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RESUMEN

El presente estudio tiene como objetivo determinar la patogenicidad de una cepa de Yersinia ruckeri
proveniente de un brote en la localidad de Puno, para esto se registraron los signos clinicos,
morbilidad, mortalidad, lesiones macroscdpicas (internas y externas) y caracterizacion de las lesiones
histopatolégicas de truchas infectadas experimentalmente con este patégeno. Se utilizaron 100
alevinos de truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) de peso promedio de 7,5 g y longitud promedio
de 8,6 cm distribuidos en 5 grupos experimentales de 20 peces cada uno (un grupo control y cuatro
desafiados), mantenidos en acuarios individuales con capacidad de 70 1. Se inocularon via
intraperitoneal (IP), con 0,1 ml de cepa de Yersinia ruckeri a concentraciones sucesivas de 1x10°
UFC/ml (T1), 1x10° UFC/ml (T2), 1x10” UFC/ml (T3), 1x10® UFC/ml (T4) y el grupo control fue
inyectado con PBS. Posteriormente se observaron signos clinicos, lesiones macroscopicas (internas
y externas) y mortalidad durante 20 dias. Los peces con mortandad reciente y sobrevivientes del
estudio fueron necropsiados segtn la técnica recomendada por Espinosa de los Monteros y Labarta
(1988), previa sedacién con eugenol y eutanasia con seccion medular. Posteriormente se aisl6 la
bacteria a partir de riibn y bazo en agar tripticasa de soya incubada a 24 ° C por 48 horas,
evidenciando colonias caracteristicas de Yersinia ruckeri confirmadas mediante tincién Gram,
pruebas bioquimicas y PCR convencional. También se colectaron muestras de rifién anterior, bazo,
higado, branquias, musculo e intestino posterior para el estudio histopatolégico. Los grupos
desafiados presentaron signos y lesiones caracteristicos de yersiniosis; registrindose melanosis (73.5
%) y letargia (60 %) en mayor frecuencia, ademds de otros. Los signos clinicos se evidenciaron al 3°
dia post-infeccién en el grupo T4, y al 6°, 8°, 11° dia post-infeccién para los grupos T3,T2 y TI
respectivamente. Las lesiones macroscépicas (internas y externas) mds evidentes fueron hemorragia
en la base de las aletas (78.75%), esplenomegalia (75%), hemorragia en intestino posterior (48,75%)
y hemorragia en la cavidad oral (26,25%). Ademas, se registr6 mortalidad del 100% solo para el
grupo T4 al 10° dia, y 30%, 20%, 10% para los grupos T3, T2 y T1 respectivamente.
Histopatolégicamente, se evidencio mayor afeccién en bazo con presencia de melanomacréfagos,
congestion e hiperplasia leucocitaria, rifién anterior con gotas hialinas en epitelio tubular, aumento
de tejido linfoide, higado con degeneracién grasa, necrosis, separacién de hepatocitos, intestino
posterior con hiperplasia de células caliciformes, necrosis y epitelio disgregado. Se concluy6 que la
cepa de Y. ruckeri procedente de Puno, incluso en concentraciones bajas, tiene un nivel de

patogenicidad elevada causando mortalidad y lesiones caracteristicas de yersiniosis.



Palabras clave: ERM, hemorragia, Oncorhynchus mykiss, esplenomegalia.

ABSTRACT

The present study aims to determine the pathogenicity of a strain of Yersinia ruckeri origin of an
outbreak in Puno region, for this the clinical signs, morbidity, mortality, macroscopic lesions (internal
and external) and characterization of the histopathological lesions of trout experimentally infected
with this pathogen were recorded. 100 rainbow trout fingerlings (Oncohrynchus mykiss) with average
weight of 7.5 g and average length of 8.6 cm distributed in 5 experimental groups of 20 fish each,
kept in individual aquariums with a capacity of 70 litres were used. The fish were inoculated
intraperitoneally (IP), with 0.1 ml of the Yersinia ruckeri strain and successive concentrations of
1x10° UFC/ml (T1), 1x10° UFC/ml (T2), 1x10” UFC/ml (T3), 1x10* UFC/ml (T4) and the control
group was injected with PBS. Subsequently, clinical signs, macroscopic lesions (internal and
external) and mortality for 20 days were observed. The fish with the recent death and survival of the
study were necropsied according to the technique recommended by Espinosa de los Monteros and
Labarta (1988), after sedation with eugenol and euthanasia with the medullar section. Subsequently,
the bacteria was isolated from kidney and spleen in trypticase agar of soybean incubated at 24 ° C for
48 hours, showing the characteristic colonies of Yersinia ruckeri confirmed by Gram stain,
biochemical tests and conventional PCR. Samples of anterior kidney, spleen, liver, gills, muscle and
posterior intestine were also collected for histopathological study. The challenged groups present
signs and lesions characteristic of yersiniosis; registration of melanosis (73.5%) and lethargy (60%)
more frequently, in addition to others. Clinical signs were evidenced on the 3rd day post-infection in
the T4 group, and on the 6th, 8th, 11th day post-infection for the T3, T2 and TI groups respectively.
The most evident macroscopic lesions (internal and external) were hemorrhage at the base of the fins
(78.75%), splenomegaly (75%), hemorrhage in the posterior intestine (48.75%) and bleeding in the
oral cavity (26, 25 %). In addition, the proportion of 100% is indicated only for group T4 at day 10,
and 30%, 20%, 10% for groups T3, T2 and T1 respectively. Histopathologically, there was evidence
of a greater involvement in the spleen with the presence of melanomacrofagos, congestion and
leukocyte hyperplasia, anterior kidney with hyal drops and tubular epithelium, increase in lymphoid
tissue, liver with fatty degeneration, necrosis, pulse hepatocytes, posterior intestine with goblet cell
hyperplasia, necrosis and disintegrated epithelium. It was concluded that the strain of Y. ruckeri from

Puno, also in the lower parts, is highly pathogenic, production of it and lesions of yersiniosis.

Key words: ERM, hemorrhage, Oncorhynchus mykiss, splenomegaly
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I. INTRODUCCION

La acuicultura peruana es una actividad que en los dltimos afios ha experimentado un
gran crecimiento, destacando en esta produccién la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).
(PRODUCE, 2018). La yersiniosis 0 ERM es una de las patologias bacterianas que mds afecta la
crianza de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) causada por el agente patogeno Yersinia ruckeri,
bacteria Gram negativa que causa septicemia bacteriana y hemorragias externas e internas en el pez
(Kumar et al., 2015). Produce mortalidades graves de hasta 30-70%, provocando grandes pérdidas
econdmicas (Furones et al., 1993; Noga, 2010) ya sea directamente de peces muertos o indirectamente

como restricciones comerciales por mala calidad del producto (Verschuere et al., 2000).

En el Perd se han aislado distintas cepas de Y. ruckeri en varias regiones del Perd como Junin,
Huancavelica, Ancash, Lima y Cusco (Bravo y Kojagura, 2004; Sirvas ef al., 2011; Flores, 2013;
Sierralta et al., 2013; Cueva 2015; Mamani, 2016; Sandoval, 2016; Mesias, 2017). Se determin6 que
existe el biotipo 1 y biotipo 2 en la regién de Junin y Ancash, solo el biotipo 1 en Huancavelica.
Ademais utilizaron un panel de alrededor de 18 pruebas bioquimicas, determinandose que habia una
variabilidad fenotipica entre las diferentes cepas de Yersinia provenientes de Ancash, Junin y

Huancavelica, siendo mas variable la procedente de Ancash. (Lopez, 2012; Flores, 2013).

Debido a la variabilidad fenotipica de cepas de Y. ruckeri encontradas en el pais (Flores 2013),
falta de estudio de prevalencia, diferencias en la severidad de signologia clinica en diferentes regiones
y a los escasos estudios de patogenicidad de cepas locales, se propuso realizar el estudio de
patogenicidad de una cepa de Y. ruckeri proveniente de Puno, departamento con mayor produccién
truchicola, para poder determinar si hay diferencias de patogenicidad y con ello establecer mejores
acciones de mitigacién y control de posibles brotes de esta enfermedad y asi mismo, proponer

programas de prevencioén asociados a la creacién de vacunas.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Acuicultura

Segtin FAO (2018) describe a la acuicultura como la siembra de especimenes acudticos,
incluyendo peces, crustidceos, moluscos y plantas acudticas; durante el cual el hombre interviene en
el proceso productivo, en etapas como la siembra, la alimentacidn, la proteccién de los depredadores,

etc., incrementando los pardmetros productivos.

2.1.1. Panorama de la acuicultura a nivel mundial

La produccién de acuicultura mundial tiene un crecimiento importante y sostenido en estas
dltimas décadas, alcanzando junto con la produccién de pesca de captura un aproximado de 171
millones de TM en 2016 (figura 1), a pesar de que ha desacelerado en estos dltimos afios, ya que tuvo
un crecimiento anual del 5,8% entre 2010 y 2016, comparado con el 10,8% y 9.5% en las décadas de
1980 y 1990 respectivamente. En contraste, la produccién de pesca de captura se estabilizo desde

finales de los ochenta hasta el 2016, registrandose en este afilo 90.9 millones de TM (FAO, 2018).
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Fuente: (FAO, 2018).

Figura 1. Producciéon Mundial de Pesca y Acuicultura, FAO, 1950-2016
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En 2016, la produccién mundial de la acuicultura incrementé a 110,2 millones de TM,
estimadas en un valor aproximado de 243 500 millones de USD. En total la produccion incluia 80
millones de TM de peces de consumo (231 600 millones de USD) y 30,1 millones de TM de plantas
acudticas (11 700 millones de USD), asi como 37 900 TM de productos no destinados a consumo

humano (214,6 millones de USD) (Figura 2) (FAO, 2018).
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Fuente: (FAO, 2018).

Figura 2. Produccién acuicola mundial de peces de consumo y plantas acudticas, FAO, 1990-2016

En los ultimos 20 afos, Asia representé alrededor de 89% de la acuicultura mundial. No
obstante, China fue disminuyendo gradualmente en su produccién mundial, que ha pasado del 65%
en 1995 a menos del 62% en 2016. Entre los principales paises productores de acuicultura en el
mundo, considerando los productos destinados a consumo humano fueron China, India, Indonesia,
Bangladesh, Vietnam, seguidos por Egipto, Noruega, Chile, Tailandia y Myanmar. El 89,3% de la
produccion total de acuicultura mundial en 2016 lo conformaron estos 10 paises mencionados (FAO,

2018). (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Ranking mundial de la produccién de acuicultura en miles de TM (2016)

PAIS

China
India
Indonesia
Vietnam
Bangladesh
Egipto
Noruega
Chile
Myanmar
Tailandia
Otros
Total

miles TM %
49244 61,5
5700 7,1
4950 6,2
3625 4,5
2204 2,8
1326 1,7
1371 1,7
1035 1,3
1000 1,3
960 1,2
8616 10,7
80031 100 %

Fuente: (FAO, 2018)

Ingresos (miles de dodlares)

144701651
10644800

8974309
9345987
5621080
1766749
7263688
7867541
1992111
2488403

30917801
231584120

NOTA: Sélo se considerd productos destinados a consumo humanos excluyendo plantas acudticas

La produccién de acuicultura marina, costera y continental en 2016 estuvo conformado por

67,6 % de peces (54,1 millones de TM ), 21,4 % de moluscos (17,1 millones de TM de moluscos),

9,8 % de crusticeos (7,9 millones de TM) y 1,2 % de otras especies acudticas (0,9 millones de TM)

(FAO, 2018) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Produccién de los principales grupos de especies comestibles procedentes de la

acuicultura mundial en miles TM, 2016

ACUICULTURA TOTALMUNDO)

ESPECIE/CATEGORIA ACUICULTURA
MARINA Y CONTINENTAL
COSTERA
Peces de aleta 6575 47516
Crustaceos 4829 3033
Moluscos 16853 286
Otros animales acuatico 407 531
TOTAL(MUNDO) 28664 51367

Fuente: (FAO, 2018)

54091
7862
17139
939
80031
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En 2016, la FAO registro 598 partidas de especies (se definen como especies cultivadas
alguna vez en el mundo). Las especies registradas hasta el momento comprenden 369 peces de aleta
(incluidos 5 hibridos), 109 moluscos, 64 crusticeos, 7 reptiles y anfibios (excluidos cocodrilos o
caimanes), 9 invertebrados acudticos y 40 algas acudticas. A pesar de la gran variedad, solo 20
especies de peces de aleta representan 84,2% de la produccién total de acuicultura mundial (FAO,

2018).

2.1.1.1. Acuicultura mundial en truchas

Las principales especies de trucha que se cultivan en el mundo son: Trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), trucha de arroyo (Salvelinus fontinales) y tracha marina (Salmo trutta trutta),
siendo la mds importante la trucha arcoiris por su demanda en el mercado externo, ubicada en el

puesto 15 con 814091 TM (FAOQO, 2018).

En 2016, la producciéon mundial de truchas arcoiris llego a 814455 TM y tuvo ingresos por
3409 millones de délares. Entre los principales paises productores a nivel mundial de trucha arcoiris
referente al afio 2016, Irdn ocupa el primer lugar de produccién con 18,27%, seguido por Turquia con
13,85%, Chile con 12,3 %, Noruega con 9,47 y Pert en el Sto puesto con 6,41% (FAO, 2018) (Cuadro
3). A nivel de Sudamérica el Perd estd entre los principales paises productores de trucha arcoiris (O.
mykiss) ocupando el segundo lugar con 25,97 %, después de Chile que tiene el 49,83 % (PRODUCE,
2018).

Cuadro 3. Produccién mundial de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en TM (2016)

Pais T™M %%
Iran . 148789 1827
Turquia 112781 13,85
Chile 100211 12,30
Noruega 77151 947
Peri 52217 6,41
Francia 38617 4,74
Italia 34222 4,07
China 28920 3,55
Rusia 25848 3,17
USA 22005 2,70
Espana 17117 2.10
Otros 157883 19.37
Total 814455 100%

Fuente: FishStat] — (FAO ,2018)
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2.1.2. Panorama de la acuicultura a nivel nacional

El Pert tiene un drea de 3,080 km de litoral marino y ademads tiene las condiciones climaticas
e hidrolégicas necesarias para el cultivo de diversas especies que posee, esto significa que tiene un
gran potencial para el desarrollo acuicola nacional. A pesar de ello, ain se presentan diversas

dificultades para alcanzar este objetivo (Miranda, 2017; Saldarriaga y Regalado, 2017).

Hasta el 2017, la acuicultura peruana ascendié a 100 mil TM, teniendo un crecimiento del
7.28% respecto al afio anterior. Del total, 60 298,96 TM (60,3%) es proveniente de origen continental
y 39 913,1 T™ (39,7%) restante de origen maritimo (PRODUCE, 2018).

Cuadro 4. Produccion de las principales especies de Acuicultura peruana segiin origen en

™, 2016 -2017

Origen 2016 2017
TOTAL 93444.,8 100211,7
CONTINENTAL 54925,6 60298,6
Trucha 48594,3 54424.5
Tilapia 29131 2657,5
Paiche 400,9 217,8
Gamitana 11442 1046,6
Otros 1873,2 1952,3
MARITIMO 38519,2 39913,1
Concha de abanico 18501,5 13136,6
Langostinos 20013,3 26768,5
Otros 44 8,1

Fuente: PROMPERU 2017

La acuicultura nacional tiene como principales especies cultivadas a la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), concha u ostién abanico (Argopecten purpuratus), camarones peneidos o
langostinos (Litopenaneus vannamei) y tilapia (Oreochromis spp.), ademas, se cultivan en menor
porcentaje algunos peces amazénicos como la gamitana (Colossoma macropomun), paco (Piaractus

brachypomus), sébalo cola roja (Brycon erythropterum) y paiche (Arapaima gigas).

La principal especie cultivada que ha impulsado este crecimiento es la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss). En contraparte, la notable disminucién de conchas de abanico por problemas
productivos principalmente asociados a condiciones oceanograficas (Fenémeno del nifio y marea
roja), en la zona de Sechura, han dejado mortalidades de consideracion afectando su produccién
anual. Por su parte, la produccién de langostinos ha mostrado un crecimiento sostenido y estable, a

una tasa del 10% de crecimiento promedio anual desde el afio 2008, lo que ha permitido alcanzar la
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cifra récord superior a las 26 000 TM como consecuencia de las inversiones en tecnificacion de los

campos productivos (PROMPERU, 2017; Saldarriaga y Regalado, 2017) (Figura 3).

En resumen, respecto al afio 2016 la produccion acuicola nacional de la trucha, langostino y
tilapia tuvieron un incremento del 0,26%, 35,5% y 3,1% respectivamente. En contraste la concha de

abanico tuvo una disminucién del 43,1% (PRODUCE, 2018).

Produccion acuicola en Peru por especie

3% 3%

H Tilapia M Concha de abanico M Trucha M Langostino Otros
Fuente: (PRODUCE, 2018).

Figura 3. Produccién de acuicultura en Perti segtin especie, 2017

2.1.2.1. Acuicultura nacional en truchas

La produccion acuicola nacional de trucha arcoiris, en estos dltimos afios ha tenido un
crecimiento impulsado, teniendo un incremento del 339,1 % en esta ultima década (2010-2017)
(Figura 4), desarrollandose mayormente en zonas altoandinas. Siendo Puno el mayor productor de

trucha con més de 40 000 TM, representando un valor superior al 80% de la produccioén nacional.

Se has destacado la importacion de ovas para el desarrollo de esta especie, entre los
principales paises importadores esta EE.UU., Dinamarca, Espafia y Gran Bretafia. Los principales
departamentos de destino de ovas embrionadas en el afio 2016 fueron Puno con el 78,5 % (176 921
millares), Huancavelica con el 7,8 % (17 545 millares), Junin con el 5,6 % (12 642 millares) y Lima
con el 3,7 % (8 375 millares). Ademds, estos ultimos departamentos son los de mayor produccién

truchicola en el pais (PRODUCE, 2018) como lo muestra la figura 5.
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Figura 4. Produccién nacional de la trucha arcoiris (TM), 2008- 2017
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Figura 5. Produccién de trucha arcoiris (TM) por departamentos, 2017

2.2. Trucha arcoiris

2.2.1. Clasificacion taxonémica
Inicialmente hubo varias modificaciones para la clasificacién en especie y género de este
espécimen, hasta que (Smith y Stearley, 1989) mediante estudios osteoldgicos, etoldgicos,

bioquimicos y moleculares demostraron que la trucha arcoiris erréneamente clasificadas como Salmo
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gairdneri o trucha Kamchatka tenia més afinidad con Oncorhynchus mykiss. En el cuadro 5 se puede

observar la clasificacion con mas detalle.

Cuadro 5. Clasificacion taxondémica de la trucha arcoiris

TAXONOMIA
Reino ' Animal i
Phylum Chordata
Subphylum Vertebrata
Superclase Pisces
Clase Osteichthyes
Subclase Actinopterygit
Orden Salmoniformes
Familia Salmonidae
Genero Oncorhynchus
Especie Mykiss

Nombre cientifico  Oncorlnnchus mykiss

Nombre comin “Trucha arcoiris™

Fuente: Smith y Stearley, 1989

2.2.2. Caracteristicas generales y biolégicas

Esta especie se caracteriza por tener el cuerpo cubierto con escamas finas de forma fusiforme,
su coloracién azul a verde oliva depende del habitat, edad y estado de maduracién sexual. Posee
pequeias manchas negras a manera de salpicado alrededor de la cabeza, lomo, flancos y aletas ademads
el abdomen posee una tonalidad mas clara en relacién a todo el cuerpo. Como todos los salménidos,
tiene una aleta adiposa, generalmente de color negro. Ademas posee Una franja lateral irisada rosdcea
longitudinal que recorre en ambos lados (FAO, 2005; Arregui, 2009). En la figura 6 se muestra un

ejemplar de alevino de esta especie.

La trucha arcoiris es una especie de reproduccién ovipara, esto quiere decir que la
fecundacion del ovulo y el espermatozoide se da externamente. Para esto los progenitores deben
alcanzar la madurez sexual, la que se presenta aproximadamente a los 15 o 18 meses de edad en
machos y en hembras minimo 24 meses. Ademads el dimorfismo sexual se da en la etapa reproductiva,

caracterizandose en el macho por poseer una prolongacion a manera de “gancho” en el maxilar
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inferior, con una curvatura dorsal del cuerpo , los cuales hacen que uno pueda distinguir facilmente

los machos de las hembras (Choquehuayta, 2008; De la Oliva, 2011).

Los salménidos tiene una reproduccion ciclica, esto quiere decir que se presenta una vez al
afno y en una determinada época. En Perti este periodo se presenta desde abril hasta setiembre, siendo
los meses de junio y julio los de mayor actividad reproductiva. Los periodos de desove son anuales y
esta comprendidos entre noviembre y febrero, dependiendo de los posibles cambios climaticos que
puedan presentarse. Esta fase reproductiva se realiza en ambientes naturales Yy artificiales como en

piscigranjas (Choquehuayta, 2008; De la Oliva 2011; Lépez, 2012).

Figura 6. Espécimen de alevino de trucha arcoiris

2.2.3. Fases de desarrollo
El ciclo productivo de la trucha arcoiris comprende las siguientes etapas (De La Oliva, 2011;

FONDEPES, 2014):

- Huevo u ova: Son huevos que eclosionaran entre 20 a 30 dias después de la fecundacién
dependiendo de la temperatura del agua.

- Larva: Se da cuando concluye el proceso embrionario y eclosiona con un caracteristico saco
vitelino, la cual provee reservas alimenticias para su alimentacién hasta que pueda recibir
alimento exdgeno. Esta fase puede durar aproximadamente 15 a 18 dias.

- Alevino: Es la fase donde las larvas han agotado sus reservas y presentan una completa
absorcion del vitelo. Tienen una longitud de 5 a 10 cm pesando en ¢ promedio 12 g, esta
etapa dura aproximadamente 3 meses variando con la temperatura del agua.

- Juvenil: En este estadio se absorbe todo el saco vitelino y empiezan a comer alimento por si
mismos. Se diferencias de los adultos porque todavia no maduran sexualmente. Tienen una
longitud promedio de 10 a 17 cm pesando en promedio 68 g. Esta fase puede durar

aproximadamente 2 meses en condiciones de crianza normal.
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- Adulto o engorde: Durante esta etapa se da el proceso de engorde para ser comercializados.
Es aqui donde se les suministra alimento con pigmentos derivados de la cantaxantina y
astaxantina para lograr una carne de tonalidad asalmonada mejorando la presentacién del
producto, pueden tener una longitud promedio de 17 a 26 cm, pesando en promedio 250 g

(tamaiio de plato) en un periodo aproximado de 11 a 13 meses de crianza.

2.2.4. Alimentacion
En estado silvestre la trucha es un animal carnivoro cuya alimentacién se conforma de presas
vivas como: Invertebrados, peces pequefios y algunos animales terrestres. Come insectos, renacuajo,

crusticeos y gusanos que captura en el agua (Arregui, 2013).

La alimentacién en la crianza de truchas debe ser de alto valor nutritivo puesto que reemplaza
las necesidades de un pez carnivoro por naturaleza. En el mercado existen alimentos artificiales
balanceados elaborados de origen animal y vegetal, los principales son de proceso extruido y
pelletizado. La formulacidn del alimento y tasa de alimentacién diaria, se hace de acuerdo a los
requerimientos del pez, tomando como referencia determinados pardmetros como: tamafio, peso y
estadio sexual del animal. Por ejemplo, en estadio de alevines y pre juvenil necesitaran mayor
cantidad de proteina que en peces de mayor tamafio. Asimismo, el requerimiento de la grasa serd

mayor a medida que el pez desarrolle (Choquehuayta, 2008).

2.2.5. Parametros hidricos para crianza de truchas

Este espécimen se caracteriza por vivir en aguas de Optima calidad y cantidad. Habitan en
aguas cristalinas con elevadas concentraciones de oxigeno disuelto y a baja temperatura dependiendo
de la etapa de desarrollo, ademads con cierto movimiento de agua constante. La zona norte de la sierra
peruana es propicio para el cultivo de esta especie, debido a que los cuerpos de agua presentan las

condiciones antes descritas (de La Oliva, 2011).

Los parametros fisicos como la temperatura, oxigeno, transparencia, pH, turbidez, etc.,
pueden variar bruscamente a causa de posibles cambios climdticos. Los pardmetros quimicos, en
contraste son mucho mds estables y sus variaciones son minimas, salvo contaminaciones quimicas
externas. (Municipalidad de Ragash, 2009). La calidad de agua para la crianza de truchas en

acuicultura se puede apreciar en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Parametros fisicoquimicos de agua para crianza de truchas

Parametro Rango optimo
Oxigeno disuelto 6.0 - 8.5 ppm
Temperatura 9-14 °C

pH 6.6-7.9
Salinidad 0-35 ppt
Alcalinidad 80-180 ppm
Dureza total 60-300 ppm
CO2 <2 ppm
Amonio 0.012 mg/ 1
Nitrito <a0.55 mg/l
Solidos disueltos <400 mg/1
Solidos suspendidos <80 mg/l

Fuente: (FONDEPES, 2014; de la Oliva 2011)
2.3. Agente causal (Yersinia ruckeri)

2.3.1. Antecedentes histdricos

El aislamiento de Yersinia ruckeri se dio por primera vez durante la década de 1950 de
truchas arco iris (O.mykiss), en el Valle “Hagerman” de Idaho, EE. UU., aunque lograron posicionarlo
en la familia Enterobacteriaceae durante esos afos, no llegaron a especificarlo taxonémicamente.

(Rucker, 1966; Ross et al., 1966).

En el Peru se report6 el primer caso de Y. ruckeri en truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss),
durante un estudio sanitario en diferentes piscigranjas localizadas en la regién de Junin. (Bravo y

Kojagura, 2004).
2.3.2. Posicion taxonomica

Después de posicionarlo en la familia Enterobactericaeae, estudios de hibridacién del ADN
y determinacién de proporciones de guanina m4s citosina (G+C) lo confirmaron y ademds permitieron
incluirla dentro del género Yersinia. Este aislado presenté 47.5-48.5 % de G + C, difiriendo
claramente del género serratia 52—60% de G + C o salmonella 50-53% G+C y se encontré mas
cercano al género Yersinia 46-50% de G + C, sobre estas bases consideraron proponer una nueva
especie del genero Yersinia, llamandola Yersinia ruckeri (Ewing et al., 1978). Sin embargo,

posteriormente surgieron debates por su verdadera posicion taxondémica. Diferentes investigadores
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sefialaron que el perfil bioquimico de Y. ruckeri tiene mas similitud con los géneros Serratia y
Salmonella (Llewellyn, 1980; Zorriehzahra et al., 2017) ademads, pruebas seroldgicas de aglutinacion
comparativas con otras enterobacterias evidenciaron mas afinidad con Salmonella arizonae (Green 'y

Austin, 1983; Cueva, 2015).

Recientemente Kotetishvili ef al. (2005) utilizaron la tipificacién por secuencia de multilocus
(MLST) de varias cepas y determinarion que Yersinia ruckeri fue mas distante en términos genéticos
dentro del género Yersinia. A pesar de ello, la edicién del Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology (2005) incluye a este patégeno dentro del género Yersinia, manteniendo la posicién

taxondémica segun lo escrito por Ewing et al., 1978 observada en el cuadro 7.

Cuadro 7. Posicion taxonomica de Yersinia ruckeri

TAXONOMIA

Dominio Bacteria
Phylum Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Genero Yersinia
Especie Yersinia ruckeri

Fuente: Ewing et al., 1978

2.3.3. Caracteristicas microbiolégicas y perfil bioquimico

Yersinia ruckeri es una bacteria gram negativa anaerobio facultativo con extremos
redondeados que pertenece a la familia Enterobactericeae. Aproximadamente tienen un didmetro de
0,5-0,8 um y longitud de 1,0-3,0 um (Tobback et al,, 2007; Kumar et al., 2015). Ademas, este
microrganismo no posee capsula, ni forma endosporas aunque la mayoria presenta flagelos, algunas
cepas pueden dejar de ser funcionales a temperaturas inferiores a 9° C y otras no evidenciarse a 35°
C (Bastardo, 2011; Davies y Frerichs, 1989). Este microorganismo puede ser aislado en diferentes
medios a partir de diferentes drganos internos de peces enfermos (Cuadro 8). Las colonias incubadas
por 24-48 h a una temperatura de 22° C tendrdn un caracteristico color crema brillosa y un didmetro
entre 1-1,5 mm. Sin embargo, este patdgeno puede crecer en un rango amplio de temperaturas, siendo

la temperatura 6ptima de 28° C (Tinsley, 2010).
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Cuadro 8. Medios de cultivo para Yersinia ruckeri

Medio agar Referencia o autor

Agar Tripticasa de soya Stevenson y Daley, 1982

Agar nutritivo Secades y Guijarro, 2007
BHIA Arias et al., 2007
Agar sangre Columbia Gibello et al., 2004
Agar MacConkey Gibello et al., 1999

Fuente: (Tinsley, 2010)

Como en otros miembros de la familia Enterobacteriaceae, Yersinia ruckeri es fermentador
de la glucosa, oxidasa negativa y nitrato reductor (Ross et al., 1966), las caracteristicas bioquimicas
distintivas de otros géneros de Yersinia son la positividad con presencia de b-galactosidasa, lisina
descarboxilasa y ornitina descarboxilasa, mientras que son negativos cuando no producen H,S e indol.
Ademais es fermentador de glucosa y manitol en contraste con ramnosa, sacarosa, melibiosa, inositol
y la arabinosa que no se utilizan (Frerichs, 1984). Sobre este perfil bioquimico, Yersinia ruckeri puede

identificarse positivamente a partir de tablas de diagndstico y sistema de API 20 E (Tobback, 2007).

2.34. Sistema de tipificacion

Se ha categorizado diferentes cepas de este microrganismo en base a los biotipos, serotipos
y los tipos de proteinas de la membrana externa (OMP) (Tobback, 2007). Hasta la actualidad no hay
un procedimiento claro para diferenciar el biotipo 1 del biotipo 2, aparte de las pruebas de motilidad
y actividad de la lipasa (Tinsley, 2010) el biotipo 1 son positivas para la motilidad y la actividad de
la lipasa, mientras que las de Biotipo 2 son negativas para ambas pruebas (Strom-Bestor et al., 2010).

Las caracteristicas que se han descrito en literatura para ambos biotipos se presentan en el cuadro 9.

Cabe resaltar que la mayoria de epizootias y mortalidad por yersiniosis estdn causadas por
las cepas de biotipo 1 (Garcia et al., 1998; Arias et al., 2007). En el Perd, Lépez (2012) determind la
presencia de biotipo 1 y biotipo 2 en piscigranjas de la region de Junin. Posteriormente, Flores (2013)
identificé el biotipo 1 en las localidades de Junin y Huancavelica, mientras que ambos biotipos fueron

determinados en Ancash.
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Cuadro 9. Caracteristicas bioquimicas diferenciales entre cepas de Yersinia ruckeri

correspondientes al biotipo 1 y biotipo 2

Prueba bioquimica Biotipo 1 Biotipo 2
Motilidad + -
Reaccion Voges-Proskauer \% +
Prueba de rojo metilo v \%
Produccion de acido a partir de v v
sorbitol
Actividad de lipasa + -

Presencia de Gelatinasa

Crecimiento a 22 °C + +

+, - y v (variable) corresponde respectivamente a >80%, <20% y 21-79% de respuestas

positivas. Fuente: Tinsley, 2010

De grandis et al., (1988), demostraron que las cepas de las serovariedades I, II y III (incluidas
en el serotipo Ol) asi como las V y VI podian considerarse claramente cémo Y. ruckeri.
Posteriormente, Davies (1990) reconoci6 5 serotipos O (O1, O2, OS5, O6 y O7) basados en antigenos
O estables al calor. Hasta la actualidad Romalde et al.,(1993) realizaron una subdivision en cuatro
serotipos con diferentes subgrupos: el serotipo O1 se subdivide en dos subgrupos Ola (serovar I) y
O1b (serovar III) y el serotipo O2 (serovar II) en tres subgrupos O2a O2b y O2c. Los serotipos
restantes se nombraron como serotipo O3 (serovar V) y serotipoO4 (serovar VI). La clasificacién

hasta la actualidad se muestra en el cuadro 10.

Cuadro 10. Sistema de tipificacion hasta la fecha propuesto para Yersinia ruckeri

SEROTIPOS SEROTIPOS O-SEROTIPOS
De Grandis et al.,(1988) Davies (1990) Romalde er al.,(1993)
I 01 Ola
0O2a
11 02b
02 02c
11 01 O1b
A\ 05 03
VI 06 04
No Y.ruckeri o7 -

Fuente: Bastardo, 2012
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Davies (1991) identific6 5 tipos de proteinas de membrana externa (OMP tipos 1-5) entre
mas de 100 muestras utilizando la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sédico (SDS-PAGE). Posteriormente, Fouz et al., (2006) describié otra agrupacién clonal en funcién
del tipo de serotipo, biotipo y proteina de membrana externa (OMP) clasificandolo en 6 grupos

clonales principales, siendo itil para discriminar entre cepas de Yersinia ruckeri.

2.4 Yersiniosis o Enfermedad entérica de la boca roja (ERM)

La yersiniosis o también llamada enfermedad de la boca roja entérica (ERM), causada por
Yersinia ruckeri (Rucker, 1966) y es una patologia importante en la acuicultura mundial, en particular
para los salménidos y especialmente para la trucha arcoiris (O. mykiss) que es muy susceptible
(Furones et al., 1993). Las epizootias agudas pueden provocar mortalidades graves entre el 30-70%
segln el tamafio del pez, el estrés, la temperatura del agua y la susceptibilidad individual; ademats,

puede asociarse con la virulencia de la cepa (Furones et al., 1993; Noga, 2010).

2.4.1 Hospederos y distribucion geografica

Desde que Rucker, (1966) realizé el primer estudio de yersiniosis en truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) en los EEUU, posteriores trabajos evidenciaron que este patégeno fue hallado
en otras especies de peces en todo el mundo (Zorriehzahra, 2017). La enfermedad fue reportada en
Canadd, Europa, América del Sur, Oriente Medio, China, India y Australia (Tobback et al., 2007).
Ademas, se ha podido aislar en otras especies que no son peces, como la rata almizclera (Ondatra
zibethicus), las gaviotas (Larus spp.), las tortugas (Cheloniidae), los humanos (Homo sapiens) entre
otras (Tobback, 2007; Willumsen, 1989; Farmer et al., 1985; de Keukeleire et al., 2014), también se
ha aislado en fuentes alimentarias como leche, queso, pollo y carne picada (Ozdemir y Arslan, 2015).
En el cuadro se detallan las fuentes de aislamiento descritas para Y. ruckeri (cuadro 11). Estos
numerosos informes demuestran que Y. ruckeri tiene un amplio rango de hospederos y distribucién
geografica, y puede causar tanto epizootias como zoonosis (Kumar et al., 2015).

Cuadro 11. Presencia de Yersinia ruckeri aisladas en determinadas especies y alimentos

Fuente de aislamiento Pais Referencia o autor

Peces salmonidos:

Oncothnychus mykiss USA Rucker ef al., 1966
(Trucha arcofiris)
0. Kisutch (Salmon coho) USA McDaniel (1971)
0. tshawytscha (Salmon real) USA McDaniel (1971)
0. nerka (Salmon rojo) USA Dulin et al. (1976)
Salmo clarkii (Trucha USA McDaniel (1971)
garganta cortada)
S. gairdneri Canada McDaniel (1979)
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S. salar (Salmén del
Atlantico)

S. trutta (trucha comun)
Salvelinus fontinalis(Trucha
de arroyo)

S. malma (La trucha Dolly
Varden)
Thymallus thymalus
(Timalo)

Peces no salmonidos:
Notemigonus atherinoides
Coregonus artedii
Pimephales promelas
Coregonus peled
C. muskum
Acipenser sturio (esturion)
Scophthalmus maximus
Sparus aurata
Esoz lucius
Anguilla anguilla
Gobio gobio
Pollachius sp.
Soleidae sp.
Rutilys rutilus

Carassius auratus

Vectores:
Larus argentatus (gaviotas) ,
Larus marinus(

Pollachius virens (abadejo)

Otras fuentes accidentales:
Ondatra zibethica (rata de
agua)

Penaeus keraturus
Emys orbicularis (tortuga de
estanque europea)
Necturus maculosus
(Mudpuppy comiin)

Hombre (Homo sapiens)

Alimentos:
Leche, Pollo, queso y carne
picada

Canada
Canada

Canada
Canada

Italia

USA
Canada
Francia

Finlandia
Finlandia
Francia
Francia
Francia
Alemania
Francia
Francia
Francia
Canada
Irlanda

irlanda

Noruega

Noruega

USA

USA, Bélgica

McDaniel (1979)
McDaniel (1979)
McDaniel (1979)

McDaniel (1979)

Michel et al., 1986

Mitchum (1981)
Stevenson y Daly (1982)
Michel et al. (1986)
Rintamaki ef al. (1986)
Rintamaki ef al. (1986)
Vuillaume ef al. (1987)
Michel et al. (1986)
Michel et al. (1986)
McDaniel (1971)
Fuhrmann et al. (1984)
Vuillaume et al. (1987)
Michel et al. (1986)
Vuillaume et al. (1987)
McDaniel (1979)

McArdle y Dooley-Martyn
(1985)

Willumsen (1989)

Willumsen (1989)

Stevenson y Daly (1982)

Sullivan (1981)
Nowakiewicz et al. (2015)

Standish, 2018

Farmer et al. (1985);
Keukeleire et al. 2014

Ozdemir y Arslan, 2015
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2.4.2 Transmision

La transmisiéon de la yersiniosis es principalmente horizontal, esto quiere decir que la
transmision se da de un pez enfermo a un pez sano por contacto directo, teniendo como medio de
diseminacion el agua asi como peces portadores asintomaticos (Rucker et al., 1966). La propagacion
de este patégeno se ha relacionado con vectores potenciales, incluyendo aves e invertebrados

acuaticos (Willumsen, 1989).

Busch y Ling (1975) demostraron la presencia Yersinia ruckeri en intestino delgado, hasta en
un 25% de truchas portadoras sobrevivientes. Ademads, factores estresantes importantes como la
temperatura elevada, puede desencadenar una transmision eficaz de peces portadores asintomaticos
a peces sanos (Hunter ez al 1980). Ademds, se comprobé que siendo portador de yersiniosis pueden

sobrevivir 2 meses después de infecciones experimentales (Tobback, 2007).

Este microorganismo es capaz de permanecer infectivo en el medio acudtico, en las heces
pueden estar presentes en ciclos de 36 a 40 dias (Tinsley, 2010; Rodgers, 1992) o hasta 4 meses
(Busch y Ling, 1975). También se ha recuperado en lodo de aguas residuales y bilis humana (Farmer
et al., 1985). Ademds, Coquet et al., (2002) aisl6 Yersinia ruckeri de materiales usados en tanques de
piscifactorias, demostrando la capacidad de colonizacién de este patdgeno formando biopeliculas

(biofilm), la cual puede ser una fuente de infeccidn recurrente durante largos periodos de tiempo.

La transmision vertical no se ha demostrado con certeza (Tinsley, 2010), aunque se report6 Yersinia
ruckeri en huevos no fertilizados de salmon Chinook (Oncorhynchus tshawtscha), siendo una
posibilidad de transmisién, sin embargo no se evidencio mds pruebas de este trabajo (Sauter et al.,
1985). Estudios recientes evidenciaron ADN de Y. ruckeri en fluidos ovéricos y huevos no
fertilizados de la especie mencionada anteriormente, indicando una transmision vertical de yersiniosis

de parte de las hembras hacia sus crias (Richard et al., 2014).

2.4.3 Patogénesis

Ohtani (2014), mediante inmunohistoquimica y tomografia de proyeccién Optica se
determiné que Yersinia ruckeri presenta la primera via de infeccion en las lamelas secundarias de las
branquias luego se propaga al sistema sanguineo teniendo como vias secundarias piel e intestino.
Todos estos érganos presentan una capa mucosa que sirve de barrera fisica primaria, presentando
componentes como mucina y glicoconjugandos las cuales sirve de adhesién para este patdgeno
logrando la penetracién en tejidos mas profundos y en musculos (Smith et al., 2003).

Las bacterias pueden penetrar el epitelio branquial, que por estar altamente vascularizado

puede diseminarse facilmente a todo el cuerpo del pez (Ling ef al., 2001). La piel es una barrera
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protectora mds gruesa y compacta que las branquias o el intestino. Sin embargo, lesiones previas
pueden facilitar la penetracion epitelial o endocitosis del patégeno invadiendo al sistema sanguineo
y linfatico (Spanggaard et al., 2000; Olsson et al. 1996). La colonizacién del intestino puede ocurrir
por el consumo de alimento o agua contaminado con el patégeno, en infeccién experimental por
inmersion el intestino puede ser el primer 6rgano afectado (Bastardo, 2012; Méndez, 2012).

Al igual que otras enfermedades bacterianas septicémicas, Y. ruckeri causa hemorragia generalizada
en los érganos externos e internos. Se ha observado tropismo tisular por yersinosis en érganos
hematopoyéticos, incluidos rifién anterior y posterior, higado y bazo. Pero en las formas crénicas o
agudas de Yersiniosis, se observaron cambios histopatolégicos en otros érganos como el estdémago,
intestino, ciegos pildricas, pancreas, vejiga natatoria, musculos del cuerpo y otros tejidos (Fadaeifard

et al., 2014; Zorriehzahra et al., 2009).

2.4.4 Respuesta inmune contra Y. ruckeri

Es importante conocer los mecanismos inmunolégicos de los peces contra patdégenos
bacterianos, ya que es una herramienta que nos permite controlar y prevenir enfermedades futuras.
Similar al mamifero pueden dividirse en sistema inmunitario innato o especifico y sistema

inmunitario adaptativo o inespecifico (Ellis, 1999; Toddbeck et al., 2007)

Segiin Raida y Buchmann (2008) el sistema inmune especifico es la primera barrera de
proteccion contra yersiniosis. Los neutrdfilos y los macréfagos estan involucrados en la envoltura e
internalizacién de las bacterias, matdndolas mediante el proceso de la explosion respiratoria, también
se ha observado una respuesta inflamatoria a Y. ruckeri en la cavidad corporal de la trucha arcoiris
(Afonso, 1988; Neumann et al., 2001). Ademds, los macréfagos también pueden producir 6xido

nitrico, que es un importante compuesto antibacteriano para Y. ruckeri (Campos-Pérez et al., 2000).

Estudios de Niveles de expresion génica de los genes CXCd, citoquina, quimiocina,
interleucina, receptor celular, inmunoglobulina, SCOS y CISH se han medido como resultado de la
exposicién con cepas Y. ruckeri biotipo 1 (Wiens, 2006; Chettri, 2011) y las cepas Y. ruckeri biotipo
2 utilizando técnicas cuantitativas por PCR en tiempo real (Wiens y Vallejo, 2010; Evenhius, 2012).
Los descubrimientos recientes sugieren que la produccion de anticuerpos especificos contra Y. ruckeri

puede desempefiar un papel en la proteccion contra la enfermedad (Raida, 2011).

2.4.5. Signos clinicos y hallazgos patolégicos
La yersiniosis en peces es una enfermedad septicémica que presenta la forma aguda y
cronica. La forma aguda tiene més incidencia en la etapa de alevinaje y en periodos de aumento de

temperatura de agua, a diferencia de la forma crénica que se da en peces de mayor edad. Como otras
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septicemias bacterianas no hay signos clinicos especificos para esta enfermedad. Las hemorragias
alrededor de la cavidad oral y signos patolégicos a nivel intestinal llevaron a darle el nombre de
Enfermedad Entérica de la Boca Roja, ERM (Enteric Redmouth Disease), aunque estos signos no son

siempre evidentes (Tobback, 2007).

Presentan signos clinicos tipicos de una enfermedad septicémica bacteriana, como
hemorragias subcutdneas en toda la superficie del cuerpo, base de las aletas, linea lateral y cabeza.
(Tobback, 2007; Avci y Birincioglu, 2005; Seker et al., 2011). También pueden observarse
hemorragias orbitales, que se ven como anillos hemorrdgicos y pueden estar acompafiados con

exoftalmia (Zorriehzahra, 2017; Horne y Barnes 1999; Avci y Birincioglu, 2005).

Ademads algunos signos observables reportados en diversos estudios fueron comportamiento
letargico, nado errético, inapetencia, anorexia, abdomen distendido, anorexia y oscurecimiento de
piel (Carson y Wilson, 2002, Tobback, 2007; Seker et al., 2011; Woo y Bruno, 2011; Zorriehzahra,
2017). Seker et al., (2011) también consideré que la hemorragia del poro anal acompafiado de

prolapso anal, podria ser un signo especifico de yersiniosis.

Las hemorragias petequiales internas a nivel superficial en musculatura lateral, higado, ,
ciegos pildricos, pancreas y vejiga natatoria , generalmente estdn presentes. El bazo, se observa de
mayor tamafio y se torna mas opaco. Hay una enteritis con acumulacién de liquido espeso, opaco y
purulento. El intestino posterior puede encontrarse hemorragico y llenarse con un liquido amarillento

opaco. (Horne y Barnes, 1999; Tobback, 2007).

Entre los hallazgos histopatoldgicos se describe una septicemia general con respuesta
inflamatoria en la mayoria de érganos, particularmente en 6rganos vascularizados como son rifién,
bazo, higado, corazén y branquias (Rucker, 1966; Tobback, 2009). También es posible encontrar
cambios histopatoldgicos en estdmago, intestino, ciegos pildricos, pancreas vejiga natatoria y

musculo (Zorriehzahra et al., 2009; Fadaeifard et al., 2014).

En rifién puede estar afectado tanto la parte anterior como la posterior. Observandose
congestion sanguinea, nefritis glomerular, tibulos renales degenerados y en regeneracién, aumento
de melanomacréfagos y hasta necrosis en ambas regiones (Horne y Barnes, 1999; Tobback, 2007;

Tobback et al., 2009; Woo y Bruno, 2011).

El higado afectado puede presentar lipidosis de los hepatocitos, necrosis (Tinsley, 2010), en
branquias, es notable encontrar edema, hiperemia, descamacion de lamelas secundarias, hipotrofia e

hiperplasia epitelial y lamelar (Adel et al., 2014; Tobback, 2009).
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Figura 7. Hallazgos patoldgicos de truchas arcoiris infectada experimentalmente con Yersinia
ruckeri, 2018. A: hemorragias en base de aletas (flechas negras); B: Hemorragia en cavidad oral
(flecha naranja); C: hemorragia en intestino posterior (flecha azul); D: Congestién hepdtica (flecha

roja) con esplenomegalia (flecha verde)
2.4.6 Diagnostico

Se han utilizado diferentes métodos de diagndstico para Yersinia ruckeri, entre ellos estdn el
aislamiento microbioldgico, serologia, perfil bioquimico, estudios de histopatologia y técnicas de
biologia molecular (Kubilay y Timur, 2001; Altinok et al., 2001; Bastardo et al., 2012; Kumar et al.,
2015).

El aislamiento microbiolégico es un método fenotipico tradicional que ain se emplea de
manera rentable para diagnosticar infecciones por yersiniosis (Tinsley 2010; Austin et al., 2003). Se
toman muestras de bazo, corazén y preferiblemente rifién anterior, los cuales se pueden sembrar en

medios de cultivos simples, como agar sangre, agar triptona y agar tripticasa de soya (TSA)

incubdndolos a 20-28°C durante 24 a 48 horas. Estos cultivos desarrollaran colonias blanquecinas
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opacas caracteristicas de Yersinia ruckeri con un didmetro de 2-3 mm (Tobback, 2007; Noga, 2010;
Zorriehzahra, 2017). Asi mismo, pueden crecer en agar Mac Conkey y xilosa lisina desoxicolato
(XLD) o preferiblemente agar de desoxicolato de ornitina de ribosa (ROD), este tltimo puede detectar
yersiniosis en heces de peces portadores distinguiéndo los biotipos 1 y 2, debido a las pocas colonias
evidenciadas en la placa de cultivo (Tinsley, 2010). El medio shotts- waltman, es muy util en los
aislados de América del norte, es un medio selectivo basado en la hidrélisis positiva de Tween 80 y
la fermentacién negativa de sacarosa para este patdgeno, pero no es tan eficaz en la identificacion de

aislados en otras dreas geograficas (Waltman y shotts, 1994; Austin y Austin 2007; Noga, 2010).

Este patégeno también puede identificarse utilizando caracteristicas bioquimicas como el
método de identificacion API 20 E, la cual es usada de forma rutinaria con fines de identificacién
rapida (Tinsley, 2010). Sin embargo, se han producido problemas cuando analizan el biotipo 2 o
nuevos biogrupos, ademads podria detectar falsos positivos con Hafnia alvei (De Grandis et al., 1988;

Austin et al., 2003).

El diagnostico por lesiones histopatoldgicas es un método de apoyo respecto a la falta de
signos especificos de yersiniosis (Zorriehzahra, 2017). Diversos estudios determinaron cambios

histopatolégicos importantes como los ya mencionados anteriormente.

También puede detectarse eficazmente con procedimientos inmunolégicos como ELISA,
prueba de aglutinacién y ensayo de inmunofluorescencia de anticuerpos indirectos (IFAT) (Smith, et

al., 1987; Woo y Bruno, 2011).

Las técnicas moleculares usadas incluyen el polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) (Garcia et al., 1998), la amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP)
(Saleh, 2008) y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Gibello et al., 1999; Lejeune y
Rurangirwa, 2000 Altinok, 2001).

La PCR es una prueba de diagnéstico simple y rdpida basada en la amplificacion selectiva de
un fragmento de ADN del gen 16S rRNA de Y. ruckeri en tejidos de peces infectados o suspensiones
bacterianas puras. Este método es mds répido y especifico que el aislamiento microbiolégico o API
20 E respectivamente. La duracion de la técnica puede ser en promedio 8 horas en contraste con el

aislamiento microbiolégico que puede extenderse de 2 a 3 dias (Gibello et al., 1999)

Otros estudios determinaron mediante la técnica de qPCR, detectar niveles bajo de Y. ruckeri
en muestras de heces fecales, siendo una alternativa no invasiva que sirve para la deteccion contra la

yersiniosis asintomdtica (Ghosh et al., 2018).
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2.4.7. Prevencion y control
2.4.7.1. Antibioterapia

El uso de agentes antimicrobianos se ha implementado en la acuicultura para el tratamiento
de patégenos bacterianos desde hace varios afios. Desafortunadamente, solo se usa limitados tipos
de antibidticos de manera rutinaria, lo que posiblemente conllevé a facilitar la resistencia de
antibiético. (Kumar et al., 2015). Los antibidticos usados con mas frecuencia para controlar la
yersiniosis en acuicultura son 4cido oxolinico, oxitetraciclina, sulfametazina, cloranfenicol,

sulfonamida potenciada (Bullock et al., 1983) y mas recientemente florfenicol (Michel, 2003).

Los microorganismos patégenos pueden ser transmitidos a través del agua. Por lo tanto, la
desinfeccién es dificil o como en el medio marino, incluso imposible. Ademds, los efectos
secundarios y los riesgos asociados con la quimioterapia redujeron el uso de antibiéticos al uso

terapéutico, e incluso a limitarlos (Gudding et al., 2013).

Rucker (1966) describi6 los primeros tratamientos con sulfametazina durante 5 dias, seguido
de tres dias de administracion de cloranfenicol u oxitetraciclina. Posteriormente (Bullock et al.,
1983), uso una sulfonamida potenciada como tratamiento para casos experimentales y naturales en
truchas arcoiris (O. miykiss) y salmon chinook (Oncorhynchus tshawytscha) con resultados efectivos.
Por otro lado, Rodgers y Austin (1983) utilizaron 4cido oxolinico para la profilaxis y el tratamiento

de la yersiniosis en la trucha arcofris.

Sin embargo, diversos estudios in vitro reportaron que Y. ruckeri desarrolla resistencia contra
el 4cido oxolinico, la oxitetraciclina y la sulfonamida potenciada (Rodgers, 2001). As{ mismo, este

microorganismo es resistente natural al antibiético holomicina (Qin ef al., 2013).

2.4.7.2. Vacunacion

Se ha desarrollado una vacuna de forma eficaz contrala yersiniosis en acuicultura, compuesta
por células bacterianas muertas por formalina. Comercializada desde 1976, fue la primera enfermedad
de peces en obtener una vacuna, estas pueden ser suministradas por inyeccion, via oral, pulverizacién
e inmersion; brindando niveles 6ptimos de proteccion (Bastardo, 2012). Palm et al., (1998) comprobd
que la vacunacién via intraperitoneal (IP) proporciona mejores niveles de proteccion. Sin embargo,
todavia se necesita investigacion, particularmente en vista de la reducida eficacia contra los aislados

de Y. ruckeri biotipo 2. (Tinsley, 2010)

El desarrollo de una vacuna bivalente con el uso de formalina biotipos inactivados 1 y biotipo
2 de Y. ruckeri que proporcionan una buena proteccién contra las cepas biotipo 2 en truchas arcoiris

(0. mykiss) (Tinsley et al. (2011) y Deshmukh et al. (2012). En el Pert, se ha documentado una
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vacuna compuesta por células bacterianas muerta contra Y. ruckeri, administrada por inmersioén e IP
demostrando tener buenos resultados en condiciones experimentales (Cueva, 2015). Recientemente,
Marana et al., (2019) desarrollo una vacuna multicomponente contra tres enfermedades bacterianas
(yersiniosis, furunculosis, vibriosis) en condiciones experimentales. Demostrando que la vacuna
produjo respuestas de anticuerpos especificos en truchas contra los diferentes antigenos bacterianos

y expresion regulada de genes que codifican SAA, C3, IL-18, IL-6, IL-8, IgD y MHCII.

Otros estudios determinaron que el uso de vacunas vivas atenuadas contra patégenos
bacterianos en peces brindé mayor proteccién que las bacterinas muertas utilizadas en la actualidad.
La vacuna viva de Y. ruckeri aroA es un mutante atenuado, que ha demostrado ser eficaz en truchas
arcoiris (Oncorynchus mykiss) (Temprano et al., 2005). Sin embargo, se debe tener cuidado en el
uso de vacunas vivas porque puede facilitar la propagacidn de esta bacteria en ambientes acuaticos.
Es necesario tener mds estudios precisos de los peligros potenciales que pueda tener este tipo de

vacunacion (Vivas et al., 2004).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Tiempo, lugar y tipo de estudio

El estudio de patogenicidad experimental, procesamiento y andlisis de muestras se realizaron
desde marzo hasta setiembre del 2018. La preparaciéon del inoculo bacteriano, necropsias,
procesamiento y andlisis de muestras microbioldgicas, histopatoldgicas y moleculares se llevaron a
cabo en la Seccion de Ictiopatologia del Laboratorio de Embriologia, Histologia y Patologia Animal
de la Facultad de Medicina Veterinaria, UNMSM. Ubicada en el distrito de San Borja, Lima-Pert.
La recepcion, acondicionamiento y estudio de patogenicidad de las truchas se realizaron en la unidad
de crianza experimental de dicha seccidn. El tipo de estudio realizado fue descriptivo, longitudinal,

experimental y prospectivo.

3.2 Animales de estudio, transporte, aclimatacién y chequeo sanitario

Para el presente estudio se utilizaron 120 alevinos de trucha arcoiris (O. mykiss) provenientes
de una piscigranja localizado en la provincia de Canta, departamento de Lima, aparentemente sanos
con antecedentes de estar libre de cualquier enfermedad. Los peces fueron traidos con 3 meses de
edad, peso promedio de 7,5 g y longitud promedio de 8,6 cm. Las truchas fueron transportadas en
dobles bolsas plasticas de polietileno con capacidad de 50 1, llenadas con 1/3 de agua y 2/3 de
oxigeno artificial, posteriormente la bolsa fue sellada con doble liga en la parte superior y ademds en
los extremos inferiores para que los peces no se introduzcan en esos vértices. Finalmente la bolsa con
los peces fueron colocados en una caja de tecnopor con geles refrigerantes debajo de las bolsas para
mantener la temperatura fria y oxigenacidon durante todo el recorrido, segtn los procedimientos de
transporte de peces vivos recomendado por Berka (1986). Luego los peces fueron trasladados a la
unidad de crianza experimental en un acuario de 500 | de capacidad previo acondicionamiento del
agua y desinfeccidn del drea. Posteriormente, fueron aclimatados por 1 semana, durante ese periodo
se analizaron 20 peces al azar para descartar la presencia de Y.ruckeri u otro patégeno, para esto se
realizé la necropsia segtin la metodologia de De los Monteros y Labarta (1988). Previa sedacion con
eugenol en inmersiéon a una dosis de 100 mg/ 1 (Ross y Ross, 2008) y posterior corte medular

recomendado por la CCAC (2010).

Se colocé al pez en bandejas de pléstico cerca a la flama del mechero de Bunsen,
seguidamente se desinfecté externamente al espécimen con alcohol al 70 % y se cortd la aleta
pectoral. Luego se colocd al espécimen sobre su lado derecho y se hizo una incisién con un bistur{
en la zona inferior de la aleta cortada, después con una tijera estéril se corté desde el punto de incisién
hasta la zona dorsal (bordeando la zona opérculo) hasta encontrar cierta resistencia. De manera

aséptica se hizo un corte a lo largo de la linea media ventral desde la altura de la linea pectoral hasta
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el poro anal, seguido, se levanté la zona cortada con ayuda de pinzas para cortar la porcién de pared
corporal separandola de la masa visceral. Una vez expuesto los érganos de la cavidad abdominal se
registraron las posibles lesiones encontradas y se realiz6 el aislamiento bacteriano a partir de rifién y
bazo, con un ansa estéril se hizo la siembra mediante estrias en placas de agar tripticasa de soya (TSA)

incubdndolos a 24°C por 48 horas.

3.3 Manejo del sistema de crianza experimental

Para la recepcién y mantenimiento de los peces se utilizé un acuario de 500 1 de capacidad
con su propio sistema para simular el ambiente de las truchas y para el estudio experimental se usé
un sistema de recirculacion de agua la cual conectaba a 5 acuarios con capacidad de 70 1 cada una,
estos ultimos ubicados en fila de manera dependiente recirculando constantemente con los otros
acuarios, equipados con un sistema de enfriamiento de agua, termometros, filtros mecanicos y
difusores de aire. Se alimentaron a los peces de acuerdo a su talla, peso y temperatura con una racién
de 4.2 % de su peso vivo segtn el alimento comercial utilizado, por 3 veces al dia. También, se
evaluaron diariamente los pardmetros fisico-quimicos del agua con un kit comercial antes y durante

el experimento (cuadro 12).

Durante el estudio se utilizé alcohol al 70% para la desinfeccién de manos e hipoclorito de
sodio para la limpieza de materiales de acuario (jarras, mallas, pediluvios, mangueras, entre otros),
ademads se rotularon los instrumentos para cada acuario. Al termino del estudio, se usé hipoclorito de
sodio a una concentracién de 6 g /l para la desinfeccién total de la instalacién a fin de evitar la

diseminacién del agente (Thibaut ,2009).

Cuadro 12. Pardmetros fisicoquimicos del agua utilizados en el sistema de crianza experimental y

en el estudio de patogenicidad

Parametro Valor promedio
Temperatura 11°C
Oxigeno disuelto 7,8 ppm
pH 7.7
Amonio 0,45 mg/l
Nitrito 0,010 mg/1
Dureza total 295 ppm
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3.4. Preparacion del inoculo bacteriano

Se us6 una cepa de Y. ruckeri proveniente de Puno con una mortalidad alta (>60%), aislada
de bazo y rifién de alevinos de truchas arcoiris (O. mykiss) que presentan signos clinicos evidentes,
confirmada por andlisis microbiolégico y molecular. Esta cepa fue preservada en glicerol al 30%
mezclado con caldo de tripticasa de soya (TSB), ambas a la misma proporcién. Mantenidas en
crioviales a una temperatura de congelaciéon de -20 °C segin lo recomendado por (Kumar et al.,

2013) adecuado para el laboratorio.

Para la reactivacién bacteriana se retird el criovial de congelacion, se dejé descongelar a
temperatura ambiente, seguidamente con el ansa en punta previamente flameada se transfirié la
muestra bacteriana a caldo TSB incubando 48 horas a 24 °C para luego sembrar en agar tripticasa
de Soya (TSA) incubado a las mismas condiciones. Posteriormente, se evidencio colonias bacterianas
caracteristicas de Y. ruckeri. Estas colonias se suspendieron en tampdn de fosfato salino (PBS) hasta
llegar a una concentracién de 1,2 x 10° UFC/ml segiin escala de Mc Farland. A partir de esta

concentracion se realizé diluciones decrecientes en base 10 para obtener los indculos bacterianos.
3.5. Diseifio experimental

Los peces restantes se distribuyeron aleatoriamente en cinco grupos experimentales, con 20
peces por grupo, cuatro retados y un grupo control. Se sometieron a ayuno de 24 horas, seguidamente
los peces fueron anestesiados en un acuario conteniendo agua y eugenol en inmersion a una dosis de
100 mg/ 1 (Ross y Ross, 2008) durante aproximadamente 5 segundos hasta observar que el animal
pueda ser manipulado. Luego se inoculo al grupo control PBS y a cada grupo retado una dilucién
sucesiva de la cepa de Y. ruckeri procedente de Puno a diluciones decrecientes de 1x108, 1x107, 1x10°
y 1x10° UFC/ml, medidas segiin la escala de Mc Farland (Cuadro 13). Se inyecté 0.1 ml de las
diluciones bacterianas via intraperitoneal (IP), en la linea media ventral entre las aletas pectorales, a
una distancia equivalente al largo de las aletas pélvicas proyectadas cranealmente (Thibaut, 2009)
usando jeringas de tuberculina. Por otro lado, los peces del grupo control fueron inoculados con PBS
estéril. Cabe recalcar que los peces del grupo control fueron mantenidos en una fila distinta al de los

grupos retados, sin compartir sistema de recirculacion.
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Cuadro 13. Distribucion de grupos experimentales, diluciones bacterianas de Y. ruckeri, volumen

inoculado y via de administracién.

Numero Volumen Concentracion Dilucion
Grupo Inoculacién Via
de peces inoculado UFC/ml bacteriana/pez
Control | 20 PBS 0.1 ml ' - P
Tl 20 Y. ruckeri 0.1 ml 1,2x10° 1,2x10* UFC IP
12 20 Y. ruckeri 0.1 ml 1,2x10° 1,2x10° UFC 1P
T3 20 Y. ruckeri 0.1 ml 1,2x107 1,2x10° UFC 1P
T4 20 Y. ruckeri 0.1 ml 1,2x10° 1,2x10” UFC IP

Figura 8. Método de inoculacion bacteriana via intraperitoneal

3.6 Evaluacion de la patogenicidad
Se monitored diariamente a los peces post-inoculacién de Y. ruckeri procedente de Puno y se
registraron los signos clinicos, lesiones externas e internas, % morbilidad y % mortalidad en un

transcurso de 20 dias.

38



3.7 Analisis microbiolégico y molecular de Yersinia ruckeri

Los peces con mortandad reciente (lapso de 1 hora maximo) y sobrevivientes del estudio,
fueron llevados al laboratorio para registrar posibles lesiones macroscpicas y realizar la necropsia
segun la técnica recomendada por Espinosa de los Monteros y Labarta (1988). Posteriormente, a partir
de bazo y rifién, con un ansa estéril se hizo la siembra mediante estrias en placas de agar tripticasa de
soya incubdndolos a 24°C por 48 horas, aisldndose e identificindose a las colonias presuntivas de Y.

ruckeri, mediante caracteristicas morfoldgicas, tinciéon Gram y pruebas bioquimicas convencionales.

Para confirmar la infeccion por Y. ruckeri se us6 PCR convencional de las colonias
bacterianas aisladas de bazo y rifién de todos los grupos desafiados (grupo T1, T2, T3, y T4) segtn

el protocolo (Anexo 1).

3.8 Procesamiento histopatolégico

Para la evaluacién de las lesiones histopatoldgicas producidas por las diluciones de Y. ruckeri
procedente de Puno, se tomaron muestras de tejidos de rifion, bazo, intestino posterior, musculo,
higado y branquias de peces muertos y sobrevivientes del estudio. Todas las muestras fueron
preservadas en formol al 10% para luego ser deshidratadas, aclaradas e incluidas en bloques de
parafina. Posteriormente se realizaron cortes de 5-6um de grosor con un micrétomo, estos se

montaron sobre ldminas portaobjetos, para teflirse con hematoxilina y eosina (H-E).
3.9 Analisis de datos de las lesiones histopatolégicas

Las lesiones histopatoldgicas fueron clasificadas por lesiones para cada érgano, segin lo
establecido por Reimschuessel ef al. (1992) modificada por el laboratorio para anteriores estudios en
truchas arcoiris, tal como se muestra en el ejemplo del cuadro 14. Estas lesiones fueron clasificadas
de acuerdo al grado de afeccion segln su extension, los resultados se evaluaron estadisticamente
usando andlisis de frecuencia, con la finalidad de indicar el porcentaje de cada variable relacionado

al total de la poblacion.
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Cuadro 14. Clasificacion de la presencia de necrosis en rifién de acuerdo a severidad y extension

ORGANO: RINON
GRADO SEVERIDAD EXTENSION
Multifocal, hasta 25% aproximadamente de

1 Escasa presencia de necrosis
toda la muestra.
: : Multifocal, por encima de 25% hasta 50%

1I Leve presencia de necrosis :

aproximadamente de toda la muestra.

) : Difuso, por encima del 50% hasta 75%

I Moderada presencia de necrosis B

aproximadamente de toda la muestra.

Difuso, por encima de 75% hasta

v Severa presencia de necrosis aproximadamente el 100% de toda la

muestra.
Fuente: Reimschuessel et al., 1992

3.10 Consideraciones éticas

La aplicacién de eugenol para anestesia y sedacion en peces es un método eficaz, seguro y
de bajo costo para la toma de muestra, manejo y transporte en peces (Ross y Ross, 2008). Su uso en
bafios de inmersién como anestésico inicial hasta el punto de perdida de equilibrio, seguida de un

método fisico como la seccidon medular para causar eutanasia es recomendado por la CCAC (2010).
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Iv. RESULTADOS

4.1. Signos clinicos y Lesiones macroscopicas (internas y externas)

Los signos clinicos durante los 20 dias del estudio (cuadro 15) iniciaron al 3 ° dia ,
evidencidndose con mayor frecuencia melanosis (73.5 %), anorexia (60 %) y letargia (48.75%) para
el grupo T4 yal 6 ° , 8 °, 11 ° dia post-infeccién para los grupos T3,T2 y T1 respectivamente. En
cuanto a los signos de dilatacién abdominal (41.25 %) y nado erratico (37.5%) comenzaron al 6 ° dia
para el grupo T3 y T4, seguido al 11° dia para los grupos T1 y T2. Por ultimo la exoftalmia (7.5%)

fue presentada en el 7° y 11 ° dia post-infeccién sélo en el grupo T3 y T4 respectivamente (Cuadro
18).

Las lesiones macroscopicas (externas e internas) mas frecuentes encontradas a la necropsia,
fueron hemorragia en base de las aletas, esplenomegalia, hemorragia en intestino posterior y
hemorragia en cavidad oral. Seguido de hemorragia ocular, hemorragia en vejiga natatoria y
congestion hepatica con menor frecuencia. En el grupo C, no se registraron lesiones macroscépicas.

En cuanto a signos clinicos solo se observo melanosis en un 60% (12/20) (Cuadro 16).

Cuadro 15. Frecuencia de signos clinicos en los diferentes grupos experimentales inoculados IP

con cepas de Y. ruckeri procedente de Puno.

el R T e P b
Melanosis 14 14 13 18 59 80 73.75
Anorexia 10 13 12 13 48 80 60
Letargia 3 8 14 14 39 80 48.75
zﬁﬁ‘;’; 7 7 6 13 33 80 41.25
JNado 3 9 8 10 30 80 37.5
Exoftalmia 0 0 2 4 6 80 7.5

C: Control; T1: 1,2x10%; T2: 1,2x10°%; T3: 1,2x107; T4: 1,2x10* UFC/ml
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Cuadro 16. Frecuencia de lesiones macroscdpicas (internas y externas) en los diferentes grupos

experimentales inoculados IP con cepas de Y. ruckeri procedente de Puno.

Lesion
. TOTAL TOTAL FRECUENCIA
internas y T1 T2 T3 T4 CASOS ANIMALES (%)
externas
Hemorragiaen , 5 g g 63 80 78.75
base de aletas
Esplenomegalia 10 14 16 20 60 80 75
Hemorragia en
intestino 10 9 10 10 39 80 48.75
posterior
Hemorragiaen 2 7 12 21 80 26.25
cavidad oral
Hemorragia ) 2 9 10 21 80 26.25
ocular
Hemorragiaen 3 3 7 14 80 17.5
vejiga natatoria
Congestion 0 3 3 4 10 80 12.5
hepética
C: Control; T1: 1,2x10°%; T2: 1,2x10°%; T3: 1,2x107; T4: 1,2x10° UFC/ml
4.2. Mortalidad

Las mortalidades de las truchas arcoiris post-infeccion con Y.ruckeri para el grupo T4
empezaron al 5° dia, diferencidndose de los grupos T3, T2 y T1 que fueron al 8°,12° y 15° dia post-

infeccién respectivamente.

Finalizado los 20 dias de estudio, se registré una mortalidad del 100% solo para el grupo T4
hasta el décimo dia, 30% para el grupo T3, 20% para el grupo T2 y 10 % para el grupo T1. No se

registraron mortalidades en el grupo control C.

Ademds, con el registro de mortalidad se calculé la DL50 (dosis letal media) similar a la

metodologia que uso Meixner (2007), segtin el protocolo (Anexo 2).
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Cuadro 17. Mortalidad de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) post- infeccién con la cepa Y.

ruckeri inoculadas IP en los diferentes grupos.

Dias post-
infeccion C T1 T2 T3 T4

[
1
1
1
1
1

o XN NN AW N
1
1
1
1
[\8)

-~ vl R e
1 1 1 1 1 1
() 1 1 1 1 1
1 1 1 o) 1 1
1 1 1 1 1 1
! ! ! 1 ! o)

16 - - 1 2 -

17 - - - - -
18 - - 1 2 -
19 - - - - -
20 - - - - -
TOTAL 0 2 4 6 20
MORTALIDAD 0% 10% 20% 30% 100 %
C: Control; T1: 1,2x10°%; T2: 1,2x10%; T3: 1,2x107; T4: 1,2x10* UFC/ml
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Cuadro 18. Morbilidad post- infeccién de los grupos experimentales con cepas de Y. ruckeri

provenientes de Puno a diferentes dosis.

Dias post-
infeccion C T1 T2 T3 T4
1 R - - R -
2 R - - R -
3 - - - - 4
4 - - - - 4
5 - - - - 5
6 - - - 2 3
7 - - - 4 4
8 - - 4 3 -
9 - - 7 3 -
10 - 4 2 2 -
11 - 2 2 3 -
12 - 2 2 3 -
13 - - 1 - -
14 - - - - -
15 - - - - -
16 - - 1 - -
17 - - 1 - -
18 - 3 - - -
19 - 3 - - -
20 - 2 - - -
TOTAL 0 16 20 20 20
MORBILIDAD 0% 80% 100% 100% 100%

C: Control; T1: 1,2x10°%; T2: 1,2x10°%; T3: 1,2x107; T4: 1,2x10° UFC/ml

4.3. Confirmacion del analisis microbiolégico y molecular

Las colonias bacterianas obtenidas mediante cultivo microbiolégico de todos los peces
muertos y sobrevivientes de los grupos retados (T1, T2, T3 y T4) presentaron morfologia circular
blanquecina opaca con un didmetro de 2-3 mm sugerente de Y. ruckeri. Se determiné que el
microrganismo era bacilo Gramnegativo y las pruebas bioquimicas resultaron caracteristicas de
yersiniosis, tal como lo muestra la figura 9 y cuadro 19. Cabe resaltar que en el grupo C no se observé

crecimiento de colonias bacterianas.
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Figura 9. Caracteristicas microbiolégicas de una cepa de Yersinia ruckeri procedente de
Puno, 2018. A. Colonias bacterianas aisladas de truchas infectadas experimentalmente con Y.

ruckeri .B. Bacilo cortos Gramnegativo correspondientes a los aislados bacterianos

Cuadro 19. Caracteristicas bioquimicas de una cepa de Y. ruckeri procedente de Puno

Prueba bioquimica Resultado

Produccion de :
Oxidasa -
Catalasa +
Hgs -
Indol -
Lisina descarboxilasa
motilidad
Test de rojo metilo -
Reduccién de nitrato +
Reaccién Voges- Proskauer -
Urea -
Degradacion de :
Glucosa +
Lactosa -
Sacarosa -
Manitol +
Produccién de acido a partir de :
Esculina -
ADN -
Gelatina +
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Los resultados analizados por PCR convencional mostraron una banda positiva (banda de 575
pb) del genoma de Y. ruckeri obtenidas de colonias bacterianas aisladas de bazo y rifién de todos los

grupos retados (grupo T1, T2, T3, y T4).

1

Ladder C+
100bp

Figura 10. Bandas de electroforesis producto de PCR de aislados bacterianos de Y. ruckeri,
2018. Columna 1: Ladder 100 pb; columna 2: Control positivo; columna 3-4: Muestras

positivas evidenciando la banda de 575 pb (S1 y S2); columna 5: control negativo (NTC)

4.4. Lesiones histopatolégicas
Se evaluaron 5 truchas por cada grupo experimental mediante andlisis histopatol6gico. Con
esta finalidad se colectaron los siguientes 6rganos por individuo: rifién, bazo, higado, intestino

posterior, musculo y branquias.

Las lesiones histopatoldgicas encontradas en higado fueron degeneracion grasa 92 % (23/25),
infiltrado leucocitario 80% (20/25), presencia necrosis 80% (20/25), congestion 72% (18/25),
hiperplasia de canaliculos biliares 64% (16/25) y presencia de melanomacréfagos (10/25).
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Cuadro 20. Alteraciones histopatoldgicas y frecuencia en higado de truchas arcoiris en los

diferentes grupos experimentales

Lesion/ Grupo C T1 T2 T3 T4 Frecuencia
experimental n= n=5 n=5 n=5 n=5 (%)
Degeneracion grasa 3 5 5 5 5 92
Infiltrado leucocitario 0 5 5 5 5 80
Necrosis 0 5 5 5 5 80
Congestion 0 4 4 5 5 72
Hiperplasia de canaliculos 0 4 3 4 5 64
Presencia de 1 > 3 1 3 40

melanomacroéfagos

Cuadro 21. Frecuencia relativa y absoluta de degeneracion grasa en higado en los diferentes grupos

experimentales
Grado/ Grupo experimental nS 5 :35 1;1;25 ::35 :35
Normal 2 0 0 0 0
I 2 1 2 1 1
II 1 3 2 2 1
III 0 1 1 1 2
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 3/5 5/5 5/5 5/5 5/5
% 60 100 100 100 100

Cuadro 22. Frecuencia relativa y absoluta de infiltrado leucocitario en higado en los diferentes

grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental n(=:5 I’lI‘=15 1’11;25 :;35 :;45
Normal 5 0 0 0
I 0 4 4 4 1
II 0 1 1 1 1
I 0 0 0 0 3
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5
% 0 100 100 100 100
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Cuadro 23. Frecuencia relativa y absoluta de necrosis en higado en los diferentes grupos

experimentales
Grado/ Grupo experimental nE 5 :35 I;I;ZS 1'1135 :;45
Normal 5 0 0 0 0
I 0 3 1 1 0
I 0 2 4 3 3
11 0 0 0 1 2
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5
% 0 100 100 100 100

Cuadro 25. Frecuencia relativa y absoluta melanomacréfagos en higado en los diferentes grupos

experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4

n==5 =5 n=5 n=5 n=5
Normal 4 3 2 4 2
Escaso 1 2 3 1 3
Leve 0 0 0 0 0
Moderado 0 0 0 0 0
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia 1/5 2/5 3/5 1/5 3/5
% 20 40 60 20 60

Cuadro 26. Frecuencia relativa y absoluta de congestién en higado en los diferentes grupos

experimentales
Grado/ Grupo experimental n(=:5 nT=15 1’1135 1’11‘=35 nT=45
Normal 5 1 1 0 0
I 0 1 0 4 1
I 0 2 3 1 2
1 0 1 1 0 1
v 0 0 0 0 1
Frecuencia 0/5 4/5 4/5 5/5 5/5
% 0 80 80 100 100
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Cuadro 27. Frecuencia relativa y absoluta de hiperplasia canalicular en higado en los diferentes

grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental n(=: 5 1115 :;25 I;I‘=35 1’11;45
Normal 5 1 2 1 0
I 0 2 2 3 4
I 0 1 1 0 1
I 0 1 0 1 0
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 4/5 3/5 4/5 5/5
% 0 80 60 80 100

Figura 11. Microfotografia Truchas arcoiris desafiadas con Y. ruckeri. A: Higado sin lesiones (grupo
control).B: Degeneracion grasa con evidencia de vacuolas de depdsito graso (flechas negras). C:
Presencia de melanomacréfagos (flecha roja) y congestion (flechas azules). D: severa necrosis de
hepatocitos. H-E. 400X.
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Las lesiones histopatolégicas encontradas en bazo fueron presencia de melanomacréfagos en
92 % (23/25) congestiéon 44% (11/25), hiperplasia leucocitaria 25% (7/25), dilataciéon de vasos
sanguineos 20%(5/25), necrosis en 16%(4/25) y disminucién linfoide en 12% (3/25).

Cuadro 28. Alteraciones histopatoldgicas y frecuencia en bazo de truchas arcoiris en los

diferentes grupos experimentales

Lesion/ Grupo C T1 T2 T3 T4 Frecuencia
experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 (%)
Melanomacréfagos(CMM) 3 5 5 5 5 92
Congestion 0 1 3 3 4 44
Hiperplasia leucocitaria 0 0 2 2 3 25
Necrosis 0 0 1 1 2 16
Disminucion linfoide 0 0 1 1 1 12

Cuadro 29. Frecuencia relativa y absoluta de melanomacréfagos en bazo en los diferentes grupos

experimentales
Grado/ Grupo experimental nS 5 1’1135 :;25 :35 I;r=45
Normal 2 0 0 0 0
I 3 3 4 1 1
II 0 2 0 3 2
I 0 0 1 1 2
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 3/5 5/5 5/5 5/5 5/5
% 60 100 100 100 100

Cuadro 30. Frecuencia relativa y absoluta de congestion en bazo en los diferentes grupos

experimentales
Grado/ Grupo experimental nS 5 I;I‘=15 I;I‘=25 1;135 1;I‘=45
Normal 5 4 2 2 1
I 0 0 0 0 0
I 0 1 3 2 0
I 0 0 0 1 2
v 0 0 0 0 2
Frecuencia 0/5 1/5 3/5 3/5 4/5
% 0 20 60 60 80
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Cuadro 31. Frecuencia relativa y absoluta de hiperplasia leucocitaria en bazo en los diferentes

grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental (€ T1 T2 T3 T4
n=5 n=5 =5 n=5 =5
Normal 5 5 3 3 2,
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 1 0
Moderado 0 0 2 1 2,
Severo 0 0 0 0 1
Frecuencia 0/5 0/5 2/5 2/5 3/5
% 0 0 40 40 60

Cuadro 32. Frecuencia relativa y absoluta de dilatacién de vasos sanguineos en bazo en los

diferentes grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental (€ T1 T2 T3 T4
n=5 n=>5 =5 n=>5 n==
Normal 5 5 3 4 3
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 0 2 0 0
Moderado 0 0 0 | 2!
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 0/5 2/5 1/5 2/5
% o 0 40 20 40

Cuadro 33. Frecuencia relativa y absoluta de necrosis en bazo en los diferentes grupos

experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4

=5 n=5 n=>5 n=5 n=
Normal 5 5 4 4 3
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 0 1 0 0
Moderado 0 0 0 1 2
Severo 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 0/5 1/5 1/5 2/5
% 0 0 20 20 40
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Cuadro 34. Frecuencia relativa y absoluta de disminucién linfoide en bazo en los diferentes grupos

experimentales
Grado/ Grupo experimental n(=: 5 1?;15 1’11;25 :35 ::5
Normal 5 5 1 1 1
| 0 0 0 0 0
11 0 0 1 1 1
1 0 0 0 0 0
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 0/5 1/5 1/5 1/5
% 0 0 20 20 20

Figura 12. Microfotografia de bazos de trucha arcoiris desafiadas con Y. ruckeri A. Hiperplasia
leucocitaria .B: Severa congestion esplénica (flechas negras). H-E. 100X C: Presencia de
melanomacréfagos (flecha roja) D: Necrosis esplénica y dilatacién de vasos sanguineos (flechas

azules). H-E. 400X.
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Las lesiones histopatoldgicas encontradas en rifion anterior fueron presencia de
melanomacréfagos en 96 % (24/25), gotas hialinas en epitelio tubular 80% (20/25), aumento de tejido
linfoide 80 % (20/25), necrosis en 80%(20/25), congestién en 80 %(20/25) y tdbulos regenerados en
72% (18/25).

Cuadro 35. Alteraciones histopatoldgicas y frecuencia en rifidn anterior de truchas arcoiris en los

diferentes grupos experimentales

Lesion/ Grupo C T1 T2 T3 T4 Frecuencia
experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 (%)
Presencia de ) 4 5 5 5 5 96
melanomacroéfagos

Gotas hialinas en epitelio 0 5 5 5 5 30
tubular

Aumento de tejido linfoide 0 5 5 5 5 80
Necrosis 0 5 5 5 5 80
Congestion 0 5 5 5 5 80
Tubulos regenerados 0 3 5 5 5 72

Cuadro 36. Frecuencia relativa y absoluta de melanomacréfagos en rifién anterior en los diferentes

grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental nS 5 :;15 :;25 :35 :;45
Normal 1 0 0 0 0
I 1 3 4 1 0
I 3 2 0 1 0
I 0 0 1 3 4
v 0 0 0 0 1
Frecuencia 4/5 5/5 5/5 5/5 5/5
% 100 100 100 100 100
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Cuadro 37. Frecuencia relativa absoluta de gotas hialinas en epitelio tubular en rifién anterior en

los diferentes grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental nS 5 1;1;15 1;1;25 1;1;35 1;1;45
Normal 5 0 0 0 0
I 0 1 2 0 1
I 0 3 0 1 1
1 0 1 3 3 3
v 0 0 0 1 0
Frecuencia 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5
% 0 100 100 100 100

Cuadro 37. Frecuencia relativa y absoluta de aumento de tejido linfoide en rifién anterior en los

diferentes grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 0 0 0 0
I 0 1 1 0 0
I 0 2 3 1 0
1 0 2 1 4 3
v 0 0 0 0 2
Frecuencia 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5
% 0 100 100 100 100

Cuadro 38. Frecuencia relativa y absoluta de necrosis en rifion anterior en los diferentes grupos

experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4

n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 0 0 0 0
I 0 4 0 0 0
1I 0 1 2 1 0
I 0 0 3 4 4
v 0 0 0 0 1
Frecuencia 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5
% 0 100 100 100 100
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Cuadro 39. Frecuencia relativa y absoluta de congestion en rifién anterior en los diferentes grupos

experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4

n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 0 0 0 0
I 0 3 3 2 0
1I 0 2 1 1 1
I 0 0 1 1 3
v 0 0 0 1 1
Frecuencia 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5
% 0 100 100 100 100

Cuadro 40. Frecuencia relativa y absoluta de tibulos regenerados en rifién anterior en los

diferentes grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 0 0 0 0
1 0 3 5 3 3
I 0 1 0 1 2
III 0 1 0 1 0
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5
% 0 100 100 100 100
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Figura 13. Microfotografia de rifién anterior de trucha arcoiris desafiadas con Y. ruckeri. A: Presencia
de Melanomacréfagos (flechas rojas) e infiltracion de tejido linfoide (flechas naranjas), B: Presencia
de tibulos contorneados en regeneracion (flechas negras) y congestion (circulo azul) flechas .C:

presencia de gotas hialinas en los tibulos (flechas verdes). D: Severa necrosis tubular. H-E. 400X

A nivel intestinal las lesiones histopatoldgicas fueron hiperplasia de células caliciformes en
76%(19/25), hiperplasia de enterocitos en 60%(15/25), necrosis en 56%(20/25) y epitelio disgregado
en 56%(14/25)
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Cuadro 41. Alteraciones histopatoldgicas y frecuencia en intestino posterior de truchas arcoiris en

los diferentes grupos experimentales

Lesion/ Grupo C T1 T2 T3 T4 Frecuencia
experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 (%)
Hiperplasia de células 2 2 5 5 5 76
caliciformes

Hiperplasia de enterocitos 0 3 3 4 5 60
Necrosis 0 2 3 5 4 56
Epitelio disgregado 0 2 3 5 4 56

Cuadro 42. Frecuencia relativa y absoluta en hiperplasia de células caliciformes en intestino

posterior en los diferentes grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4
n=5 n=5 n=35 n=5 n=5
Normal 3 3 5 5 5
I 2 2 2 2 2
I 0 0 2 3 2
I 0 0 1 0 1
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 2/5 2/5 5/5 5/5 5/5
% 40 100 100 100 100

Cuadro 43. Frecuencia relativa y absoluta de hiperplasia de enterocitos en intestino posterior en los

diferentes grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4
n=5 n=5 n=5 n=>5 n=>5
Normal 5 2 2 1 0
I 0 1 2 4 4
II 0 2 1 0 1
I 0 0 0 0 0
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 3/5 3/5 4/5 5/5
% 0 60 60 80 100
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Cuadro 44. Frecuencia relativa y absoluta de necrosis en intestino posterior en los diferentes

grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 3 2 0 1
I 0 0 0 0 0
1I 0 2 2 0 0
111 0 0 2 3 3
v 0 0 1 2 1
Frecuencia 0/5 2/5 3/5 5/5 4/5
% 0 40 60 100 80

Cuadro 45. Frecuencia relativa y absoluta de epitelio disgregado en intestino posterior en los

diferentes grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4
n=5 n=5 n==, n=>5, n=5
Normal 5 0 0 0 0
Escaso 0 0 0 0 0
Leve 0 2 2 3 1
Moderado 0 3 2 1 4
Severo 0 0 1 1 0
Frecuencia 0/5 2/5 3/5 5/5 4/5

% 0 40 60 100 80



Figura 14. Microfotografia de intestino posterior de trucha arcoiris desafiadas con Y. ruckeri. A:
descamacion epitelial (flechas negras) con moderada necrosis intestinal. H-E. 100X B: severa
necrosis intestinal con rezagos de vellosidades (flechas naranjas) C: hiperplasia de enterocitos
(circulo rojo). D: Hiperplasia de células caliciformes en vellosidades intestinales (flechas azules). H-

E. 400X
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En zonas musculares inoculadas se observaron las siguientes lesiones histopatoldgicas:
necrosis en 16% (4/25), disgregacién de fibras musculares en 12% (3/25), infiltracion de células

inflamatorias en 12% (3/25) y dilataciéon de vasos sanguineos en 8% (2/25).

Cuadro 46. Alteraciones histopatolégicas y frecuencia en musculo de truchas arcoiris en diferentes

grupos experimentales

Lesién/ Grupo C T1 T2 T3 T4 Frecuencia
experimental n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 (%)
Necrosis 0 0 0 2 2 16
Disgregacion de fibras 0 0 0 1 2 12
musculares

Infiltracién de células 0 0 0 1 2 12
inflamatorias

Dilatacion de vasos 0 0 0 1 1 8
sanguineos

Cuadro 47. Grado histopatoldgico y frecuencia relativa y absoluta de necrosis en musculo en los

diferentes grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 5 5 3 3
I 0 0 0 1 1
II 0 0 0 1 2
I 0 0 0 0 0
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 0/5 5/5 2/5 2/5
% 0 0 0 80 80
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Cuadro 48. Frecuencia relativa y absoluta de disgregacién de fibras musculares en musculo en los

diferentes grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 5 5 4 3
I 0 0 0 0 2
I 0 0 0 1 1
1 0 0 0 0 0
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 5/5 5/5 1/5 2/5
% 0 0 0 20 40

Cuadro 49. Frecuencia relativa y absoluta de células inflamatorias en miisculo en los diferentes

grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4
n=5 n=5 n=5 n=>5 n=5
Normal 5 5 5 4 3
I 0 0 0 0 0
II 0 0 0 1 2
I 0 0 0 0 0
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 5/5 5/5 1/5 2/5
% 0 0 0 20 40

Cuadro 50. Frecuencia relativa y absoluta de dilatacion de vasos en misculo en los diferentes

grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4
n=5 n=>5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 5 5 4 4
I 0 0 0 1 1
II 0 0 0 0 0
I 0 0 0 0 0
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 0/5 0/5 1/5 1/5
% 0 0 0 20 20
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Figura 15. Microfotografias de zonas musculares de trucha arcoiris desafiadas con Y. ruckeri. A:
Zona de necrosis muscular (circulo negro) rodeada de células inflamatorias (flechas verdes) B:
Disgregacion de fibras musculares (flechas rojas). H-E. 100X. C: Zona de necrosis muscular (flecha

azul). H-E. 400X.

En branquias se observaron las siguientes lesiones histopatoldgicas: hiperplasia y fusidn
lamelar en 76% (19/25), congestién en 36% (9/25), telangiectasia en 12% (3/25), presencia de

melanomacréfagos en 8% (2/25) e hiperplasia de células mucosas en 8% (2/25).
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Cuadro 51. Alteraciones histopatoldgicas y frecuencia lamelar branquial de truchas arcoiris en los

diferentes grupos experimentales

Lesion/ Grupo C T1 T2 T3 T4 Frecuencia
experimental n=5 n=>5 n=>5 n=>5 n= (%)
Hiperplasia y fusiéon 0 4 5 5 5 76
lamelar

Congestion 0 2 2 2 3 36
Telangiectasia 0 0 0 1 2 12
Presencia de 0 0 0 1 1 8
melanomacréfagos

Hiperplasia de células 0 0 0 0 2 8
mucosas

Cuadro 52. Frecuencia relativa y absoluta de hiperplasia y fusion lamelar en los diferentes grupos

experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4

n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 1 0 0 0
I 0 3 4 3 0
I 0 1 1 1 1
11 0 0 0 1 4
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 4/5 5/5 5/5 5/5
% 0 80 100 100 100

Cuadro 53. Frecuencia relativa y absoluta de congestién en branquias en los diferentes grupos

experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4

n=35 n=35 n=35 n=5 n=5
Normal 5 3 3 3 2
I 0 2 2 2 2
I 0 0 0 0 0
I 0 0 0 0 1
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 2/5 2/5 2/5 3/5
% 0 40 40 40 60

63



Cuadro 54. Frecuencia relativa y absoluta de telangiectasia en branquias en los diferentes grupos

experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4

n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 5 5 5 5
I 0 0 0 0 0
I 0 0 0 0 0
I 0 0 0 1 2
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 0/5 0/5 1/5 2/5
% 0 0 0 20 40

Cuadro 55. Frecuencia relativa y absoluta de melanomacréfagos en branquias en los diferentes

grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4
n=5 n=5 n=5 n=5 n=>5
Normal 5 5 5 3 3
I 0 0 0 0 0
I 0 0 0 1 0
11 0 0 0 0 1
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 0/5 0/5 1/5 1/5
% 0 0 0 20 20

Cuadro 56. Frecuencia relativa y absoluta de hiperplasia de células caliciformes en branquias en

los diferentes grupos experimentales

Grado/ Grupo experimental C T1 T2 T3 T4
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
Normal 5 5 5 5 3
1 0 0 0 0 0
1I 0 0 0 0 0
111 0 0 0 0 2
v 0 0 0 0 0
Frecuencia 0/5 0/5 0/5 0/5 2/5
% 0 0 0 0 40
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Figura 16. Microfotografias de branquias de trucha arcoiris desafiadas con Y. ruckeri (T4). A:
Hiperplasia apical de lamelas en branquias con fusién lamelar (flechas negras) H-E. 100X. B:
Hiperplasia de células mucosas (flechas naranjas). C: Presencia de melanomacréfagos (flecha roja) y
congestion del epitelio lamelar (flechas verdes). D: Telangiectacsia en el dpice lamelar (flechas
azules). H-E. 400X.
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V.  DISCUSION

El estudio de cepas bacterianas locales que afectan a las principales especies acuicolas
de produccién es importante debido que al conocer la patogenicidad y distribucién es posible tomar
mejores acciones de mitigacion y control de posibles brotes de una enfermedad. En este estudio, la
cepa de Y. ruckeri aislada en alevinos de truchas enfermas ocasioné mas del 60 % de mortalidad en
la piscigranja de origen (Puno) y en condiciones experimentales, demostré signos clinicos y
mortalidad caracteristicos de yersiniosis.

Dentro de los signos clinicos observados, destacaron: melanosis, anorexia, letargia, dilatacion
abdominal, nado errdtico y exoftalmia, signos clinicos similares a los reportados por Cueva (2015)
el cual evalud una cepa de Ancash, Perd, con las mismas condiciones experimentales (Sandoval, datos
no publicados). Posteriormente, Mesias (2017) reporté los mismos signos clinicos utilizando otra
cepa local (Huaraz, Perd). En el estudio de Mesias (2017) se observaron a partir de las 12h post-
infeccion, los primeros signos clinicos para el grupo G4 (4x10° UFC/ ml), difiriendo del presente
trabajo la cual se presentd a partir de las 67h post-infeccién para el grupo T4 (1x10” UFC/ ml). Esto
puede ser explicado debido a que en el trabajo mencionado usaron concentraciones bacterianas mas
elevadas para el dltimo grupo diferenciandose del presente estudio. En cuanto al grupo de menor
concentracién bacteriana T1 (1x10* UFC/ ml) se observé en el dia 10 post-infeccién a diferencia del
estudio de Mesfas (2017) la cual para G1 (1x10* UFC/ ml) fue en el dia 3 post-infeccién. Akhlaghi
et al. (2008), Tobback et al. (2009) y Seker et al., (2011), observaron signos clinicos similares en

diferentes cepas de Y. ruckeri sin proporcionar datos del momento de aparicion.

La anorexia fue el signo clinico con mayor presentaciéon la cual podria asociarse a las
hemorragias en intestino posterior evidenciadas causando falta de apetito progresivo. Esto signos
también fueron reportados por Carson y Wilson (2002), Woo y Bruno (2011), Cueva (2015) y Mesias
(2017).

La dilatacién abdominal evidenciada por acumulacién de liquido e inflamacién intestinal
fue demostrada también por Tobback (2007), Cueva (2015) y Mesias (2017). La natacién erratica
presente en todos los grupos desafiados, posiblemente fue por encefalitis, semejante a lo reportado
por Othani (2014) y Strgm et al., (2018) quienes asociaron ese comportamiento a la deteccion de Y.

ruckeri en cerebro. La exoftalmia fue observada en menor cantidad en los grupos de mayor
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concentracion bacteriana (grupos T3 y T4), y solo 2 peces del tltimo grupo estaban acompafadas de
hemorragia orbital, coincidiendo con lo encontrado por Avci y Birincioglu (2005) y Mahjoor y
Akhlaghi, (2012).

Rucker (1966) y Fuhrmann (1983) reportaron que la mortalidad en truchas arcofris infectadas
por via IP con Y. ruckeri, se dio generalmente entre el quinto y décimo dia post-infecciéon. Otros
estudios de similar metodologia reportan la mortalidad por primera vez a los 6 dias post-infeccién y
una tasa maxima a los 9 dias post infecciéon (Busch y Ling, 1975). Mesias (2017) report6 la
mortalidad en el dia 2 post-infeccion en el grupo de mayor concentracidon bacteriana y en el de menor
concentracion en el dia 7 post-infeccion. En el presente estudio, las mortalidades se presentaron por
primera vez en el dia 5 y finalizé 18 dias post-infeccién alcanzando una tasa maxima en el dia 10
post-infeccién, la cual difiere con este tltimo estudio y se asemeja a los restantes descritos.

Las lesiones macroscépicas (internas y externas) de los grupos infectados con Y. ruckeri
fueron inespecificas, sin embargo, fueron caracteristicas de una enfermedad septicémica bacteriana
(Carson y Wilson, 2011). Principalmente fueron predominantes las hemorragias externas, como las
evidenciadas en la base de las aletas, la cual estuvo presente en todos los grupos y fue la que present6d
mayor incidencia, de manera similar a las reportadas también por Bastardo ef al., (2011); Mesias
(2017). La hemorragia en cavidad oral, evidencié baja frecuencia en truchas con fase crénica en
estudios realizados por Alvarez et al. (1992) y Troncoso et al. (1994), de manera similar a lo
encontrado en este estudio.

En cuanto a lesiones internas, el bazo se observd mds oscuro y con esplenomegalia,
coincidiendo con lo reportado por Tobback, (2007), Avci y Birincioglu, (2005), Cueva (2015) y
Mesias (2017) que también inocularon via intraperitoneal Y. ruckeri. Esto se puede explicar segin
Rucker (1966), Zorriehzahra et al., (2009) y Fadaeifard et al., (2014), debido a que este 6rgano
hematopoyético tiene un tropismo tisular por Y. ruckeri. Por otro lado, las hemorragias vistas en este
estudio son debidas a que Y. ruckeri presenta una metaloproteasa Yrp 1 que actia hidrolizando
proteinas de la matriz extracelular y muscular, causando alteraciones en la membrana y poros de los
capilares sanguineos, dando como consecuencia las hemorragias tipicas de esta enfermedad, similar
a lo determinado por Secades y Guijarro (1999) y Fernandez (2003).

La congestion sanguinea presente en todos los grupos retados puede ser explicado a la pérdida
de tejido hemopoyetico causado por la necrosis, segtin lo reportado por Wobeser (1973); Tobback,

(2009) y Woo y Bruno, (2011).

La presencia de gotas hialinas en el epitelio tubular en los grupos desafiados con Y. ruckeri
podria ser por el proceso infeccioso sistémico que causa este patdgeno, provocando la degeneracion

hialina de células epiteliales, la cual se observa como granulos eosinofilicos de tamafio variable,
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depositadas en citoplasma del tejido renal, asi mismo, las lesiones en el tiibulo pueden ser expresiones
de dafio en el glomérulo segin Ferguson (2006), causando reabsorcién del exceso de sustancias
proteindceas filtradas por el glomérulo (Hibiya, 1982). Estos hallazgos fueron similares a los
reportados por Cueva (2015) y Mesias (2017). Los tibulos en regeneracion evidenciadas en todos los
grupos retados, es posible observarlos en procesos infecciosos desafiados con Y. ruckeri similar a lo
reportado por Tinsley et al., (2011), Mahjoor y Akhlaghi (2012), Cueva (2015) y Mesias (2017), por
otro lado Reimschuessel (2001) menciona que por ser animales jovenes tienen mejor capacidad de
regeneracion tubular.

La degeneracién grasa a nivel hepatico fue el signo de mayor proporcion y observada en todos
los grupos. En el grupo C se evidencio de normal a leve, la trucha es una especie que soporta altos
grados de lipidosis hepdtica y puede presentarse en animales sanos no considerdndose patoldgico
segin Rosenthal (2013), sin embargo, también menciona que hay diferentes grados y el grado IV de
degeneracidn grasa ya es patoldgico porque se acompafia de necrosis, haciendo al higado de baja
consistencia, muy palido y las funciones pueden disminuir. Otros investigadores como Avci y
Birincioglu 2005, Tinsley et al., 2011, demostraron en grupos de truchas retadas, leve a moderada
lipidosis hepética mediante histopatologia a partir del 13 dia post-infeccidn (forma crénica), lesién
similar vista en los grupos T1, T2, T3 y T4, difiriendo de este estudio en el que se observo esta lesion
en peces que murieron a los 9 dias post-infeccion. Ademads, se puede presentar, posibles trastornos
anémicos a causa de la accién de endotoxinas de Y. ruckeri y disminucion del apetito, factores
predisponente para causar lipidosis hepatica (Jones y Hunt, 1990 y Lehman et al., 1987; Halver,
1972) también presentes en los grupos retados. La separacion de hepatocitos y congestion descritos
es posible que sea causa de las vacuolas de depdsito graso y la necrosis presentada en los grupos
retados alterando la citoarquitectura normal del higado.

En el tejido hepdtico también se evidenciaron en los grupos retados moderadas a severa
necrosis focalizadas asociadas con infiltracion de células mononucleares, coincidiendo con Furones
(1993); Mahjoor y Akhlaghi (2012),Tinsley, (2010).

La descamacion epitelial de la mucosa junto a la necrosis intestinal descrita en este trabajo
en los grupos retados de mayor concentracién bacteriana fueron similares a lo evaluado y
determinado por Karatas et al., (2004); Mahjoor y Akhlaghi (2012); Cueva (2015) y Mesias (2017).
Esto se puede explicar a que Y. ruckeri es una Enterobacteria, la cual al ingresar al organismo del pez
susceptible coloniza los enterocitos y mediante sus factores de virulencia produce lesidn y necrosis
de los mismos, causando enteritis necrética y descamacion de la mucosa hacia el lumen del intestino,
impidiendo la absorcion de los nutrientes y diarreas Tobback, (2009) y Woo y Bruno, (2011); Cueva
(2015) y Mesias (2017).

68


http://ascidatabase.com/author.php?author=A.A.&last=Mahjoor
http://ascidatabase.com/author.php?author=M.&last=Akhlaghi

En cuanto a nivel muscular, se evidencio lesiones como de escasa a leve necrosis asociados
con infiltracién de células inflamatorias solo en lo grupos de mayor concentracidn bacteriana (grupo
IIT'Y IV) y de menor proporcidn, difiriendo con Mesias (2017) y Cueva (2015), posiblemente por la
via de inoculacién y concentracion del inoculo bacteriano, ya que al penetrar en la musculatura los
producto extracelulares (yrp1) de Y. ruckeri hidrolizan proteinas musculares segtin Secades y Guijarro
(1999) y Fernandez et al., (2003), causando una mayor lesion en la zona muscular con evidencias de
disgregacion en las fibras musculares y dilatacién de vasos sanguineos, comparada con la via IP
aplicada en el presente trabajo.

Segtin Othani (2014) el tejido branquial es la via de infeccién primaria para Y. ruckeri. En el
presente estudio se evidencio hiperplasia con fusién de lamelas y congestion en todos los grupos
retados con bacterias, coincidiendo con lo reportado por Avci y Birincioglu (2005); el grupo C no
evidencio lesidn histoldgica, difiriendo a los estudios de Cueva (2015) y Mesias (2017) posiblemente
debido a que la calidad del agua vistos en esos trabajos fueron adversas sugiriendo su relacién con
lesiones branquiales en los grupos no infectados. No siendo el caso de este estudio porque los
pardmetros fisicoquimicos del agua descritos en este trabajo fueron Optimos durante toda la
investigacion.

El aumento de melanomacréfagos descritos en bazo, rifién, higado y branquias de los grupos
desafiados puede estar relacionado al incrementando de la captacién de antigenos, traduciéndose en
depdsitos marrones oscuros en teledsteos (Ferguson, 2006). En los grupos de mayor concentracion,
la melanosis fue mds severa similar a lo reportado por Tobback et al., (2009); Mahjoor y Akhlaghi
(2012); Cueva (2015) y Mesias (2017). Cabe resaltar que también hubo presencia de
melanomacréfagos en el grupo control; estos depdsitos en el estroma del tejido hematopoyético del
bazo, higado y el rifién de salménidos sanos fueron demostrados por Agius y Roberts (2003) y se
explica porque los melanomacréfagos son células que conforman citoarquitecturalmente de manera

normal esos tejidos (Takashima y Hibiya, 1995).

La virulencia de la cepa de Y. ruckeri estudiada en este trabajo se expresé en términos de
dosis letal media (DL50). La DL50 (1x10”" UFC/ml) de la cepa de Puno determinada en este trabajo
fue poco menor a la descrita por la cepa de Huaraz estudiada por Cueva (2015), la cual fue 1x10®
UFC/ml. Cabe resaltar que la dosis del presente estudio es similar a la reportada por Othani (2014)
observandose mortalidad entre el dia 3 y 12 post-infeccidn, pero con la diferencia de que no fue por
via IP sino por inmersién. Ademads varias cepas de diferentes paises evidenciaron menor dosis de
inoculacién bacteriana o DLS50, entre ellos. Tinsley (2010) reporté que dosis de 1x10* UFC/ml

provocaron mortalidades entre 80-100% en el dia 7 post-desafio. Otros trabajos reportan DL50 de
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entre 9.5 x10° a 9 x 10° UFC/ml (Romalde et al., 1993), 3.1 x10% a 6.3 x10* UFC/ml (Fouz et al.,
2006) y 5 x10° UFC/ml (Raida y Buchmann, 2008). Las diferencias en el procedimiento experimental
y ruta de infeccién pueden mostrar una variabilidad de la DL50 comparadas con estudios de diferente

metodologia (Bastardo, 2012).
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VI. CONCLUSIONES

1. La cepa de Y. ruckeri proveniente de Puno inoculada por via IP a bajas dosis en
condiciones experimentales presenta patogenicidad, causando elevada mortalidad,
signos clinicos y lesiones caracteristicos de yersiniosis en tejidos de truchas arcofris.

2. La enfermedad de yersiniosis puede ser reproducida en alevinos de truchas arcofiris
(Oncorhynchus mykiss) con un peso de 8-10 g, mediante inoculacién IP.

3. La DL50 determinada para alevinos de truchas arco iris (O. mykiss) de peso promedio
de 7,5 g y longitud promedio de 8,6 cm inoculadas IP con la cepa de Y. ruckeri

procedente de Puno a diferentes dosis fue de 10"’ UFC/ml.
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VIII. ANEXO

Anexo N°1: Protocolo PCR convencional

Los procedimientos se realizan con la correcta indumentaria, la cual incluye mandil, mascarillas,

guantes y cofias.

Consideraciones previas:

e Se debe poseer un cooler con hielo para mantener a baja temperatura los reactivos y las
muestras utilizadas.

e EIADN de Y. ruckeri a amplificar debera estar a una concentracion de 50 ng/ul.
e La preparacién del Mix de PCR de hacerse en un microtubo de 2ml de capacidad.

Composicién del Mix de PCR por cada Muestra:

Después adicionar la muestra:

PROCEDIMIENTO:

Componente Cantidad
GoTag® Green Master Mikx, 12,5 ul
2X
Forward primer Yer3 2ul
Reverse primer Yer4 2 ul
Agua libre de nucleasas 6.5 ul
Total del volumen 23 ul
Componente Cantidad
Y. ruckeri ADN 2 u

1. Colocar 23 ul de Mix de PCR en microtubos.

2. Del ADN de la muestra extraer 2 pl y agregar al microtubo mezclando cuidadosamente con

ayuda del pipeteador.

3. Asegurar los tubos tapandolos correctamente para evitar que se evapore el contenido.

4. Colocar los tubos en el termociclador.

5. Programar el termociclador con el protocolo sugerido por Del Cerro et al., (2002)

N° Ciclos Temp. (C°) Tiempo

1 94 3 min.

94 40 seg.

40 60 40 seg.

72 40 seg.

1 72 5 min.
HOLD 4 Hasta retirar
las muestras.
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6. Al finalizar, los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis, utilizando gel de
agarosa (1.5%) en buffer TBE 0.5X, sometidos a campo eléctrico de 100 V/cm durante 1 hora. Por
dltimo, se tifieron con 0.5 pug/ml de bromuro de etidio, dando un tamafio aprox. de 575 pb.

Anexo N°2: Método de calculo para la DL 50
Para hallar la DL 50 se us6 la férmula de Reed y Muench, descrita de la siguiente manera:
DLsy= (log dilucién con més del 50 % mortalidad) + (distancia proporcional x log dilucién)

mortalidad > 50% — 50 %
%mortalidad>50%—% mortalidad<50%

Distancia proporcional (DP) =

Factor de diluciéon = 10

Logaritmo (log) dilucién =1

Distanci onal (DP) = —20% 7 50% _ )
1stancia proporciona == =0,
prop (DP) 100% — 30%

Factor de dilucion = 10

Logaritmo (log) dilucién = 1

DL50 =log 107 + 0,71 x 1
DL50 =7,71
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