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Identificacidn y caracterizacion de Aeromonas sp patdgenas
aisladas de truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) clinicamente
enfermas cultivadas en piscigranjas del Peru

Identification and characterization of pathogenic Aeromonas sp isolated
from clinically diseased rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) raised in
Peruvian fish farms

Jeferson Nuiiure O.!, Nieves Sandoval C.'3, Mauro Estrella O.!,
Felipe Ramos E.!, Antonio Herrera R.!, Adhemir Valera A.!,
Alberto Manchego S.”

RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo la caracterizacion bioquimica e identificacion
molecular de cepas patdgenas de Aeromonas sp aisladas de truchas arcoiris juveniles
con signologia compatible a aeromoniasis, cultivadas en seis piscigranjas de los depar-
tamentos de Junin (2), Pasco (2), Cajamarca (1) y Ancash (1), Pert. Se seleccionaron 60
truchas juveniles de 4-5 meses, con signologia sugerente de brotes de acromoniasis
entre 2017 y 2018. Se realiz6 la eutanasia y necropsia y se registraron las lesiones externas
e internas presentes. Se efectuo el aislamiento bacteriano de muestras de bazo y rifion
anterior en agar TSA y GSP por 24-48 horas a 25 °C, se caracterizaron las colonias
bacterianas mediante pruebas bioquimicas y se identificaron por PCR convencional uti-
lizando cebadores especificos del gen ARNr 16S (4deromonas spp.), fstA (A. salmonicida)
y gvrB (4. hydrophila). Ademas, se realizo la secuenciacion y se confirmo por analisis
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BLAST (NCBI). Las lesiones externas registradas fueron melanosis, aletas necroticas y
hemorragicas, ulceras en la piel y distension abdominal. Las lesiones internas fueron
hepatomegalia, esplenomegalia y hemorragia petequial en higado, ciegos piloricos y
grasa peritoneal. Se aislaron 12 cepas en GSP (7 de Juniny 5 de Cajamarca), caracteriza-
das como Aeromonas spp, siendo negativas en las muestras de Pasco y Ancash. Las
pruebas bioquimicas determinaron cuatro cepas como Aeromonas salmonicida y ocho
como Aeromonas sp moéviles, diferenciandose por pruebas de motilidad e indol. La iden-
tificacion molecular por PCR determind cuatro cepas A. salmonicida procedentes de
Junin, una cepa A. hydrophila de Cajamarca y siete cepas moviles Aeromonas spp (3 de
Junin y 4 de Cajamarca) que fueron negativas a la PCR de 4. salmoniciday A. hydrophila.
El analisis BLAST (NCBI) confirm¢ las cepas A. salmonicida y Aeromonas spp (identi-
dad de 98-100%); ademas, la cepa de Cajamarca (identificada como A. hydrophila por
bioquimica) presento identidad de 95.65% con A. hydrophila subespecie dhakensis. En
conclusion, Aeromonas salmonicida, A. hydrophila subespecie dhakensis y otras
Aeromonas moviles patogenas causan signologia asociada a aeromoniasis en truchas
arcoiris juveniles en las piscigranjas de Junin y Cajamarca. Es la primera vez que se
detecta A. hydrophila subsp. dhakensis en el pais.
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ABSTRACT

The present research aimed at the biochemical characterization and molecular
identification of pathogenic strains of Aeromonas sp, isolated from juvenile rainbow
trout with clinical signs compatible with acromoniasis in six fish farms in Junin (2), Pasco
(2), Cajamarca (1) and Ancash (1), Peru. In total, 60 juvenile trout of 4-5 months were
selected, with suggestive signs of outbreaks of aeromoniasis between 2017 and 2018.
Euthanasia and necropsy were performed and the external and internal lesions present
were recorded. Bacterial isolation of spleen and anterior kidney samples was carried out
on TSA and GSP agar for 24-48 hours at 25 °C, bacterial colonies were characterized by
biochemical tests and identified by conventional PCR using specific primers of the 16S
rRNA gene (deromonas spp.), fstA (A. salmonicida) and gyrB (A. hydrophila), and
sequencing was performed and confirmed by BLAST analysis (NCBI). The external lesions
were melanosis, necrotic and haemorrhagic fins, skin ulcers and abdominal distention.
Internal lesions were hepatomegaly, splenomegaly, and petechial haemorrhage in the
liver, pyloric cecum, and peritoneal fat. Twelve strains were isolated in GSP (7 from Junin
and 5 from Cajamarca), characterized as Aeromonas spp, being negative in the Pasco and
Ancash samples. The biochemical tests determined four strains as Aeromonas salmonicida
and eight as mobile Aeromonas sp, differing by motility and indole tests. Molecular
identification by PCR determined four A. salmonicida strains from Junin, one A. hydrophila
strain from Cajamarca and seven Aeromonas spp mobile strains (3 from Junin and 4 from
Cajamarca) that were negative to the PCR of 4. salmonicida and A. hydrophila. BLAST
analysis (NCBI) confirmed the strains 4. salmonicida and Aeromonas spp (98-100%
identity). Furthermore, the Cajamarca strain (identified as A. hydrophila by biochemistry)
presented 95.65% identity with 4. hydrophila subspecies dhakensis. In conclusion,
Aeromonas salmonicida, A. hydrophila subspecies dhakensis and other pathogenic
mobile Aeromonas produce symptoms associated with acromoniasis in juvenile rainbow
trout in the Junin and Cajamarca fish farms. It is the first time that A. Aydrophila subsp.
dhakensis is detected in the country.
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INTRODUCCION

La acuicultura es el sector de produc-
cion de alimentos con mayor nivel de creci-
miento a nivel mundial. En el Perq, los princi-
pales recursos acuicolas son la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), los langostinos
(Litopenaeus vannamei) y las conchas de
abanico (Argopecten purpuratus) (FAQO,
2018; PRODUCE, 2018). Una patologia que
afecta el cultivo de la trucha arcoiris es la
acromoniasis, la cual es ocasionada por bac-
terias del género Aeromonas sp, y que pro-
voca retraso en el crecimiento, mortalidad de
peces y perjuicios econdmicos significativos
(Zepeda-Velasquez, 2015). Las principales
especies patogenas involucradas en la
aeromoniasis son: Aeromonas salmonicida,
agente etiologico de la forunculosis, y
Aeromonas hydrophila, patdgeno principal
en la Septicemia por Aeromonas Moviles
(MAS) (Cipriano, 2001; Janda y Abbott,
2010). En el Pert se han aislado cepas de
Aeromonas; asi, IMARPE (2008) y Baca
(2012) aislaron A. salmonicida y A.
hydrophila provenientes de truchas arcoiris
clinicamente enfermas de piscigranjas de
Junin. Al ser un problema sanitario constan-
te, el Organismo Nacional de Sanidad
Pesquera (SANIPES) incluyo la aeromoniasis
dentro del Programa de Control de Enferme-
dades en Animales Acuaticos (SANIPES,
2016).

Las bacterias patdgenas Aeromonas sp
son cocobacilos gramnegativos que producen
una signologia que incluye nado erratico,
letargia ¢ inapetencia, melanosis, lesiones
externas (ulceraciones, lesiones necro-
hemorragicas de aletas y distencion abdomi-
nal) e internas (septicemia y hemorragia en
diversos 6rganos) (Noga, 2010). Las investi-
gaciones previas sobre A. salmonicida en
truchas realizaron aislamiento y caracteriza-
cion bioquimica de las cepas; sin embargo,
aun no se ha identificado molecularmente a
A. salmonicida, A. hydrophila y otras Aero-
monas patdogenas. La diversidad fenotipicay
genética de estos patogenos (Cipriano, 2001)
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reafirma la necesidad de realizar mas estu-
dios para controlarlos y prevenirlos. El obje-
tivo del presente estudio fue caracterizar e
identificar Aeromonas sp patogenas de tru-
chas arcoiris presentes en varias regiones del
pais.

MATERIALES Y METODOS

Tipo y Lugar de Estudio

El estudio fue de tipo descriptivo, e in-
cluyo seis piscigranjas de truchas arcoiris
ubicadas en las regiones de Junin (2), Pasco
(2), Cajamarca (1) y Ancash (1) durante 2017
y 2018. El procesamiento de las muestras y
la realizacion de las pruebas bioquimicas y
moleculares se realizé en la Seccidon de
Ictiopatologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria, Universidad Nacional Mayor de
San Marcos (FMV- UNMSM), en Lima.

Material Biologico

Se seleccionaron 60 truchas arcoiris ju-
veniles (O. mykiss) de cultivo mediante
muestreo de tipo no probabilistico (De Blas
et al.,2020) provenientes de Junin (20), Pasco
(20), Cajamarca (12) y Ancash (8). Se tomd
como criterios de inclusion a truchas juveni-
les de 4 a 5 meses, con signologia sugerente
de brotes de aeromoniasis (lesiones ulcerosas
en la piel, melanosis, necrosis y hemorragias
en aletas, distension abdominal y comporta-
miento andmalo). En este caso, un muestreo
intencionado es adecuado en el diagnostico
de enfermedades en poblaciones de peces
que han presentado brotes de enfermedad o
mortalidad reciente (Noga, 2010).

Toma de muestras

Los peces fueron anestesiados siguien-
do las recomendaciones de CCAC (2010).
Para esto, se realiz6 bafios de inmersion en
Eugenol por 3-5 minutos, con dosis de 60 mg
disuelto en un 1 L de agua. El estado de anes-
tesia se confirmé mediante la descoordinacion
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Cuadro 1. Pruebas bioquimicas realizadas en colonias resultantes del cultivo de bazo
y rifién anterior de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) para caracterizar
las principales Aeromonas sp

Reaccion (Buller, 2014)

Prueba bioquimica Sigla A. salmonicida A. hydrophila
Tincién Gram GM - -
Oxidasa (0),¢ + +
Catalasa CAT + +
Hemolisis B HEPB + +
Motilidad MOT - +
Pigmento marron PM v -
Ornitina descarboxilasa ODC - -
Lisina descarboxilasa LDC +* +
Arginina deshidrogenasa ADH + +
Reduccioén de nitrato NIT + +
Indol IND - +
Citrato CIT - +*
Urea URE - -
Degradacion de glucosa GLU + +
Degradacion de lactosa LAC - -
Degradacion de manitol MAN + +
Degradacion de gelatina GEL + +
Sulfuro de hidroégeno H2S - -

(+): reaccidn positiva; (-): reaccién negativa;

(+*): positivo en 60% de las cepas; (v): reaccidn variable

en el nado y reduccion de la ventilacion
(opercular). Para el sacrificio de los peces
se realizo el corte medular entre el craneo y
la médula espinal. La superficie del pez se
desinfect6 con torundas y alcohol al 70% pre-
vio a la necropsia. Se realizo una incision es-
téril en la superficie del bazo y el rifién ante-
rior, se efectuaron piquetes con asa de siem-
bra bacteriologica estéril, para luego sembrar
por agotamiento en placas Petri con agar TSA
(Agar de Soja Triptica) y GSP (Glutamate
Starch Phenol Agar). Para la identificacion

se usaron las siglas: T (trucha), B (bazo), R
(rifién anterior) y se enumeraron segun el
orden de necropsia de cada espécimen y ro-
tulados con lugar y fecha.

Las placas se transportaron al labora-
torio de la FMV-UNMSM a temperaturas
entre 10y 15°C dentro de un cooler con geles
refrigerantes. Una vez en el laboratorio, las
superficies de las placas fueron desinfecta-
das y se almacenaron en estufa a temperatu-
ra de incubacion (25 °C) por 24-48 horas.
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Cuadro 2. Detalles de los cebadores (primers)usados para la deteccion de Aeromonas
salmonicida y A. hydrophila de colonias resultantes del cultivo de bazo y
rifién anterior de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

Especie Gen que se busca Cebadores Tamafo
P amplificar (5-3") (pb)
Aeromonas ARNr 16S Fw: CGACGATCCCTAGCTGGTCT 480 ob
sp (Persson et al. 2015) Rv: GCCTTCGCCACCGGTAT p
Aeromonas B HfS thl ‘al Fer3: CGGTTTTGGCGCAGTGACG 404 ob
salmonicida (B4 21)038?) ¢ al Fers: AGGCGCTCGGTTTGGCTATCT P
Aeromonas gyrB Fw: AGTCTGCCGCCAGTGGCGAC 144 pb
hydrophila  (Persson et al. 2015) Rv: CGCCCATCGCCTGTTCGAC p

Luego, las colonias resultantes fueron obser-
vadas y se seleccionaron aquellas con ca-
racteristicas similares a Aeromonas en me-
dios TSA y GSP. Se debe observar colonias
blanquecinas y circulares de 2-3 mm, el vira-
je amarillo del agar selectivo GSP producido
por bacterias del género Aeromonas, asi como
la presentacion del pigmento marrén en el
medio TSA tipico de 4. salmonicida, aun-
que no todas las cepas la generan. Para aso-
ciar las colonias al género Aeromonas se uti-
lizaron pruebas preliminares como la tincion
Gram y las pruebas de oxidasa y catalasa
(Buller, 2014).

Las bacterias con caracteristicas simi-
lares a Aeromonas fueron sometidas a prue-
bas bioquimicas posteriores, siguiendo un es-
quema de caracterizacion bioquimica no au-
tomatizado conveniente en el estudio de bac-
terias del género Aeromonas (Buller, 2014)
(Cuadro 1). La lectura de los resultados se
realiz6 de 24-48 horas posteriores a la siem-
bra de las pruebas bioquimicas e incubacion
en estufa (25 °C). Para la elaboracion, uso
de reactivos e interpretacion de las pruebas
bioquimicas se emplearon las descripciones
de Brenner et al. (2005) y Buller (2014). Se
priorizo la caracterizacion y diferenciacion de
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cepas A. salmonicida subsp. salmonicida y
de las Aeromonas moviles, principalmente A.
hydrophila.

Estudio Molecular

Se realizo PCR convencional para la
confirmacion de las cepas Aeromonas sp
caracterizadas por pruebas bioquimicas. Se
utilizaron cebadores especificos del gen
ARNTr 16S para identificar cepas Aeromonas
sp con un producto de 480 pb. Para A.
salmonicida los cebadores Fer3 (Forward)
y Ferd4 (Reverse) amplificaron el gen fstA
(gen del receptor sideroforo férrico) de 404
pares de base (pb), y para 4. hydrophila se
emplearon cebadores a partir del gen gyrB
(subunidad B de la ADN girasa) con un
amplicon de 144 pb, como se detalla en el
Cuadro 2.

Para la extraccion de ADN bacteriano
se empleo el kit comercial PureLink Genomic
DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA) y para la ejecucion de la técnica de
PCR se uso6 el kit comercial GoTaq Green
Master Mix (Promega, USA). Para ambos
kits se siguieron las recomendaciones de los
fabricantes.
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Figura 1. (A) Lesiones externas en truchas
arcoiris (Oncorhynchus mykiss): Glceras en
piel, lesiones necro-hemorragicas y distencion
abdominal; (B) Lesiones internas:
hepatomegalia, hemorragia petequial en hi-
gado, ciegos piloricos y a nivel de grasa
peritoneal

Los productos amplificados fueron so-
metidos a electroforesis (90 v durante 1-1.5
horas), utilizando gel de agarosa al 1.5% en
buffer TBE 1X, marcador de peso molecular
0 «ladder». Adicionalmente se incluyeron
controles positivos (cepas de 4. salmonicida
ATCC 33658 y de A. hydrophila ATCC
7966) y control negativo «NTC» (agua libre
de nucleasas). Las bandas de ADN se
visualizaron en un transiluminador (DNR Bio-
Imaging Systems, USA).

Se extrajeron y purificaron los produc-
tos obtenidos de la PCR de las cepas 4.
salmonicida y A. hydrophila con el kit co-

mercial Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, USA). Los productos se
secuenciaron empleando el servicio de
Macrogen Inc. (Corea del Sur). Las secuen-
cias obtenidas se alinearon y contrastaron con
la base de datos del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnologica (NCBI) emplean-
do BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool).

Consideraciones Eticas

El estudio contemplo6 las normas éticas
para la investigacion sefialadas por el Comité
de Etica y Bienestar Animal de la Facultad
de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos.

RESULTADOS

Las truchas juveniles fueron seleccio-
nadas por presentar signos clinicos y lesio-
nes asociados a aeromoniasis, lesiones que
fueron corroboradas de estar presentes du-
rante la necropsia (Figura 1). Se registraron
lesiones externas como melanosis (78.3%),
necrosis de aletas (68.3%), ulceraciones
epiteliales variadas (53.3%), hemorragia
petequial o equimdtica en aletas (46.7%) y
distencion del abdomen (28.3%). Asimismo,
lesiones internas (Figura 2) como
hepatomegalia (71.7%), esplenomegalia
(63.3%), hemorragias petequiales en higado
(43.3%) y hemorragias petequiales en cie-
gos pildricos (16.7%) y grasa peritoneal
(16.7%) (Cuadro 3).

El cultivo y aislamiento bacteriano se
efectud en los medios TSA y GSP. En el
medio TSA se obtuvieron 60 cepas bacte-
rianas, de las cuales solo una desarroll6 un
pigmento color café tenue, tanto en los aisla-
dos de rifién anterior como en los de bazo.
En el medio GSP, medio selectivo para
Aeromonas, se pudo evidenciar el crecimiento
de 12 aislados que viraron el medio rojo del
agar a un color amarillo evidenciando la pre-
sencia de bacterias de este género (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Frecuencia de alteraciones patoldgicas macroscopicas observadas tras la
necropsia de 60 truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con signologia

clinica de aeromoniasis

) L . Frecuencia
Alteraciones patologicas macroscopicas o o
Externas

Melanosis de la piel 47 78.3
Necrosis de aletas 41 68.3
Ulceraciones epiteliales 32 53.3
Hemorragia en aletas 28 46.7
Distencion abdominal 17 28.3
Internas
Hepatomegalia 43 71.7
Esplenomegalia 38 63.3
Hemorragia petequial en higado 26 43.3
Hemorragia petequial en ciegos pildricos 10 16.7
Hemorragia petequial en grasa peritoneal 10 16.7

En la caracterizacion fenotipica de ais-
lados del género Aeromonas se apreciaron
colonias que presentaban desarrollo rapido
(entre 24 y 48 horas), tamafio de 2-3 mm de
diametro, formas circulares con bordes defi-
nidos y coloracion blanquecina o cremosa.
La tincion Gram permiti6 la visualizacion de
morfologia bacteriana bacilar o cocobacilar
y de coloracion acidofila o gramnegativa tipi-
cas.

Las pruebas bioquimicas de oxidasa y
catalasa resultaron positivas para los 12 ais-
lados de Aeromonas que, previamente, ha-
bian virado a amarillo el medio del agar GSP.
Estas cepas provinieron de muestras de Junin
(7 aislados) y Cajamarca (5 aislados), tanto
de rifiéon anterior como de bazo. Todas las
cepas Aeromonas sp presentaron similitudes
en las siguientes pruebas bioquimicas: oxidasa
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y catalasa positivas, hemolisis beta en agar
sangre, arginina deshidrogenasa positivas,
reduccion de nitratos, metabolismo de la glu-
cosa, manitol, degradacion de la gelatina y
ureasa negativa.

Las cepas R3, B4, R14 y R17 de Junin
no presentaron motilidad (MOT) en medio
SIM y eran indol negativas (presuntivos a 4.
salmonicida), mientras las cepas RS, B19,
B20 de Junin y R9, B9, R10, B11 y B12 de
Cajamarca eran moviles e indol positivas (ca-
racteristico de Aeromonas moviles). Las ce-
pas Aeromonas sp presentaron resultados que
diferian o eran variables para las pruebas
bioquimicas: lisina descarboxilasa (LDC),
ornitina descarboxilasa (ODC), lactacto
(LAC), citrato (CIT) y produccion de sulfuro
de hidrogeno (H,S) relacionado a lo descrito
por Abbott et al. (2003) y Buller (2014).
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Cuadro 4. Caracterizacion preliminar de los aislados presuntivos a Aeromonas sp
obtenidos de truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con signologia
clinica de aeromoniasis procedentes de Junin y Cajamarca (Pert)

) . Desarrollo ) )

Origen Especie Cepa TSA GSP Colonias Gram Morfologia OX CAT
- a R3 Si Si Circular2mm, - Bacilosy + +
g % SPA VA blanquecinas cocobacilos
- S B4 Si Si  Circular, 2 mm, - Bacilosy + +

S PM VA blanquecinas cocobacilos
§ R14  Si Si  Circular, 2 mm, - Bacilosy + +
A SPA VA blanquecinas cocobacilos
R17 Si Si  Circular, 3 mm, - Bacilosy + +
SPA VA blanquecinas cocobacilos
RS Si Si  Circular, 2 mm, - Bacilosy + +
SPA VA blanquecinas cocobacilos
B19  Si Si  Circular, 3 mm, - Bacilosy + +
SPA VA blanquecinas cocobacilos
B20 Si Si  Circular, 2 mm, - Bacilosy + +
SPA VA blanquecinas cocobacilos
< o B11  Si Si  Circular, 2 mm, - Bacilosy + +
g 22 NP VA  blanquecinas cocobacilos
g S
= S R9 Si Si Circular,3mm, - Bacilosy + +
O § NP VA blanquecinas cocobacilos
§ B9 Si Si  Circular, 2 mm, - Bacilosy + +
NP VA blanquecinas cocobacilos
R10 Si Si  Circular, 3 mm, - Bacilosy + +
NP VA blanquecinas cocobacilos
B12  Si Si  Circular, 2 mm, - Bacilosy + +
SPA VA blanquecinas cocobacilos

R= Rifidn anterior; B= Bazo; PM= Forma pigmento marrén; SPA= Sin pigmentacién
aparente; NP= No forma pigmentos; VA = Viraje amarillo; OX=oxidasa; CAT= catalasa

La interpretacion de los resultados de
las pruebas bioquimicas permiti6 discriminar
las cepas de Aeromonas no moéviles (como
las cepas tipicas de A. salmonicida subsp.
salmonicida) de las Aeromonas moviles
(como las cepas de las presuntas A.
hydrophila, A. veronii y A. bestiarum).

Ademas, dentro de las cepas caracterizadas
como Aeromonas méviles se observaron per-
files bioquimicos similares a cepas de A.
hydrophila (posteriormente confirmadas
mediante técnicas moleculares), asi como
cepas presuntivas a 4. veronii 'y A. bestiarum
(Buller, 2014).
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Ladder (C £ A2 A3 AL A5 A6
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o 10 11 12 13 14 15 16

A7 A8 A9 Al0 All Al2 NTC Ladder
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Figura 2. Electroforesis de producto de PCR de aislados Aeromonas sp presenta 12 muestras
positivas a Aeromonas sp en columnas 3-14, control positivo de 480 pb en columna 2,
control negativo en columna 15 y ladder en columna 1 y 16

2 3
Aeromonas salmonicida

Ladder C+ NTC AS1
100bp

2 3. - R
Aeromonas hydrophila

AH1 NTC Ladder
100bp

Figura 3. Electroforesis de producto de PCR (A) presenta 4 muestras positivas a 4. salmonicida
en columnas 4-7, control positivo de 404 pb en columna 2, control negativo NTC en
columna 3 y ladder en columna 1; mientras (B) presenta 1 muestra positiva a A.
hydrophila, control positivo de 144 pb en columna 1, control negativo NTC en colum-

na 6 y ladder en columna 7

Se realizo PCR convencional a partir de
las colonias de las presuntas Aeromonas ob-
tenidas en la caracterizacion bioquimica. Para
la identificacion molecular se buscé obtener
un producto de 480 pb. Para detectar A.
salmonicida se generd un producto de 404
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pb y para A. hydrophila un producto de 144
pb. Los resultados indican que siete cepas de
Junin (R3, B4, R5, R14, R17, B19y B20) y
cinco cepas de Cajamarca (R9, B9, R10,R11
y B12) se engloban dentro del género
Aeromonas (Figura 3). Posteriormente, se
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identifico que las cepas R3, B4, R14 y R17
de Junin fueron positivas a 4. salmonicida,
mientras que la cepa B11 de Cajamarca fue
positiva a A. hydrophila (Figura 4).

Se realiz6 el secuenciamiento de los pro-
ductos de PCR y se realiz6 el alineamiento
mediante el software ClustalX. El analisis
bioinformatico efectuado a través de BLAST
(NCBI) confirm¢ las cepas Aeromonas spp
y A. salmonicida utilizando los marcadores
moleculares ARNr 16S y fs¢A respectivamen-
te, las cuales mostraron un porcentaje de si-
militud de 98 a 100% con las secuencias al-
macenadas en la base de datos NCBI. Ade-
mas, la cepa de Cajamarca identificada pre-
viamente como A. hydrophila mediante prue-
bas bioquimicas y PCR convencional (em-
pleando el marcador molecular gyrB), evi-
dencié una identidad de 95.6% con
Aeromonas hydrophila subespecie
dhakensis con los genes de gyrB presentes
en el GenBank.

DiscusioN

Esta investigacion se orientd principal-
mente a la caracterizacion e identificacion de
cepas patogenas causantes de aeromoniasis
en la truchicultura peruana: A. salmonicida
(forunculosis) y A. hydrophila (Septicemia
por Aeromonas moéviles). Austin B y Austin
D (2007) y Dallaire-Dufresne et al. (2013)
indican que este problema sanitario genera
retraso en el crecimiento, inmunosupresion,
signologia diversa, alta morbilidad (80-100%)
y mortalidad (entre 0 y 80%). Los experi-
mentos realizados por Zepeda-Velasquez et
al. (2017) en México, resaltan la
patogenicidad de 4. salmonicida y A.
hydrophila.

Las lesiones externas encontradas en
la necropsia fueron similares a las descritas
por Cipriano (2001), Noga (2010) y Baca
(2012). Ademas, como indica Zepeda-
Velasquez (2015), las lesiones externas ha-
lladas son compatibles tanto para forunculosis
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como para la septicemia por Aeromonas
moviles. De otra parte, las lesiones internas
halladas se correlacionan con las descripcio-
nes de Roberts (2001), Kozifiska (2007) y
Baca (2012) en truchas afectadas con
aeromoniasis. Las alteraciones mas resal-
tantes son las hemorragias de tipo petequial
o0 equimotica en rifion, bazo, higado y tracto
intestinal, tal y como lo describen Cipriano
(2001) y Noga (2010).

Austin B y Austin D (2007) y Kozifiska
(2007) mencionan que en la patologia oca-
sionada por 4. salmonicida, no siempre con-
lleva la formacion del fortinculo, sobre todo
en infeccion aguda o subaguda en peces ju-
veniles y en brotes epidemioldgicos; lo que
coincide con los hallazgos de este estudio.
De hecho, 4. hydrophila también puede oca-
sionar lesiones forunculosas (Zepeda-
Velasquez, 2015). Ademas, en salmonidos
como la trucha arcoiris la presentacion de sig-
nos clinicos frente a una infeccion bacteriana
cursa con signologia general, no
patognomonica (Kumar et al. 2015), y que
se asemeja a lo ocasionado por Yersinia
ruckeri (Sierralta, 2011) o Flavobacterium
psychrophilum (Lebn et al., 2008) que cur-
san con melanosis, esplenomegalia, hepato-
megalia, lesiones hemorragicas multifocales,
entre otras anomalias del comportamiento.

La caracterizacion bioquimica se sepa-
r6 en dos fases. La primera fase buscd aislar
cepas Aeromonas spp en agar TSA y GSP
(selectivo), y caracterizarlas observando la
morfologia macroscépica y microscopica,
tincion de Gram, prueba de oxidasa y catalasa.
Asi, 12 cepas de Aeromonas sp provenien-
tes de Junin y Cajamarca se desarrollaron en
el agar GSP. El aislamiento de cepas de
Aeromonas en la region Junin se
correlacionan a lo hallado por IMARPE
(2008) y Baca (2012). Sin embargo, hasta el
momento no se habian reportado Aeromonas
en truchas de cultivo en Cajamarca. La pre-
sentacion del pigmento marron soluble en
TSA observado en una de las cuatro cepas
A. salmonicida, descrito por Baca (2012) y
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Buller (2014), varia por el contenido de
triptona y la termolabilidad de la
hidroxifenilpiruvato dioxigenasa, segin lo des-
crito por Qiao et al. (2018).

La segunda fase uso6 un sistema no au-
tomatizado para caracterizar bioquimicamente
cepas Aeromonas spp y separarlas por es-
pecies, ya que los sistemas automatizados aun
no discriminan las especies de Aeromonas
con las de Vibrio (Janda y Abbott, 2010;
Latif-Eugenin, 2016). Ademas, las
Aeromonas presentan una diversidad
genética, bioquimica y antigénica que dificul-
ta su caracterizacion patogénica (Cipriano,
2001). Asi, la diferenciacion se baso en la
prueba de motilidad (en medio SIM) e indol,
ya que A. salmonicida es una bacteria no
movil e indol negativa, todo lo contrario a las
Aeromonas moviles, como A. hydrophila.
Se diferenciaron cuatro cepas de Junin
presuntivas a A. salmonicida y ocho
Aeromonas moviles de Cajamarca. Las
Aeromonas  moviles reaccionaron
variablemente a las pruebas ODC, LDC,
LAC, CIT y H2S, lo que sugirio la presencia
de A. hydrophila, ademas de perfiles
bioquimicos similares a las cepas patogenas
A. veronii y A. bestiarum como los descri-
tos por Abbott et al. (2003), Baca (2012) y
Buller (2014).

Latif-Eugenin (2016) menciona que para
la caracterizacioén e identificacion de
Aeromonas, el Comité Internacional de Sis-
tematica de Procariotas (ICSP) recomienda
un estudio polifasico que incluya estudios de
fenotipo, genotipo y, actualmente, estudios
filogenéticos. Asi, Baca (2012) caracterizo
bioquimicamente siete cepas A. salmonicida
y una cepa de A. hydrophila de Junin, pero,
en el pais ain no se han identificado
bioquimica o molecularmente otras especies
de Aeromonas médviles que afectan las tru-
chas arcoiris de cultivo. Asi, en el presente
estudio se desarrollaron tres protocolos de
deteccion molecular para Aeromonas sp, A.
salmonicida y A. hydrophila.

Rev Inv Vet Pert 2021; 32(4): 20927

Se emplearon cebadores especificos
para la deteccion molecular de Aeromonas
spp (ARNr 16S) y 4. hydrophila (gyrB),
basandose en el estudio efectuado por
Persson et al. (2015). Para el caso de 4.
salmonicida se amplifico el gen fstA, dise-
fiado por Beaz-Hidalgo et al. (2008), ya que
marcadores moleculares como ARNr 16S o
gyrB incluso identifican genotipicamente a
otras Aeromonas (Beaz-Hidalgo et al.,
2013a). La secuenciacion de los productos
del PCR vy el analisis BLAST (NCBI) con-
firmaron las cepas 4. salmonicida y
Aeromonas spp, presentando una similitud de
98-100%, mientras la cepa Bl1l A4.
hydrophila de Cajamarca demostro una iden-
tidad de 95.6% con Aeromonas hydrophila
subespecie dhakensis, siendo porcentajes de
identidad aceptables, como se indica en los
estudios de Martinez-Murcia et al. (2009) y
Latif-Eugenin (2016).

Este estudio utilizo cebadores para iden-
tificar las principales Aeromonas patogenas
que afectan la truchicultura, como lo descri-
be Cipriano (2001), Noga (2010) y Baca
(2012). Para esclarecer la divergencia
genética a nivel intraespecie o interespecie
de A. hydrophila y de otras Aeromonas
moviles, Martinez-Murcia et al. (2011) reco-
miendan el empleo de genes como gyrB (em-
pleado en este estudio), rpoD, recA, dnal,
gyrA, dnaX y atpD. Asi, Beaz-Hidalgo et
al. (2013b) y Colston et al. (2014) emplean-
do estudios filogenéticos reclasificaron 4.
hydrophila subsp. dhakensis en A.
dhakensis (estrechamente relacionado a 4.
hydrophila). Chen et al. (2016) indican que
este microorganismo se distribuye en ambien-
tes acuaticos de areas tropicales y
subtropicales, aislado de muestras de peces
y humanos enfermos, demostrando una mar-
cada virulencia para el desarrollo de
bacteriemias e infecciones clinicas, descrip-
ciones que se asocian a la cepa aislada en
Cajamarca.

Las siete cepas de Aeromonas moéviles
(identificadas como Aeromonas sp) presen-
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taban perfiles bioquimicos similares a las ce-
pas patogenas A. veronii 'y A. bestiarum. Esto
se conjetura por las diferencias en las prue-
bas bioquimicas: ODC positivo y LAC nega-
tivo como presuntivo a 4. veronii mientras
LAC positivo y H2S positivo como presuntivo
a A. bestiarum, de acuerdo con lo descrito
por Buller (2014). La idea de una infeccion
natural ocasionada por distintas especies de
Aeromonas es descrita por Baca en Junin
(2012) y se ve reforzada por las descripcio-
nes de coinfeccion en peces de cultivo reali-
zadas por Kozifiska y Pekala (2012) y por
Zepeda-Velasquez et al. (2015), quienes iden-
tificaron molecular e histopatologicamente A.
salmonicida, A. hydrophila y A. veronii
cohabitando e infectando truchas arcoiris de
cultivo con signos clinicos de enfermedad.

El elevado aislamiento de colonias
gramnegativas en medio TSA (42/60) se de-
bid a Yersinia ruckeri, enterobacteria de fre-
cuente presentacion en la truchicultura del
Pert, causante de yersiniosis («enfermedad
de la boca roja») que genera signologia simi-
lar (melanosis, esplenomegalia, hepatomegalia
y hemorragias multifocales) y ha sido repor-
tada en diversos estudios (Fernandez, 2011;
Sierralta, 2011; Sirvas et al., 2011). Asi, en la
casuistica del Laboratorio de Ictiopatologia
(FMV-UNMSM) se ha identificado Y.
ruckeri ademas de Flavobacterium
psychrophilum, causante de la enfermedad
bacteriana del agua fria, ambas con signologia
similar; de alli que debe efectuarse el diag-
nostico diferencial con estas enfermedades
bacterianas, la caracterizacion por bioquimica
y la identificacion molecular.

Para concluir, el estudio demostr6 que
distintas especies de Aeromonas causan
aeromoniasis en truchas arcoiris en una mis-
ma piscigranja, y que puede existir infeccio-
nes mixtas, especialmente con Yersinia
ruckeri, tornandose un problema sanitario
relevante que afecta a la incipiente y poco
tecnificada truchicultura nacional. Se preci-
san mas estudios que identifiquen molecu-
larmente, e incluso filogenéticamente, las es-
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pecies de Aeromonas que afectan el desa-
rrollo de la acuicultura peruana, en especial
Aeromonas patdgenas de truchas arcoiris.
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CONCLUSIONES

e Aeromonas salmonicida esta presente
en las piscigranjas de Junin mientras
Aeromonas hydrophila subespecie
dhakensis, en las de Cajamarca. Am-
bas bacterias causan signologia asocia-
da a aeromoniasis en las truchas arcoiris
juveniles y se presentan en baja frecuen-
cia.

e Se detecta la presencia de otras espe-
cies de Aeromonas moviles, distintas a
A. hydrophila, en las piscigranjas de
Junin y Cajamarca; las cuales estan
involucradas en el desarrollo de
aeromoniasis en truchas arcoiris juveni-
les y se presentan en baja frecuencia.
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