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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la patogenicidad de una cepa motil de Y.
ruckeri procedente de Huaraz y caracterizar histolégicamente las lesiones halladas en diversos
organos de alevines de trucha arcoiris. Para ello, se utiliz6 100 alevines con un peso promedio de
7.25 g, divididos en 5 grupos de 20 individuos (cuatro experimentales y un control), mantenidos en
estanques de 30 litros. Los peces fueron inoculados por via intramuscular 0,1 ml de la cepa de Y.
ruckeri a diversas concentraciones: 1x10*/ml para el grupo 1 (G1), 4x10*/ml para el grupo 2 (G2),
1x10%/ml para el grupo 3 (G3), 4x10*/ml para el grupo 4 (G4) y el grupo control con PBS. Se
realizé un monitoreo diario por 12 dias, registrandose signos clinicos, lesiones externas e internas
(en muertos), morbilidad y mortalidad. Los peces moribundos se anestesiaron con eugenol (3 ml/l),
Iuego se les realiz6 corte medular y posterior necropsia segin Meyers (2009). Para comprobar que
los peces sdlo eran afectados por Y. ruckeri inoculada, se realizé el aislamiento bacteriano de
muestras de bazo y riiién, los cuales fueron cultivados en agar tripticasa de soya por 24-48 horas a
25°C, observandose crecimiento de colonias bacterianas con caracteristicas bioquimicas a Y.
ruckeri, siendo confirmadas posteriormente por PCR convencional. Asi mismo, se colectaron
muestras de intestino, bazo, rifién, higado, musculo y branquias para el andlisis histopatoldgico.
Todos los peces inoculados con Y. ruckeri presentaron signos y lesiones compatibles con
yersiniosis; registrandose inapetencia (95%) y melanosis (76%) como los signos méas frecuentes,
los cuales aparecieron a las 12 horas post inoculacién en los grupos G3 y G4, y al 3° dia post
inoculaciéon (dpi) para los grupos G1 y G2. Entre las lesiones mas importantes se observo
esplenomegalia (84%), contenido mucoso en intestino (80%) y congestion intestinal (60%).
Adicionalmente se determiné una mortalidad de 100% para los grupos G3 y G4, la cual empez6 al
2° dpi para ambos; y mortalidades de 65 y 60% para los grupos G1 y G2, respectivamente, las
cuales iniciaron al 7° dpi para ambos. A nivel histopatoldgico, los 6rganos més afectados fueron
intestino con: evidente necrosis, hiperplasia de enterocitos y células mucosas, y presencia de
bacterias; el bazo presentaba: congestién, presencia de melanomacréfagos y bacterias,
extravasacion de glébulos rojos y disminucién linfoide; y el misculo con: necrosis, y presencia de
bacterias y melanomacréfagos. En conclusion, la cepa moétil de Yersinia ruckeri procedente de
Huaraz es patdgena, produciendo mortalidad y diversas lesiones en tejidos de truchas arcoiris segtin
su concentracién en condiciones experimentales. Las concentraciones de 1x10°® y 4x10° de Y.
ruckeri produjeron los mds altos indices de patogenicidad; sin embrago, concentraciones tan bajas,
como 1x10* y 4x10* de Y. ruckeri, confirman la patogenicidad de esta cepa bacteriana; ya que
ocasionaron mortalidades y lesiones andtomo-patoldgicas significativas en truchas arcoiris, tal

como se describen en infecciones naturales.

Palabras claves: Yersinia ruckeri, trucha arcoiris, patogenicidad, enfermedad de la boca roja
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine pathogenicity of a motile strain of Y. ruckeri
from Huaraz and to characterize histologically the lesions found in the organs of rainbow trout fry.
For this, 100 fingerlings with an average weight of 7.25 g were used, divided into 5 groups of 20
individuals (four experimental and one control), kept in 30 liter tanks. Fishes were inoculated
intramuscularly 0.1 ml of the Y. ruckeri strain at varied concentrations: 1x10* /ml for group 1 (G1),
4x10* /ml for group 2 (G2), 1x10® /ml for the group 3 (G3), 4x10° /ml for group 4 (G4) and control
group with PBS. A daily monitoring was performed for 12 days, registering clinical signs, external
and internal injuries, morbidity and mortality. Moribund fish were anesthetized with eugenol (3 ml
/1), then they underwent spinal cord cutting and subsequent necropsy were performed according to
Meyers (2009). To verify that fishes were affected by Y. ruckeri inoculated, bacterial isolation of
spleen and kidney samples was performed, cultures were on trypticase soy agar for 24-48 hours at
25°C, observing only growth of bacterial colonies with Y. ruckeri biochemical characteristics, PCR
was subsequently carried out confirming the inoculated strain and no other bacteria. Likewise,
samples of intestine, spleen, kidney, liver, muscle and gills were collected for histopathological
analysis. All fish inoculated with Y. ruckeri presenting signs and lesions compatible with
yersiniosis; inappetence (95%) and melanosis (76%) were recorded as the most frequent signs,
which appeared at 12 hours post inoculation in groups G3 and G4, and on day 3 post inoculation
(dpi) for groups G1 and G2 . Among the most important lesions were splenomegaly (84%), mucous
content in the intestine (80%) and intestinal congestion (60%). Additionally, a 100% mortality was
determined for groups G3 and G4, which started at 2 ° dpi for both; and mortalities of 65 and 60%
for groups G1 and G2, respectively, which started at 7 ° dpi for both. At histopathological level, the
most affected organs were intestine with: evident necrosis, hyperplasia of enterocytes and mucous
cells, and the presence of bacteria; spleen showed: congestion, presence of melanomacrophages
and bacteria, extravasation of red blood cells and lymphoid decrease; and muscle with: necrosis,
and presence of bacteria and melanomacrophages. In conclusion, Yersinia ruckeri strain from
Huaraz is pathogenic, producing mortality and various lesions in rainbow trout tissues according to
their concentration under experimental conditions. The 1x10® and 4x10® concentrations of Y.
ruckeri produced the highest rates of pathogenicity; however, such low concentrations, such as
1x10* and 4x10* of Y. ruckeri, confirm the pathogenicity of this bacterial strain; since they caused

deaths and pathological lesions in rainbow trout, as described in natural infections.

Key Words: Yersinia ruckeri, rainbow trout, pathogenicity, red mouth disease
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I. INTRODUCCION

La acuicultura en Peri se ha incrementado notablemente durante la ultima década,
donde destaca la produccién de langostinos, conchas de abanico y truchas arcoiris
(PRODUCE, 2015). Una de las enfermedades bacterianas que mds afecta la crianza de
truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es la Enfermedad de la boca roja o Yersiniosis, la
cual es ocasionada por Yersinia ruckeri, produciendo pérdidas significativas en las
piscigranjas (Tobback et al., 2007). En nuestro pais, se han aislado diferentes cepas de Y.
ruckeri provenientes de diversos lugares de cultivos como Junin, Lima, Huancavelica,
Cuzco, Puno y Huaraz entre los afios 2004 y 2016. (Bravo y Kojagura, 2004; Sirvas et al.,
2011; Fernandez, 2011; Sierralta et al., 2013, Sandoval et al., 2016). Yersinia ruckeri es una
enterobacteria gramnegativa que produce una septicemia generalizada con hemorragias en la
superficie del cuerpo y en los 6rganos internos de las truchas (Barnes, 2011). La mayoria de
las investigaciones previas sobre la infeccién por Y. ruckeri en varias especies de peces se
basa generalmente en los aislados de esta bacteria; sin embargo, la investigacién sobre la
patogenicidad de las diferentes cepas de Y. ruckeri en truchas arcoiris es muy limitada (Avci
y Birincioglu, 2005). La variabilidad fenotipica observada en los aislados nacionales de Y.
ruckeri (Flores, 2013) reafirma la necesidad de una constante vigilancia de la composicién
bioquimica y seroldgica de esta bacteria y estudios de patogenicidad de este agente, para que
la accién protectora a través de vacunas sea adecuada. Debido a los antecedentes e
investigaciones en el pais, se propuso realizar el estudio de patogenicidad de una cepa movil
de Y. ruckeri procedente de Huaraz en truchas arcoiris, el cual permitié identificar signos
clinicos, lesiones externas e internas en los peces; y caracterizar histoldgicamente lesiones en

diferentes 6rganos.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Situacion actual de la acuicultura
2.1.1 Acuicultura.

El Ministerio de la producciéon- PRODUCE (2008) define a la acuicultura como: El
conjunto de actividades tecnoldgicas orientadas al cultivo o crianza de especies acudticas que
abarca su ciclo biolégico completo o parcial y se realiza en un medio seleccionado y
controlado en ambientes hidricos naturales o artificiales, tanto en aguas marinas, dulces o

salobres.

2.1.2 Acuicultura mundial.

Ante la estabilidad de la produccién de la pesca de captura desde finales de la década de
1980, la acuicultura ha tenido un rdpido crecimiento (Figura 1) y su produccién representa
actualmente mas del 50 % de organismos acudticos destinados para consumo humano a nivel

mundial, con un crecimiento anual promedio de 3.2% (FAO, 2016).

La produccién acuicola mundial del 2014 ascendi6 a 73,8 millones de toneladas, lo que
se estimé en un valor de primera venta de 160.200 millones de USD (Cuadro 1), compuesto
por 49,8 millones de toneladas de peces de escama (99.200 millones de USD), 16,1 millones
de toneladas de moluscos (19.000 millones de USD), 6,9 millones de toneladas de crustiaceos
(36.200 millones de USD) y 7,3 millones de toneladas de otros animales acudticos como las

ranas (3.700 millones de USD) (FAO, 2016).

Para 2014, la FAO registré los datos sobre la produccién de 580 especies acudticas o
grupos de especies acudticos cultivados en todo el mundo, incluidos los cultivados
anteriormente. Entre estas especies se cuentan 362 peces de escama, 104 moluscos, 62

crusticeos, 6 ranas y reptiles, 9 invertebrados acudticos y 37 plantas acudticas (FAO, 2016).
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Figura 1. Producciéon mundial de la pesca y la acuicultura, FAO, 1950-2014

Entre los principales paises productores en acuicultura, China representa el 58 % de la
produccién mundial (Cuadro 2), seguido también de otros paises asidticos como la India,
Vietnam, Bangladesh y Filipinas; el Pertd se ubica en el trigésimo noveno puesto a nivel

mundial con 90 976 TM (FAO, 2016).

Cuadro 1. Produccion de los principales grupos de especies comestibles procedentes de la

acuicultura a nivel mundial, 2016

{Tonaladas)
Mundo Peces de escama 43.55% 260 6.302 631 4%.861.8%1
Moluscos 277744 15.835 450 16.113.194
Crustdceos 2744 537 4.170.536 6.915073
Otros animales 520850 372718 8%3.568

Fuente: FAO

El crecimiento de la acuicultura en américa durante los dltimos veinte afios pasé de 919
mil toneladas a 3.2 millones de toneladas, lo que equivale a un incremento del 348% con un
promedio de 364 mil personas involucradas directamente a esta actividad. Chile se ubica en
el primer puesto con el 32.19% de la produccién acuicola (Cuadro 3), seguido de Brasil con

17.5%, Ecuador con el 12.98%, USA con 12.96%; entre otros. (FAO, 2016).



Cuadro 2. Principales productores en acuicultura a nivel mundial en 2015

N° Pais ™ %
1 China 61536375 58.05
2 Indonesia 15649311 14.76
3 India 5238019 4.94
4 Vietnam 3450200 3.25
5 Filipinas 2348159 2.22
6 Bangladesh 2060408 1.94
7 Corea del Sur 1676489 1.58
8 Noruega 1380890 1.3
9 Egipto 1174831 1.11
10 Japon 1103235 1.04
11 Chile 1057742 1
12 Myanmar 999630 0.94
13 Tailandia 897096 0.85
14 Brasil 575260 0.54
15 Corea del 553950 0.52

Norte

Resto del 6302589 5.95

mundo

Total 106004184 100

Fuente: Fishstat- FAO

Elaboracién: Propia

Cuadro 3. Principales productores acuicolas de América en 2015

Pais ™ %

Chile 1057742 32.19
Brasil 575260 17.51
Ecuador 426410 12.98
USA 425973 12.96
Meéxico 211622 6.44
Canada 187374 5.7

Colombia 95857 2.92
Perua 90976 2.77
Honduras 55100 1.68
Cuba 30550 0.93
Otros 129264 3.93
Total 3286128 100

Fuente: Fishstat- FAO

Elaboracién: Propia



Segtn el FishStat-FAO (2017), Irdn ocupa el primer puesto en produccién mundial de

truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss), representando el 18.46% del total; seguido de

Turquia, Chile, Noruega, Peru; entre otros.

Cuadro 4. Principales productores de Trucha arcoiris a nivel mundial, 2015

Pais ™ %
Iran 140632 18.46
Turquia 100411 13.18
Chile 94508 12.41
Noruega 72921.39 9.57
Peru 40946.5 5.38
Francia 36500 4.79
Italia 31300 4.11
China 27335 3.59
Rusia 24431 3.21
USA 20799 2.73
Otros 171982.05 22.58
Total 761765.94 100

2.1.3 Acuicultura nacional.

Fuente: Fishstat- FAO

Elaboracién: Propia

La acuicultura en nuestro paifs se basa en tres especies principales como el cultivo de

trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), concha de abanico (Argopecten purpuratus), y

langostino (Litopenaeus vannamei); ademds se cultivan en menor volumen especies como

tilapia (Oreochromis spp.), gamitana (Colossoma macropomum), paiche (Arapaima gigas),

paco (Piaractus brachypomus), pacotana (C. macropomum x P. brachypomus); entre otros

(PRODULCE, 2015).

La produccién acuicola peruana ha tenido un crecimiento del 29% en su produccién

durante los afios 2012-2016 (Cuadro 5), con mas 93 mil TM en el afio 2016, siendo el 58.8%

proveniente del dmbito continental y el 41.2% restante del dmbito marino (PROMPERU,

2016).



Cuadro 5. Cosecha de recursos hidrobiologicos procedentes de la actividad acuicola

nacional por dmbito y segiin especie, 2012-2016

Ambito / Especie 2012 2013 2014 2015 2016
Continental 29,564 40,068 38,683 45,758 54,925
Trucha 24,762 34,992 32,923 40,946 48,594
Tilapia 3,174 3,840 4,610 3,250 2,913
Gamitana 453 531 504 299 1,144
Paiche 637 94 55 135 400
Otros 5379 610,9 590,3 1.127,6 1.873,2
Maritimo 42,730 85,625 76,586 45,218 38,519
Concha de 24,782 67,694 55,096 23,029 18,501
Abanico
Langostino 17,801 17,883 21,484 22,183 20,013
Otros 147 47,3 6,5 6,6 4,4
Total 72,293 125,693 115,269 90,976 93,444

Fuente: PRODUCE

2.1.4 Produccién nacional de trucha.

La trucha arcoiris se introduce en el pais en 1928 para fines deportivos con la
importacion de ovas y alevines traidos desde USA (Kuramoto, 2008). Debido a que el Perd
cuenta con caracteristicas geograficas, hidrograficas y climaticas adecuadas para el
desarrollo de esta especie (Luna et al., 2005), el cultivo de trucha arcoiris fue adaptandose y
desarrolldndose muy bien a las condiciones de las aguas de la sierra por encima de los 2000
msnm, inclusive muchos la consideran como una especie propia del pais, por su amplia
distribucién (Mendoza, 2011); aunque las ovas embrionadas provengan de USA, Dinamarca,

Espana, entre otros (PRODUCE, 2015).

Segin PROMPERU (2016), la produccién nacional de trucha arcoiris (Cuadro 6) tuvo
un incremento de 590% desde el afio 2007 al 2016, llegando a representar para el 2016, el
52% de la produccién acuicola nacional por encima de otras especies, como la concha de
abanico y el langostino. Las regiones con una gran produccién son Puno, Huancavelica y
Junin, en respectivo orden de importancia, destinindose el 82% de su produccién total al

consumo interno y el resto para su exportacion (PRODUCE, 2015).



Cuadro 6. Produccion nacional de trucha arcoiris, 2007-2016

Ao ™
2007 6,997
2008 12,497
2009 12,817
2010 14,250
2011 19,962
2012 24,762
2013 34,992
2014 32,923
2015 40,946
2016 48,594

Fuente: PRODUCE

El afio 2015 nuestro pais exporté més de dos mil TM de trucha arcoiris (Cuadro 7) por

un valor de més de 12, 5 millones de d6lares americanos, teniendo como paises de destino a

Estados Unidos, Canad4, Noruega, Suecia, entre otros (PRODUCE, 2015); realizdndose en

presentaciones de trucha entera congelada y filete congelado (PROMPERU, 2016).

Cuadro 7. Paises de destino de exportacion de la trucha arcoiris del Perd, 2015

Pais ™ US$
Estados 597 5,223,710
Unidos

Canada 312 2,531,639
Noruega 56 358,352
Suecia 38 265,962
Otros 1112 4,211,420
Total 2114 12,591,083

2.2 Trucha arcoiris

Fuente: PRODUCE

La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es un pez salménido originario de las cuencas

que alimentan al océano Pacifico en norte américa, las cuales van desde Alaska hasta

Meéxico. Esta especie ha sido introducida desde el siglo XIX en las aguas de todos los

continentes, con excepcién de la Antartida, para propdsitos recreacionales, como pesca

deportiva, y para acuicultura (FAO, 2017). Por otra parte, es un pez resistente de facil

desove, crecimiento rdpido, tolerante a muchos ambientes y manejos. La trucha arco iris es

capaz de ocupar muchos hdbitats diferentes, que abarcan desde un ciclo de vida anddromo,

pudiendo vivir en el océano pero desovando en rios, hasta habitar de manera permanente en

lagos. De esta manera se le ha logrado introducir a mds de 80 paises, los cuales presentan

condiciones favorables para su cultivo (Aquino, 2009; FAO, 2017).



2.2.1 Clasificacion taxonomica.

Segun Eschmeyer (2007), la clasificacion de la trucha arcoiris es la siguiente:

Reino : Animalia

Filo : Chordata

Sub Filo : Vertebrata

Clase : Actinopterygii

Orden : Salmoniformes

Sub Orden : Salmoneidei

Familia : Salmonidae

Género : Oncorhynchus

Especie : Oncorhynchus mykiss
Nombre comtn : Trucha arco iris (espafiol)

Rainbow trout (inglés)

2.2.2 Caracteristicas generales y bioldgicas.
La trucha arcoiris tiene un tamafio y peso maximo de 1.3 m y 9 kg, respectivamente. El
peso promedio en el ambiente natural, se encuentra entre 0.5 a 1 kg; asi mismo el tamafio y

peso comercial estdn entre 22-25 cm y 250-300 g, respectivamente. (PRODUCE, 2009)

Esta especie tiene el cuerpo cubierto con finas escamas y de forma fusiforme, su
coloracién varia de acuerdo a su medio ambiente, edad, estado de maduracion sexual y otros
factores. En riachuelos sombreados presentan un color plomo oscuro, mientras que en
estanques muy expuestos al sol presenta una tonalidad mucho més clara, verde oliva en la
parte superior luego una franja rojiza y el abdomen blanco; ademds posee una gran cantidad
de mdculas negras en la piel, parecido a lunares, por lo que en otros lugares se le conoce
también como trucha pecosa (Figura 2). La trucha arcoiris debe su nombre por la presencia
de una franja de colores de diferentes tonalidades, predominando una franja rojiza sobre la

linea lateral en ambos lados del cuerpo (RAGASH, 2009).

La trucha arcofiris es carnivora y en estado silvestre se alimenta de presas vivas, como

larvas de insectos, moluscos, crusticeos, gusanos, renacuajos y peces pequefios (RAGASH,



2009). Tiene un aparato digestivo muy corto, el cual estd preparado para el aprovechamiento
de proteinas animales, pudiendo sélo digerir y aprovechar una variedad muy limitada de

alimentos vegetales (Aquino, 2009).

El héabitat natural de la trucha arcoiris son los rios, lagos y lagunas de aguas frias,
limpias y cristalinas. Esta especie prefiere las corrientes moderadas y ocupa mayormente los
tramos medios de fondos pedregosos y moderada vegetacion. Es un pez de aguas frias
viviendo muy bien entre 10 a 16°C, aunque el grado de tolerancia a la temperatura es amplio,
pudiendo resistir temperaturas de 25°C o limites inferiores cercanos a la congelacién durante

varios dias (Aquino, 2009).

Figura 2. Ejemplar tipico de Trucha arcoiris

2.2.3 Etapas de desarrollo.
El ciclo de vida de la trucha arcoiris se dividen generalmente en las siguientes etapas

(RAGASH, 2009; FONDEPES, 2014):

e  Ovas: Son huevos fecundados que luego de 30 dias eclosionan y se convierten en larvas.

e Larva: Esta fase puede durar entre 15 a 30 dias a una temperatura promedio de 10°C. En
este etapa se observa la presencia del saco vitelino.

e Alevin: Son peces que miden 2 5 cm hasta los 10 cm y peso promedio de 12 g
aproximadamente. Esta fase tiene una duracion aproximada de 03 meses dependiendo
de la temperatura del agua.

e Juvenil: Las truchas arcoiris tienen una talla promedio de 10 cm hasta alcanzar los 17
cm, con peso promedios de 68.0 g, aproximadamente. Esta fase tiene una duracién
aproximada de 02 meses.

e Engorde: Esta etapa comprende el cultivo de trucha arco iris, desde su talla promedio de
17 cm hasta alcanzar los 26 cm., equivalente a un peso promedio de 250 g. Esta fase

dura aproximadamente unos 3 meses.



2.2.4 Tipos de crianza.
Segtin PRODUCE (2009) en el Pert las truchas arcoiris se cultivan en forma extensiva
en lagunas, en forma semi-intensiva en estanques, y en forma intensiva en jaulas flotantes o

estanques.

2.2.5 Parametros del recurso hidrico para el cultivo.

El agua a utilizar, debe tener las caracteristicas adecuadas en cuanto a su cantidad y
calidad. Las propiedades fisicas, como temperatura, pH, oxigeno, transparencia, turbidez,
entre otros; pueden estar sometidas a grandes variaciones por la influencia de factores
externos, como cambios atmosféricos y climdticos. Por otro lado las propiedades quimicas
son mds estables y con sus variaciones minimas, a menos que una contaminacién pueda
producir efectos irreversibles (Cuadro 8). Desde el punto de vista bioldgico, la calidad del
agua estd relacionada a la presencia o no de organismos vivos en el medio acudtico

(RAGASH, 2009).

Cuadro 8. Pardmetros fisicos y quimicos del agua para la crianza de trucha comercial

Parametro Rango Optimo
Temperatura (°C) 10-16
Oxigeno disuelto (ppm) 6.5-9
pH 6.5-8.5
CO; (ppm) <7
Alcalinidad (mg/l CaCO3) 20- 200
Dureza (mg/1 CaCO3) 60- 300
NH3 (mg/1) <0.02
H2S (mg/1) <0.002
Nitratos (mg/l) <100
Nitritos (mg/l) <0.055
Nitrégeno amoniacal (mg/l) <0.012
Fosfatos (mg/l) > 500
Sulfatos (mg/l) >45
Fierro (mg/l) <0.1
Cobre (mg/l) <0.05
Plomo (mg/1) 0.03
Mercurio (mg/l) 0.05

Fuente: RAGASH

2.3 Yersinia ruckeri
2.3.1 Identificacion y clasificacion.

Yersinia ruckeri es una bacteria gram-negativa, perteneciente a la familia de las

Enterobacteriaceae. Es el agente causal de la enfermedad de la boca roja o yersiniosis, en
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varias especies de salménidos a nivel mundial, y fue aislada por primera vez en los afios 50
en el Valle Hagerman en USA (Ross et al. 1966; Kumar et al., 2015). La bacteria tiene
generalmente una morfologia bacilar con terminaciones romas, midiendo 1 um de didmetro
y de 2 a 3 um de largo, aunque en cultivos de mas de 48 horas se producen células largas
filamentosas (Barnes, 2011; Austin y Austin, 2016). Por otra parte, esta bacteria no forma
esporas, ni posee cdpsula y mayormente es moévil, ya que presenta de siete a ocho flagelos
peritricos; sin embargo, los flagelos no funcionan a 9°C o menos, y a 35°C los flagelos estan

ausentes y el organismo es no métil (Rucker, 1966; O’Leary, 1977; Austin y Austin, 2016).

Bioquimicamente, Yersinia ruckeri es caracterizada como glucosa fermentativa, catalasa
positiva, citocromo-oxidasa negativa, nitrato reductora, con la habilidad de secretar [-
galactosidasa, lisina y ornitina descarboxilasas, pero no produce sulfuro de hidrégeno ni
indol correspondiente. Ademds no fermenta inositol, rhamnosa, sucrosa, melibiosa y

arabinosa (Tobback et al., 2007; Barnes, 2011; Austin y Austin, 2016).

Las diferentes cepas de Yersinia ruckeri pueden ser clasificadas por su biotipo, serotipo
y proteinas de membrana externa (OMP). En relacién al biotipo se subdivide en dos, biotipo
I y II. Las cepas del biotipo I tienen capacidad para fermentar lipasa (Tween 20) y ser
positivas para motilidad; a diferencia de las cepas del biotipo II, las cuales son negativas para

ambas pruebas (Gibello et al. 2004; Tobback et al., 2007; Barnes, 2011).

En diversos estudios se han establecido cuatro serotipos con diferentes subgrupos, esto
con base en la reacciéon de antigenos totales con antisueros especificos. El serotipo Ol1, el
cual es predominante a nivel mundial, es subdividido en dos subgrupos Ola (serovar I) y
O1b (serovar III), y el serotipo O2 (serovar II) en tres subgrupos O2a, O2b y O2c. Los
demds serotipos se clasifican como serotipo O3 (serovar V) y serotipo O4 (serovar VI) (Ross
et al., 1966; O’Leary, 1977; Bullock et al., 1978; Stevenson y Ardrie, 1984; Daly et al.,
1986; Romalde y Toranzo, 1993a; Barnes, 2011; Tinsley et al., 2011; Kumar et al., 2015;
Austin y Austin, 2016).

El perfil de las OMP ha sido reportado por algunos autores. En un estudio, donde se
analizaron mds de 130 aislados de Y. ruckeri, se identificé cinco perfiles de protefnas de
membrana externa (desde el OMP-1 al OMP-5) usando la técnica de electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico, (Davies, 1991). Ademas, Romalde y Toranzo
(1993a) identificaron cuatro perfiles de OMP que pertenecian a los serovares (I, II, V 'y VI)
con tres sub-perfiles, con variaciones menores para el serovar II, y sin encontrar mayores

diferencias entre los patrones de los serovares I y III. No se ha reportado, por otros autores,
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correspondencia entre la clasificacién segin las OMP y otros tipos de serotipificacion (Sousa

etal., 2001).

En nuestro pais, se realizé la serotipificacién de 30 cepas de Y. ruckeri aisladas de
cuatro piscigranjas de la sierra central, perteneciendo todas las cepas al serotipo Ola, con el
mismo perfil de bandas de LPS y de OMP tipo 3 (Bastardo et al., 2011). Adicionalmente
otros estudios reportaron, la presencia de los biotipos I y II en diversas piscigranjas de la
sierra central del Perd, tanto en peces que presentaban signos compatibles con yersiniosis

como en peces asintomaticos (Bueno, 2011; Sierralta, 2011; Lopez, 2012).

2.3.2 Factores de virulencia.
Actualmente hay poca informacién sobre los factores de virulencia de Y. ruckeri, esto
debido al desarrollo temprano de vacunas eficaces para la prevencién y control de la

yersiniosis; sin embargo, hay estudios muy utiles sobre este aspecto.

2.3.2.1 Sobrevivencia en el medio acudtico.

Inicialmente se creia que Y. ruckeri era un patégeno obligatorio, y que sélo se transmitia
entre un pez portador, u otro vector vivo, y un pez sano; sin embargo, muchos estudios
indican que la bacteria es capaz de sobrevivir en agua y sedimento por mds de 3 meses.
(Romalde et al., 1994; Austin y Austin, 2016). Esta sobrevivencia fuera del agua depende de
la salinidad, Y. ruckeri sobrevive aguas dulces o salobres (0- 20 ppm) por al menos 4 meses,
mientras que la sobrevivencia disminuye enormemente en aguas con salinidad de 35 ppm.
(Thorsen et al., 1992). Estos diferentes periodos de sobrevivencia contribuyen
probablemente a la baja incidencia de la enfermedad en aguas saladas, sin embargo la
habilidad de sobrevivir por largos periodos en aguas con bajas concentraciones de sal podria
ser un factor importante en el control de la yersiniosis en salménidos de agua dulce

(Fernandez et al., 2007a).

2.3.2.2 Capacidad de formar biopelicula, adherencia e invasion.

Las biopeliculas son importantes para la sobrevivencia de Y. ruckeri en el medio
ambiente, ya que mejoran la resistencia a antibidticos y permiten su adherencia en tejidos de
los peces y a partes sélidas (fibra de vidrio, concreto, madera y PVC) (Fernandez et al.,
2007a; Barnes, 2011). Coquet et al. (2002) demostraron la presencia de biopeliculas de Y.
ruckeri en sedimentos y algas en una piscigranja de Francia. Ademas los aislados bacterianos
de estas biopeliculas demostraron ser resistentes al dcido oxolinico, y la formacién de la

biopelicula fue correlacionada a la motilidad mediada por flagelos de Y. ruckeri.
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La adherencia e invasioén de Y. ruckeri han sido demostradas en lineas celulares y en
tejido branquial e intestinal (Romalde y Toranzo, 1993b; Tobback et al., 2010a, 2010b).
Otros estudios reportan la presencia de genes pardlogos envueltos en esta adhesion e
invasividad de Y. ruckeri, como el gen yrInv y un gen parecido al yrlnv, presentes también
en otras especies de Yersinia. Sin embargo los mecanismos y otras moléculas involucradas

en este proceso ain no han sido descritos (Ferndndez et al., 2007a; Wrobel et al., 2017).

2.3.2.3 Ruckerbactina.

La adquisicion de hierro dentro del hospedero es importante en la mayoria de bacterias
patégenas, las cuales compiten con los sistemas de retencidn de hierro de alta afinidad propia
de los hospederos, tales como la transferrina, la lactoferrina y otros compuestos (Bullen,
1987). En el caso de Y. ruckeri se identificé un sider6foro de tipo catecol, denominado
ruckerbactina, la cual permite quelar al hierro con una alta afinidad (Fernandez et al., 2004).
Los genes del sistema de ruckerbactina, rucC y rupDGC, son controlados positivamente por
la limitacién del hierro, y de manera negativa por la temperatura, siendo mads altos a 18°C
que a 22°C (Fernandez et al., 2004, 2007a). El gen rucC, envuelto en la sintesis del
sider6foro, y el gen rupDGC, que codifica el sistema de transporte en membrana de la
ruckerbactina, son regulados positivamente en condiciones pobres de hierro, siendo el gen

rucC mayormente expresado a diferencia del gen rupDGC (Fernédndez et al., 2004).

2.3.2.4 Toxinas extracelulares.

Los productos extracelulares producidos por Y. ruckeri incluyen lipasas, proteasas, y
actividad hemolitica contra eritrocitos de distinto origen y propiedades citotéxicas en
algunos cultivos de lineas celulares, los cuales producen algunos de los signos clinicos de la
enfermedad como las hemorragias en la boca y en el intestino (Bourne et al., 2009;

Fernandez et al., 2007a).

Yersinia ruckeri produce una metaloproteasa denominada Yrpl, de 47-kDa de peso, la
cual forma parte de la familia de las serralisinas (Ferndndez et al,, 2003). A diferencia de
otras especies de Yersinia, el gen que codifica la proteasa yrpl es parte de un operén
compuesto por tres genes denominados yrpD, yrpE e yrpF, que codifican un sistema de
proteina transportador ABC de tipo I; y un gen inh, el cual codifica un inhibidor de la
proteasa (Fernandez et al., 2002, 2003). Por otra parte, la Yrpl no es un molécula presente
en todos los serovares de Yersinia ruckeri, presentando el serovar tipo I una actividad
proteasa mayor en comparacion con los demds serovares (Fernandez et al., 2002, 2003).

Adicionalmente, la Yrp1 proteasa contribuye en la virulencia de Y. ruckeri, favoreciendo la
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colonizacién e invasion de diferentes tejidos de su hospedador (Dahiya y Stevenson, 2010;

Ryckaert et al., 2010).

La Yrpl proteasa es capaz de degradar una vasta variedad de proteinas de la matriz
extracelular, proteinas musculares y particularmente la laminina, principal unidad de las
membranas basales, esta degradacion puede ser la causa de la alteracidon de las membranas,
la cual lleva a la erosién y formacién de poros en capilares causando las hemorragias en
cavidad oral e intestino (Ferndndez et al., 2002, 2003). Es debido a esto, que se genera el

signo tipico de la hemorragia alrededor de la boca y en el intestino (Ferndndez et al., 2002).

La expresiéon de la proteasa estd influenciada por condiciones microambientales,
existiendo una inhibicién en bajas concentraciones de carbono y nitrégeno (Ryckaert et al.
2010; Tobback et al., 2010a; Wiens y Vallejo, 2010). Asimismo, la glucosa y fructosa son
reconocidos como altos inhibidores de la produccién de la proteasa Yrpl, mas no asi para
carbohidratos como el glicerol, manitol y maltosa (Mendez et al., 2010; Navais et al., 2010).
Por otro lado, el incremento de la osmolaridad y la temperatura del medio manifiestan una
regulacidn positiva sobre esta proteasa (Ferndndez et al., 2003; Mendez et al., 2010). Sin
embargo, a una mayor presion osmética se ha encontrado una disminucién de la produccidon
de la proteasa. Se requiere que magnesio y calcio estén presentes para una mayor actividad y

caracterizacion de la proteina (Ryckaert et al., 2010).

La hemolisina YhIA es otro producto extracelular identificado de Y. ruckeri, la cual ha
mostrado tener actividad hemolitica y ser regulada por las condiciones de hierro y
temperatura del medio. (Ferndndez et al., 2007b). Uno de los genes asociados a la
hemolisina, aislado por tecnologia de expresidn in vivo, tenia una alta homologia con los
genes que codifican proteinas implicadas en la secrecién y activacion de las hemolisinas de
tipo Serratia (Ferndndez et al., 2004). Ademds, otros estudios con mutantes de insercion
demostraron que esta toxina no solo estaba implicada en la virulencia, sino también en la

citotoxicidad (Fernandez et al., 2007b).

2.3.3.4 Plasmidos.

Se ha determinado una asociacién entre la presencia de plasmidos y la funcion
fagocitica dafiada, en la cual un pldsmido de 70MDa (encontrado en varios aislados del
serotipo I) disminuyé la respuesta quimioluminiscente en macréfagos de rébalo rayado
(Stave et al., 1987). Otros estudios reportan que este pldsmido largo no es homélogo con
plasmidos virulentos de otras Yersinias patogenas para humanos. Por otro parte, atin falta
determinar la participacién en la patogenicidad de Y. ruckeri de este plasmido (De Grandis y

Stevenson, 1982; Romalde y Toranzo, 1993b; Cutrin et al., 1994; Garcia et al., 1998).
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Welch et al. (2007) han descrito un pldsmido en Y. ruckeri denominado pYRI, el cual
lleva muchos determinantes de resistencia antibidtica y ademds codifica un sistema de

transferencia conjugativo tipo IV.

2.3.3.5 Sistema de secrecion de tipo II1.

Los macréfagos eliminan y/o destruyen la mayoria de las bacterias mediante la
fagocitosis. Sin embargo, la bacteria posee varios mecanismos para evitar la fagocitosis o
resistir los procesos antimicrobianos de su hospedero, estableciendo de esta manera su
infeccién. Uno de estos mecanismos es el sistema Yop (Yersinia outer proteins) codificado
por pldsmido, el cual caracteriza a las bacterias del género Yersinia (Trosky et al., 2008).
Este pldsmido codifica un sistema de secreciéon de Tipo III (TTSS) que libera varias
proteinas efectoras, también codificadas en el plasmido, dirigidas al sistema de actina y asi
paralizar la fagocitosis. También se dirigen a las vias de sefializacién claves del sistema
inmune, incluidas MAPK quinasas e IKB quinasa-B3, lo que reduce la explosién respiratoria y

promueve la apoptosis (Trosky et al., 2008).

Gunasena ef al. (2003) encontraron genes que codifican un TTSS en Y. ruckeri, pero las
proteinas efectoras asociadas atin no se han reportado. Inicialmente, el gen de ATPasa tipo
III, ysaN, asociado con TTSS se identificé utilizando un PCR degenerado. Posteriormente,
se determind la organizacién del operdn circundante y se encontrd una alta homologia entre
el operén ysa de Y. ruckeri, y un grupo de genes ysa que codifica el TTSS en Y.
enterocolitica (Gunasena et al., 2003). Aun no se ha establecido un papel para este TTSS en

Y. ruckeri (Barnes, 2011).

2.3.3.6 Sistema de secrecion de tipo 1V.

Yersinia ruckeri contiene cromosémicamente un sistema de secrecion tipo IV (TFSS),
el cual estd asociado a su virulencia. Si bien no estd descrito completamente, se cree que
podria ayudar en la sobrevivencia intracelular de esta bacteria intracelular facultativa
(Mendez et al., 2009). El operon traH-N produce este TFSS, y parece estar regulado por la
temperatura, siendo muy expresada a 18°C, tal como sucede con la proteasa Yrpl, la
hemolisina Yh1A y la ruckerbactina, sugiriendo que la temperatura es un factor determinante
muy importante en la virulencia de Y. ruckeri (Fernandez et al., 2002, 2003, 2007a; Mendez
et al., 2009, Barnes, 2011).

2.4 Enfermedad de la Boca Roja o Yersiniosis
2.4.1 Hospedero y distribucion.

La enfermedad de la boca roja es predominantemente una enfermedad de salménidos,

siendo aislada por primera vez en un centro de cultivo de truchas arcoiris en USA. Y. ruckeri
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afecta tanto a salménidos de aguas dulces y salobres, como a los salménidos de agua salada
(Ross et al., 1966; Rucker, 1966, Tobback et al., 2007). Por otro lado, esta bacteria ha sido
aislada también en salmén coho (Oncorhynchus kitush), salmén rojo (Oncorhynchus nerka),
salmén real (Oncorhynchus tschawytscha), trucha degollada (Salmon clarki), salmén del
atlantico (Salmon salar), trucha marrén (Salmon trutta), trucha artica (Salvelinus alpinus) y

la trucha de manantial (Tobback ef al., 2007; Barnes, 2011).

En caso de peces no pertenecientes a la familia salmonidae, Y. ruckeri ha sido reportada
en la anguila comuin (Anguilla anguilla), burbot (Lota lota), carpa cabezona (Aristichthys
nobilis), cisco (Coregonus artedii), coregano peled (Coregonus peled), carpa comun
(Cyprinus carpio), carpa plateada (Hypophthalmichthys molitrix), esturién siberiano
(Acipenser baeri), goldfish (Carassius auratus), lenguado comin (Solea solea), pez gato
americano (Ictalurus punctatus) y rodaballo (Scophthalmus maximus) (Barnes, 2011; Kumar,
2015; Austin y Austin, 2016). Ademads se ha aislado en rata almisquera (Ondatra zibethicus),
Halcones (Falco spp.), gaviotas (Laridae), tortugas (Cheloniidae), lombriz de humus

(Eisenia foetida) y humanos (Farmer et al., 1985; Willumsen, 1989, Tobback et al., 2007).

Geograficamente, Yersinia ruckeri tiene una distribucién mundial, habiendo sido aislada
en Canada, Europa, Medio Oriente, Sudamérica, China, India, Singapur, Australia, Sudafrica
y Egipto (Arias et al., 2007; Tobback et al., 2007; Wheeler et al., 2009; Wiens y Vallejo,
2010; Barnes, 2011).

2.4.2 Transmision y epidemiologia.

Las yersiniosis puede ser transmitida por contacto directo entre peces infectados y sanos
(Tobback et al., 2007). La trasmisién por medio de peces portadores es muy importante, ya
que se ha demostrado que peces infectados con Y. ruckeri pueden sobrevivir hasta dos meses
luego de la infeccidn natural y experimental. Ademads otros estudios demostraron que hasta
el 25% de una poblacidon de truchas arcoiris portaba Y. ruckeri en el intestino posterior

(Busch y Lingg; 1975; Rodgers, 1992).

Por otro lado, en condiciones de estrés, los brotes estan asociados a diversos factores
como alta temperatura, deficiente calidad del agua, condiciones ambientales pobres, bajos
niveles de oxigeno, elevada densidad poblacional y transporte de especimenes (Capkin y
Altinok, 2009). Los peces portadores estresados comienzan a eliminar Y. ruckeri por via
intestinal (heces), lo que permite la recurrencia de la enfermedad y aumento de la mortalidad
en el lote, debido a que la bacteria puede sobrevivir hasta cuatro meses fuera del hospedador

(Busch y Lingg; 1975; Tobback et al., 2009, 2010b). Especies no salménidas, invertebrados
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acudticos e incluso aves también pueden actuar como portadores de esta bacteria (Coquet et

al., 2002).

Las bacterias usan cilios o flagelos para moverse a través de las superficies y juntarse
con otras colonias para formar microcolonias (O’Toole y Kolter, 1998). Actualmente se sabe
que la formacién de biopeliculas es una caracteristica importante para la sobrevivencia de
bacterias en superficies y sedimentos de ambientes acudticos (Pratt, 1998). Coquet et al.,
(2002) demostraron que Y. ruckeri tiene la habilidad de formar biopeliculas en materiales
s6lidos cominmente encontrados en las piscigranjas, dicha habilidad estd relacionada a la

motilidad flagelar y constituye una fuente de infecciones recurrentes.

La transmision vertical de Yersinia ruckeri no se ha determinado, pero se encontrd el
agente en ovas no fertilizadas de Salmon Chinook, cuya descendencia mostré una escasa
mortalidad desde su fertilizacion hasta las 12 semanas de produccién. En este estudio se
determiné la presencia de ADN de Y. ruckeri en las ovas no fertilizadas y fluido ovérico,
sugiriendo la posible trasmision vertical de este patégeno (Glenn et al., 2014; Kumar et al.,

2015).

Rubio et al. (2010) afirman que la mayoria de enfermedades infecciosas en piscigranjas,
son causadas por bacterias que generalmente forman parte de la microbiota o medio
ambiente acudtico del pez. Estos patégenos son facultativos u oportunistas, siendo

considerados como un factor de riesgo en la sanidad de los sistemas acuicolas.

2.4.3 Ruta de entrada y diseminacion.

Tobback et al. (2009) indicaron, a través de examinacion histoldgica, que las branquias
eran una importante via de entrada para la infeccién por Y. ruckeri, la cual luego se expandia
hacia otros 6rganos. Esta diseminacion fue visualizada por inmunohistoquimica y tomografia
de proyeccion 6ptica en 6rganos de truchas arcoiris (Ohtani et al., 2014). Otros patégenos
como Vibrio anguillarum y Edwardsiella tarda también presentan esta ruta como principal

entrada de infeccién (Soto et al., 2008).

Ohtani et al. (2014) afirman que Y. ruckeri infecta primero las lamelas branquiales
secundarias, luego se extiende a la circulacién por medio de las células del pavimento
branquial al primer minuto post-infeccion. Luego podria ser detectada en la luz intestinal a
los 30 minutos post-infeccidn, en el rifién a los 3 dias post-infeccion, y en el higado, bazo,
cerebro y corazén a los 7 dias post-infeccion. Finalmente a los 21 dias post-infeccién ya no

era detectable en higado, bazo, cerebro y corazén (Ohtani et al., 2014).
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2.4.4 Respuesta inmune de los peces.

Los primeros vertebrados que desarrollaron un sistema inmune completo fueron los
peces hace unos 450-500 millones de afios (Raida y Buchmann, 2009). Los peces son
poiquilotermos, por lo cual son dependientes de la temperatura ambiental; esto da como
resultado que la respuesta inmune adaptativa sea lenta y escasa, siendo la respuesta inmune

innata muy importante en el pez (Mydlarz et al., 2009).

Las células fagociticas, como neutréfilos y macréfagos, son parte importante del
sistema inmune del pez, observdndose una respuesta inflamatoria frente Y. ruckeri en la
trucha arcoiris (Alfonso et al., 1998). Los niveles de expresion génica de CXCd, citocina,
quimiocina, interleucina, receptor celular, inmunoglobulina, SCOS y genes CISH se han
medido en trucha arco iris en respuesta a cepas de Y. ruckeri del biotipo 1 y cepas del biotipo
2 utilizando PCR-cuantitativo en tiempo real (Wiens et al. 2006; Raida y Buchmann, 2009,
Raida et al., 2011; Wiens y Vallejo, 2010; Raida et al., 2011; Evenhuis y Cleveland, 2012).
Estudios recientes sugieren que la produccion de anticuerpos especificos contra Y. ruckeri
puede desempeiiar un papel importante en la proteccién contra la yersiniosis; por ejemplo, el
amiloide “A” en suero, el cual es una de apolipoproteina, es considerada como una molécula
importante del sistema inmune innato en la trucha arcofiris durante la infeccion por Y. ruckeri
(Kania et al., 2014). Todos estos estudios contribuyen a nuestra comprensién de cémo el
sistema inmune innato y adaptativo en la trucha arcoiris responde tanto a la infeccién
primaria como a la reinfeccién. Vale la pena sefialar que todos estos estudios se basaron en la
expresion de ARNm, que no siempre refleja con precision la expresion de proteinas y los

cambios bioquimicos (Paulson et al., 2003).

Diversos autores afirman que el sistema inmune de los peces depende
fundamentalmente de factores ambientales como la salinidad, temperatura y fotoperiodo; y
también del estado fisiol6gico, como nutricién, edad, ciclo reproductivo, balance hormonal

y estrés (Cossarini-Dunier et al., 1988; Buchmann et al., 2003; Raida y Buchmann, 2009).

Los cambios en los mecanismos bioquimicos, a nivel proteémico, en érganos de peces
infectados con cepas de biotipo 1 y 2 de Y. ruckeri, ain deben ser investigados, esto con el
fin de esclarecer el mecanismo de accién de las proteinas cuya expresion difieren entre los

biotipos de la bacteria (Kumar et al., 2015).

2.4.5 Signos clinicos.
La yersiniosis puede afectar a peces de todas las edades, pero es mds aguda en alevines

y larvas. La enfermedad aparece como una forma mds crénica en peces mds grandes o

18



adultos. Los brotes suelen comenzar con bajas mortalidades durante cierto tiempo, lo cual

resulta en altas pérdidas acumulativas de todo el lote (Tobback et al., 2007; Barnes, 2011).

Segtin Fouz et al. (2006) y Tobback et al. (2007), los peces muestran cambios en el
comportamiento, los cuales incluyen letargia, anorexia y dificultad al nadar, asimismo se
encuentran muy cercanos a la superficie del agua. Los animales con cuadros crénicos
manifiestan melanosis y una descoloracién grisacea del higado (Barnes, 2011; Kumar e al.,
2015). Ademds se ha observado un oscurecimiento y una disminucién del tamaiio tanto del

rifién como del bazo (Buchmann et al., 2003; Raida et al., 2003).

Avci y Birincioglu (2005) reportaron que animales infectados con Y. ruckeri por via
intraperitoneal manifestaron, en la fase aguda de la enfermedad, cuadros de hiperemia y
hemorragias en ojos, vejiga natatoria, branquias, en la base de aletas dorsales, ventrales y
anal; asi como, hemorragias subcutdneas dentro y alrededor de la boca y garganta, las cuales
le dan el nombre comin de la enfermedad. Ademads, el higado y el bazo presentaron un

aumento de tamafio.

Por otra parte, se han reportado hemorragias petequiales sobre la superficie del
estdmago y dentro del musculo lateral de truchas arcoiris inoculadas con Y. ruckeri (Tobback
et al., 2009; Tobback et al., 2010b). Adicionalmente el estomago y los ciegos pildricos
tenfan un contenido mucoso claro, e incluso algunos animales presentaron intestinos de
consistencia flacida con contenido acuoso rojizo (Arias et al., 2007; Tobback et al., 2007;

Tobback et al., 2010a).

Diversos autores describen la pérdida del apetito y letargia en los peces con fase crénica
de la enfermedad. Por otra parte, también se presenta despigmentacién o melanosis del pez,
palidez de las agallas y exoftalmia (Lucangeli er al., 2000; Altinok et al., 2001, Barnes,
2011). Las exoftalmias habitualmente son acompafiadas de hemorragias alrededor de la
cavidad oral, mientras que en el higado se observa un ligero aumento del tamafio con una
descoloracion amarrillo-grisdcea evidente. Otros autores reportan un engrosamiento de la
mucosa de estdmago, ciegos pildricos e intestino con presencia de fluido amarillento
(Stevenson y Airdrie, 1984; Cipriano et al., 1986; Austin B y Austin D, 2016).
Adicionalmente, el rinén y el bazo presentan una disminuciéon del tamafio y un

oscurecimiento de los tejidos (Cipriano et al., 1986; Barnes, 2011).
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2.4.6 Hallazgos histopatolédgicos.
Al examen histopatolégico en general se observa una septicemia general con
inflamacién y 4reas con hemorragias petequiales en muchos 6rganos, particularmente en

rinén, bazo, higado, corazén, branquias (Tobback et al., 2007; Barnes, 2011).

En la forma aguda se presenta edema, hiperemia y descamacidon de las células epiteliales
en las lamelas secundarias (Tobback et al., 2007; Tobback et al., 2009; Barnes, 2011).
Asimismo, los mismos autores han observado una dilatacién capilar en las lamelas
secundarias y una hemorragia difusa tanto en las lamelas primarias como secundarias. Por
otro lado, Sierralta et al. (2013) y Mateo et al. (2016) encontraron la presencia de edema,

hiperplasia, teleangiectasia y necrosis en tejido branquial.

Los cambios en el tejido renal incluyen tibulos renales degenerados, glomérulo nefritis
y un aumento marcado de melanomacréfagos; sin embargo, otros estudios reportan un
aumento de células mesangiales y una disminucién importante de células linfoides. Por otro
lado en el bazo pueden presentarse areas focales de necrosis (Tobback et al., 2007, 2009;

Barnes, 2011).

Entre los hallazgos reportados en la fase crénica del proceso infeccioso se reportd
hiperplasia de las células interlamelares y lamelas primarias, ademds se observé la variacién
de las células interlamelares tanto en animales infectados como en animales controles
(Tobback et al., 2009). Los autores afirman que esto puede deberse a la calidad del agua que
se presentaba durante el estudio; puesto que, no se ha reportado en algin otro estudio este

tipo de alteracion (Tobback et al., 2007).

A nivel del tejido intestinal, algunos estudios describen necrosis del epitelio del lumen
con despredimiento hacia la luz intestinal. Adem4s, congestién en la capa muscular y serosa
del intestino, y la presencia de agregados de Y. ruckeri (Mahjorr y Akhlaghi, 2012; Sierralta
et al., 2013; Mateo et al., 2016).

Otros estudios reportan a nivel del tejido hepético, la presencia de necrosis, congestion
y necrosis focal con células inflamatorias (Tobback et al., 2009,2010a, 2010b; Mahjorr y
Akhlaghi, 2012). Ademads, se han observado diferentes tipos de degeneraciones grasas, en
donde los hepatocitos se han vuelto pequefios y han desaparecido los espacios sinusoidales,

por la presencia de vacuolas discretas en su citoplasma (Tinsley et al., 2010).

En el andlisis histopatolégico del rifién anterior, se presenta una hiperplasia de tejido
hematopoyético en las formas aguas de yersiniosis, sin embargo hay una disminucién del

mismo en fases cronicas (Tobback et al., 2009; Sierralta et al., 2013; Mateo et al., 2016).
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Asimismo, Tobback et al. (2009) afirman que el aumento de melanomacréfagos en el tejido
renal, podria estar asociado a un proceso de respuesta inflamatoria causando cuadros de
nefritis crénica. Por otro lado, otros estudios describen en tejido renal, la presencia de
degeneracion y necrosis eosinofilica tubular, hemorragia, congestion, glomerulonefritis
(Avci y Birincioglu, 2005; Mahjorr y Akhlaghi, 2012). Adicionalmente, Tinsley et al., 2010

determinan que los tibulos son regenerados con células epiteliales de nicleo baséfilo.

2.4.7 Diagnéstico.

El diagnéstico se puede hacer ficilmente, tomando muestras de bazo, corazén y rifién
anterior, los cuales se pueden sembrar en TSA o BHI, incubdndolos a 20-25°C por 24 a 48
horas. En estos cultivos se desarrollan colonias cremosas brillosas de Y. ruckeri, con un
didmetro de 2-3 mm. Otro que medio que se puede utilizar es el medio Shotts-Waltman para
aislar y diferenciar aislados de Y. ruckeri que hidrolizan el Tween 80 y son sucrosa
negativos. Ademds, para incrementar el nimero de positivos, se puede utilizar un pre-
cultivo, donde los tejidos son suspendidos e incubados en caldo tripticasa de soya a 18°C por

48 horas (Starliper, 2008; Barnes, 2011; Austin y Austin, 2016).

Para la identificacién basada en las caracteristicas bioquimicas se puede utilizar el Api
20E, el cual es usado exitosamente. Sin embargo, hay que tener cuidado, ya que algunos
estudios reportan que los resultados podrian confundirse Hafnei alvei. Adicionalmente se
podria ELISA indirecto para la deteccion de Y. ruckeri (Cossarini-Dunier et al., 1988;

Barnes, 2011; Austin y Austin, 2016).

Otro método efectivo para diagnosticar Y. ruckeri es la citologia. En el caso de los
peces, estos tienen un rifién de consistencia fragil, para el cual se realiza una aspiracién del
tejido ingresando a nivel del dltimo arco branquial en una direccidén dorso-caudal. Cada
aspiracion efectuada se tiene que confirmar mediante un andlisis microscépico, donde
observa la presencia de melanomacréfagos, los cuales son caracteristicos del tejido renal
(Noga et al., 1988). La especificidad y la sensibilidad para esta técnica de diagnéstico fueron
de 93 % y 88 %, respectivamente, a diferencia del cultivo de tejido renal obtenido por

necropsia, el cual fue mds bajo (Noga et al., 1988).

En el diagndstico por medio de técnicas moleculares, el método de PCR descrito por
Gibello et al. (1999), tiene como ventaja tener la capacidad de detectar Y. ruckeri en muy
bajos niveles y ademads tiene posibilidad de detectar portadores asintométicos. Por otro lado,
Altinok et al. (2001) desarrollé un PCR para detectar Y. ruckeri en muestras de sangre de
truchas arcoiris. Asimismo, se ha desarrollado una técnica de PCR muiltiple, en la cual se ha

encontrado una alta sensibilidad y especificidad, pudiendo detectar a las bacterias en

21



concentraciones de 0.6, 6 y 27 UFC, para Flavobacterium psychrophylum, Aeromonas

salmonicida y Yersinia ruckeri, respectivamente (Del Cerro et al., 2002).

2.4.8 Control y Prevencion.

2.4.8.1 Uso de antibiéticos.

Para el tratamiento de la yersiniosis, asi como en otras enfermedades bacterianas en
acuicultura, se suelen aplicar rutinariamente un limitado espectro de antibidticos como:
amoxicilina, 4cido oxolinico, oxitetraciclina, sulfametoxazol/trimetropin, y ultimamente
florfenicol. (Alderman y Hastings, 1998; Michel et al., 2003). Mosquito et al. (2011) sefialan
que las enterobacterias a nivel mundial son altamente resistentes hacia
trimetropin/sulfametoxazol, tetraciclinas, algunos fenicoles, quinolonas y beta lactamicos.
Entre los diferentes mecanismos de resistencia bacteriana tenemos mutaciones en el ADN
por transposones y/o integrones que alteran genes blancos del antibidtico; destruccién o
inactivacién de antimicrobianos por enzimas; expulsiéon por bombas de eflujo especificas;
conjugacién mediadas por pladsmidos; transformacién por ADN libres; y transduccidon por

bacteriéfagos (Stock et al., 2002; Pérez y Robles, 2013; Kumar et al., 2015).

En algunos paises de Europa se han realizado diversos estudios sobre resistencia
antibidtica en Y. ruckeri, por los métodos de concentracién minima inhibitoria y sensibilidad
frente a discos de antibidticos; y andlisis y caracterizacién molecular de los genes de
resistencia mediante PCR, demostrando el desarrollo de resistencia contra 4cido oxolinico,
amoxicilina, florfenicol, oxitetraciclina, sulfametoxazol/trimetropin, entre otros (Rodgers,

2001, Michel et al., 2003; Defoirdt et al., 2007; Huang et al, 2013, Altun et al., 2013).

En el Pert, Bueno (2012) realizé un estudio en el Centro Piscicola “El Ingenio” — Junin,
con el objetivo de identificar fenotipica y molecularmente cepas de Yersinia ruckeri, ademas
de realizar pruebas de sensibilidad antimicrobiana, evidenciando que el 4cido oxolinico y la
tetraciclina presentaron mayor resistencia, con un 26,67% en ambos casos. Por dltimo, se
aislaron cepas de Y. ruckeri de alevines de truchas arcoiris cultivadas en el lago Titicaca,
presentando estas mediana susceptibilidad al florfenicol y oxitetraciclina, los cuales son los

antibiéticos mas utilizados en la truchicultura regional (Sandoval et al., 2016).

Finalmente, Welch er al. (2007) indican que el incremento de la resistencia antimicrobiana
en diversas especies de enterobacterias, se debe a la adquisicién de plasmidos con genes de
resistencia (conjugacion) entre diversos géneros y especies que comparten un mismo medio,
como sucede en el género Yersinia, incluyendo a Yersinia ruckeri, lo cual podria traer altos

riesgos para la salud animal y humana si no se toman medidas de prevencién y control.
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2.4.8.2 Probiéticos.

La preocupacién por el desarrollo de resistencia a antibidticos en la acuicultura ha
motivado la investigacién en métodos alternativos para el control de bacterias patégenas,
utilizando bacterias y levaduras probidticas benéficas (Irianto y Austin, 2002). En un estudio
se ha demostrado que la administracién por via oral de Bacillus subtilis y Bacillus
licheniformis, protegen a las truchas arcoiris contra infecciones. Los autores determinaron
que esta proteccion es debido a que estas bacterias producen secreciones antimicrobianas o

producen un efecto inmunoesmitimulante (Raida et al., 2003; Kumar et al., 2015).

Los alimentos suplementados con Carnobacterium maltaromaticum B26 'y
Carnobacterium divergens aislados de la microbiota normal de truchas arcoiris, produjeron
una buena proteccion contra infecciones de Y. ruckeri (Robertson et al., 2000). Posteriores
estudios confirmaron que esta proteccidon se logra mds por una buena estimulacién del
sistema inmune en el hospedero que por el efecto antimicrobiano propio de las bacterias

(Kim y Austin, 2006).

Por otro lado, se ha demostrado que Lactobacillus lactis es un atangonista de Y. ruckeri
y, como también sucede con Lactobacillus fermentum, reducen significativamente la
adhesién del patégeno al mucus del pez (Balcazar et al., 2008). Sica et al. (2012), reportaron
resultados similares al estudiar 12 bacterias dcido lacticas, encontrando que un 60% de ellas

desplegé a Y. ruckeri por exclusiéon competitiva.

Recientemente, se report6 que la alimentacién de peces con una dieta basada en plantas
modificé la composicion de la microflora intestinal, lo cual afectd la respuesta inmune frente

a Y. ruckeri, sugiriendo un efecto prebiético (Ingerslev et al., 2014).

2.4.8.3 Vacunacion.

Las grandes pérdidas en los cultivos de salménidos pueden ser controladas mediante
vacunacién. La enfermedad de la boca roja fue uno de las primeras enfermedades para la
cual se desarrolld una vacuna comercial efectiva (Barnes, 2011). Las vacunas contra
yersiniosis son monovalentes, las cuales son suspensiones inactivadas de la célula entera de
Y. ruckeri serotipo O1 biotipo 1, siendo administradas por via oral, intraperitoneal o por
inmersion y otorgando buenos niveles de proteccion contra la enfermedad en del biotipo 1

(Raida y Buchmann, 2008; Costa ef al., 2011; Soltani et al., 2014).

Se han desarrollado nuevas vacunas utilizando la proteasa Yrpl, el gen aroA,
productos extracelulares y lipopolisacaridos, los cuales han conferido una buena protecciéon

contra cepas del biotipo 1 de Y. ruckeri (Temprano et al., 2005; Ispir y Dorucu, 2010). Sin
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embargo, las cepas del biotipo 2 de Y. ruckeri son mds dificiles de combatir y son las
responsables por brotes recientes de enfermedades en peces que fueron vacunados contra
cepas del biotipo 1, esto quiere decir que las vacunas monovalentes del biotipo 1 fallan al
inducir una proteccidn contra infecciones de cepas del biotipo 2 (Austin et al., 2003). Por
otra parte, una vacuna ha sido desarrollada usando cepas del biotipo 1 y 2 de Y. ruckeri
inactivadas por formalina confiriendo una buena proteccién contra las cepas de ambos

biotipos (Tinsley et al., 2011; Deshmukh et al., 2012; Kumar et al., 2015).

Tobback et al. (2009) demostraron la eliminacion de Yersinia ruckeri en las células
epiteliales branquiales, la cual se realizé en un ensayo in vitro con Salmén atldntico mediante
la exposiciéon a formalina por bafios de inmunizacién. Sin embargo, la estimulacién de
proteccidon especifica en peces mediante este método no ha obtenido una efectividad
esperada. Ademds, los métodos de inmunizacién por inmersién o inyeccidn intraperitoneal
conllevan a una situacién de estrés, generando consecuencias negativas metabolicas en los

peces (Siwicki et al., 2001).
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III. METODOLOGIA

3.1 Tipo y lugar de estudio

El estudio fue de tipo experimental, descriptivo, longitudinal y prospectivo. La
preparacion de los in6culos bacterianos, los aislamientos bacterioldgicos y lectura de laminas
histopatolégicas se realizd en la Seccidén Ictiopatologia del Laboratorio de Histologia,
Embriologia y Patologia Veterinaria, de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. La crianza de los alevines de truchas arcoiris,
inoculacién de los mismos y desarrollo del estudio de patogenicidad per se, fueron
desarrollados en la Unidad de Cultivo Experimental del Laboratorio de Biologia Acuadtica y

Acuicultura de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNMSM.

3.2 Animales de estudio

Se trabajaron con 200 alevines de trucha arcoiris, aparentemente sanos con un peso
promedio de 7.25 £ 2.10 gy talla promedio de 6.8 = 1.2 cm, los cuales se adquirieron de una
piscigranja que no presentaba reporte alguno de enfermedad. Los animales fueron
transportados en grandes bolsas plasticas de 60 litros en tanques con geles refrigerantes, las
bolsas fueron llenadas una tercera parte con agua y los otros dos tercios restantes
completados con oxigenos puros y sellados herméticamente. Posteriormente los peces fueron
trasladados a la Unidad de Cultivo Experimental del Laboratorio de Biologia Acuaitica y

Acuicultura de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNMSM.
Previo al inicio del experimento los peces fueron mantenidos por una semana en un

estanque circular de 500 L, con aireacion, sistema de filtracién y sistema de enfriamiento del

agua constantes. Durante este periodo se efectué una revision sanitaria, para la cual se tom6
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una muestra al azar de 20 alevines, con el propdsito de descartar la presencia de Yersinia
ruckeri. Para esto, los peces se sacrificaron mediante sobredosis de eugenol a dosis de 3 ml/L
de agua y posterior corte medular, método de eutanasia recomendado por la CCAC (2010).
Luego se procedi6 a realizar la necropsia para cada pez, segin la metodologia descrita por
Meyers (2009), la cual consistié primero en la examinacion y registro de lesiones externas.
Luego se puso al pez sobre su lado derecho y se desinfectd su superficie con alcohol 70°. Se
desinfectaron tijeras y pinzas con alcohol de 96°, y se pasaron por la flama de un mechero
bunsen haciendo que el alcohol se encienda y queme, repitiendo esta accién una o dos veces,
limpiando los instrumentos de cualquier material orgdnico. El ingreso a la cavidad
abdominal se hizo tirando de la aleta pectoral con pinzas estériles mientras se cortaba la
pared abdominal, en la base de la aleta pectoral, con un par de tijeras pequeiias y estériles. El
corte se continué dorsalmente hasta justo debajo de la linea lateral hasta encontrar
resistencia. Se comenzé de nuevo en la base de la aleta pectoral, y se continud la incisiéon
hacia la parte posterior del pez a lo largo de la pared abdominal ventral hasta el orificio anal.
Después, desde el orificio anal se continué dorsalmente hasta justo debajo de la linea lateral
y para seguir cortando en direccion anterior hasta conectar con la primera incision, se retird
el colgajo de tejido abdominal, exponiendo asi las visceras internas y la cavidad. Los
instrumentos se limpiaron del material organico, y se flamearon repetidamente durante este
procedimiento. Posteriormente se hizo la examinacion visual de las visceras para el registro
de lesiones internas. Para el andlisis microbioldgico, se tomaron y sembraron por estriado
muestras asépticas de rifién anterior y bazo de cada alevin en placas con agar tripticasa de
soya (TSA), siendo estas incubadas a 25°C por 24-48 horas. No se encontraron lesiones
externas o internas en los peces muestreados y tampoco se registré crecimiento bacteriano

alguno.

3.3 Condiciones de crianza

Se utilizaron 5 acuarios de plastico de 30 1 con aireacidon constante, cada acuario era
independiente de los demds y no compartian sistema de recirculacién de agua o filtros.
Diariamente se realizaban cambios parciales del agua (30%) con agua declorada y
acondicionada mediante enfriadores del agua. Se brindé alimento comercial en cantidad de
3% de su peso vivo. Ademds fueron evaluadas las constantes fisico-quimicas del agua

durante el experimento (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Pardmetros fisico-quimicos del agua durante el presente estudio, 2015

Parametro Valor promedio
Temperatura 15.68+ 0.55°C
pH 8.53+£0.26
Oxigeno disuelto 8.17 ppm
Amoniaco-nitrégeno 3.24 ppm
Nitrito-nitrégeno 0.09 ppm

3.4 Cepa desafio y preparacion del inéculo

Para la inoculacidn, se utilizé una cepa de Y. ruckeri procedente de Huaraz, la cual fue
aislada de un brote de yersiniosis en truchas arcoiris, y que produjo una mortalidad alta (>
80%) en una piscigranja. La cepa fue mantenida en ceparios con agar BHI a -20°C; para la
preparacion de los indculos, esta cepa fue transferida a TSB (caldo de tripticasa de soya) e
incubados a 25°C por 24 h, para luego ser sembrados en TSA (agar de tripticasa de soya) y
mantenidos a las mismas condiciones, las colonias caracteristicas se utilizaron para preparar
diluciones bacterianas en PBS estéril, hasta obtener las concentraciones requeridas para el

presente estudio.

3.5 Diseiio experimental

Los animales fueron distribuidos al azar en cinco grupos experimentales de 20 peces
cada uno, un grupo control y cuatro retados; los cuales fueron inoculados, previa anestesia
con eugenol a 1.5 ml/l, con un cultivo puro de Y. ruckeri suspendido en PBS en las
concentraciones descritas en el Cuadro 10, medido segin escala de Mc Farland a diluciones
sucesivas. El grupo control fue inoculado con PBS. Se inyect6 0.1 ml de las concentraciones
mencionadas por via intramuscular, debajo de la aleta dorsal, usando jeringas de tuberculina

estéril para cada aplicacidn. Los peces se observaron diariamente durante 12 dias.

Cuadro 10. Distribucion de grupos experimentales y diluciones de las cepas de Yersinia

ruckeri provenientes de Huaraz inoculadas por via intramuscular, 2015

Grupo Nimero de peces Inoculacion Dosis
Control 20 PBS 0.1 ml
G1 20 Y. ruckeri 0.1 ml de 1x10*/ml
G2 20 Y. ruckeri 0.1 ml de 4x10*/ml
G3 20 Y. ruckeri 0.1 ml de 1x10% /ml
G4 20 Y. ruckeri 0.1 ml de 4x10®/ml
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3.6 Evaluacion de patogenicidad

Se registraron los signos clinicos, lesiones externas e internas que presentaban los peces
durante 12 dias post inoculacién con Y. ruckeri. Ademads se determinaron las morbilidades y

mortalidades para cada uno de los cinco grupos experimentales.

3.7 Aislamiento e identificacion de Y. ruckeri

Los peces moribundos con signos clinicos compatibles con Yersiniosis se eutanasiaron
con eugenol a dosis de 3 ml/l, o en caso de peces recientemente muertos (lapso maximo una
hora) se realizaba un examen externo visual para identificar lesiones y luego se desinfectaba
la superficie del pez con alcohol al 70%. Posteriormente se les realizaba corte medular,
método de eutanasia recomendado por la CCAC (2010), y se procedi6 a realizar la necropsia
descrita anteriormente, segin la metodologia por Meyers (2009). Luego se tomaron muestras
asépticas de bazo y rifién, las cuales se incubaron por 24-48 h a 25°C en TSA. En caso de
crecimiento de colonias, se observaron y registraron sus caracteristicas tales como forma,
tamafio, crecimiento, bordes y color, las colonias presuntivas de ser Y. ruckeri se les realizé
tinciéon de Gram, prueba de oxidasa, catalasa y motilidad, esto con el fin de relacionar la
causa de muerte directamente a Y. ruckeri. La confirmacion de los resultados
microbiolégicos e histopatolégicos fue realizada mediante PCR convencional basado en el
protocolo desarrollado por Del Cerro et al. (2002), utilizando cebadores especificos que
identifican un segmento de 575 pares de bases (pb) correspondientes al gen del ribosoma
16S de Yersinia ruckeri. Para la extracciéon de ADN se utiliz6 el kit comercial PureLink
Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Para la realizacion del PCR se utiliz6 el kit comercial GoTaq Green Master Mix
(Promega, EE.UU.), siguiendo las indicaciones del fabricante (Anexo N°1). Los productos
de PCR fueron visualizados mediante electroforesis, utilizando gel de agarosa al 1.5% en
buffer TBE 1X, sometidos a campo eléctrico de 90 voltios durante 60-90 minutos. Al
finalizar el experimento la totalidad de animales fueron sacrificados y las instalaciones

desinfectadas con cloro.

3.8 Estudio histopatolégico

Para la caracterizaciéon histolégica de lesiones producidas por la cepa de Yersinia
ruckeri procedente de Huaraz, se colectaron y fijaron en formol al 10%, tejidos de intestinos,
riidén, bazo, musculo, higado y branquias de los peces moribundos y muertos, para
posteriormente ser procesados mediante el método histolégico convencional del laboratorio

(Anexo N° 2).
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3.9 Consideraciones éticas

El uso de eugenol, es un método anestésico muy usado para la toma de muestras de

peces enfermos (Ross y Ross, 2008), la cual se realiza con bafios de inmersién de 20-30

segundos para evitar sufrimiento animal de acuerdo al Comité de Etica y Bienestar Animal

de la FMV - UNMSM.

3.10 Analisis de datos de las lesiones histopatolégicas

Las lesiones fueron clasificadas por cada 6rgano, segtin lo propuesto por Reimschuessel

et al. (1992) (Cuadro 11). Estas lesiones fueron clasificadas de acuerdo al grado de afeccion

por su extensidn, y para el andlisis estadistico de los resultados se utilizé un andlisis de

frecuencia, indicando el porcentaje de cada variable con respecto al total de poblacién

analizada.

Cuadro 11.Clasificacion de la lesion segiin el grado de afeccion por su extension

Grado Extension de la lesion

1 Escasa presencia de la lesion, hasta 25% aproximadamente de toda la
muestra.

11 Leve presencia de la lesiéon por encima de 25% hasta 50% aproximadamente
de toda la muestra

I Moderada presencia de la lesién, por encima del 50% hasta 75%
aproximadamente de toda la muestra.

v Severa presencia de la lesién, por encima de 75% hasta aproximadamente el

100% de toda la muestra.

Fuente: Reimschuesse! ef al., 1992

Ademds de categorizar la degeneracion grasa en el higado (Cuadro 12).

Cuadro 12. Clasificacion de la degeneracion grasa de acuerdo a severidad y extension

Grado Severidad Extension

I Escasa presencia de microvacuolas Multifocal, hasta 25%
intracitoplasméticas. aproximadamente de toda la muestra.
I Leve presencia de micro y/o macrovacuolas Multifocal, por encima de 25% hasta
intracitoplasmadticas. aproximadamente 50% de toda la

muestra.
I Moderada presencia de macro y microvacuolas Difuso, por encima de 50% hasta
intracitoplasmaticas. aproximadamente 75% de toda la

muestra.
v Severa presencia de macrovacuolas Difuso, por encima de 75% hasta

intracitoplasmaticas.

I: Escaso; II: Leve; III: Moderado; IV: Severo

aproximadamente 100% de toda la
muestra

Fuente: Reimschuessel et al., 1992
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IV. RESULTADOS

4.1 Signos clinicos y lesiones externas e internas

Los signos clinicos (Cuadro 13) con mayor frecuencia registrados fueron anorexia
(90%) y melanosis (76%), estos aparecieron a las 12 horas post inoculacién (Cuadro 14) para
los grupos G3 y G4, y al 3° dia post inoculacién (dpi) para los grupos G1 y G2; a las 24
horas se le sumaron letargia y nado erratico para los grupos G3 y G4, y al 4° dpi para los
grupos G1 y G2, ademas se observaron exoftalmia, abdomen abultado y orillamiento (Anexo
N° 3).

A la necropsia, las lesiones externas e internas que mdas se observaron fueron
esplenomegalia (86%), contenido mucoso en intestino (80%), congestion intestinal (60%) y
hemorragias en boca (50%); y las de menor frecuencia fueron vejiga natatoria hemorragica

(31%), congestion hepdtica (29%) y petequias en higado (21%) (Cuadro 15).

4.2 Mortalidades

Las mortalidades de las truchas arcoiris inoculadas con Yersinia ruckeri se iniciaron al 2
dpi para los grupos G3 y G4; y a los 7 dpi para G1 y G2. Una vez finalizado el estudio, se
obtuvo una mortalidad total del 0% para el grupo control, 65% para el G1, 60% para el G2 y
de 100% para los G3 y G4 (Cuadro 16).
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Cuadro 13. Frecuencia de signos clinicos en los grupos experimentales inoculados con Yersinia
ruckeri durante el estudio, 2015

Signos clinicos G1 G2 G3 G4 Total Total Frecuencia
€asos animales (%)
Anorexia 18 17 18 19 67 80 90
Melanosis 14 15 15 17 61 80 76
Letargia 10 11 13 13 47 80 59
Exoftalmia 9 10 12 13 44 80 55
Abdomen 7 8 10 10 35 80 44
dilatado
Nado erratico 5 5 8 9 27 80 34
Orillamiento 5 4 6 6 21 80 26

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10* G3: 1x10%; G4: 4x108

Cuadro 14. Indice de morbilidad de los grupos experimentales inoculados con Y. ruckeri
durante el estudio, 2015

GRUPOS EXPERIMENTALES

DIA C Gl G2 G3 G4
1 - - - 7 9
2 - - - 8 9
3 - 3 3 5 2
4 - 5 2 - -
5 - 4 5 - -
6 - 3 6 - -
7 - 4 2 - -
8 - 1 3 - -
9 - . - - .
10 - - - - -
11 - - - - -
12 - - - -
TOTAL 0 20 20 20 20
MORBILIDAD 0% 100% 100% 100% 100%

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%, G4: 4x10®
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Cuadro 15. Frecuencia de lesiones externas e internas en los grupos experimentales

inoculados con Y. ruckeri durante el estudio, 2015

Lesiones internas G1 G2 G3 G4 Total Total peces Frecuencia
y externas €asos necropsiados (%)

Esplenomegalia 16 15 18 18 67 80 84
Contenido mucoso 15 13 18 18 64 80 80
en intestino
Congestion 11 13 12 12 48 80 60
intestinal
Hemorragias en 8 9 11 12 40 80 50
boca
Petequias en 8 7 10 13 38 80 48
musculo
y tejido graso
Palidez hepatica 6 9 11 12 38 80 48
Hemorragia ocular 10 10 6 8 34 80 43
Palidez branquial 30 80 38
Vejiga natatoria 6 5 25 80 31
hemorrégica
Congestion hepatica 4 23 80 29
Petequias en higado 4 4 17 80 21

C: Control; G1: 1x104; G2: 4x104; G3: IXIOS; G4: 4x10°

Cuadro 16. Indice de mortalidad de los grupos experimentales inoculados con Y. ruckeri
durante el estudio, 2015

GRUPOS EXPERIMENTALES
DIA C Gl G2 G3 G4
1 - - - - _
2 - - - 11 10
3 - - - 5 8
4 - - - 1 2
5 - - 2 .
6 - - - 1 -
7 - 1 1 - -
8 - 1 4 § §
9 - 3 3 - -
10 - 7 2 § §
11 - 1 1 - -
12 - - 1 - §
TOTAL 0 13 12 20 20
MORTALIDAD 0% 65% 60% 100% 100%

C: Control; G1: 1x10*% G2: 4x10% G3: 1x10%; G4: 4x10®
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4.3 Confirmacion mediante PCR

La prueba de PCR convencional evidencié la amplificacion de un producto especifico
de 575 pb, correspondiente a Y. ruckeri (Fig. 3) en las muestras analizadas, considerdndose

de esta manera como muestras positivas.

~575 pb

Figura 3. Electroforesis de producto de PCR de aislados de Y. ruckeri, 2015. Carril 1: Ladder 100 pb;

carril 2-8: aislados (M1-M7); carril 9: control positivo; carril 10: control negativo (NTC).

4.4 Lesiones histopatolégicas

Se analizaron mediante histopatologia muestras de bazo, rifién anterior, intestino,

higado, branquias y musculo de 25 truchas arcoiris.

Los hallazgos encontrados en el higado fueron degeneracién grasa en un 100% (25/25),
necrosis 80% (20/25), congestién en un 76% (19/25), presencia de melanomacréfagos 20%

(5/25), presencia de bacterias extravasculares 4% (1/25), y separacion de hepatocitos en un

4% (1/25) (Cuadro 17).

Cuadro 17. Hallazgos histopatologicos y su frecuencia relativa en higado de truchas

arcoiris inoculadas experimentalmente con Y. ruckeri, 2015

Lesién/ C G1 G2 G3 G4 Frecuencia
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=>5 n=5 (%)
Degeneracion grasa 5 5 5 5 5 100
Necrosis 0 5 5 5 5 80
Congestion 0 5 4 5 5 76
Melanomacréfagos 0 2 1 1 1 20
Presencia de bacterias 0 0 0 1 4
Separacién de hepatocitos 0 1 0 0 4

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10* G3: 1x10%; G4: 4x103

La degeneracion grasa (Figura 4A) se presentd en los cinco grupos, encontrdndose
desde escasa a severa intensidad, predominando una moderada intensidad en el grupo control

y el grupo experimental G4 (Cuadro 18).
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Cuadro 18. Frecuencia relativa y absoluta de degeneracion grasa en higado en los grupos

experimentales y control, 2015

Grado/ C Gl1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 0 0 0 0 0
Escaso 0 2 1 0 0
Leve 2 2 3 2 2
Moderado 3 1 1 1 3
Severo 0 0 0 2 0
Frecuencia (%) 100 100 100 100 100

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%; G4: 4x108

La necrosis hepdtica (Figura 4A) se presentd en las veinte muestras de los cuatro
grupos experimentales, siendo de escasa a severa intensidad. El grupo experimental 1 x 10
(G3) present6 cuatro individuos con moderada intensidad y un individuo con severo grado de

presentacion, siendo el grupo con mayor grado de presentacion de la lesién (Cuadro 19).

Cuadro 19. Frecuencia relativa y absoluta de necrosis en higado en los grupos
experimentales y control, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 0 0 0 0
Escaso 0 2 0 0 1
Leve 0 3 4 0 2
Moderado 0 0 1 4 1
Severo 0 0 0 1 1
Frecuencia (%) 0 100 100 100 100

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10% G4: 4x108

Se observo la presencia de melanomacréfagos (Figura 4A) en los cuatros grupos
experimentales siendo de escasa a leve presentacién, encontrindose en los grupos G3
(1x10% y G4 (4x10®), un caso para cada grupo en el grado de leve como el mayor grado de

presentacion (Cuadro 20).

Cuadro 20. Frecuencia relativa y absoluta de presencia de melanomacrofagos en higado en
los grupos experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 3 4 4 4
Escaso 0 2 1 0 0
Leve 0 0 0 1 1
Moderado 0 0 0

Severo 0 0 0

Frecuencia (%) 0 40 20 20 20

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10* G3: 1x10%, G4: 4x10®
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En los cuatro grupos experimentales se presenté congestion hepética (Figura 4B),
siendo de escaso a moderado grado de presentacién. Los grupos G3 (1x10%) y G4 (4x10%
fueron los mds afectados con cuatro individuos cada uno con una moderada presentacién de

la lesion (Cuadro 21).

Cuadro 21. Frecuencia relativa y absoluta de congestion en higado en los grupos
experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=> n=>5 n=>5 n=5
Normal 5 0 1 0 0
Escaso 0 1 1 1 0
Leve 0 3 2 0 1
Moderado 0 1 1 4 4
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia (%) 0 100 80 100 100

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10%; G3: 1x10% G4: 4x108

La presencia de bacterias extravasculares, se identificd en s6lo una muestra del grupo
G4 (4x10®) con leve intensidad de presentacién. Ademds, el grupo experimental G1 (1x10%)

fue el inico que present6 un caso de separacion de hepatocitos (Figura 4B) de moderada

intensidad.
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Figura 4. Cortes histoldgicos de higado de trucha arcofiris inoculadas con Y. ruckeri. A: Necrosis
(flechas naranjas) con degeneraciéon grasa (flechas negras) y presencia de

melanomacréfagos (flechas rojas). B: Congestiéon con separaciéon de hepatocitos
(flechas negras). H-E. 400X

A nivel del bazo, se identificaron siete hallazgos histopatoldégicos como congestion
80% (20/25), presencia de melanomacréfagos 80% (20/25) y de bacterias 16% (4/25),
dilataciéon de vasos sanguineos 12% (3/25), disminucién linfoide 8% (2/25) y linfocitos

lisados 8% (2/25) (Cuadro 22).
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Cuadro 22. Hallazgos histopatologicos y su frecuencia en bazo de truchas arcoiris
inoculadas experimentalmente con Y. ruckeri, 2015

Lesion/ C G1 G2 G3 G4 Frecuencia
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 (%)
Congestiéon 0 5 5 5 5 80
Melanomacrofagos 0 5 5 5 5 80
Bacterias 0 1 1 1 1 16
Dilatacion de vasos 0 0 0 1 2 12
sanguineos

Necrosis 0 1 2 0 0 12
Disminucion Linfoide 0 1 1 0 0 8
Linfocitos lisados 0 1 0 0 1 8

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10% G4: 4x108

La congestion esplénica (Figura 5A) se identificd en todos las muestras de los cuatro
grupos experimentales, siendo de leve a moderada intensidad. El grupo G4 presentd todas
sus muestras con moderada intensidad de presentacion, a diferencia de los demds grupos
(Cuadro 23).

Cuadro 23. Frecuencia relativa y absoluta de congestion en bazo en los grupos

experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 0 0 0 0
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 1 1 2 0
Moderado 0 4 4 3 5
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia (%) 0 100 100 100 100

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%; G4: 4x108

La presencia de melanomacréfagos (Figuras SA) se observé en todas las muestras de
los cuatro grupos experimentales observiandose de escasa a moderada intensidad de
presentacién. Los grupos G3 y G4 fueron los mds afectados con cuatro muestras de

intensidad moderada para cada uno (Cuadro 24).
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Cuadro 24. Frecuencia relativa y absoluta de presencia de melanomacréfagos en bazo en

los grupos experimentales, 2015

Grado/ C Gl1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 0 0 0 0
Escaso 0 1 1 0 0
Leve 0 2 2 1 1
Moderado 0 2 2 4

Severo 0 0 0 0

Frecuencia (%) 0 100 100 100 100

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%; G4: 4x108

La presencia de bacterias en bazo se pudo identificar en sélo un individuo de cada

grupo experimental (Cuadro 25), siendo de grado leve para todos los casos.

Cuadro 25. Frecuencia relativa y absoluta de presencia de bacterias en bazo en los grupos

experimentales, 2015

Grado/ Grupo C G1 G2 G3 G4
experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 4 4 4 4
Escaso 0 0 0

Leve 0 1 1 1 1
Moderado 0 0 0 0 0
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia (%) 0 20 20 20 20

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10* G3: 1x10%; G4: 4x10®

La dilatacién de vasos en bazo (Figura 5B) se observé en los grupos G3 y G4, siendo

de moderado a severo grado de presentacion. El grupo G4 fue el mds afectado con un

individuo de grado severo (Cuadro 26).

Cuadro 26. Frecuencia relativa y absoluta de dilatacion de vasos sanguineos en bazo en los

grupos experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 5 5 4 3
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 0 0
Moderado 0 0 0 1 1
Severo 0 0 0 0 1
Frecuencia (%) 0 0 0 20 40

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10*% G3: 1x10% G4: 4x10®
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La necrosis en bazo (Figura 5B) se observé en los grupos G1 y G2, siendo de leve a
moderado grado de presentacion. El grupo G2 fue el mds afectado con un individuo de grado
moderado (Cuadro 27).

Cuadro 27. Frecuencia relativa y absoluta de necrosis en bazo en los grupos experimentales,

2015
Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 4 3 5 5
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 1 1 0 0
Moderado 0 0 1 0 0
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia (%) 0 20 40 0 0

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%, G4: 4x10®

La presencia de linfocitos lisados (Figura 5C) sélo se pudo observar en una muestra
del grupo experimental G1, y en una muestra del grupo G4, siendo de intensidad moderada
de presentacion para el grupo G1 y de grado severo para el otro (Cuadro 28).

Cuadro 28. Frecuencia relativa y absoluta de linfocitos lisados en bazo en los grupos
experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 4 5 5 4
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 0 0
Moderado 0 1 0 0 0
Severo 0 0 0 0 1
Frecuencia (%) 0 20 0 0 20

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%; G4: 4x108

Se identificé disminucién linfoide en bazo (Figura 5C), en sélo una muestra de cada
grupo experimental de concentraciones de 1x10%/ml y 4x10*ml, en moderado grado de
presentacion para ambos. (Cuadro 29).

Cuadro 29. Frecuencia relativa y absoluta de disminucion linfoide en bazo en los grupos
experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=>5 n=5 n=>5 n=>5 n=5
Normal 0 0 0 0 0
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 0 0
Moderado 0 1 1 0 0
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia (%) 0 20 20 0 0

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10*% G3: 1x10%, G4: 4x10®
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Figura 5. Cortes histologicos de bazo de trucha arcoiris inoculadas con Y. ruckeri. A:
Congestion con presencia de melanomacréfagos (flechas negras). B: Dilatacion de
vasos sanguineos (flechas negras) con zonas de necrosis (flechas naranjas). C:
Disminucién linfoide con linfocitos lisados (flechas negras). H-E. 400X

En el rifidn anterior se observaron presencia de melanomacréfagos en un 60% (15/25),
tibulos regenerados 28% (7/25), necrosis 24% (6/25), disminucién linfoide 24% (6/25),
gotas hialinas en epitelio tubular 16% (4/25), aumento de tejido linfoide 8% (2/25), presencia
de bacterias 8% (2/25), congestién 8% (2/25) y linfocitolisis 4% (1/25) (Cuadro 30).

Cuadro 30. Hallazgos histopatologicos y su frecuencia en rifion anterior de truchas arcoiris
inoculadas experimentalmente con Y. ruckeri, 2015

Lesion/ C G1 G2 G3 G4 Frecuencia
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 (%)
Melanomacrdéfagos 2 4 2 4 3 60
Tuabulos regenerados 2 2 0 2 1 28
Disminucién linfoide 0 0 0 3 3 24
Necrosis 0 2 0 2 2 24
Gotas hialinas en 1 3 0 0 0 16
epitelio tubular

Aumento de 0 0 2 0 0 8
tejido linfoide

Bacterias 0 1 0 0 1 8
Congestién 0 0 0 2 8
Linfocitolisis 0 1 0 0 0 4

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10%; G3: 1x10% G4: 4x10°
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La presencia de melanomacréfagos en rifién anterior (Figura 6A) se pudo observar en

todos los grupos, registraindose de leve a severo grado de presentacién (Cuadro 31).

Cuadro 31. Frecuencia relativa y absoluta de melanomacrdfagos en rifion anterior en los
grupos experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 3 1 3 1 2
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 2 2 0 3 1
Moderado 0 2 1 0 2
Severo 0 0 1 1 0
Frecuencia (%) 40 80 40 80 60

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%; G4: 4x108

La presencia de tibulos regenerados (Figura 6A) se pudo identificar en casi todo los
grupos, menos en el grupo G2, siendo de leve a moderado grado de presentacion (Cuadro
32).

Cuadro 32. Frecuencia relativa y absoluta de tiibulos regenerados en los grupos
experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 3 3 5 3 4
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 2 1 0 2 1
Moderado 0 1 0 0

Severo 0 0 0 0

Frecuencia (%) 40 40 0 40 20

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%; G4: 4x10®

Disminuciones linfoides en rifion anterior (Figura 6A) se registraron en los grupos G3
y G4, siendo de leve a moderada intensidad de presentacion en tres muestras para cada grupo

(Cuadro 33).

Cuadro 33. Frecuencia relativa y absoluta de disminucion linfoide en rifion en los grupos
experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=>5
Normal 5 5 5 2 2
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 2 2
Moderado 0 0 0 1 1
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia (%) 0 0 0 60 60

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%, G4: 4x10®
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Los grupos experimentales G1, G3 y G4, presentaron dos muestras cada uno con

necrosis renal anterior (Figura 6B), en grado moderado a severo (Cuadro 34).

Cuadro 34. Frecuencia relativa y absoluta de necrosis en riiion anterior en los grupos
experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 3 5 3 3
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 0 0
Moderado 0 1 0 0 1
Severo 0 1 0 2 1
Frecuencia (%) 0 40 0 40 40

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10* G3: 1x10%, G4: 4x10®

La presencia de gotas hialinas en rifién anterior (Figura 6B) se observé en los grupos
control y G1, con una presentacion de escasa a moderada intensidad, siendo el mas afectado,

el grupo G1 con el 60% de frecuencia de las muestras (Cuadro 35).

Cuadro 35. Frecuencia relativa y absoluta de presencia de gotas hialinas en riiion en los
grupos experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=>5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 4 2 5 5 5
Escaso 1 2 0 0 0
Leve 0 0 0 0 0
Moderado 0 1 0 0 0
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia (%) 20 60 0 0 0

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10* G3: 1x10%, G4: 4x10®

La presencia de bacterias en rifién anterior se observé en dos muestras. Una muestra
de moderado grado para el grupo G1, y una muestra de leve intensidad para el grupo G4

(Cuadro 36).

Cuadro 36. Frecuencia relativa y absoluta de presencia de bacterias en rifién en los grupos
experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=>5
Normal 5 4 5 5 4
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 0 1
Moderado 0 1 0 0 0
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia (%) 0 20 0 0 20

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%, G4: 4x10®
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El aumento de tejido linfoide en rifdén anterior s6lo se pudo identificar en dos
muestras del grupo G2 (4x10%), ambas en moderado grado de presentacién (Fig. 6C).
Adicionalmente, en el grupo G4 (4x10% se identificaron dos muestras con congestién del

rifién anterior, una en grado leve y la otra en grado moderado (Fig. 6C). Por dltimo, s6lo se

identificé una muestra con linfocitolisis de moderada intensidad para el grupo G1 (1x10%

(Fig. 6C).

Figura 6. Cortes histolégicos de rifion de trucha arcoiris inoculadas con Y. ruckeri. A:
Disminucién de tejido linfoide con regeneracién tubular (flechas naranjas) y
presencia de melanomacréfagos (flechas negras). B: Necrosis tubular (flechas

naranjas) con presencia de gotas hialinas (flechas negras). C: Congestién y aumento
de tejido linfoide con presencia de linfocitos lisados (flechas negras). H-E. 400X

A nivel intestinal, se identificaron diversos hallazgos histopatolégicos como: necrosis
en gran cantidad con un 80% (20/25) del total de muestras, en menor grado se observaron
presencia de bacterias 8% (2/25), hiperplasia de enterocitos 8% (2/25), epitelio disgregado
4% (1/25), hiperplasia de células caliciformes 4% (1/25) y presencia de célula granular
eosinofilica 4% (1/25) (Cuadro 37).
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Cuadro 37. Hallazgos histopatolégicos y su frecuencia en intestino de truchas arcoiris

inoculadas experimentalmente con Y. ruckeri, 2015

Lesion/ C G1 G2 G3 G4 Frecuencia
Grupo experimental n=5 n=5 n=>5 n=>5 n=5 (%)
Necrosis 0 5 5 5 5 80
Bacterias 0 2 0 0 0 8
Hiperplasia de 0 1 1 0 0 8
enterocitos

Epitelio disgregado 0 1 0 0 0 4
Hiperplasia de células 0 0 1 0 0 4
caliciformes

Célula granular 0 1 0 0 0 4
eosinofilica

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10* G3: 1x10%; G4: 4x10®

La necrosis observada en el intestino se presentd en el 100% de los cuatro grupos

experimentales (Fig. 7A), siendo de grado severo en todas las muestras de los grupos G3 y

G4 (Cuadro 38).

Cuadro 38. Frecuencia relativa y absoluta de necrosis en intestino en los grupos

experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 0 0 0 0
Escaso 0 2 0 0 0
Leve 0 1 1 0 0
Moderado 0 1 2 0 0
Severo 0 1 2 5 5
Frecuencia (%) 0 100 100 100 100

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%; G4: 4x108

La presencia de bacterias en intestino sélo se pudo observar en dos muestras del grupo

experimental G1, uno en grado leve y otro en grado severo (Cuadro 39).

Cuadro 39. Frecuencia relativa y absoluta de bacterias en intestino en los grupos

experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 3 5 5 5
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 1 0 0 0
Moderado 0 0 0 0 0
Severo 0 1 0 0 0
Frecuencia (%) 0 40 0 0 0

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%; G4: 4x108
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La hiperplasia de enterocitos se identificé en dos muestras (Figura 7B), una en grado
severo para el grupo experimental G1; y la otra en grado leve para el grupo G2 (Cuadro 40).

Cuadro 40. Frecuencia relativa y absoluta de hiperplasia de enterocitos en los grupos
experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 4 4 5 5
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 0 1 0 0
Moderado 0 0 0 0 0
Severo 0 1 0 0 0
Frecuencia (%) 0 20 20 0 0

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10%, G3: 1x10% G4: 4x10°

Se observo epitelio disgregado en intestino (Figura 7A) de grado severo en sélo una
muestra del grupo experimental G1 (1x10%). Ademds, se observé hiperplasia de células
caliciformes (Figura 7B) en una muestra del grupo experimental G2 (4 x 10%), la cual fue de
grado leve. Finalmente, la presencia de células granulares eosinofilicas (Figura 7A) s6lo se

identificé en una muestra del grupo experimental G1 (1x10%), la cual fue de severa

presentacion.
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Figura 7. Cortes histoldgicos de intestino de trucha arcoiris inoculadas con Y. ruckeri. A:
Necrosis con epitelio disgregado (flechas negras) y células granulares eosinofilicas
(flechas naranjas). H-E. 400X. B: Hiperplasia de enterocitos (flechas naranjas) con
hiperplasia de células caliciformes (flechas negras). H-E. 100X

En las muestras de mudsculo tomadas de las truchas arcoiris inoculadas
experimentalmente se determinaron seis lesiones histopatoldgicas. La necrosis se presentd en
mayor frecuencia con un 44% (11/25) en todos los grupos, en menor frecuencia la presencia

de células inflamatorias e infiltracién de macréfagos y linfocitos, ambas con 16% (4/25).
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Ademas se

identificé la presencia de bacterias en un 12% (3/25), disgregacién de fibras

musculares 8% (2/25) y dilatacién de vasos 4% (1/25) (Cuadro 41).

Cuadro 41. Hallazgos histopatologicos y su frecuencia en miisculo de truchas arcoiris

inoculadas experimentalmente con Y. ruckeri, 2015

Lesion/ Control Gl1 G2 G3 G4 Frecuencia
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 (%)
Necrosis 0 4 4 5 5 44
Células inflamatorias 0 1 1 2 0 16
Infiltracion de Mac. Y 0 0 0 2 2 16
linfocitos

Bacterias 0 0 0 1 2 12
Disgregacion de fibras 0 2 0 0 0 8
musculares

Dilatacion de vasos 0 1 0 0 0 4

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10% G4: 4x108

Se observo necrosis muscular (Figura 8A) en los cuatro grupos experimentales

inoculados con Y. ruckeri, en grado leve a severo. Los grupos G3y G4 presentaron todas sus

muestras con severa a moderada intensidad, mientras que los grupos G1 y G2 presentaron el

80% de sus muestras con leve a moderada necrosis (Cuadro 42).

Cuadro 42. Frecuencia relativa y absoluta de necrosis en miisculo en los grupos

experimentales, 2015

Grado/ C Gl1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 1 1 0 1
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 2 3 0 0
Moderado 0 2 1 5 2
Severo 0 0 0 0 3
Frecuencia (%) 0 80 60 100 100

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%; G4: 4x108

La presencia de células inflamatorias en musculo (Figura 8B) se registr6 en los grupos

G1, G2 y G3, siendo de escasa a moderada intensidad de presentacién (Cuadro 43).

Cuadro 43. Frecuencia relativa y absoluta de presencia de células inflamatorias en miisculo

en los grupos experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 4 4 3 5
Escaso 0 1 0 0 0
Leve 0 0 1 0 0
Moderado 0 0 2 0
Severo 0 0 0 0
Frecuencia (%) 0 20 20 40 0

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%, G4: 4x10®
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Se identificaron cuatro muestras con infiltracion de macréfagos y linfocitos en
musculo (Figura 8B) de leve a moderada intensidad de presentacién; una de grado leve y otra

de grado moderado para el grupo G3, y de la misma manera para el grupo G4 (Cuadro 44).

Cuadro 44. Frecuencia relativa y absoluta de infiltracion de macréfagos y linfocitos en
miisculo en los grupos experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 5 5 3 3
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 1 1
Moderado 0 0 0 1 1
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia (%) 0 0 0 40 40

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%, G4: 4x10®

La presencia de bacteria en musculo se pudo identificar en tres muestras, una de
escasa intensidad de presentacién para el grupo G3, y dos muestras de grado moderado para

el grupo G4 (Cuadro 45).

Cuadro 45. Frecuencia relativa y absoluta de presencia de bacterias en miisculo en los
grupos experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 5 5 4 3
Escaso 0 0 0 1 0
Leve 0 0 0 0 0
Moderado 0 0 0 0 2
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia (%) 0 0 0 20 40

C: Control; G1: 1x10*% G2: 4x10% G3: 1x10%; G4: 4x10®

En el grupo G1 (1x10%) se lograron identificar dos muestras con disgregacién de fibras
musculares, ambas de leve intensidad de presentacion (Figura 8A). Por ultimo, sdlo se logré
observar una muestra con dilatacién de vasos en misculo (Figura 8A) de grado leve en el

grupo G1 (1x10%).
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Figura 8. Cortes histolégicos de misculo de trucha arcoiris inoculadas con Y. ruckeri. A:

Disgregacion de fibras musculares con areas de necrosis con (flechas negras) y
dilatacién de vaso sanguineo (flecha naranja). B: Infiltracion de macréfagos (flechas
naranjas) y otras células inflamatorias (flechas negras). H-E. 400X

En las branquias se identificaron seis lesiones histopatoldgicas como hiperplasia y
fusién de lamelas en un 52% (13/25) del total de muestras, se observé también congestiéon

12% (3/25), macréfagos 4% (2/25), teleangiectasia 4% (1/25), melanomacréfagos 4% (1/25)

e hiperplasia del dpice de lamelas 4% (1/25) (Cuadro 46).

Cuadro 46. Hallazgos histopatologicos y su frecuencia en branquias de truchas arcoiris
inoculadas experimentalmente con Y. ruckeri, 2015

Lesion/ C G1 G2 G3 G4 Frecuencia
Grupo experimental n=5 n=>5 n=5 n=>5 n=5 (%)
Hiperplasia y fusion de 0 2 3 3 5 52
lamelas

Congestion 0 0 1 1 1 12
Teleangiectasia 0 0 0 0 1

Presencia de 0 1 0 0 0 4
melanomacréfagos

Hiperplasia apice de 0 0 0 1 0 4
lamelas

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10%, G3: 1x10% G4: 4x10°

Se identific6 hiperplasia y fusion de lamelas (Figuras 9A) en diversas muestras de los

cuatro grupos inoculados con Y. ruckeri, siendo de escaso a moderado grado. El grupo G4

presentd todas las muestras (5/5) con la mencionada lesidn histopatoldgica, predominando

una leve intensidad (3/5) de presentacion (Cuadro 47).
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Cuadro 47. Frecuencia relativa y absoluta de hiperplasia y fusion de lamelas en branquias

en los grupos experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 3 2 2 0
Escaso 0 0 1 0 1
Leve 0 1 2 1 3
Moderado 0 1 0 2 1
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia (%) 0 40 60 60 100

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10% G4: 4x108

Los grupos G2, G3 y G4 presentaron una muestra cada uno (Cuadro 48) con

congestion de branquias en grado leve (Figura 9B).

Cuadro 48. Frecuencia relativa y absoluta de congestion en branquias en los grupos

experimentales, 2015

Grado/ C G1 G2 G3 G4
Grupo experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 5 4 4 4
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 0 1 1 1
Moderado 0 0 0 0 0
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia (%) 0 0 20 20 20

C: Control; G1: 1x10% G2: 4x10% G3: 1x10%; G4: 4x108

La presencia de melanomacréfagos en branquias (Figura 9B) se observéd en solo una

muestra del grupo G1 de leve intensidad de presentacién. Ademads, s6lo una muestra del

grupo G4 present teleangiectasia en branquias de grado leve (Figura 9A). Finalmente, el

grupo G3 fue el Unico donde se identific6 s6lo una muestra con hiperplasia de dpice en

branquias con escasa intensidad de presentacién (Figura 9C).
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Figura 9. Cortes histolégicos de branquias de trucha arcoiris inoculadas con Y. ruckeri. A:
Hiperplasia y fusién de lamelas (flechas naranjas) con teleangiectasia (flechas
negras). B: Congestion con presencia de melanomacréfagos (flechas negras). H-E.
400X. C: Hiperplasia del dpice de las lamelas (flechas naranjas). H-E. 100X.
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V. DISCUSION

La cepa de Yersinia ruckeri estudiada en este trabajo mostré una alta patogenicidad en
alevines causando septicemias agudas con mortalidades del 50% al segundo dia de inoculados
en dosis de 1x10°, demostrando ser la causante de la epizootia de yersiniosis que causé
mortalidades, tanto en alevines como en otras etapas de crianza, hasta en 60-70% en pozas de

diversas piscigranjas de Huaraz, indicando una patogenicidad inusual en el campo.

Los principales signos clinicos identificados en el presente estudio, tales como anorexia,
melanosis, letargo y exoftalmia son signos generales de un pez enfermo y no patognomonico de
Yersiniosis. Estos también fueron reportados por diversos autores en retos experimentales con
Y. ruckeri; sin embargo, no dan mayores datos acerca del tiempo en la aparicién de estos signos
(Tobback et al., 2009; Mahjoor y Akhlaghi, 2012; Cueva, 2015) y tienen que ver con la
patogenicidad de la cepa en estudio. En nuestro caso los signos empezaron a parecer desde las
12 horas post-infecciéon. Por otra parte, se ha reportado que Y. ruckeri puede provocar severa
afeccion cerebral (Ohtani et al., 2014) produciendo signos nerviosos como nado erritico y en
tirabuzoén, los cuales fueron encontrados en la presente investigacion y por otros autores (Avci y
Birincioglu, 2005). Ademas, Y. ruckeri provoca lesiones edematosas en las glandulas
coroidales, con acumulacién de liquido intraocular (Busch, 1978), lo que explicarfa la
exoftalmia encontrada en esta investigaciéon y en otros casos de Yersiniosis. La rdpida
presentacion de estos signos en peces de los grupos G3 y G4, fue més rapida a lo reportado por
Seeker et al. (2011), quienes describen signos similares pero a partir del tercer dia para dosis
altas de Y. ruckeri inoculadas (1x10®y 4x10%). En el caso de los grupos G1 y G2, estos signos se
presentaron al tercer dia de forma y orden similar a los grupos G3 y G4, y a lo reportado por
Austin y Austin (2016), quienes observaron la aparicién de signos de Yersiniosis al 3% o 4 dia

post-infeccion experimental. Los signos clinicos de Yersiniosis y su temprana aparicién en los
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grupos G3 y G4, no sélo estaria relacionado a las altas concentraciones inoculadas en los peces,
sino también porque esta cepa de Y. ruckeri es altamente patégena; lo cual se evidencia en las
lesiones que ocasiond. Adicionalmente, esta cepa causé una mortalidad de casi 80% en la
piscigranja de donde se aisld, a una temperatura promedio del agua de 15.5 °C, produciendo
una rdpida presentacién en la signologia de la Yersiniosis; de manera similar a la forma
epidémica de esta enfermedad, observada por Busch (1978), cuando la temperatura del agua

esta entre 15-18°C.

Todas las truchas arcoiris infectadas con Yersinia ruckeri, al examen externo e interno,
presentaron lesiones tipicas de la Enfermedad de la Boca Roja. Las lesiones que se observaron
tanto en los grupos G3 y G4 como en los grupos G1 y G2, con mayor frecuencia, fueron
esplenomegalia, contenido mucoso en intestino y congestion intestinal, los cuales también han
sido descritos y reportados por Tobback et al. (2009), Seeker ef al. (2011) y Cueva (2015); lo
que confirma la patogenicidad per se de esta cepa bacteriana a bajas concentraciones. Por otra
parte, el 50% de todos los peces inoculados con Y. ruckeri presentaron hemorragias alrededor o
dentro de la cavidad oral, lo que le da el nombre caracteristico de Boca Roja a esta enfermedad.
Avci y Birincioglu (2005) y Cueva (2015) también reportaron no encontrar estas lesiones en
todos los peces que inocularon experimentalmente. Entre las lesiones menos frecuentes se
identificaron petequias en musculo y tejido graso, palidez hepatica y branquial, hemorragia
ocular, vejiga natatoria hemorrédgica, congestion hepdtica y petequias en higado, coincidiendo
con las observaciones de Barnes (2011), Sakai et al. (2012), Mahjoor y Akhlaghi (2012) y
Mateo et al. (2016). Estas lesiones estarian asociadas a los factores de virulencia que tiene Y.
ruckeri, como toxinas extracelulares, adhesinas e invasinas, ruckerbactina, entre otros; tal como

lo reportan Ferndndez et al. (2007), Ryckaert et al. (2010) y Barnes (2011).

Si bien se obtuvo un 100% de mortalidad en los grupos G3 y G4, las mortalidades
también fueron altas en los grupos G1 y G2 con 65% y 60%, respectivamente; a pesar de usar
bajas concentraciones de Y. ruckeri (1x10* y 4x10%). Estas dosis fueron menores a la usada
(5x10°) por Berc et al. (1999) en carpas inoculadas intra-peritonealmente, produciendo una
enfermedad septicémica. Las mortalidades comenzaron a los 3 dpi para los grupos G3 y G4, y a
los 6 dpi para los grupos G1 y G2. El indice de mortalidad y rapidez de presentacién difieren en
qué; esto podria deberse por la alta concentracion con que fueron inoculados los alevines de
truchas arcofris; sin embargo, se descarta que sea solamente debido que a la alta concentracion
usada debido que a concentraciones tan bajas como las utilizadas en el presente estudio en los
grupos G1 y G2 también produjeron mortalidad con signos clinicos y lesiones, evidenciando la

patogenicidad per se de esta cepa de Y. ruckeri procedente de Huaraz. El retraso en la
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manifestaciones clinicas de enfermedad a dosis menores (G1 y G2) y la sobrevivencia de un 35
y 40% de alevines infectados, se deberian a la respuesta inmune de los peces, ya que se ha
demostrado que los dos biotipos de Y. ruckeri inducen a la produccién de TNF-al e IL1-B1
desde el primer dia post-desafio con la bacteria, y tienen una maxima expresion de los genes a
los 3, 5 y 7 dias en el bazo induciendo a una respuesta inmune innata en los peces infectados
con bajas dosis. Por otro lado, a altas dosis la expresion de los genes de las proteinas de la
superfamilia de TNF son regulados negativamente (down-regulated) a los 3, 5 y 7 dias post-
infeccién (Wiens y Vallejo, 2010), siendo esta una de las causas de las altas mortalidades por

las dosis altas utilizadas en este trabajo.

En el presente estudio se logré visualizar microscopicamente lesiones en bazo con la
presencia de bacterias tanto en el parénquima como en vasos sanguineos, lo cual prueba la
septicemia bacteriana de manera similar a las descritas por Tinsley er al. (2011), Mahjoor y
Akhlaghi (2012), Sierralta et al. (2013). Ademas, se pudo observar una moderada congestion,
necrosis y degeneracion grasa, asi como la presencia de melanomacréfagos en higado. Estos
hallazgos fueron observados mayormente en los alevines de los grupos G3 y G4, los cuales
fueron inoculados con altas concentraciones de Y. ruckeri; a diferencia de los otros dos grupos
(G1 y G2) inoculados con menor concentracion. La degeneracion grasa hepdtica ha sido descrita
para animales con infeccidn crénica por Y. ruckeri (Avci y Birincioglu, 2005; Tinsley et al.,

2011).

En el caso del rifién, en este estudio se observa regeneracién tubular, que ha sido
descrita para truchas desafiadas con Y. ruckeri también por Tinsley ef al., 2011. El incremento
de celularidad leucocitaria en rifion también ha sido descrita por Avci y Birincioglu (2005),
asimismo, en otras investigaciones reportan la proliferaciéon de células mononucleares en
infecciones crénicas experimentales y en brotes de campo (Tobback, 2007; Mahjoor y
Akhlaghi, 2012). Necrosis intestinal con desprendimiento de la mucosa ha sido descrita también
por Mahjoor y Akhlaghi (2012) y Sierralta et al. (2013). Ademas, se observé la presencia de
bacterias, epitelio disgregado, hiperplasia de células caliciformes, causado por la alta
concentracién con que fueron inoculados los alevines de truchas arcoiris y por la patogenicidad
per se que produce esta enterobacteria, asociados a una mayor produccién de hemolisinas,
proteasas, adhesinas e invasinas, ruckerbactina (Fernandez et al, 2007). Adicionalmente, estos
hallazgos se correlacionan con las lesiones macroscdpicas encontradas, como contenido mucoso
en intestino (80%) y congestién intestinal (60%). La patogenicidad de la cepa de Y. ruckeri de
Huaraz queda demostrada porque se usaron diversas concentraciones de la misma, siendo esta

cepa capaz de producir la enfermedad en las truchas arcoiris incluso a concentraciones tan bajas
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como 1x10%y G2: 4x10*, con mortalidades y lesiones evidentes y similares en las observadas en
las diversas concentraciones con que fueron inoculados todos los grupos experimentales (G1,
G2, G3 y G4), y también concuerdan con lo descrito y reportado por Sierralta et al. (2013),
Cueva (2015) y Mateo et al. (2016).

La presencia de melanomacréfagos en bajo nimero en rifién, bazo e higado, se
considera normal en ciertas especies de peces, pero su incremento estd asociado a infecciones
crénicas (Agius y Roberts, 2003). En nuestro estudio estuvieron presentes en los tejidos
mencionados, sin embargo, de manera leve a severa, observandose que se incrementaron su
presencia, siendo mds severa, en los peces inoculados con una mayor concentracién de
bacterias, lo cual puede ser explicado debido a que estas células poseen capacidad de fagocitar
antigenos, siendo su requerimiento y presencia mayor por el requerimiento de mayor
concentracion de antigenos, asi mismo, esto conlleva ademds a estimular la respuesta inmune
adaptativa (Press y Evensen, 1999), y su incremento ha sido descrito en truchas sobrevivientes a

infecciones con Y. ruckeri (Tobback et al., 2009; Cueva, 2015).

La via intramuscular como sitio de inoculacién en este y otros estudios experimentales,
evidenciaron leve a severa necrosis de las fibras musculares, con presencia de células
inflamatorias y bacterias, esta lesién puede ser explicada porque Y. ruckeri entre sus factores de
virulencia produce una proteasa Yrpl, la cual es capaz de degradar fibronectina, actina y
miosina, dafiando asi las fibras musculares y produciendo ademads su disgregacion (Fernandez et

al., 2007; Austin y Austin, 2016).

Las lesiones en branquias como congestion, teleangiectasia, hiperplasia y fusién de
lamelas asi como del dpice lamelar, son similares a las reportadas por la literatura (Berc et al.,
1999; Tinsley et al., 2011). Tobback et al. (2009) y Ohtani et al. (2014), demostrandose que por
la via branquial ocurre una rdpida e importante captaciéon de antigenos de Y. ruckeri, lo que
lleva a suponer que las lesiones observadas son producto de la inoculacién de Y. ruckeri. Avciy
Birincioglu (2005), describieron lesiones branquiales correspondientes a hiperplasia
interlamelar en truchas desafiadas contra Y. ruckeri, en dicho reporte estas lesiones se
consideraron atipicas para la enfermedad y fueron asociadas en cambio, a mala calidad del agua.
Para este trabajo, los pardmetros fisico quimicos del agua fueron éptimos para el desarrollo de
truchas arcoiris con la excepcion de los niveles de amonio-nitrégeno, los cuales se encontraban
elevados sin embargo en un rango subletal. Niveles subletales de amonio en agua (2-5 mg/L)

provocan hiperemia y fusién de lamelas secundarias en tilapias niléticas (Benli et al., 2008).
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VI. CONCLUSIONES

» La cepa motil de Yersinia ruckeri procedente de Huaraz es altamente patégena,
produciendo mortalidad y diversas lesiones en tejidos de truchas arcoiris en

condiciones experimentales.

» La cepa de Y. ruckeri inoculada experimentalmente a bajas concentraciones producen
mortalidades y lesiones anatomo-patoldgicas en truchas arcoiris como las descritas en
infecciones septicémicas naturales, produciendo lesiones hemorrdgicas bucales (boca
roja) en un 50% de peces infectados, causando mortalidades en un periodo largo de
hasta 12 dfas.

> Altas concentraciones de Y. ruckeri (1x10*/ml y 4x10%ml) producen infecciones
septicémicas agudas con altas mortalidades y lesiones en diversos tejidos de truchas

arcoiris en un corto periodo (2 a 6 dias).
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VIII. ANEXOS

Anexo N° 1: Protocolo de PCR convencional
Los procedimientos se realizardn con mandil, mascarilla, guantes y lentes protectores.
Preparaciones previas:

- Tener un contenedor con hielo para mantener la temperatura de los reactivos utilizados.
- El ADN de Y. ruckeri a amplificar deberd estar a una concentracién de 50 ng/ul.

- Mix de PCR: este debe prepararse en un tubo de microcentrifuga de 2ml de capacidad.

Composicién del Mix de PCR (a un volumen final de 23 pl por muestra):

GoTaq® Green Master Mix, 2X 12.5 ul N\
Forward primer Yer8 2 pl (10 uM conc. Final)

> x N
Reverse primer Yerl0 2 ul (10 uM conc. Final)
Agua libre de nucleasas 6.5 pl J
Y. ruckeri ADN 2 ul

*N: nimero de muestras a trabajar.

PROCEDIMIENTO:

1. Colocar 18 pl de Mix de PCR en microtubos para PCR.

2. Agregar 2 pl de ADN de la muestra y pipetear para mezclar bien.
3. Tapar los tubos debidamente para evitar evaporacion.
4

. Llevar los tubos al termociclador.

5. Programar el termociclador con el siguiente protocolo (Del Cerro et al., 2002):
N°de | Temp. | Tiempo
ciclos O (min)
1 94 2
40 94 40 seg
60 40 seg
72 1
1 72 10

6. Al finalizar, los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis,
utilizando gel de agarosa (1.5%) en buffer TBE 1X, sometidos a campo eléctrico de 90
V/cm durante 60 minutos. Por dltimo, se tifieron con 0.5 pg/ml de bromuro de etidio,
dando un tamafo aprox. de 575 pb.
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Anexo N° 2: Procesamiento de las muestras para histopatologia
A. Fijacion

Ni bien fueron obtenidas, las muestras fueron fijadas en formalina tamponada al 10%

para conservar la estructura morfolégica y quimica de las células y tejidos.
B. Deshidrataciéon

Se realiza con el objetivo de eliminar el agua intra y extracelular para lo cual los tejidos
son deshidratados sumergiéndolos en liquidos anhidros, dvidos de agua. Se utilizaron

alcoholes de distintas concentraciones:

- Alcohol etilico al 70 por 100 por 1 hora.
- Alcohol etilico al 80 por 100 por 1 hora.
- Alcohol etilico al 95 por 100 por 1 hora.
- Alcohol etilico al 100 por 100 por 1 hora.
- Alcohol etilico al 100 por 100 por 1 hora.
- Alcohol etilico al 100 por 100 por 1 hora.
C. Aclaracion

Este procedimiento permite que el alcohol de los tejidos sea reemplazado por un liquido
que disuelva la parafina con la cual el tejido va a ser impregnado y tiene la propiedad de
volver transparentes a las muestras, para ello se utilizé inmersiones en xileno segtn el

siguiente proceso:

- Xileno 1: 1 hora
- Xileno 2: 1 hora
- Xileno 3: 1 hora
D. Inclusién

Este proceso comprende la impregnacion de las muestras con un medio que llene todas
las cavidades naturales, espacios e intersticios tisulares y aun los espacios intracelulares,
proporcionando consistencia firme, necesaria para realizar los cortes sin provocar distorsion.

Permite encerrarlos en un bloque de parafina que facilita el manejo y fijacién de la muestra
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al micrétomo sin dafiarla, para ello se utilizé inmersiones en parafina segin el siguiente

proceso:
- Parafina liquida I: 1 hora
- Parafina liquida II: 2 horas

Posteriormente cada una de las muestras fue colocada en el centro de un molde con

parafina liquida y se dejo reposar al medio ambiente hasta que solidifique.
E. Corte

Para el corte de las muestras se utiliz6 un micrétomo de deslizamiento verificando que
esté ajustado para el grosor de 5-6um, se colocd el bloque de parafina conteniendo la
muestra y se comenzd el corte con impulsos regulares. Luego se retomaron las ldminas de
parafina cortadas con el micrétomo conteniendo las muestras y se hizo flotar en un recipiente
de agua a temperatura ambiente para quitar el excedente de parafina, se introdujo al
recipiente una laminilla, se colocé la muestra en ella y se levanté suavemente con un
movimiento uniforme y al tocar el borde de la muestra, esta se adhirid a ella, dejandose
escurrir la laminilla con la muestra impregnada a un angulo de 60° durante dos a cinco

minutos.
F. Secado de cortes

Una vez los cortes de las muestras se colocaron en una estufa a temperaturas de 37°C a
40°C durante toda la noche. El secado permite que desaparezca toda huella de agua entre el

corte y el portaobjetos.
G. Tincién de cortes

Se utiliz6 la tinciéon de Hematoxilina y Eosina (H&E) que son colorantes de contraste.
La hematoxilina permite observar las estructuras basoéfilas y la eosina las estructuras

acidofilas.

Primero se sumergieron los cortes en bafio con xileno I durante tres minutos, luego se
pasaron a bafio en xileno Il por dos minutos, se dejo escurrir el exceso de solucién
inclinando el soporte y dejiandolo en contacto con el borde del recipiente. Luego se
sometieron a un primer bafio en alcohol etilico absoluto durante dos minutos. Posteriormente
se sumergieron en alcohol etilico 95° durante dos minutos. Sucesivamente se sumergieron en
alcohol de 70° por uno a dos minutos. Una vez realizados los bafios con alcohol se hidrataron

los cortes sumergiéndolos en agua destilada por uno a dos minutos.
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Luego se realizé la tincién durante 5 minutos con hematoxilina. Sucesivamente se
aclar6 sumergiendo la preparacion tres veces en alcohol 4cido al 1 por 100. Para finalmente
enjuagar con agua. Se colocaron las muestras en caronato de litio al 1 por 100 por 30
segundos y se enjuagd con agua. Se procedid a tefiir con eosina durante 30 segundos y se
enjuagé rdpidamente con alcohol al 80 por 100. Se lavé con agua por 30 segundos. Se
procedi6é a deshidratar en tres bafios sucesivos de alcohol etilico absoluto de 20 segundos
cada uno. Se paso por tres bafios de xileno de 15 segundos cada uno. Finalmente se procedid

a montar la preparacién con balsamo de Canadd y se colocé una Idmina cubreobjetos.
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Anexo N° 3: Fotos de signos clinicos, lesiones externas e internas en truchas arcoiris

inoculadas con Yersinia ruckeri

Foto 1. Truchas con nado errético, orillamiento y letargia

Foto 2. Truchas con letargia y melanosis

Foto 3. Trucha con abdomen abultado y melanosis
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Foto 4. Trucha con melanosis y exoftalmia

B

4 ke

Foto 5. Trucha con petequias en higado e intestino abultado

Foto 6. Trucha con hemorragia en ojo, esplenomegalia y petequias en intestino

Foto 7. Trucha con hemorragia en boca y ligera exoftalmia

72



