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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue el determinar la presencia del agente Yersinia
ruckeri en la piscigranja “El Edén” y el de identificar vy clasificar las lesiones anatomo
histopatoldgicas en tejidos de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) de la piscigranja
“El Edén”, ubicada en la provincia Concepcion a 3400 m.s.n.m. en la Region Junin. A
partir de los érganos cultivados se logro aislar 11 cepas Gram negativas, 9 cepas
perteneciente a las enterobacterias, de las cuales 3 fueron caracterizadas mediante
pruebas bioquimicas como Yersinia ruckeri y fueron similares a las reportadas por

primera vez en Idaho.

Como lesiones macroscopicas se pudo observar exoftalmia unilateral 8/30 (26.66%),
melanosis 4/30 (13.33%), higado palido 18/30 (60.00%), higado congestionado 3/30
(10.00%), higado con petequias 15/30 (30.00%), branquias pélidas 4/30 (13.33%),
branquias hiperemicas 9/30 (30%) y del estudio hiatopatologico se evidencio
congestion en bazo 14/30 (46.66%), hiperplasia del apice de las branquias 12/30
(40.00%), hiperplasia de vellosidades del ciego 5/30 (16.66%), esporas de ictiofonus
en corazén 6/30 (20.00%), necrosis en mucosa estomago 4/30 (13.33%), congestion
hepatica 4/30 (13.33%), hiperplasia en mucosa del intestino delgado 9/30 (38.88%) y

regeneracion tubular renal 9/30 (30%).

Se aislaron cepas de Y. ruckeri y las lesiones en tejidos son compatibles con su
infeccién sin embargo la frecuencia de su aislamiento es baja y existen otras bacterias
diferentes a las enterobacterias que han sido aisladas incluyendo bacteria Gram

positivas y que no sabemos que rol cumplen en la enfermedad de la trucha arcoiris.

Palabras clave: Yersinia ruckeri, anatomo histopatoldgico, trucha arcoiris, enfermedad

de la “boca roja entérica”.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the presence of the agent Yersinia ruckeri in
fish farm "Eden" and to identify and classify anatomical histopathological lesions in
tissues of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) of fish farm "El Eden" located
Conception in the province at 3400 m. in Junin region. From the cultured organs was
isolated 11 strains gram negative, 9 strains belonging to the Enterobacteriaceae, of
which 3 were characterized by biochemical tests as Yersinia ruckeri and were similar to

those reported for the first time in Idaho.

As was observed macroscopic lesions unilateral exophthalmos 8/30 (26.66%),
melanosis 4/30 (13.33%), liver pale 18/30 (60.00%), liver congested 3/30 (10.00%),
liver petechiae 15 / 30 (30.00%), pale gills 4/30 (13.33%), gills hyperemic 9/30 (30%)
and the study evidenced hiatopatologico spleen congestion in 14/30 (46.66%),
hyperplasia of the apex of the gills 12 / 30 (40.00%), cecal villus hyperplasia 5/30
(16.66%), heart spores ictiofonus in 6/30 (20.00%), stomach mucosa necrosis in 4/30
(13.33%), hepatic congestion 4/30 ( 13.33%), hyperplasia in the small intestinal
mucosa 9/30 (38.88%) and renal tubular regeneration 9/30 (30%).

Strains were isolated from Y. ruckeri and tissue injuries are consistent with infection
however the frequency of isolation is low and there are different from other bacteria
that have been isolated Enterobacteriaceae bacteria including Gram positive and do

not know what role they play in disease of rainbow trout.

Keywords: Yersinia ruckeri, anatomical and histopathological, rainbow trout, disease

of “enteric red mouth”
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1. INTRODUCCION

La acuicultura en nuestro pais ha experimentado un significativo progreso en
los ultimos afios constituyéndose en una actividad que se encuentra en constante
crecimiento cuya principal especie cultivada es la trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss), logrando una produccién de 1,857 TM en el afio 2000 que ascendio a 6,997
TM en el afio 2007, siendo los departamentos de Junin y Puno los principales centros
de cultivo en nuestro pais. (PRODUCE, 2008).

Hoy en dia se conoce la presencia de diversas enfermedades infecciosas en
nuestro territorio que afectan la produccién acuicola, entre ellas la enfermedad
entérica de la boca roja (Enteric Redmouth-ERM por sus siglas en inglés), la cual
representa uno de los principales problemas sanitarios y economicos en las
piscifactorias del Perl, sin embargo existe poca informacion sobre el desarrollo de

esta enfermedad y otras presentes en la trucha arcoiris (Bravo y Kojagura, 2004).

La enfermedad de la boca roja es considerada una de las enfermedades més
importantes en la industria acuicola de salmonidos (Akhlaghi y Sharifi, 2008). Esta
enfermedad es causada por una bacteria gramnegativa perteneciente a la familia
Enterobactereaceae, Yersinia ruckeri, estd ampliamente distribuida en las diversas
industrias salménidas del mundo (Bravo y Kojagura, 2004; Evenhuis et al., 2009).
Aungue la infeccién por este agente ha sido reportada en otras especies de peces, son
los salmoénidos, en especial la truchas arco iris, la especie mas susceptible a la

enfermedad de la boca roja (Furones et al., 1993).

La enfermedad de la boca roja se caracteriza por la presencia de zonas de
congestion y hemorragia en diversos tejidos y 6rganos, particularmente en los
intestinos y alrededor de la boca (Coquet et al., 2002), sin embargo, la presencia de
estos signos no siempre estan presentes en todos los animales enfermos (Troncoso et
al., 1994). Su modo de transmisién es horizontal y se ha relacionado con peces
portadores silvestres o de cria y otros vectores, como invertebrados acuéticos y aves
(Coquet et al., 2002). Los brotes de enfermedades tienen relacion con eventos de
estrés, a pesar de haber poca informacion disponible acerca de los mecanismos de

virulencia involucrados en la progresiéon de la enfermedad. (Secades y Guijarro, 1999).



Diversos estudios dejan de manifiesto que tanto la caracterizacién clinica como
los andlisis anatomopatolégico son de ayuda relevante en el estudio de las patologias
infecciosas de origen bacteriano en peces, pero no permiten dilucidar con certeza la
etiologia particular de un proceso de este tipo en estos hospederos, teniendo en
cuenta ademas que estas etiologias resultan en cambios patolégicos son muy
semejantes y a menudo indistinguibles entre si, por lo que se requiere de métodos

microbioldgicos para confirmar la presencia de los agentes (Troncoso et al., 1994).

Yersinia ruckeri como especie perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, es
poco exigente por lo que su aislamiento es relativamente facil de realizar. Esta bacteria
puede crecer sin dificultad en varios medios de cultivo y con pruebas bioguimicas se
puede llegar a un diagnéstico presuntivo confiable (Troncoso et al., 1994). La
confirmacion de la presencia de Yersinia ruckeri requiere el aislamiento bacteriolégico
de bacterias gram-negativas, de motilidad positiva con caracteristicas bioquimicas
como las siguientes: citocromo oxidasa negativa, acido a partir de glucosa (sin
produccion de gas), ornitina descarboxilasa y lisina descarboxilasa positivos, arginina
dihidrolasa negativo, aglutinacién positiva con suero conejo anti-Y. ruckeri, entre otras
(Bullock et al., 1978; Austin y Austin, 1999; Akhlaghi y Sharifi, 2008).

La mayoria de las investigaciones previas sobre la infeccién por Yersinia en
varias especies de peces se basa generalmente en los hallazgos bacteriol6gicos de
Yersinia ruckeri. Sin embargo, la investigacion sobre los efectos patolégicos de este

agente en los peces es muy limitada (Avci y Birincioglu, 2005).

El empleo de métodos, como en el presente trabajo, asi como el desarrollo de
sistemas de diagnéstico rapido, implica que a futuro se pueda contar con datos
epidemioldgicos de gran utilidad para orientar el diagndstico temprano de ésta y otras
enfermedades bacterianas. Ello permitird adoptar medidas de manejo profilacticas
adecuadas y oportunas que reduzcan las mermas econdmicas que causan en la

industria acuicola.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Situacién Actual de la Acuicultura
La produccion mundial de acuicultura reporto un crecimiento superior al 25%
en los udltimos 5 afios, debido a la creciente demanda de este producto y a la

disminucion de los peces obtenidos por pesca (Cuadro 1) (FAO, 2010).

Cuadro 1: Produccién y utilizacibn de pesca y la acuicultura en el mundo.
Informacion obtenida de la FAO, 2010.

2004 2005 2006 2007 2008 2009
Millones de toneladas)

PRODUCCION
CONTINENTAL
Captura B6 9.4 9.8 10,0 10,2 10,1
Acuicultura 25,2 26,8 28,7 30,7 32,9 35,0
Total continental 338 36,2 38,5 40,6 43,1 45,1
MARINA
Captura 83,8 82,7 80,0 79.9 79,5 799
Acuicultura 16,7 17,5 18,6 19,2 19,7 20,1
Total marina 100,5 100,1 98.6 99,2 99,2 100,0
TOTAL CAPTURA 92,4 921 89,7 89.9 89,7 90,0
TOTAL ACUICULTURA 41,9 44,3 474 49,9 52,5 55.1
TOTAL PESCA MUNDIAL 134,3 136.4 1371 139,8 142,32 145.1
UTILIZACION
Consumo 1044 1072 10,7 12,7 115,1 17,8
Usos no alimentarios 298 291 26,3 271 272 27,3
Poblacién {miles de millones) 6,4 6,5 6,6 6,7 6,8 6,8
Suministro per cdpita de pescado 16,2 16,5 16,8 16,9 171 17,2
comestible (kg)

A nivel internacional la produccion de salménidos alcanzé una cifra de 2 295
523 TM en el afio 2008, de las cuales Noruega y Chile fueron los principales y
mayores paises productores, con 44% y 34% respectivamente. El afio 2008 la
produccion de trucha arcoiris a nivel mundial mostré una cifra de 576 289 TM (FAO,
2010).

En el 2008, segun informes de la FAO, sesenta y nueve paises se dedican a la

produccion de trucha arcoiris pero muchos de estos en menor escala en comparacion
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a los principales centros de produccién de trucha como Europa, Norteamérica, Chile,
Japoén y Australia (FAO, 2010).

En el Pera la acuicultura se ha venido incrementando en los ultimos afios,
siendo el cultivo de trucha el que presenta el mayor crecimiento, principalmente en
zonas altoandinas, cosechandose en el afio 2009 mas de 12 000 toneladas métricas
(Figura 1); asi mismo, las exportaciones de trucha se han venido incrementando, en el
2010 hasta el mes de noviembre ascendian a 685 toneladas métricas, siendo los
principales paises de destino Canada, Noruega, Alemania, Estados Unidos y Suecia,
realizandose principalmente en dos formas, la de filete y la de trucha entera (sin
cabeza, sin visceras) (PRODUCE, 2008). Las principales empresas dedicadas al
cultivo de la trucha se encuentran en Puno (3 con 61.34 has) y Junin (2 con 3.93 has)
(PRODUCE, 2008).

Existen otras especies producidas en zonas tropicales tales como la gamitana,
paco y boquichico y finalmente la tilapia que es cultivada en la selva alta y en la costa
norte del pais (PRODUCE, 2008).

PERU: COSECHA DE RECURSO0S HIDROBIOLOGICOS PROCEDENTES DE LA
ACTIVIDAD DE ACUICULTURA, 2000 - 09

20 000+
17 500 — E
15 000 r |
12 500 I B
= 100007
7 500 |
5 000+ E—
2 5004
e oy sy s S S
2000 I 2001 I 2002 I 2003 I 2004 ' 2003 I 2008 I 2007 I 2008 ' 2009 '
| mTILAFLL OTRUCH OLANGOSTING OC. ABANICD |

Figura 1. Cosecha de recursos Hidrobiolégicos procedentes de la actividad de

acuicultura, 2000-2009. Informacion obtenida del Ministerio de la Produccion.



2.2. Trucha Arco Iris.

La trucha arcoiris es un pez resistente, facil de desovar, de rapido crecimiento,
tolerante a una amplia gama de ambientes y la manipulacién. Los alevines pueden ser
iniciados facilmente a una alimentacién con una dieta artificial. Puede ocupar diversos
habitats, desde un ciclo de vida anadromo (océano-agua dulce) hasta habitar solo en
agua dulce (FAO, 2010).

La trucha arcoiris es nativa de las desembocaduras de los rios en el Océano
Pacifico en Norte América, desde Alaska hasta México. Desde 1874 se ha introducido
a las aguas en todos los continentes salvo en la Antartida, con fines de pesca
recreativa y de acuicultura (FAO, 2010). La pesca, asi como el cultivo de trucha se
practica en las cuencas continentales tropicales y sub tropicales de muchos paises de
Asia, Este de Africa y Sudamérica (Dill y Cordone 1997; FAO, 2010).

La trucha fue la primera especie en el desarrollo de la acuicultura peruana, es
asi que en 1982 se importaron 50 000 ovas embrionadas procedentes de los Estados

Unidos, a un criadero particular de la Oroya (Godoy 2002).
2.2.1 Clasificacion Taxondmica.
La clasificacién taxon6mica de la trucha arcoiris se presenta en el cuadro 2.

Cuadro 2: Clasificacion taxondmica de la trucha arcoiris. Informacién obtenida de

FishBase, basado en la publicacion de Smith G. 1989.

Reino Animalia

Phylum Chordata

Clase Actinopterygii

Orden Salmoniformes
Familia Salmonidae

Género Oncorhynchus
Especie Oncorhynchus mykiss
Nombre comun “trucha arcoiris”




2.2.2 Caracteristicas Biologicas.

La forma del cuerpo es alargada y fusiforme con 60-66 vértebras. Presenta una
aleta adiposa, por lo general con borde negro. Coloracion azul a verde oliva por
encima de una banda de color rosa a lo largo de la linea lateral y cola plata por debajo.
Tanto en el dorso como en los flancos, en la cabeza y aletas se encuentran cubiertos
de pequefios puntos negros. La Coloracion varia con el habitat, tamafio y condicién
sexual. Hay una tendencia en truchas de rio y reproductores de ser mas oscuras y
presentar colores mas intensos, mientras que las truchas de lago son mas brillantes y
de color plateado (FAO, 2010).

Pueden soportar una amplia gama de temperatura, desde 0 a 27 ° C, pero en
las zonas de desove y el crecimiento se produce en una gama mas reducida de 9 a 14
° C. La temperatura del agua 6ptima para el cultivo de trucha arco iris esta por debajo
de 21 ° C. Como resultado, la temperatura y la disponibilidad de alimentos influyen en
el crecimiento y desarrollo, haciendo que el tiempo para alcanzar la madurez varie,

aungue normalmente es de 3-4 afios (FAO, 2010).

Las hembras son capaces de producir hasta 2 000 huevos /Kg de peso
corporal. Los huevos son relativamente grandes en didmetro midiendo de 3 a7 mm. La
mayoria de los peces desovan s6lo una vez al afo, en la primavera (enero a mayo en
el hemisferio norte); aunque la crianza selectiva y el ajuste del fotoperiodo han
desarrollado cepas de incubacion que puede madurar antes y desovar durante todo el
afio. También se han obtenido caracteristicas superiores de seleccion mediante
hibridacion, incrementando las tasas de crecimiento, resistencia a las enfermedades, y

prolificidad, mejorando la calidad y sabor de la carne (FAO, 2010).

Las truchas no desovan naturalmente en los sistemas de crianza, por lo que los
juveniles se obtienen de zonas de desove artificial en una incubadora o por
recolecciéon de huevos de poblaciones silvestres. Las larvas estan bien desarrolladas a
la eclosién. En la naturaleza, los adultos se alimentan de insectos terrestres y
acuaticos, moluscos, crustaceos, huevos de peces y otros pequefios peces, pero lo
mas importante es la alimentacion con camarones de agua dulce, que contiene los
pigmentos carotenoides responsables de la coloracion naranja-rosa de la carne. En la
acuicultura, la inclusién de los pigmentos sintéticos como la astaxantina y cantaxantina

en el alimento produce esta coloracion (FAO, 2010).



2.3 Yersiniosis.

La yersiniosis o enfermedad de la boca roja, es una enfermedad
infectocontagiosa, que puede ser de caracter cronico o agudo que afecta a una gran
gama de peces, es causada por la bacteria gram-negativa Yersinia ruckeri. Esta
presente como portador en un gran numero de especies, practicamente indetectable
gue solo aparecera en situaciones de estrés, particularmente asociado con sistemas
intensivos de cultivo y mala calidad de agua, pudiendo resultar en grandes pérdidas

econdmicas (Woo y Bruno, 1999).

El primer aislamiento de Yersinia ruckeri se realiz6 en el afio 1952 en Idaho,
Estados Unidos, y fueron descritos por Ross et al, 1966 y Rucker et al, 1966 y fue
realizado en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). En un comienzo se le denominoé
“redmouth” (boca roja), “redthroat” (garganta roja) y “bacterial septicaemia” (septicemia
bacteriana), estos nombres derivaron de la sintomatologia que en varios casos fueron
causadas por infecciones mixtas con otros organismos gram-negativos. En otros
casos, donde fue probada la infeccion exclusivamente por Yersinia ruckeri, no se
observaron en todos los casos esta sintomatologia (Woo y Bruno, 1999; Tobback,
20009).

Se estandarizé en 1975 el nombre de “redmouth”, por la “Fish Section of the
American Fisheries Society” (Seccién de peces de la Sociedad Americana de Pesca),
pero actualmente el nombre mas usado por los cientificos es el de yersiniosis (Woo y
Bruno, 1999).

La ubicacion taxonémica en el género Yersinia de este agente fue también

problematica, pero hasta hoy se le confiere esa ubicacion (Ewing et al., 1978).

Desde que fue aislada en 1952, la yersiniosis se ha extendido y ha sido aislada
en poblaciones salvajes de peces de agua dulce de Europa, Africa, Norteamérica,
Sudamérica, Asia y Australia. Puede ser controlada por medio de un manejo
aceptable, particularmente, calidad de agua; ademas, responde bien a antibiéticos y
vacunas. A pesar de esto, el constante tratamiento contra esta enfermedad y los

costos de los procedimientos de manejo resultan en pérdidas econémicas para los



acuicultores, sobre todo en las regiones donde es endémica (Woo y Bruno, 1999;
Tobback, 2009).

Si bien esta enfermedad ha sido descrita para diversas especies de peces, los
salmonidos y en especial la trucha arcoiris son las especies mas susceptibles
(Furones et al, 1993).

2.3.1 Antecedentes historicos.

En 1966 en Idaho, USA, se describe por primera vez una bacteria asociada a
la enfermedad de la boca roja, una bacteria Gram negativa, con flagelos peritricos, la
cual se aislaron a partir de tejido de rindn de truchas “arco iris” (Salmo gairdneri)
afectados por la enfermedad. A pesar que las bacterias parecian miembros de la
familia Enterobacteriaceae, era muy dificil determinar con exactitud la posicion
taxondmica dentro de la familia. Por ello temporalmente se le designo como bacteria

de la boca roja usada para denominar la enfermedad de la boca (Ross et al, 1966).

2.3.2 Etiologia.

Originalmente los diferentes serotipos de Yersinia ruckeri fueron asociados
con la capacidad de los aislados de fermentar el sorbitol. Por muchos afios después
del aislamiento original de Yersinia ruckeri de salmonidos en Idaho, todos los aislados
fueron serolégicamente similares y no fermentaban sorbitol (Ross et al, 1966; Busch,
1983). Todos ellos fueron denominados Tipo |, pero mas adelante muchos aislados de
Yersinia ruckeri no fermentadores del sorbitol fueron conformando distintos serotipos
(Pyle et al, 1985).

La serotipificacion luego fue formando diferentes esquemas identificando seis
serotipos, denominados como serotipos de Hagerman, la mayoria de los cuales,
brotes naturales de trucha arco iris y los peces enfermos son causados por el serovar
I, cepa Hagerman (McCarthy y Johnson, 1982). Algunos aislamientos de Australia de
Y. ruckeri que tuvieron reaccion cruzada con el serovar | se les denomino serotipo I'. El
serovar Il puede ser significativo cuando se asocia con la “boca roja entérica” en el
salmon Chinook (Cipriano et al., 1986). El serovar Ill se encuentra en Australia. En un

principio se sugiri6 que la fermentacion del sorbitol estaba asociada a la



patogenicidad; sin embargo este indicador no es un factor fiable de virulencia

(Stevenson y Airdrie 1984; Cipriano et al, 1986).

2.3.3 Taxonomia.

Yersinia ruckeri es una enterobacteria (Cuadro 3) Gram-negativa responsable
de la enfermedad de la Boca Roja, infeccion septicémica de curso agudo a cronico que
afecta a salménidos, causante de una alta mortalidad y elevadas pérdidas econémicas
en piscifactorias, especialmente en trucha arco iris y en salmén atlantico (Ewing et al.
1978).

Cuadro 3: clasificaciéon Taxonémica de la bacteria Yersinia ruckeri.

Clasificacion Taxondmica
Dominio Bacteria
Phylum Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Genero Yersinia
Especie Yersinia ruckeri

2.3.4 Caracteristicas de Yersinia ruckeri.

Las colonias cultivadas generalmente en TSA (agar tripticasa de soja)
presentan caracteristicas como; colonias de 1 a 2 mm, redondas, lisas, ligeramente
convexas y con bordes completos, dichas colonias no presentan fluorescencia bajo la
luz ultravioleta, pero pueden aparecer ligeramente iridiscentes al reflejo de la luz. A la
luz natural son translucidas con un color blanco cremoso, presentando muchas veces
un olor caracteristico y Unico entre las bacterias que afectan a los peces (Busch 'y
Lingg, 1975; Austin et al.., 1982; Busch, 1982; Furones et al.., 1993).

Yersinia ruckeri, es un bacilo Gram negativo corto (1.5-2.0 um por 0,5 um) que

se observa s6lo 0 asociado en pequefias cadenas. Estudios con hibridacién de ADN y



determinacion de la relacién citocina - guanina confirman que el microorganismo

pertenece a la familia Enterobacteriaceae (Bullock et al.., 1978; Austin et al.., 1982).

Yersinia ruckeri es un anaerobio facultativo, pudiendo crecer en condiciones
aerobias como anaerobias, en cualquiera de los medios primarios enriquecidos, dentro
de un rango de pH que varia de entre 6.5 a 7.7, en un tiempo de entre 12 y 96 horas
(Amend et al, 1983). Con relacion al crecimiento de Yersinia ruckeri en otros tipos de
medios como el agar Mac Conkey, agar Samonella Shigella, agar bilis Verde Brillante
y Bilis Verde Brillante enriquecido con selenito, se determind que el 100% crece en
agar Mac Conkey, el 88 % en agar Samonella Shigella, el 56 % en agar bilis Verde
Brillante y no crece en agar Bilis Verde Brillante enriquecido con selenito (Ewing et al.
1978). Por otra parte, presenta flagelacion peritrica que le confiere a Y. ruckeri la
caracteristica de motilidad, que esta relacionada con la temperatura de incubacion. Es
asi como son moviles aquellas cultivadas entre 18 a 27 °C. A 9 °C los flagelos estan
presentes pero no son funcionales, y encontrandose totalmente atenuados a 35°C con
completa pérdida de motilidad. Cabe mencionar ademas, que la temperatura 6ptima
de crecimiento para esta bacteria se encuentra entre los 22 y 25°C (O'Leary et al..,
1979; Furones et al.., 1993).

Bioguimicamente, Yersinia ruckeri se describe como un grupo homogéneo en
sus caracteristicas. Es un microorganismo con metabolismo fermentativo, positivo a
pruebas como motilidad, rojo-metilo, degradacion de gelatina y tween 80, reduccion de
nitratos, produccién de &cido a partir de maltosa, manitol, trehalosa, glicerol y negativo
a citocromo oxidasa, voges-proskauer, desaminacion de la fenilalanina, degradacion
de esculina, gas de glucosa, fluorescencia, produccion de indol, produccién de
hidrogeno sulfurado en TSI, produccién de acido a partir de lactosa, sacarosa, inositol,
arabinosa, sorbitol, salicina, rhamnosa y xilosa (Wobeser, 1973; Ewing et al.., 1978;
O'Leary et al.., 1979; Stevenson y Daly, 1982; Austin y Austin, 1999; Davies y Frerichs,
1989; Furones et al.., 1993). Sin embargo, se han reportado resultados variables en
algunas pruebas como rojo-metilo, voges-proskauer, motilidad a 25°C, liquefaccién de

la gelatina, fermentacion del sorbitol y arabinosa (Stevenson y Daly, 1982).
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2.3.4.1 Biotipos.

Recientes aislados muestran que Yersinia ruckeri puede ser dividido en grupos
clonales basados en Biotipos, serotipos y proteinas de membrana externa de la
bacteria, y que dichos grupos clonales podrian estar relacionado a la virulencia del
microorganismo. Existen 2 biotipos basados en la hidrélisis del Tween 20, del Tween
80 y de la motilidad. Las cepas caracterizadas como biotipo 2 son no-motiles, y no
hidrolizan el Tween 80 (Davies and Frerichs, 1989).

2.3.5 Signos clinicos.

En epizotias agudas tempranas, las afecciones en truchas “arco iris” son
letargia y anorexia y la presencia de hemorragias subcutaneas en y alrededor de la
boca, cavidad oral y en la base de las aletas. Pudiendo presentarse a veces también
hemorragias en los filamentos de las branquias. Hemorragias petequiales pueden
presentarse en la superficie del higado, pancreas, ciegos piléricos, vejiga natatoria y
en la musculatura lateral. El agrandamiento del bazo, gonadas hemorragicas y la
inflamacién del intestino con abundante y espeso liquido amarillento. Otra
caracteristica importante también es la exoftalmia que va acompafado de hemorragias
alrededor de la cavidad ocular y el iris, llevando generalmente a la ruptura de los ojos.
Si el pez sobrevive, estos se oscurecen y buscan refugio alejandose de los otros
peces (Busch, 1983).

En infecciones atipicas que a veces puede ocurrir, N0 necesariamente hay
presencia de hemorragias ni en la boca, ni en la cubierta branquial del pez, el pez
simplemente se oscurece y nada cerca de la superficie de las pozas de crianza
(Frerichs et al, 1985).

2.3.6 Patologia.

Las lesiones histopatolégicas examinadas de truchas infectadas mostré una
aguda bacteremia y una respuesta inflamatoria en casi todos los tejidos. La
colonizacién bacterial ocurre en las capilares de tejidos bien vascularizados, seguidos
luego por la dilatacibn de pequefios vasos sanguineos; hemorragias petequiales;

abundancia de eritrocitos y edemas en rifién, higado, corazén y branquias. La necrosis
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podria focalizarse en el higado y en marcadas acumulaciones de células
mononucleares en aéreas periportales. Las hemorragias se desarrollan en partes
externas del aparato digestivo, convirtiéndose en una mucosa edematosa - necrética,

y a veces con obstrucciones en el lumen (Busch, 1983).

2.3.7 Patogénesis.

El conocimiento sobre la patogénesis de Yersinia ruckeri todavia es limitado, es
mas conocido las patogénesis de otro tipo de bacterias del mismo género, como el de
Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis y Yersinia. Enterocolitica, todos estos
causantes enfermedades en los seres humanos. Las enfermedades en humanos
causadas por este tipo de yersinias son de diversos tipos asi Y. pestis es el agente
causal de la peste bubonica y neumdnica, una enfermedad a menudo mortal
transmitida por las pulgas o aerosoles, que infectan a los ganglios linfaticos regionales
o los pulmones. Y. enterocolitica y Y. pseudotuberculosis son patégenos entéricos,
gue se transmiten principalmente a través de alimentos o agua contaminados,

causando trastornos gastrointestinales (Viboud and Bliska 2005).

En estos Ultimos afos un grupo de investigadores han tratado de revelar los
mecanismos patolégicos similares entre las yersinias que afectan humanos con las
especies de Yersinia ruckeri y han investigado la presencia de factores de virulencia
comunes. A pesar de que estos agentes causan diferentes signos clinicos y utilizan
diferentes modos de transmision, se han identificado varios factores de virulencia

similares (Revell y Miller 2001).

Dos estudios de 1991 analizaron la habilidad de Yersinia ruckeri de crecer bajo
condiciones limitantes de hierro mostrando que esta bacteria fue capaz de crecer en
presencia de un compuesto quelante. Los resultados obtenidos fueron contradictorios
y solo uno de ellos mostro la produccién de un sistema con alta afinidad por la
captacion de hierro por este microorganismo (Romalde et al.,, 1991). Sin embargo
ambas investigaciones reportaron la induccibn de algunas OMPs in bajas

concentraciones de hierro (Davies, 1991; Romalde et al., 1991).

Recientemente Fernandez et al. (2004) encontraron un grupo de genes
inducidos en vivo necesarios para la sintesis y utilizacién de un sideroforo catecholate,

denominado ruckerbactin que, muy probablemente, corresponde a la actividad
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detectada por Romalde et al. (1991). Algunos de estos genes fueron localizados en la
misma region cromosomal constituyendo un cluster de genes teniendo una

organizacion similar a E. coli enterobactin cluster de genes.

Sin embargo, la estructura quimica del compuesto es probablemente mas
parecida a la de Erwinia chrysanthemi, chrysobactin, que a enterobactin dado que los
receptores de la membrana externa accionan con mas homologia a los receptores
chrysobactin. Se demotré que Ruckerbactin esta relacionado con la adquisiciéon de
hierro en condiciones bajas de hierro in vitro, y durante la infeccion también. La
capacidad de obtencion del hierro del medio ambiente es un requisito esencial para la

el desarrollo del proceso de infeccién por Y. ruckeri. (Fernandez et al., 2004)

2.4  Aspecto epidemiolégico.

2.41 Transmision.

La infeccién natural de pez a pez se produce por contacto directo de un pez
infectado, la transmision de la enfermedad se da por la alta cantidad de bacterias que
son transmitidas al agua por un pez infectado o portador (Rucker, 1966; Bullock et al,
1976; Bullock and Cipriano, 1990). La transmision vertical hasta ahora no ha sido
demostrada y probablemente no ocurra (Dulin et al., 1976). El estrés en el pez también
juega un rol importante en la aparacion de brotes la ERM, enfermedad de la “boca roja
entérica”. Se observé que peces portadores trasmitieron Y. ruckeri a peces
clinicamente sanos cuando el nivel de temperatura se elevo a 25 ° C, mientras que
peces portadores no estresados no manifestaron la enfermedad. El patégeno ha sido
aislado de heces de peces portadores dos meses después de un brote de la

enfermedad de la “boca roja entérica” (Hunter etal., 1980).

Lingg y Busch (1975) recuperaron la bacteria de diferentes drganos de truchas
portadoras asintomaticos, infectados por via intraperitoneal o0 inmersion. Ellos
demostraron que hasta un 25% de los peces en una poblaciéon de trucha arco iris
podria llevar a Y. ruckeri en la parte mas baja de los intestinos. La eliminacion
intestinal del patdégeno causoé infecciones recurrentes y mortalidad en la poblacion de

manera ciclica (Busch and Lingg, 1975).
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Al igual que muchas especies de entornos acuatico, Yersinia ruckeri también
es asociado con superficies y sedimentos. Se aislaron cepas de Yersinia ruckeri que
mostraron la capacidad de formar biopeliculas, sobre soportes soélidos, incluyendo
muchos de los materiales que comdnmente se utilizan en la cria de peces. El biofilm
bacteriano ha demostrado ser muy resistente al acido oxolinico, antibiético de uso

frecuente en el tratamiento de la ERM (Coquet et al., 2002).

El modo de transmision de Y. ruckeri también se ha relacionado con otros
vectores supuestos tales como los invertebrados acuéticos y las aves (Willumsen,
1989).

2.4.2 Rango de hospederos.

Si bien Yersinia ruckeri afecta severamente a trucha “arco iris” (Oncorhynchus
mykiss), también se han reportado brotes de la enfermedad en poblaciones de trucha
comun o marron (Salmo trutta), trucha de arroyo, Salvelinus fontinalis; King Salmon,
Oncorhynchus tshawytscha; salmén coho, Oncorhynchus kisutch (Dulin et al, 1976).

Salmon del atlantico, Salmo salar y salmén del pacifico (Bullock et al, 1978).

Algunas especies de peces no salmonidos también han sido reportados como
portadores del patégeno, estas incluyen al Channel Catfish, Ictalurus punctatus
(Danley et at., 1999), emerald dace, Notropis atherinoides (Mitchum, 1981); goldfish,
Carassius auratus (McArdle and Dooley-Martin, 1985); arenque de lago, Coregonus
artedii (Bullock and Anderson, 1984) y pececillos, Pimephales promelas (Michel et al.,
1986). Ademas, la infecciébn de la “boca roja entérica”, también ha ocurrido muchas
veces en lagunas especies de peces marinos como, el turbot o rodaballo,
Scophthalmus maximus, Dicentrarchus labrax, Sparus auratus, entre otros (Vigneulle,
1990).

2.4.3 Distribuciéon geogréfica.

La enfermedad esta restringida en su mayoria a salménidos (Bullock and
Snieszko, 1970). Dentro de areas geograficas de América del norte y de América del
sur (Ross et al, 1966; Stevenson and Daly, 1982; Bravo and Kojagura, 2004),
Dinamarca (Dalsgaard et al, 1984), Gran Bretafia (Austin, 1982; Roberts, 1983),
Francia (Lesel et al, 1983), Alemania (Fuhrmann et al, 1983), Italia (Busch, 1978),
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Irlanda (McCormick and McLoughlin, 1993), Noruega (Richards and Roberts, 1978) y
Australia (Bullock et al, 1978; Llewellyn,1980). Con el reciente aumento en el nUmero
de casos de la enfermedad, sobre todo en Europa, al parecer la enfermedad sigue
propagandose (Austin y Austin, 2007).

2.5 Diagnéstico.

El diagnostico presuntivo de la enfermedad de la “boca roja entérica”, esta
basado en los signos clinicos del pez enfermo y la inoculacion de tejido infectado en el
medio diferencial de Shotts and Waltman (1990). La prueba de anticuerpos
fluorescentes directa e indirecta, ELISA- monoclonal (Austin et al., 1986), estos son
usados para los serotipos | y Il; sin embargo como anteriormente se mencioné hay
serotipos adicionales teniendo resultados negativo con estos serotipos, pero no se
puede descartar que se trate de la ERM. Los antisueros para estos serotipos
adicionales generalmente no son muy disponibles. La confirmacién del diagnéstico de
la enfermedad de la “boca roja entérica”, ERM, requiere aislamiento e identificacion del
agente casual. La identificacion esta basada en el aislamiento de una bacteria de
forma bacialar, Gram negativa, motil, citocromo oxidasa negativo, produce acido pero
usualmente no produce gas a partir de la glucosa, descarboxila la ornitina y la lisina,
Los aislados podrian dar resultados negativos para la esculina y la salicina (Bullock
and Cipriano, 1990). Es conocido también la reaccién cruzada con antisuero entre
Hafnia alvei y Yersinia ruckeri (Stevenson and Airdrie, 1984). H. alvei puede ser
diferenciado de Yersinia ruckeri, asi H. alvei es positivo para la fermentacién de la

xilosa mientras Y. ruckeri es negativo (Buller, 2004).

Los resultados entre los test convencionales y el sistema APl 20E podria dar
resultados variables. Estos incluyen la utilizacion del citrato, la hidrélisis de la gelatina,
Voges Proskauer y el nitrato. El test para nitrato en el sistema APl 20E pueden dar
resultados poco fiables por ellos se recomienda la metodologia convencional con
tubos para el test de nitrato. Después de 24 horas de incubacién a 25°C, la prueba de
citrato y licuefaccion de la gelatina podrian dar falsos negativos, se recomienda una
incubacioén hasta las 48h. La motilidad y el citrato dan resultados negativos a una
incubacién de de 37°C pero positivos a 25°C. El sistema API 20E puede mostrar mas
resultados positivos que la prueba convencional con tubos para la prueba Voges

Proskauer (Davies and Frerichs, 1989)
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de estudio.

El estudio se desarrolld6 en él Laboratorio de Histologia, Embriologia y
Patologia Veterinaria, Seccién Ictiopatologia Facultad de Medicina Veterinaria de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos (FMV-UNMSM) con sede en Lima.

3.2  Animales y muestras.

El estudio se realizd utilizando muestras de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) en etapa pre comercial, provenientes del departamento de Junin, una de las
regiones con alta produccién de truchas; estas muestras recolectadas pertenecieron a

la piscigranja: ElI Edén, ubicada en la provincia Concepcién a 3400 m.s.n.m.

Se tomaron mediciones de la temperatura, contenido de oxigeno y pH del

agua de las piscigranjas donde se obtuvo la muestra.

Se tomaron muestras de branquias, higado, bazo, musculo, estomago y rifion,
obtenidas mediante necropsia y conservadas en refrigeracion en un cooler para luego

ser transportadas a la brevedad al laboratorio en Lima.
3.3 Metodologia.
3.3.1 Tomade muestras.

Los peces fueron sacrificados mediante corte medular y luego se procedio a la
necropsia donde se tomaron muestras de branquias, higado, bazo, musculo,
estdbmago y rifidén, para el andlisis histopatoldgico, que fueron colocadas en formalina
tamponada al 10%.

Se tomo6 muestras de un segmento de rifidn (segmento craneal) y bazo para el

analisis microbiolégico utilizando hisopados y medios de transporte para los cultivos

bacteriolégicos (medio Stuart).
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3.3.2 Procesamiento de muestras.

Los tejidos se procesaron bajo la técnica convencional de coloracion para
tejidos normales, empleandose la coloracion de Hematoxilina-Eosina (H-E). Las
alteraciones histopatolégicas fueron clasificadas para cada Organo en trastornos
inflamatorios, circulatorios, del crecimiento, degenerativos y parasitarios, propuestos

por Reimschuessel et al. (1992).

Para el andlisis microbiolégico, a partir del medio de transporte se cultivo las
bacterias obtenidas, tras hisopado, en agar TSA (agar tripticasa de soja), incubandose
a una temperatura de 22°C por 24 a 48 horas. Se evaludé el crecimiento y
caracteristicas de las colonias, en el examen microscopico se utilizé tincion Gram
evaluandose la forma y tipo de las bacterias. Se seleccioné las bacterias compatibles
con la morfologia de colonias tipicas de Y. ruckeri, y Gram negativas, luego se
colocaron en un cepario para la conservacién de la cepa y realizar las pruebas

posteriores.

La identificacion del agente se llevé a cabo mediante pruebas bioquimicas
utilizando un perfil de 20 reacciones para cada bacteria presuntiva aislada. En el perfil
bioquimico se evalué las reacciones de: catalasa, citocromo oxidasa, citrato, motilidad,
producciéon de hidrogeno sulfurado, indol, dextrosa, esculina, manitol, sacarosa,
lactosa, urea, gelatina, nitrato, DNAsa, MR-VP, lisina y hemolisis en sangre, se incubo
a una temperatura de 22°C por 24 a 48 horas, correspondientes a Y. ruckeri, segun lo
observado en la literatura (Bullock et al., 1978; Austin y Austin, 1999). Todos los
medios para las reacciones bioquimicas fueron preparados en el laboratorio. La lectura
de los resultados se realizé a las 24 horas en la mayoria de las pruebas y en algunos
casos se realizé hasta las 48 horas después de haber sido sembrado dependiendo de
cada prueba. Pasado ese tiempo se procedié a la obtencién de resultados para su

posterior analisis.
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4. RESULTADOS
4.1  Analisis de agua.
Se realiz6 las mediciones de temperatura, contenido de oxigeno y pH,
obteniendo los siguientes resultados, la temperatura del agua se midié en 12°C, el

contenido de oxigeno disuelto en 8mg/L, pH de 6.8 y moderado grado de turbidez
(Cuadro 4).

Cuadro 4: Parametros de la calidad de agua.

Pardmetro Medicién
T° 12 °C
pH 6.8

O° Disuelto 8 mg/L

4.2 Examen de necropsia.

Los animales en estudio, de la piscigranja el “Edén” fueron elegidos por
presentar signos de enfermedad tales como nado erratico, exoftalmia (Figura 3),
Ulceras en piel (Figura 4), pigmentacion de piel (Figura 5), abdomen abultado, asi
como aquellos animales con retraso en el crecimiento (Figura 5), higado palido (Figura
6), lesion en aletas (Figura 7), Muchos de estos signos clinicos se asemejan a la

enfermedad de la “boca roja entérica” producida por Yersinia ruckeri.

Durante las necropsias de las Truchas arco iris que manifestaban algun signo
de enfermedad, se observaron diversas lesiones: higado con petequias (Figura 2),
ciegos piléricos, bazos aumentados de tamafo (Figura 2), lesiones tegumentarias
(Figura 4), lesiones oculares (exoftalmia) (Figura 3), a su vez se pudo observar que
muchos animales presentarén un deficiente desarrollo en lo concerniente a los
pardmetros de peso y talla, las cuales no correspondian a la edad del ciclo de
produccion de la granja, también se pudo observar crecimientos irregulares de colas y

aletas pectorales, estas presentaban un decrecimiento desproporcional al tamafo del
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cuerpo del animal (aletas muy pequeias en comparaciéon al resto del cuerpo);

frecuencia y porcentaje de las lesiones macroscopicas se detallan en la Cuadro N° 5

¥ B

Figura 2. Higado con petequias y Esplenomegalia.

Figura 3. Exoftalmia.

la
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Figura 4. Lesion Tegumentaria.

Figura 5. Melanosis de piel, retraso en el crecimiento.

20



Higado palidog#

&

Figura 6. Higado Palido.

Lesion de

aleta Caud

/

Figura 7. Lesion de aleta Caudal, Branquias Hiperémicas.
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4.3

Cuadro 5.- Lesiones Macroscopicas de las muestras.

LESIONES MACROSCOPICAS Frecuencia %
EXOFTALMIA 8/30 26.66
HIGADO CON PETEQUIAS 15/30 50.00
ESPLENOMEGALIA 24/30 80.00
HIGADO PALIDO 18/30 60.00
HIGADO CONGESTIONADO 3/30 10.00
PETEQUIA EN CIEGO PILORICO 1/30 3.33
BRANQUIAS PALIDAS 4/30 13.33
BRANQUIAS HIPEREMICAS 9/30 30.00
MELANOSIS DE LA PIEL 4/30 13.33
LESION TEGUMENTARIA 5/30 16.67
LESION DE ALETA 8/30 26.66

Andlisis Anatomohistopatolégico.

De las 30 muestras tomadas en la Piscigranja “El Eden”, los érganos que se

analizaron fueron bazo, branquias, ciegos piléricos, corazén, estdmago, higado,

intestino delgado, piel y rifién (Anexo 2), encontrdndose los siguientes resultados.

congestion 46.66 % (14/30) (Figura 8) (Cuadro 6).

De las lesiones histopatolégicas del bazo se observé como Unica alteracion la

Cuadro 6: Frecuencia de lesiones histopatoldgicas del Bazo.

Apariencia .
Congestion
Normal
Bazo 16 14
Frecuencia 16/30 14/30
% 53.33 46.66
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Figura 8. Bazo congestion esplénica.400x.

A nivel de branquias, podemos observar que las lesiones de mayor frecuencia
de presentacién estaban asociadas a trastornos degenerativos, siendo la fusién de
lamelas 56.66% (17/30) la mas frecuente de este grupo y lesiones inflamatorias con
evidencia de necrosis 10% (3/30), telangectasia 6.66 % (2/30) y evidencia de
bacterias 6.66 % (2/30) se presentaron en menor porcentaje (Cuadro 7). La suma de
las lesiones observadas evidencian una branquitis (Figura 9).

Cuadro 7: Frecuencia de lesiones histopatoldgicas de las Branquias.

o ) ) ) ) ) Necrosis )
Apariencia  Fusion de Hiperplasia Hiperplasia ) Presencia de
) ) Telangectasia de .
Normal Lamelas de Filamento del Apice Bacterias
Lamelas

Branquias 4 17 9 12 2 3 2
Frecuencia 4/30 17/30 9/30 12/30 2/30 3/30 2/30
% 13.33 56.66 30.00 40.00 6.66 10.00 6.66
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Figura 9. Branquias: Hiperplasia y fusion de lamelas .400x

En los ciegos piléricos, los trastornos de tipo adaptativo como hiperplasia de
enterocitos 33.33 % (10/30) fueron de mayor frecuencia y la presencia de
Microsporidium sp. 16.66 % (6/30) y CGE 10.00 % (3/30) las de menor frecuencia
(Figura 10) (Cuadro 8).

Cuadro 8: Frecuencia de lesiones histopatol6gicas de los Ciegos Piléricos.

Apariencia Hiperplasia de Presencia de Presencia de
Normal Vellosidades Microsporidium sp. CGE

Frecuencia 15/30 10/30 6/30 3/30




Figura 10. Microsporidium sp. en citoplasma del enterocito del ciego

pil6rico.400x

En el coraz6n se observaron lesiones inflamatorias como pericarditis en
16.66% (5/30) (Figura 11) y linfocitos en miocardio 10% (3/30). También se determiné
al hongo sistémico Ictiofonus 20% (6/30) (Figura 12), pero la mayoria se encontraba
con apariencia normal 70.00 % (21/30) (Cuadro 9).

Cuadro 9: Frecuencia de lesiones histopatologicas del Corazén.

Apariencia  Presencia Linfocitos en

Normal de Miocardio Pericarditis
Ictiofonus
Corazon 21 6 3 5
Frecuencia 21/30 6/30 3/30 5/30
% 70.00 20.00 10.00 16.66
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Figura 11. Notese el incremento del grosor del pericardio con infiltracion
de células inflamatorias evidenciando pericarditis.400x

Figura 12. Espora de ictiofonus en miocardio esponjoso del corazon. 400x.
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En el estbmago se observé que un 16.66 % (5/30) presentaba hiperplasia de la
mucosa, también se observé necrosis a nivel muscular 13.33 % (4/30) con presencia
hifas (Figura 14), y CGE 6.66 % (2/30) en submucosa en moderada presencia (Figura
13) (Cuadro 10).

Cuadro 10: Frecuencia de lesiones histopatoldgicas del Estbmago.

o Hiperplasia o
Apariencia ) Microsporidium
Necrosis de la CGE
Normal sp.
Mucosa
Frecuencia 16/30 4/30 5/30 1/30 2/30

Figura 13. CGE debajo de la submucosa del estomago.400x.

27



Figura 14. Porcion muscular del estbmago con severa presencia de
hifas de ictiofonus y evidente necrosis muscular.400x.

En el higado se observé un 56.66 % (17/30) con apariencia normal. La
congestion 13.33 % (4/30) con la de degeneracion grasa tipo | 13.33 % (4/30) (Figura
15) fueron lo mas frecuente. También se observé el hongo ictiofonus 6.66 % (2/30) en

muy baja frecuencia (Cuadro 11) (Figura 16).

Cuadro 11: Frecuencia de lesiones histopatol6gicas del Higado.

Apariencia . ) .
Degeneracion Grasa Congestién Ictiofonus
Normal
I Il 1 v
Higado 17 4 2 1 0
Frecuencia 17/30 4/30 2/30 1/30 0 4/30 2/30
% 56.66 13.33 6.66 3.33 0 13.33 6.66
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Figura 15. Higado graso, obsérvese la imagen negativa de la grasa en
citoplasma del hepatocito. 400x.

Figura 16. Granulomas en higado con presencia de esporas de

ictiofonus. 400x.
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De las lesiones histopatolégicas del intestino se observo que las lesiones
con mas alto porcentaje fueron la hiperplasia en la mucosa con 38.88 % (9/30)
atrofia de vellosidades 10.00 % (3/30) (Figura 17), hiperplasia de enterocitos y las
de menor frecuencia fueron la necrosis de vellosidades, hiperplasia de
caliciformes y CGE con un 6.66 % (2/30) respectivamente (Cuadro 12)

Cuadro 12: Frecuencia de lesiones histopatoldgicas del Intestino.

o ) Hiperplasia Hiperplasia ) _
Apariencia Necrosis de Hiperplasia  Atrofia de
) de de ) CGE
Normal  Vellosidades o _ de Mucosa Vellosidades
Caliciformes Enterocitos

Frecuencia 10/30 2/30 2/30 3/30 9/30 3/30 2/30

Figura 17. Fusion y atrofia de las vellosidades en intestino.400x



En la piel se observo que el mayor porcentaje de lesiones fueron la atrofia
de fibras musculares 33.33 % (10/30) y necrosis muscular 20.00 % (6/30) (Figura
18) y de menor porcentaje fue la degeneracion hidrépica muscular 3.33 % (1/30)
(Cuadro 13). También se pudo determinar Ictiofonus sp. 6.66 (2/30).

Cuadro 13: Frecuencia de lesiones histopatol6gicas de la Piel.

. _ Presencia
S Degeneracion Atrofia de _
Apariencia o ) Necrosis de
hidrépica Fibras .
Normal Muscular Ictiofonus
Muscular Musculares
sp.
Frecuencia 14/30 1/30 10/30 6/30 2/30

Figura 18. Necrosis de fibras musculares lisas. 400x.



De las lesiones histopatolégicas en el riién se puede observar que las de
mayor frecuencia fueron la presencia del hongo ictiofonus con 40.00 % (12/30), gotas
hialinas 33.33 % (10/30) (Figura 19) y las de menor porcentaje fueron la presencia de
CMM 13.33 % (4/30) y la degeneracion tubular 10.00 % (3/30) (Cuadro 14).

Cuadro 14: Frecuencia de lesiones histopatologicas del Rifion.

o ) y ., Presencia
Apariencia ~ Gotas Presencia Regeneracion Degeneracion
Necrosis de
Normal Hialinas de CMM Tubular Tubular )
Ictiofonus
Rifion 8 4 10 4 9 3 12
Frecuencia 8/30 4/30 10/30 4/30 9/30 3/30 12/30
% 26.66 13.33 33.33 13.33 30.00 10.00 40.00

Figura 19. Gotas hialinas y necrosis de epitelio de tabulo renal. 400x.
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4.4  Analisis Microbioldgico.

A partir de las muestras del bazo y rifién analizados se obtuvieron un total de
21 aislados que crecieron en el agar TSA a una temperatura de 22°C (Cuadro 15),
estas presentaron colonias tipicas de Yersinia ruckeri, translucidas, blanco cremosos,
redondas, con didmetros de 1 a 2 mm, lisas, y con bordes completos. A la coloracién
Gram se observaron bacterias cocobacilares y bacilos cortos, Gram negativos,

obteniéndose solo 11 cepas con esas caracteristicas (Cuadro 16).

Cuadro 15: Aislamiento bacteriano segun érgano.

Organo Gram + Gram - Total
Bazo 2 6 8
Rifién 5 8 13
Total 7 14 21

Cuadro 16: Cantidad de bacterias Gram positivas y negativas.

Diversas Bacilos Cortos
Gram i Total
Formas Cocobacilos
Gram + 7 0 7
Gram - 3 11 14
Total 10 11 21

De las 11 cepas Gram negativas y morfolégicamente semejantes a Yersinia
ruckeri, a la prueba de catalasa todas resultaron positivas, sin embargo, a la prueba
del citocromo oxidasa, solo 9 de ellas fueron negativas, obteniéndose asi 9 cepas

tipicas de la familia Enterobactereaceae (Cuadro 17).
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Cuadro 17: Bacterias pertenecientes a la Familia Enterobactereaceae.

Resultado Catalasa  Oxidasa
- 0 9
+ 11 2
Total 11 11

Mediante pruebas bioquimicas como rojo de metilo, voges-proskauer,
descarboxilacion de la lisina, citrato, motilidad, licuefaccion de la gelatina, reduccion de
nitrato, produccion de hidrogeno sulfurado, produccion de indol, dextrosa, esculina,
manitol, sacarosa, lactosa, urea, DNAsa y hemolisis en sangre (Anexo 4) se
obtuvieron los siguientes resultados; a la prueba de citrato (Cuadro 18), indol y
fermentacion de lactosa (Cuadro 19), todas resultaron negativas, y a la prueba de

hidrdlisis de la gelatina todas evidenciaron reaccién positiva. (Cuadro 18).

Todas las cepas presentaron motilidad en medio SIM a excepcién de la cepa 2
(Cuadro 18). La cepa 9 fue la Unica que produjo hidrogeno sulfurado, la cepa 1y 3
degradaron la urea (Cuadro 19) y la cepa 1 fue la Unica que no redujo el nitrato
(Cuadro 18). En cuanto al metabolismo de azucares, para el caso de la dextrosa las
cepas, 1,3 y 6 no lo metabolizaron, solo la cepa 2 metabolizo la sacarosa y el manitol
solo fue metabolizado por las cepas 1, 3, 4, 6 y 9 (Cuadro 19). Finalmente solo 3
cepas coincidieron con las caracteristicas metabdlicas, para los diferentes sustratos
gue se han analizado en el presente estudio y que son tipicas de Yersinia ruckeri
(Anexo 1).
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Cuadro 18: Resultados Pruebas Bioquimicas.

GRAM CATALASA  OXIDASA MR VP LISINA  CITRATO MOTILIDAD GELATINA NITRATO

2 NEG POS NEG POS NEG NEG NEG NEG POS POS

4 NEG POS NEG NEG POS NEG NEG POS POS POS

6 NEG POS NEG NEG POS POS NEG POS POS POS

8 NEG POS NEG POS NEG POS NEG POS POS POS

10 NEG POS NEG NEG POS POS NEG POS POS POS

POS: Positivo NEG: Negativo MR: Rojo de Metilo VP: Voges Proskauer
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Cuadro 19: Resultados Pruebas Bioquimicas.

H2S INDOL DEXTROSA  ESCULINA MANITOL SACAROSA  LACTOSA UREA DNA

2 NEG NEG POS POS POS POS NEG NEG POS

4 NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG POS

6 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS

8 NEG NEG POS NEG POS NEG NEG NEG NEG

10 NEG NEG POS NEG POS NEG NEG NEG NEG

POS: Positivo NEG: Negativo H,S: Produccién de hidrogeno sulfurado
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5. DISCUSION

De los resultados obtenidos hubo diferentes reacciones para los diversos tipos
de pruebas que se realizd, de todos ellos se obtuvo 3 cepas con reacciones
bioguimicas muy semejantes a Yersinia ruckeri. Las cepas identificadas como Yersinia
ruckeri fueron la cepa 5, 7, y 8 (Anexo 3) estas cepas presentaron morfologia
cocobacilar, coloracion Gram negativa, resultaron citocromo oxidasa negativo y
catalasa positivo, encontrandose dentro de la familia Enterobacteriaceae (Brenner et
al., 2005). Ademas presentaron reacciones tipicas, de Yersinia ruckeri, todas estas
cepas presentaron motilidad, resultaron negativas a la prueba de citrato, indol,
produccién de hidrogeno sulfurado, lactosa, esculina, sacarosa, urea, y evidenciaron
reaccion positiva para la pruebas de rojo de metilo, descarboxilaciéon de lisina, nitrato,
licuefaccion de la gelatina, dextrosa y manitol como lo describieron Ewing et al.s
(1978) y Austin and Austin (2007) en aislados de truchas “arco iris” (Oncorhynchus

mykiss)  de la zona de Idaho, Washington, Alaska, Tennessee, Ohio.

Las otras cepas que no fueron determinados como Yersinia ruckeri tuvieron
caracteristicas muy variadas, asi la cepa 1 y 3 fueron descartadas inicialmente de
estar incluidos en la familia Enterobacteriaceae, por presentar reaccion citocromo
oxidasa positiva, la cual los descarta de pertenecer a las enterobacterias pero podrian
tratarse de otros bacterias Gram negativas tal y como fue reportado en el primer
aislamiento de Yersinia ruckeri en el Pera (Brenner et al., 2005; Bravo and Kojagura,
2004).

De los resultados obtenidos se puede observar que la mayoria de las cepas
aisladas provienen de rifion, y que las 3 cepas identificadas como Yersinia ruckeri,
también fueron aisladas a partir de dicho 6rgano en las truchas. La presencia de
aislados Gram positivos evidencia que existen otras bacterias que podrian estar
implicadas en la alteracion de la salud de los peces. Sin embargo es necesario
determinar si actian solas o en sinergismo con Y. ruckeri para producir enfermedad en
los peces, a que familia, género y especie pertenecen y cudl es el rol que cumplen

dentro de la produccién de enfermedades en los peces.

Por los resultados obtenidos las cepas de Y. ruckeri aisladas del presente
estudio tienen caracteristicas bioguimicas semejantes a las descritas a las cepas

americanas y europeas incluyendo la motilidad, lo cual indicaria ademas que no se
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han encontrado cepas de Y. ruckeri no motiles, que son caracteristicas de las cepas
de Y. ruckeri provenientes de Australia como lo reportaron Bravo and Kojagura (2004)
en piscigranjas del Departamento de Junin.

Las lesiones observadas a la necropsia externamente tales como exoftalmia
8/30 (26.66 %), melanosis 4/30 (13.33 %), lesion de aletas 8/30 (26.66 %),branquias
congestionadas 9/30 (30.0 %), solucién de continuidad en el tegumento 5/30 (16.66
%), a la apertura se observé esplenomegalia 22/30 (80.0 %), hemorragias de tipo
petequial hepaticas 15/30 (50.0 %), higado congestionado 3/30 (10.0 %), evidencian
una condicion alterada de la salud del pez de posible origen infeccioso, lo cual fue
corroborado mediante el estudio microscOpico al observarse lesiones y células
inflamatorias como alteraciones vasculares asociadas a congestion 4/30 (13.33 %),
presencia de bacterias, presencia incrementada de CGE (Complejo Granuloma
Eosinofilico) como otras células inflamatorias, necrosis en diversos 6rganos , esto nos
confirma que los individuos muestreados se encontraban expuestos a un agente
infeccioso activando el sistema inflamatorio en respuesta al dafio ocasionado
(Ferguson, 2006). Asi mismo las lesiones observadas a nivel de las branquias como
fusion de lamelas (17/30) 56.66 %, hiperplasia (12/30) 40.00 % de los &pices
branquiales sugieren como causa para este proceso patolégico pobre calidad del
agua (Ramirez, 2009), sin embargo la evidencia de necrosis y la severidad de la
presentacion de las lesiones, con reaccion inflamatoria e incremento de CGE,
observacion de bacterias bacilares entre las lamelas y adheridas en la superficie
confirman que la causa de las lesiones es de origen infeccioso. Dentro de los agentes
bacterianos con morfologia bacilar se encuentran las Aeromonas sp, podria tratarse de
este agente ya que es un residente normal del agua pero las lesiones a nivel de piel
como soluciones de continuidad y reaccion inflamatoria a nivel de musculo
observadas en algunos peces, confirman que es una consecuencia de una infeccion.
Estos agentes se vuelven patégenos cuando sobrepasan el equilibrio agente,
huésped, ambiente asi mismo si los peces se encuentran inmunosuprimidos lo que

facilita el ingreso de esta bacteria en los individuos susceptibles.

La histopatologia de los ciegos piléricos evidencio hiperplasia de enterocitos
(5/30) 16.66 % e hiperplasia de las vellosidades (5/30) 16.66 % esto podria darse por
problemas adaptativos como ayuno prolongado, sin embargo también la presencia de

parasitos podrian producir lesiones similares, como fue el caso de algunos peces de
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este estudio donde se encontraron microsporidium sp. integros como lisados en el

citoplasma de los enterocitos.

En el coraz6n encontramos 6/30 (20.0 %) de muestras con esporas de
ictiofonus, con linfocitos en el miocardio 3/30 (10.00 %) y el 5/30 (16.66 %)
presentaron Pericarditis, es sabido que existen otros agentes infecciosos diferentes a
Y. ruckeri como el hongo sistémico ictiofonus sp. que estan alterando la salud de las
truchas arco iris tal como fue reportado en el Pert (Mateo, 1996; Bravo and Kojagura,
2004) que se presentan de manera cronica, ademas pueden existir otros agentes
bacterianos que inducen pericarditis como la bacteria Streptococcus iniae (Eldar and
Ghittino, 1999; Romano and Mejia, 2003), lo cual no podemos descartar ya que al
inicio del estudio para el aislamiento de los grupos bacterianos se realizé inicialmente
el Gram y se obtuvieron aislados Gram positivos (7/21). En el estbmago encontramos
necrosis 4/30 (13.33 %) y 5/30 (16.66 %) de hiperplasia de la mucosa ambas lesiones
pueden provocar una digestion inadecuada. A nivel del intestino encontramos, 2/30
(6.66 %) de hiperplasia de células caliciformes, 3/30 (11.11 %) de hiperplasia de los
enterocitos, 9/30 (38.88 %) de hiperplasia de la mucosa y 2/30 (6.66 %) de necrosis en
las vellosidades indicando una enteritis catarral y necrética lo cual nos indicaria una
posible infeccién con Y. ruckeri (Furones, 1993). La histopatologia de Piel nos muestra
degeneracién hidrépica muscular 1/30 (3.33 %), atrofia de fibras musculares 10/30
(33.33 %), sugieren problemas asociados a la nutricion que pueden estar ligados a
deficiencia de proteinas o inadecuada calidad de las mismas, sin embargo existen
otras lesiones que acompafian a estas causas que deben ser observadas a parte de
las mencionadas. La necrosis muscular 6/30 (20.00 %) se asocia a multiples causas,
dentro de ellas las nutricionales como por deficiencia de vit E y selenio para evitar la
necrosis por peroxidacién de acidos grasos de las membranas celulares (Ferguson,
2006). Por otro lado, la necrosis muscular es causada por causas infecciosas
asociadas a bacterias, en nuestro caso se observaron bacterias de morfologia bacilar
y evidencia de reaccién inflamatoria lo que permite asociar el dafio con la causa del
problema. Dentro de las bacterias que producen ese tipo de lesion estan las
Aeromonas sp que son residentes normales del agua pero pueden hacerse patbégenas
cuando los peces estan inmunosuprimidos (Vera, 2005). Asi mismo no es una lesion
caracteristica de Y. ruckeri ademas que su caracteristica morfoldégica no coincidia con
la mencionada por lo que descartamos la posibilidad que fuera Y. ruckeri.
Lamentablemente no se hizo la determinacion bioquimica de esos aislados ya que el

estudio solo contemplo la caracterizacion de Y. ruckeri.
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La presencia de lesiones en el rifion melanomacrofagos 4/30 (13.33 %),
degeneracion tubular 3/30 (10.00 %) y necrosis 4/30 (13.33 %), evidencian que hay
un problema de posible origen infeccioso como lo indica Ferguson (2006) relacionado
a agentes bacterianos, en nuestro caso observamos ictiofonus 12/30 (40.00 %),
hongo sistémico que fue evidenciado en diferentes érganos ademas de presentarse
como esporas y conformando lesiones crénicas como granulomas. Sin embargo en
ese caso esas lesiones también pueden estar asociadas a la nutricién en relacién a la
proteina, debido a que se encontré 10/30 (33.33 %) de presencia de gotas hialinas, de
manera similar a lo descrito por Iregui (2004) en cachamas cultivadas en Colombia.
Esto sumado a las lesiones de musculo mencionadas anteriormente asi como las del
higado degeneracién grasa en los siguientes porcentajes tipo | 4/30 (13.33 %), tipo Il
2/30 (6.66 %), tipo 111 1/30 (3.33 %) y tipo IV cero, podrian sugerir inicios de problemas

asociados al alimento.

En resumen, el andlisis general de los aislados y las lesiones observadas
indican que existe Y. ruckeri en el centro de produccién piscicola con caracteristicas
bioquimicas a las descritas para las cepas americanas y europeas pero que estan en
una baja frecuencia de presentacion en el centro estudiado. Esta bacteria no esta sola
produciendo la infeccion y los signos clinicos y lesiones en los peces afectados.
Existen otras bacterias no entéricas que también estan afectando a las truchas de
cultivo del centro piscicola en estudio pero que no sabemos ain a que familia
pertenecen pero son sugerentes de ser del genero aeromonas por la morfologia y el
tipo de lesion observadas. Se ha logrado determinar en los peces estudiados otros

agentes infecciosos como el hongo sistémico Ictiofonus.
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6. CONCLUSIONES

Se determiné la presencia de Y. ruckeri en la piscigranja de estudio de la

provincia de concepcién de la Region Junin.
Las cepas de Y ruckeri aisladas de la piscigranja en estudio tiene
caracteristicas bioquimicas semejantes a los aislados reportados por

primera vez en ldaho.

Existen bacterias Gram positivas asi como el hongo sistémico Ictiofonus

sp. asociados a las lesiones en las truchas arcoiris juveniles enfermas.
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8. ANEXO

Anexo 1

Flujograma del Aislamiento de Yersinia ruckeri

Muestra de Bazo y Rifién de trucha Arco iris

Sembrar en Agarl( SA por estriado

Incubar a 222C por 24 a 48 horas

Realizar coloracion Gram, prlebas de catalasa y oxidasa

Pruebas Bioquimicas Colocar en

para identificacion de Cepario

especie




Anexo 2

Protocolo para el procesamiento de muestra para histopatologia

FIJACION

Formol bufferado al 10%

}

DESHIDRATACION
Alcohol 80° x 1 hora (2 veces)
Alcohol 90° x 1 hora (2 veces)

Alcohol 100° x 1 hora (2 veces)

!

ACLARAMIENTO
Xilol x 1 hora (3 veces)

}

INFILTRACION
Parafina x 1 hora (2 veces)

!

INCLUSION

En parafina haciendo bloques

!

SECCIONAMIENTO

Corte 3-5 micras en micrometro

!

TINCION

Segun protocolo de coloracién
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e Anexo 3
Pruebas Bioquimicas

A. PRESENCIA DE OXIDASA

La prueba se basa en comprobar la existencia de proteinas citocromo ¢ que
forman parte de algunas cadenas transportadoras de electrones propias del
metabolismo respirador. La presencia de citocromo ¢ se manifiesta por la capacidad
del colorante tetrametil-pfenilendiamina de oxidarse al ceder electrones al citocromo c,

apareciendo una coloracién azul (forma oxidada).

B. PRUEBA DE LA CATALASA

En los ambientes acuosos, que contienen oxigeno disuelto, como el citoplasma
de las células, aparecen formas téxicas derivadas del oxigeno. Las bacterias que viven
en ambientes aerobios necesitan un equipo enzimatico capaz de neutralizar estas
formas tbxicas. Entre estas enzimas se encuentra la catalasa, que convierte el

perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno molecular.

C. PRUEBA DEL INDOL

Esta prueba se emplea para detectar la presencia de la enzima triptofanasa en
las bacterias. Esta enzima degrada el aminoé&cido triptéfano a indol, compuesto que se
determina en el ensayo. Para realizar esta prueba, la bacteria se cultiva en un caldo de
triptona con NaCl al 0,5 % (medio especialmente rico en triptéfano). Si la bacteria tiene
la enzima triptofanasa, al afiadir al medio el reactivo de Kovacks, este formara un
complejo con el indol y se producird un anillo de color rojo en la superficie del caldo y

la prueba seré considerada positiva.

D. PRUEBAS DEL ROJO DE METILO (RM) Y VOGES-PROSKAUER (VP)

Las bacterias que en anaerobiosis fermentan los azlcares pueden realizar esto
por distintas rutas. Las enterobacterias son anaerobios facultativos que utilizaran la
glucosa en dos fases: primero la metabolizaran aerobiamente, consumiendo
rapidamente el oxigeno del medio, para, en segundo lugar, continuar metabolizandola

por via anaerobia (fermentacién). Esta fermentacion puede ser de dos tipos:

a. Fermentacion &cido-mixta. Los productos finales son &cidos organicos
(férmico, acético, lactico y succinico) y etanol. Fermentacion caracteristica de los
géneros Escherichia, Salmonella, Shigella, Proteus, Yersinia.
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b. Fermentacion butilén-glicélica. Los productos finales son compuestos
neutros como el butanodiol y el etanol, produciéndose acetoina como intermediario.
Fermentacion caracteristica de los géneros Enterobacter, Serratia y la mayoria de
especies Erwinia. La liberacion de acidos organicos en el primer tipo de fermentacion
(acido-mixta) generara un acusado descenso del pH que podra ser detectado
afiadiendo al medio un indicador de pH como el rojo de metilo (rojo a pH de alrededor
4,0). Si la fermentacion que se ha llevado a cabo es del tipo butilén glicélica, la
produccién de acetoina puede ser detectada afiadiendo al medio KOH vy alfa-naftol
(prueba Voges-Proskauer) que reaccionara con este compuesto produciendo un color

rojo caracteristico.

E. AGAR CITRATO DE SIMMONS

Este medio indica la capacidad de las bacterias de metabolizar el citrato.
Contiene citrato como unica fuente de carbono, fosfato de amonio como Unica fuente
de nitrogeno y azul de bromotimol como indicador de pH. Unicamente las bacterias
capaces de metabolizar el citrato (indica presencia de la enzima citrato permeasa)
podran multiplicarse en este medio y, al hacerlo, utilizaran los fosfatos presentes
liberando iones amonio. Estos iones amonio que evolucionan a amoniaco, junto con la
eliminacion del citrato (acido), generara una fuerte basificacién del medio que se

manifestara por un cambio de color del indicador de pH, de verde a azul.

F. AGAR SIM

En AGAR SIM se determina la capacidad e un microorganismo de moverse
(Presencia de flagelos), de producir INDOL y H2S. EI INDOL es uno de los productos
del metabolismo del aminoadico TRIPTOFANO. Las bacterias que poseen la enzima
TRIPTOFANASA son capaces de hidrolizar y desaminar el tript6fano con produccion
de indol, &cido pirdvico y amoniaco. El indol se puede detectar en un medio adecuado
observando el desarrollo de un color rojo después de agregar el reactivo de Erlich o de
Kovacs indicando una prueba POSITIVA, debido a que el indol reacciona con el grupo
aldehido del p- dimetilaminobenzaldehido. Si el color es amarillo indica una prueba
NEGATIVA. EL SIM es un medio semisélido sin hidratos de carbono que inhiban la
produccion de H,S y tiene TIOSULFATO DE SODIO fuente de azufre y HIERRO
PEPTONADO como indicador de H,S, lo que lo hace mas sensible en la deteccion de
H,S por produccion de un precipitado negro de sulfuro ferroso. La MOVILIDAD

BACTERIANA es otra caracteristica importante en la identificacién final de especie, se
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realiza en medios semisélidos como el SIM, debiéndose leer antes que la prueba de
indol porque al agregar el reactivo de Erlich ésta se puede enmascarar. La prueba de
motilidad se interpreta realizando un cuidadoso examen macroscépico del medio para

observar una zona de desarrollo difuso que parte de la linea de inoculacion.

G. GLUCOSA, LACTOSA, SACAROSA y MANITOL.

Determinar si una bacteria FERMENTA o no éstos hidratos de carbono. Con o
sin produccion de gas. Algunas bacterias pueden metabolizar (fermentar) diversos
hidratos de carbono con produccién de acido, anaerdbicamente. El indicador de pH es

el ROJO DE FENOL que en acidez vira al color amarillo y en alcalinidad al color rojo.

H. AGAR UREA

En el agar UREA se determina la capacidad de un microorganismo de producir
UREASA y desdoblar la urea, formando 2 moléculas de amoniaco. El sustrato urea es
una diamina del acido carbdénico, denominada carbamida. Todas las amidas (RCO-
NH2) son rapidamente hidrolizadas. La hidrélisis de la urea es catalizada por una
enzima especifica que es la ureasa es una enzima microbiana importante, relacionada
con la descomposicion de los compuestos organicos. Las enzimas bacterianas se
clasifican en adaptativas o constitutivas. Una enzima adaptativa o inducida es aquella
gue es producida por una bacteria solamente cuando se encuentra presente su
sustrato especifico. La ureasa es una enzima constitutiva ya que la sintetizan ciertas
bacterias sin tener en cuenta si hay o no el sustrato urea. El indicador de PH es rojo de
fenol, el cual en alcalinidad vira a un color violeta indicando una prueba positiva. Si el

color es amarillo indica una prueba negativa.

l. AGAR LIA

En agar LIA se determina la capacidad de un microorganismo para atacar el
aminoacido LISINA descarboxilandolo o desaminandolo, la fermentacion de glucosa, la
produccién o no de gases (CO2), junto con la produccién o no de &cido sulfhidrico
(H2S). Se lee un quebrado, la reaccién ocurrida en la superficie del medio corresponde
al numerador (parte aerobia) y la reaccién ocurrida en la profundidad del medio
corresponde al denominador (parte anaerobia). La acidez se denomina con la letra A
(color amarillo) y la alcalinidad con la letra K (color parpura). El indicador del PH del
medio es PURPURA DE BROMOCRESOL, el cual en acidez vira al color amarillo y en
alcalinidad al color puarpura. Por contener pequefa cantidad de Glucosa (1 g/ L) al ser

fermentada al fondo del tubo es amarillo y la superficie alcalina.
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Muchas bacterias poseen descarboxilasas que atacan el aminoacido lisina, con
liberacion de aminas de reaccién alcalina y con produccion de CO2. Para que actien
las descarboxilasas se requiere PH acido que se obtiene por la fermentacion de la
glucosa que tiene el medio. La desaminacion de la lisina es un proceso oxidativo que
se manifiesta por la aparicion de color rojo en el tendido, siendo el fondo del tubo
amarillo por fermentacion de la glucosa que posee el medio. Tiene como fuente de
azufre el TIOSULFATO DE SODIO, necesario para las bacterias puedan producir H2S
y como indicador H2S, CITRATO FERRICO DE AMONIO el cual reacciona con el H2S
produciendo un precipitado negro e insoluble de sulfato ferroso. Para que se produzca
H2S se requiere de un medio acido por lo que dicha produccion generalmente esta
limitada al fondo del medio, razén por la cual un fondo negro debe leerse como A

(acido), aunque el color amarillo usual esté tapado por color negro.

J. Gelatina NUTRITIVA

Este medio se utiliza para determinar la licuefaccién de la gelatina y ver la
capacidad de un organismo de producir enzimas de tipo proteolitico (gelatinasas) que
licuan la gelatina. Las proteinas que se producen naturalmente son demasiado
grandes para entrar en una célula bacteriana; por lo tanto, para que una célula utilice
las proteinas, primero deben ser catabolizadas en componentes mas pequefnos. Las
enzimas exonucleares de tipo protelitico, gelatinasas, son secretadas por ciertas
bacterias para desdoblar a las proteinas y esta capacidad ayuda a la identificacion

bacteriana.

K. PRUEBA DE REDUCCION DE NITRATOS

Determinar la capacidad de un organismo de reducir el nitrato en nitritos o en
nitrégeno libre. La reduccion de nitrato en nitrito y en gas nitrdgeno tiene lugar
generalmente en condiciones anaerobias, en las cuales un organismo obtiene su
oxigeno del nitrato. El oxigeno sirve como un aceptor de hidrogeno. La reduccion de
nitrato en nitrito esta indicada por la aparicién de color cuando el nitrito reacciona con
los dos reactivos. La reaccion de color resultante se debe a la formacion de un

compuesto diazoico, p-sulfobenceno-azoalfa- naftilamina.

Reactivos adicionales:
o Alfa - naftilamina 0.05 %
. Acido sulfanilico 0.8 %
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Adicionar directamente al tubo de reaccion en el siguiente orden:

1. Alfa - naftilamina 1 ml.

2. Acido sulfanilico 1 ml.

Guardar ambos reactivos en el refrigerador mientras no se usan. Por lo general

se mantienen estables durante tres meses.

L. HIDROLISIS DE LA ESCULINA

La hidrdlisis de la esculina se determiné segun Cowan & Steel's (1993). Para
ello los aislamientos bacterianos son inoculados en Caldo Esculina. La esculina y el
hierro se disuelven en el agua de peptona y se esteriliza a 115 °C durante 15 min. De
forma general la hidrélisis de la esculina libera glucosa y esculetina y esta ultima se
detecta porque reacciona con el ién férrico del medio dando unos precipitados negros

que lo oscurecen.

M. HIDROLISIS DEL DNA

Los biotipos bacterianos se siembran en un agar que contiene DNA. Las
bacterias que son capaces de producir DNasa despolimerizan el DNA hasta
fragmentos de nucle6tidos. La visualizacion de la despolimerizacion del DNA se
consigue afadiendo HCIl 1N sobre el microorganismo desarrollado en el medio de
cultivo que contiene el DNA. EI HCI precipita del DNA dando lugar a un enturbiamiento
del agar. De esta manera, en las zonas donde el DNA se ha degradado no habra
precipitacion y el agar queda transparente debido a que el HCI no reacciona con los
fragmentos de nucleédtidos. Las cepas bacterianas objeto de estudio han sido

sembradas mediante una estria central gruesa en una placa Petri con agar DNA.
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e Anexo 4

Lesiones de las truchas halladas en la necropsia.

Branquias | Branquias .| Exoftalmia Higado Higado | Higado | Lesion en | Melanosis | Solucion de
Hiperemicas | Palidas Esplenomegalia Unilateral |Congestionado| Palido |Petequias| Aletas en Piel |Continuidad
1 X X X X X X
2 X X X X X
3 X X X X
4 X
5 X X X X X
6 X X X X
7 X X X
8 X X X
9 X X X
10 X
11 X X X
12 X X X
13 X X X
14
15 X X X
16 X X X
17 X X X
18 X X X X X
19 X X X X
20 X X X X
21 X X X X
22 X X X
23 X X X X
24 X X
25 X X X
26
27 X X
28 X X X
29 X X X
30 X X
F 9 4 22 8 3 18 15 8 4 5
% 30.00 13.33 73.33 26.67 10.00 60.00 50.00 26.67 13.33 16.67
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