana-
ranjadas): Se puede identificar el tubo digestivo del metazoario. H&E. 400X

mento en produccion de concreciones, inclu-
yendo los metales pesados (Fowler y Gould,
1988; Camichael y Fowler, 1981). IMARPE
(2008) evidencio la presencia de materia or-
ganica como fosfatos, nitritos y nitratos, los
cuales provenian de las actividades del culti-
vo, metales pesados (cobre, plomo y cadmio)
en la bahia de Samanco, asi como en los ani-
males que muestrearon.

En la glandula digestiva se encontrd
MCI compatibles con RLO, especialmente
en los grupos CAAI y CALI Asimismo, el
igual que en el caso de las branquias, este
tipo de hallazgos estuvo asociado a la época
del afio, donde hubo mayor frecuencia de
casos en invierno. Similar resultado se en-
contr6 en un estudio de Pecten maximus don-
de se determind la mayor intensidad de in-
feccion de rickettsiosis en invierno (Le Gall
et al., 1991). En forma similar, casos de
necrosis e infiltracion hemocitica se asocia-
ron con la época invernal, tal y como fue re-
portado por Le Gall ef al. (1991).

10

En 2020 se estudiaron muestras de con-
cha de abanico de Chile para caracterizar
estos organismos denominados RLO y con
analisis filogenéticos e hibridacion in situ
(ISH) se determin6 que existian secuencias
de Endozoicomonadaceae, por lo que se cam-
bid el nombre a ELO (Endozoicomonas like -
organismos) (Cano et al., 2020). Estos
microorganismos probablemente también es-
tén presentes en las conchas de abanico pe-
ruanas, por lo que es necesario realizar estu-
dios filogenéticos sobre las MCI encontra-
das en estas especies.

En el manto se determind asociacion
significativa entre la infeccion de trematodos
con la procedencia de los moluscos, donde
los animales de vida libre fueron los mas afec-
tados, debido a la mayor posibilidad de con-
tacto con este tipo de parasitos. Asimismo,
hubo asociacion significativa con la época de
verano, toda vez que las temperaturas cali-
das del agua favorecen la presentacion de
las enfermedades parasitarias (Bozzo et al.,
2015). Infestaciones similares han sido re-
portadas en conchas de abanico en Chile
(Lohrmann, 2009).
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Cuadro 3. Asociacion entre la procedencia o época del aflo con la prevalencia de microorganismos
parasitarios en 6rganos de la concha de abanico Argopecten purpuratus

Conchas de abanico Microorganismos valor p
Cultivadas vs. vida libre MCI en glandula digestiva 0.2439
MCI en branquias 0.8723
Trematodos en manto 0.0002
Verano vs. invierno MCI en glandula digestiva <0.0001
MCI en branquias 0.0118
Trematodos en manto 0.0012

Cuadro 4. Asociacion entre la procedencia o época del afio con la prevalencia de lesiones histologicas
en 6rganos de la concha de abanico Argopecten purpuratus

Comparacion Lesiones valor p

Cultivadas vs. vida libre Infiltracién de hemocitos en branquias 0.0016
Necrosis branquial <0.0001
Concreciones en nefridios <0.0001
Infiltracién de hemocitos en glandula 0.0504
digestiva
Necrosis en glandula digestiva 0.0504
Infiltracién de hemocitos en manto 0.0265

Verano vs. invierno Infiltracién de hemocitos en branquias 0.6637
Necrosis branquial 0.2119
Concreciones en nefridios <0.0001
Infiltracion de hemocitos en glandula <0.0001
digestiva
Necrosis en glandula digestiva 0.0237
Infiltracién de hemocitos en manto 0.0265

o Los: tejidos mas afectados por MCI com-
patible con RLO en las conchas de aba-

nico fueron la glandula digestiva y las

e Existen parasitos como trematodos y branquias.
microcolonias intracelulares de bacterias e Los trematodos afectaron al manto, y la
(MCI) compatibles con organismos tipo mayor prevalencia estuvo asociada con la
Rickettsiales (RLO) en conchas de aba- procedencia de los moluscos (vida libre).
nico Argopecten purpuratus indepen-
dientemente de su origen (acuicultura o Agradecimientos
vida libre) y durante las épocas de vera-
no e invierno en la zona de Samanco, Los autores agradecen al Fondo Nacio-
Ancash, Peru. nal de Desarrollo Cientifico, Tecnologico e-
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