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ABSTRACT

The present histopathological research was carried out in April 2008 in order to diagnose the
cause of granular lumps or nodules on the skin of some "clown fish” Amphiprion ocellaris, froma
local aquarium in Lima, Peru. This study revealed pathognomonic lesions of the lymphocystic
viral infection. It was seen in these nodules numerous lymphocystic cells in various stages of
hypertrophy. Some of these cells exceeded 280 um and had a large nucleus, large basophilic
cytoplasmic inclusions between the cytoplasmic membrane and the nucleus, and were covered
by athick hyaline layer. The infection was also observed in the muscle along with severe necrotic
foci. The present work reports, for the first time in Peru, the existence of viral lymphocystic
infection. This disease is of considerable health and economic importance for the obvious and
unpleasant skin lesions that significantly reduce the marketing of fish, not just ornamental but
also the species destined for human consumption.
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RESUMEN

La presente investigacion histopatoldgica se realizo, en abril de 2008, con el objetivo de
diagnosticar la causa de las tumoraciones granulares o nodulaciones que presentaban en la piel
varios “peces payaso” Amphiprion ocellaris, procedente de un acuario local en Lima, Peru. Este
estudio reveld lesiones patognomonicas de la infeccién linfocistica viral. Se observé en estos
nodulos gran cantidad de células linfocisticas en diversos estados de hipertrofia. Algunas de estas
células superaban los 280 umy presentaban un gran nucleo, extensas inclusiones citoplasmaticas
basofilas entre la membrana citoplasmatica y el ndcleo, y estaban cubiertas por una gruesa capa
hialina. La infeccion también se aprecié a nivel muscular con presencia de focos necroticos
severos. El presente trabajo reporta, por primera vez en el Perd, la existencia de la infeccion
linfocistica viral. Estaenfermedad es considerada de importancia sanitariay econémica, debido a
las evidentes y desagradables lesiones cutaneas que reducen significativamente la
comercializacion de los peces, no solo a los ornamentales sino también a las especies destinadas
para consumo humano.

Palabras clave: Amphiprion ocellaris, enfermedad linfocistica, histopatologia, peces ornamentales, Per(.
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INTRODUCCION

La enfermedad linfocistica o linfoquistica fue
descrita por primera vez por Lowe en 1874
(Liversidge & Munro 1978) y su nombre de
linfocistis o linfoquistis proviene de
Woodcock quién en 1904 describe la
enfermedad creyendo que era producida por un
esporozoo al que le da el nombre de
Lymphocystis johnstonei por producir lesiones
quisticas o células enormemente
hipertrofiadas en espacios linfaticos rodeados
por linfocitos (Wolf 1988). Su etiologia viral
fue propuesta por Weissenberg en 1914 debido
a que en las lesiones no hallaba bacterias,
hongos ni protozoos, pero la enfermedad era
muy infecciosay la podia transmitir facilmente
de un pez a otro (Wellings 1970); su etiologia
viral fue demostrada mediante microscopia
electronica por Walker en 1962 y su
aislamiento en células vivas por Wolf, Gravell
& Malsberger en 1966 (Liversidge & Munro
1978, Wolf 1988).

El virus de la enfermedad linfocistica
pertenece al género Lymphocistivirus de la
familia Iridoviridae (Williams Jr. etal. 1996), y
se caracteriza por poseer virus icosahédricos
de gran tamafio que tienen un genoma de ADN
(Tidona & Darai 1997). Los Lymphocystivirus
(LCDV) miden entre 130 nm a 380 nm
(Russell 1974, Bovo & Florio 2008); y tienen
especial tropismo por los fibroblastos (Wolf
1988, Miyazaki & Oota 2002). Actualmente
s6lo hay dos especies reconocidas de
Lymphocystivirus, la LCDV-1 que infecta al
lenguado Platichthys flesus Linnaeus, 1758 en
Europa y la especie LCDV-C que infecta al
lenguado japonés Paralichthys olivaceus
Temminck & Schlegel, 1846 en China
(Chinchar et al. 2009). Las otras especies
aisladas, como la LCDV-RF que infecta el
“rockfish” Sebastes schlegeli Hilgendorf,
1880 (Kitamura et al. 2006); la LCDV-2 que
infecta a algunos pleuronectidos (Wolf 1988,
Chinchar et al. 2009), y la especie que afecta al
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“largemouth” Micropterus salmoides
Lacépede, 1802 todavia no han sido
definitivamente caracterizadas (Chinchar etal.
2009). Hay ademas otros Lymphocystivirus
que aln no han sido estudiados, de casos en que
la enfermedad linfocistica ha sido
definitivamente reconocida por la tipica lesion
patognomanica que estos virus producen. En
general, la caracterizacion de los virus
encuentra su primera gran dificultad en la
carencia de cultivos de lineas celulares
apropiados, por eso recientemente se estan
disefiando nuevas técnica moleculares de PCR
que evitarian la tediosa y costosa tarea de los
cultivos (Hanson et al. 2006, Kitamura et al.
2006).

A los fibroblastos infectados e hipertrofiados
por el Lymphocystivirus se les denomina
células linfocisticas, y éstas adquieren sus
tipicas caracteristicas histopatoldgicas a partir
de los 100 pm. Tienen forma esférica u ovoide,
un nadcleo central muy grande y lobulado, con
membrana nuclear arrugada e invaginada y
estan cubiertas por una gruesa capsula hialina
que mide entre 5 a 10 um (Wolf 1988). La
célula infectada por el virus deja de dividirse y
se hipertrofia incrementando su volumen en
50000 a 100000 veces (Wolf 1988). Los
fibroblastos normales miden entre 10-15 umy
los infectados pueden medir mas de 1 mm de
didmetro (Aneer & Ljungberg 1976) y pueden
formar conglomerados macroscopicos que
tienen el aspecto de nédulos o verrugas de
color crema, rosado o gris (Alexandrowicz
1951, Wolf 1988, Bunkley-Williams et al.
1996, Sahoo & Goodwin 2012). Los peces
afectados generalmente presentan mdaltiples
nodulos (Nigrelli & Ruggieri 1965, Wolf et al.
1966, Sindermann 1970, Marcogliese et al.
2001), pero también se han observado nddulos
0 quistes individuales como lo reportado por
Aneer & Ljungberg (1976). El citoplasma de
las células con infeccion avanzada posee
inclusiones citoplasmaticas basofilicas en
cuya superficie los virus se replican (Peters &
Schmidt 1995). La estructura de estas
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inclusiones varia segun la especie de
hospedador (Wolf 1988).

La enfermedad linfocistica se manifiesta en
peces teledsteos de ambientes marino, salobre
y de agua dulce, y de regiones frias, templadas
y tropicales de todo el mundo (Hossain et al.
2007) y ha sido reportada en méas de 125
distintas especies de peces de 42 familias
diferentes (Sheng et al. 2007). Se presenta con
mayor frecuencia en los teledsteos mas
evolucionados, como platijas o lenguados,
percas y bremas marinas (Hossain et al. 2007);
y en los cultivos de Sparus aurata Linnaeus,
1758, en la regién del mediterraneo (Cano et
al. 2006, Cano et al. 2009a); en cambio no se le
ha registrado en salmoénidos (Liversidge &
Munro 1978). Es comun en peces de acuario
(Nigrelli & Ruggieri 1965, Cedillo et al. 2001,
Shengetal. 2007).

La infeccién es de curso cronico y
generalmente no es letal (Hossain et al. 2007).
Los peces afectados sufren ligera disminucion
de su peso y tienen cierta dificultad para
movilizarse (Wolf 1988); pero su aspecto
desagradable es causante de pérdidas
economicas considerables en los cultivos
marinos, especialmente de P. olivaceus y de S.
schlegeli, de Korea, Japon y China (Bovo &
Florio 2008, Hossain et al. 2009).

La transmision de esta enfermedad estaria
estrechamente asociada con la elevacion de la
temperatura ambiental (Hossain et al. 2009); y
se realizaria en forma directa y horizontal por
contacto, ingesta o ingresando por las
branquias. Por contacto, los mas propensos los
peces gque presentan heridas abiertas en la piel
(Nigrelli & Ruggieri 1965, Russell 1974). La
Artemia sp. podria actuar como huésped
reservorio de este virus (Cano et al. 2009b) y
podria ser un medio para su transmision oral
(Canoetal. 2009a).

Su incidenciay grado de infeccion varia con la
estacion del afio (Kitamuraetal. 2007) y consu
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distribucion ambiental (Russell 1974). Su
temperatura ptima es de 20°C en ambientes
marinos (Kitamura et al. 2007, Hossain et al.
2009) y de 22 a 25°C en peces tropicales de
acuario (Nigrelli & Ruggieri 1965). El estrés y
la contaminacion estarian asociados a la
infeccion (Anderson & Conroy 1968,
Sindermann 1970).

A la especie Amphiprion ocellaris Cuvier,
1830, se le conoce como pez payaso, Yy €S
nativa de las aguas calidas de los océanos
indico y Pacifico; y por su singular belleza y
diversos colores intensos es utilizado como un
pez marino ornamental (Piraratetal. 2011).

El presente trabajo reporta el primer hallazgo
en el Pery, de la infeccion linfocistica, en tres
peces payaso A. ocellaris procedente de un
acuario de la ciudad de Lima, en abril de 2008,
en la que se detectd lesiones patognomonicas
de esta enfermedad utilizando el diagndstico
histopatoldgico.

MATERIAL Y METODOS

La investigacion se realiz en el mes de abril

de 2008. Se estudiaron tres peces ornamentales
marinos A. ocellaris *“pez payaso”,
procedentes de la importacion, para ser
comercializados y distribuidos en acuarios de
Perd. Estos peces mostraban lesiones
tumorales en la piel, razon por la cual fueron
llevados para su estudio al Laboratorio de
Patobiologia y Sanidad Acuatica de la Sede
Central del Instituto del Mar del Peru
(IMARPE), por un acuarista del departamento
de Lima.

Los peces se encontraban moribundos al
momento de llegar al laboratorio. Se anotaron
los signos externos y se procedio a realizar la
diseccion y la toma de muestra de las zonas
afectadas de la piel, para su estudio
histopatolégico.
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Estudio histopatoldgico

Se emplearon para el estudio, las zonas de la
piel que presentaban tejido tumoral, las que se
fijaron por 24 h en formol neutro al 10% (v/v)
tamponado a pH 7,0. Después de la fijacion las
muestras fueron deshidratadas en alcohol
etilico e infiltradas en parafina siguiendo las
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técnicas descritas por Genten et al. (2009),
luego se cortaron a 5 pum y se tifieron con
hematoxilina & eosina de Harris, siguiendo la
técnica descrita por Luna (1968). El estudio
histopatoldgico se realizé con un microscopio
compuesto Nikon Eclipse 90i con camara
incorporada.

Figura 1. Amphiprion ocellaris “pez payaso”, con nodulaciones irregulares blancas en la piel, aletas y boca.

RESULTADOS

Los peces infectados presentaban externamente
formaciones de aspecto tumoral o nodular, de 1
a varios mm de diametro, en diferentes lugares
de la piel, especialmente en el lado de la aleta
pectoral, en el borde de la boca y en la parte
lateral del cuerpo (Fig. 1).

El estudio histopatoldgico de estas lesiones
reveld un cuadro patologico especificamente
distintivo o patognomonico de la infeccion

linfocistica viral. Los nédulos eran racimos de
fibroblastos dermales con variados grados de
citomegalia (Fig. 2a). Las células
hipertrofiadas eran generalmente ovoides y
estaban cubiertas por una gruesa envoltura
hialina (Figs. 2b y 2c). Algunas de éstas
superaban los 280 pum y presentaban un gran
nucleo y extensas inclusiones
intracitoplasmaticas basodfilas cerca a los
bordes de la célula (Figs. 2by 2c). Lainfeccion
también se aprecié a nivel muscular con
presencia de focos necroéticos severos (Fig.
2d).
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Figura 2. (@) Nodulos linfocisticos en la piel. (b y c¢) Células linfocisticas donde se aprecia claramente la capsula gruesa, lisa e
hialina que las cubre. En algunas se aprecia el ndcleo grande y las inclusiones intracitoplasmaticas baséfilas que estas células
poseen. (d) Célula linfocistica hipertrofiada irregular en el tejido muscular del pez payaso, A. ocellaris.

DISCUSION

Las lesiones nodulares observadas en la piel
del pez payaso, A. ocellaris, correspondian a
una masiva conglomeracion de células ovales
y esfericas de diferentes tamarios, algunas
extremadamente hipertrofiadas, procedentes
del tejido conectivo, como las descritas por
Nigrelli & Ruggieri (1965), y Wolf (1988) para
la enfermedad linfocistica. También se
observo que las células hipertrofiadas (Figs. 3-
5) presentes en estas malformaciones

nodulares tenian las mismas caracteristicas
morfoldgicas (gruesa pared hialina, nucleo
muy grande y enormes inclusiones
citoplasmaticas alrededor de éste o cerca de los
bordes de la célula) de la tipica célula
linfocistica descrita por Nigrelli & Ruggieri
(1965), Liversidge & Munro (1978), Wolf
(1988), y Schaperclaus (1992), como lesion
patognomaénica de la enfermedad linfocistica
viral. Estas células linfocisticas también
fueron observadas en el tejido muscular
adyacente a las lesiones de la piel, pero debido
a que el examen histopatoldgico se limito a la
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zona de las lesiones nodulares externas no fue
posible comprobar si la infeccidon estaba en
otros 6rganos tal como ha sido observado por
Alexandrowicz (1951), Nigrelli & Ruggieri
(1965), Huizinga & Cosgrove (1973), Aneer &
Ljungberg (1976), Schaperclaus (1992) y
Piraratetal. (2011).

El diagnostico de la infeccion linfocistica se
realizd por estudio histopatoldgico, de las
lesiones patognomdnicas, pero no se pudo
determinar la especie de Lymphocystivirus
causante de la infeccion, por no tener los
equipos que se requieren para el cultivo de
células de peces, fundamentales para el
aislamiento del virus; ni las técnicas
moleculares que se necesitan para su
identificacion.

En el pez payaso, A. ocellaris, la enfermedad
viral de la linfocistis fue detectada por primera
vez en Tailandia hace tres afios (Pirarat et al.
2011) y en el presente afio en India (Siva et al.
2014). A nuestro entender este es el primer
reporte de la enfermedad linfocistica en el pez
payaso A. ocellaris en el Peru.

No obstante que la enfermedad ha sido
detectada en un pez ornamental no nativo del
pais, cuyo habitat natural son los arrecifes
coralinos del Mar de Andaman en el Océano
indico y muy difundido por todo el mundo
como pez ornamental (Pirarat et al. 2011), el
hallazgo que reportamos en el presente trabajo
es de significativa importancia, debido a que el
ingreso de esta infeccion viral podria afectar a
especies nativas de nuestro pais de gran
importancia comercial y muy sensibles a esta
enfermedad, como los lenguados. La
sensibilidad de los peces planos a la infeccion
linfocistica y el perjuicio que causa a la
comercializacion de estas especies por la
presencia de las desagradables lesiones
cutaneas que la enfermedad produce, se resalta
en los trabajos de Hossain et al. (2007),
Kitamura et al. (2007), Bovo & Florio (2008),
y Hossain et al. (2009). Asi mismo, cabe
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destacar que en los ultimos cinco afios se ha
incrementado en el Peru la importacion de
peces ornamentales marinos, procedentes del
Sudeste asiatico, y son numerosos los reportes
orales de acuaristas y comercializadores de
peces ornamentales que mencionan acerca de
los grados de morbilidad en el pez payaso
debido a la presencia de estos nodulos que,
segun sus observaciones, pueden conducir a
estos peces a lamuerte.

Una de las controversias que ha generado el
comercio de especies ornamentales marinas,
es que solo el 2% de los peces son obtenidos
mediante técnicas de cultivo en cautiverio
(Wabnitz et al. 2003) y el resto de especies que
se comercializan internacionalmente
provienen del ambiente natural con riesgo a
que las enfermedades se propaguen a paises
lejanos (Williams Jr. et al. 1996, Cedillo et al.
2001). Por esta razon concordamos con Lango-
Reynoso et al. (2012), en que se debe fomentar
la implementacion de estrategias de gestion
que abarquen no so6lo el comercio de la
acuariofilia sino también la creacion de
programas funcionales de certificacion,
inocuidad y trazabilidad de los productos
acuicolas.
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