CARACTERIZACION CLINICA Y PATOBIOLOGICA DE LA INFECCION
EXPERIMENTAL CON Edwardsiella tarda Y Edwardsiella anguillarum EN
ALEVINOS DE TILAPIA (Oreochromis sp.)

JAIME ALBERTO HERNANDEZ CARRASCAL

MAESTRIA EN MICROBIOLOGIA TROPICAL
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS DEL TROPICO - 1IBT
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA
UNIVERSIDAD DE CORDOBA

Monteria - Colombia
2020



CARACTERIZACION CLINICA Y PATOBIOLOGICA DE LA INFECCION
EXPERIMENTAL CON Edwardsiella tarda Y Edwardsiella anguillarum EN
ALEVINOS DE TILAPIA (Oreochromis sp.)

JAIME ALBERTO HERNANDEZ CARRASCAL

Trabajo presentado para optar al titulo de Magister en Microbiologia Tropical

PAOLA ANDREA BARATO GOMEZ. PhD

Directora

RICARDO JAVIER PINEROS DUQUE. MSc

Codirector

Linea de Investigacion
SANIDAD ACUICOLA

MAESTRIA EN MICROBIOLOGIA TROPICAL
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS DEL TROPICO - 1IBT
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA
UNIVERSIDAD DE CORDOBA

Monteria - Colombia



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN ...ttt e et e e et e e e bt e e e sse e e e snteeanaeeanaeeas 9
A B S T R A T et e e e e e rra e nes 10
1. INTRODUGCCION ..ottt sttt 11
2. ESTADO DEL ARTE ...ttt sttt e e e nee e 13
2.1 Acuicultura y el impacto econémico de las enfermedades ............ccocevvervierienenenne, 13
2.2 Edwardsielosis como enfermedad en peces y 0tras eSPECIeS ........cccoverererierveeeinenns 15
2.3 Coinfecciones con EdwardsieloSis €N PECES ......ccecveiveieeiieieeie e 16
2.4 Edwardsielosis en la Interfaz animal-numano...........cccccoovienninene s 16
2.5 Edwardsielosis en la interfaz ambiente —animal ..........ccccooeveiiiiniininceee 19
2.6 Huéspedes, reservorios Y VENICUIOS........c.ooviiieieiie i 20
2.7 Piscicultura y el impacto econdmico de edwardsielosis ..........ccccevveveeiieiieneeiennnn, 21
3. OBUIETIVOS.....oo oottt ettt s ettt sttt ne s 22
TN €= 1< - | OSSPSR 22
3.2 ESPECITICOS . ....tiiviiiti ettt ettt sra s 22
AMETODOLOGIA ..ottt 23
4.1 Tiempo Y area del €StUAIO .......coveivieiiciece e 23
4.2 TIPO A8 BSTUAIO ...c.veeeeeee ettt e e esreereens 23
4.3 Criterios de SelecCion de 10S PECES. ......eiveverirerieiie e 23
4.4 Obtencion, recepcion de los animales experimentales (larvas) y evaluacion de su
ESLALUS SANTTATTO ..eevvivveie ittt ettt s et e ettt sbeeneeneeneenens 23
4.5 BaCterias 0 @STUAIO........cueieeieiie et nne e enes 24

4.6 Modelo de infeccién in vivo con E. tarda y E. anguillarum por inmersion (INM),
inoculacion intragastrica (1G) e intraperitoneal (IP) en alevinos de tilapia de 3 a 5 cm

de tallay 3 a5 gr de peso en promedio (Reed, 1938). ........cccecvveviiiiicvie e 26
4.7. Evaluacion clinica, necropsia y pesaje de animales experimentales......................... 28
4.8 ANALISIS ESTAUISTICO ....eveivieiieiieieie ettt sttt ens 30
5. RESULTADOS......oo ottt sttt sttt b et se st st saebe bt neane s 31



5.1 Animales eXperimentales....... ... 31

5.2 Cuantificacion de Edwardsiella tarda (18-294) y Edwardsiella anguillarum (18-
355) para inoculacion experimental iN VIVO.........ccooooiiiiiiiieiesee s 31

5.3 Replicacion experimental de edwardsielosis por Edwardsiella anguillarum en
alevinos de tHapia. ... ..o 33

5.4 Replicacion experimental de edwardsielosis por Edwardsiella tarda en alevinos de

L0] F= o] - D PSPPI 35

5.5 Reduccion de ganancia de peso al final del ensayo (30 dias PI) en los peces

inoculados con E. anguillarum y E. tarda tanto por via IGY INM ..........cccccveviveveinnn, 36
B DISCUSION ..ot 38
T CONCLUSIONES ... ..ot e e e e sne e e e nee e s neeeanes 45
8 RECOMENDACIONES....... oot e e 46
O BIBLIOGRAFTA .......ooiiiieisie ettt 47
LO ANEXOS ... ettt e e e et e st e et e e e nr e e e rre e e naeeanreeanes 58



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Grupos experimentales para inoculacion in vivo de E. tarda y E. anguillarum.

Tabla 2. Dosis de indculos utilizados en los ensayos de inoculacion Intraperitoneal (IP),
intragastrica (IG) e inmersion (INM) de E. tarda y E. anguillarum en alevinos de tilapia
(O g=ToTod ol o] 1T TSR] o1 USSR 32



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Cultivo de E. tarda y E. anguillarum en medio selectivo agar MacConkey.
(Fotos P. Barato., R. Pifieros., J. HErNANAEz). ........ccceveveiiiiiieeeee e 25

Figura 2. Crecimiento de colonias de Edwardsiella anguillarum en agar Mac Conkey al
cultivo de 100ul del indculo en la dilucién 1073 para confirmar la dosis final de
inoculacion por recuento de ufc/ml. (Fotos P. Barato., R. Pifieros., J. Hernandez)........ 26

Figura 3. Acuarios del area experimental con 10 peces cada uno para ensayos de
infeccion in vivo. (Fotos P. Barato., R. Pifieros., J. Hernandez)...........cccccccoevveciveenenn, 26

Figura 4. Modelo de infeccion in vivo para inoculacion via intragastrica, por inmersién e
intraperitoneal y periodos de experimentacion de cada modelo. ............cccccevveiiiiennen, 29

Figura 5. Crecimiento (UFC/ml) de Edwardsiella tarda y Edwardsiella anguillarum...32

Figura 6. Mortalidad acumulada del dia 1 al 15 postinoculacién (PI) via intraperitoneal
(IP), intragéstrica (IG) y por inmersion (INM) de E. tarda y E. anguillarum en alevinos
de tilapia. Los peces inoculados con E. tarda via IG e INM no presentaron mortalidad a
los 15 dias PI.  Dia 7 postinoculacién; Porcentaje mortalidad acumulada 50%. ......... 34

Figura 7. Lesiones macroscopicas de tilapias inoculadas con E. anguillarum. A. Alevino
de tilapia control negativo por inmersion a los 30 dias PI; intestino con contenido,
higado color café con morfologia normal. B. Alevino de tilapia inoculado IP con
10’ufc/ml a los 7 dias PI; se observa esplenomegalia con maltiples nodulos blanquecinos
puntiformes distribuidas al azar (flechas), vesicula biliar pletérica, higado palido e
intestino sin contenido. C. Alevino de tilapia inoculado INM con 108ufc/ml a los 7 dias
Pl; se observa hepatomegalia con multiples masas blanquecinas distribuidas al azar
(flechas). (Fotos P. Barato., R. Pifieros., J. Hernandez). ..........cccoccovvevnvcincnnncnnnienen, 34

Figura 8. Lesiones macroscopicas de tilapias inoculadas con E. tarda. A. Alevino de
tilapia inoculado via IP con 107ufc/ml a los 15 dias PI; hepatomegalia, esplenomegalia e
intestino sin contenido. B. Alevino de tilapia inoculado por INM con 108ufc/ml a los 30
dias PI; se observa hepatomegalia, higado palido e intestino sin contenido. C. Alevinos
de tilapia inoculados INM con 108ufc/ml a los 30 dias PI; se observa disparidad en las
tallas. (Fotos P. Barato., R. Pifieros., J. HErnandez). ...........ccoovvoveiiieneiiienciseseeens 36

Vi



Figura 9. Peso de alevinos a dia 0, 15 y 30 PI de E. anguillarum por via IG e INM
(G 2011000 TSRS 37

Figura 10. Peso de alevinos a dia 0, 15 y 30 Pl de E. tarda por via IG e INM
(*P<0,0001; **<P0,05) ....uiieuiiieiieieiisiesieiee ettt ettt sren e ane s 37

vii



ANEXOS

Anexo 1. RT-PCR para el segmento 3 del Virus de la Tilapia del Lago — TiLV — CM-
19- 0261 — Carril 261 de larvas al momento de la llegada para evaluacion de su estado
7 L0 ¢ o RSP RT 58

Anexo 2. PCR convencional para deteccion del gen gyrB de E. tarda CM-19- 0262 —
Carril 262 de larvas al momento de la llegada para evaluacion de su estado sanitario. ..59

Anexo 3. PCR convencional para deteccion del gen gyrB de E. anguillarum — CM-19-
0343 - Carril 60 de larvas al momento de la llegada para evaluacion de su estado
T g L4 [ TSSO P PR SRPRPRR 60

viii



RESUMEN

La edwardsielosis es una enfermedad granulomatosa sistémica que afecta un amplio
rango de hospederos terrestres y acuaticos, entre ellos la tilapia (Oreochromis sp.).
Recientemente se diferencio filogenéticamente Edwardsiella tarda en tres especies: E.
tarda, E. anguillarum y E. piscicida. El propdsito de esta investigacion fue caracterizar
clinica y patobioldgicamente la infeccion experimental con E. tarda y E. anguillarum en
alevinos de tilapia. Se realizo un estudio de tipo experimental con 19 grupos, cada uno
con dos replicas, asi: indculo por inmersion (INM) e intragastrico (IG) en dosis 10°, 10’
y 10® ufc/ml para cada bacteria (E. anguilllarum y E. tarda) (12 grupos), indculo
intraperitoneal (IP) en dosis 10° y 107 ufc/ml igualmente para ambos microorganismos
(4 grupos) y tres (3) grupos controles negativos con inoculacion de solucion salina
fisioldgica estéril (SSF) por las respectivas vias de inoculacion (IP, IG, o IMM). Durante
el periodo experimental (30 dias) los peces fueron evaluados clinicamente (signos y
lesiones macroscopicas). Se pesaron los alevinos en tres momentos: al dia O inicio del
experimento, al dia 15 (primera fase) y al dia 30 culminacion del experimento (segunda
fase). Los peces inoculados con E. anguillarum (18-355) y con E. tarda (18-294) por via
IP después del dia 4Pl y 7Pl presentaron ascitis, masas blanquecinas en peritoneo y
bazo, hepatomegalia, esplenomegalia, ausencia de alimento en el intestino y distension
de la vesicula biliar. Por la via IG con E. anguillarum el 25% de mortalidad se presento
con 10° ufc/ml, el 33% con 107 ufc/ml y el 58% con 108 ufc/ml; con esta misma bacteria
por via INM con 10° ufc/ml no se presenté mortalidad durante los primeros 15 dias de
estudio, con10’ ufc/ml fue del 50% y con 10® ufc/ml del 55%. Con E. tarda por
inoculacion via I1G e INM durante un periodo de 1 a 15 dias Pl no hubo mortalidad y
durante los dias 15 al 30 PI los peces inoculados por INM con 102 ufc/ml tuvieron el
43% de mortalidad. Al dia 30 Pl se observaron diferencias significativas (P<0,0001) en
el peso entre el grupo control y los sobrevivientes inoculados con E. anguillarum y E.
tarda. E. anguillarum es una bacteria mas patégena en comparacion con E. tarda,
presentando la primera signos, mortalidad y lesiones mas temprano y con mayor
extension y severidad por las diferentes vias de inoculacién. Edwardsielosis tanto por E.
tarda como por E. anguillarum es una enfermedad de caracter crénico afectando los
parametros productivos del sistema evidentes con la mortalidad y la reduccién en la
ganancia de peso. Este trabajo demuestra que la edwardsielosis tiene impacto directo en
la productividad de la granja, por lo que se recomienda establecer su vigilancia y
seguimiento para evitar altas pérdidas econémicas.

Palabras claves: Edwardsielosis, Oreochromis sp, patobiologia, pardmetros
productivos, granulomas.



ABSTRACT

Edwardsiellosis is a systemic granulomatous disease that affects a wide range of
terrestrial and aquatic hosts, including tilapia (Oreochromis sp). Recently, Edwardsiella
tarda was phylogenetically reclasiffied in three species: E. tarda, E. anguillarum and E.
piscicida. The purpose of this research was to characterize clinically and
pathobiologically the experimental infection with E. tarda and E. anguillarum in tilapia
fingerlings. An experimental study was carried out with 19 groups, each with two
replications, as follows: immersion inoculum (INM) and intragastric (IG) in doses 108,
10" and 108 cfu/ml for each bacteria (E. anguilllarum and E. tarda) (12 groups),
intraperitoneal inoculum (IP) at doses 10° and 10 cfu/ml equally for both
microorganisms (4 groups), and three (3) negative control groups with inoculation of
sterile physiological buffered solution (PBS) by the respective routes inoculation (IP, IG,
or IMM). During the experimental period (30 days) the fish were clinically evaluated
(signs and gross lesions). The fingerlings were weighed at three times: at day O start of
the experiment, at day 15 (first phase) and at day 30, culmination of the experiment
(second phase). The fish inoculated with E. anguillarum (18-355) and with E. tarda (18-
294) by IP route after day 4Pl and 7Pl presented ascites, whitish masses in the
peritoneum and spleen, hepatomegaly, splenomegaly, absence of food in the intestine
and gallbladder distention. By the IG route with E. anguillarum, 25% of mortality was
presented with 10° cfu/ml, 33% with 107 cfu/ml and 58% with 108 cfu/ml; with this
same bacterium by the INM route with 108 cfu/ml there was no mortality during the first
15 days, with 107 cfu/ml it was 50% and with 108 cfu/ml it was 55%. With E. tarda by
inoculation via I1G and INM for a period of 1 to 15 days PI there was no mortality, and
during days 15 to 30 PI the fish inoculated by INM with 108 cfu/ml had 43% mortality.
At day 30 PI, significant differences (P <0.0001) in weight were observed between the
control group and the survivors inoculated with E. anguillarum and E. tarda. E.
anguillarum is a more pathogenic compared to E. tarda, presenting signs, mortality and
gross lesions earlier and with greater extension and severity by the different routes of
inoculation. Edwardsiellosis by both E. tarda and E. anguillarum is a chronic disease
affecting the productive parameters of the system evident with mortality and reduction
in weight gain. This work shows that edwardsiellosis has a direct impact on the
productivity of the farm, so it is recommended to establish its surveillance and
monitoring to avoid high economic losses.

Key words: Edwardsiellosis, Oreochromis sp, pathobiology, productive parameters,
clinical signs.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad segin datos de la FAO para el afio 2016 en produccion acuicola
continental, la especie que mas se produce a nivel mundial es la carpa (29%)
(Ctenopharyngodon idellus 11%, Hypophthalmichthys molitrix 10%, Cyprinus carpio
8%), seguido de la tilapia (10%) (Oreochromis niloticus 8%, Oreochromis (Tilapia) sp.,
2%). (FAO, 2018). Colombia ha tenido un crecimiento de la acuicultura en diferentes
regiones trayendo desarrollo econdémico y social, que en parte se debe a la riqueza de
recursos hidricos para la produccion de peces y crustdceos (Parrado, 2012).
Actualmente, la tilapia colombiana se sigue abriendo paso en mercados internacionales:
tras conquistar el de Estados Unidos, ademas se convertird en el primer producto no
tradicional de la canasta agroexportadora de Colombia en llegar a Islandia (SIOC,
2020).

Lo anterior deja ver el crecimiento y la intensificacion de la produccién de esta especie,
lo cual ha generado la presentacion de enfermedades de tipo bacteriano y viral como la
infeccion por el Virus de la Tilapia del Lago (TiLV) y bacterianas como Estreptococosis
por  Streptococcus agalactiae, Aeromoniasis por Aeromonas hydrophila,
Flavobacteriosis por Flavobacterium columnare, Edwardsielosis por Edwardsiella tarda
y recientemente Edwardsiella anguillarum; son los agentes virales y bacterianos mas
comunes generando pérdidas econdmicas a la industria piscicola particularmente en
cultivos de tilapia (Thangapalam, 2015). La edwardsielosis es una enfermedad sistémica
que afecta un amplio rango de peces como son la tilapia, anguilas, el bagre y la carpa,
caracterizada por la presentacion de lesiones de tipo granulomatoso en 6rganos como
bazo, higado, rifidén, ojo, entre otros (Park, 2012). Edwardsiella tarda pertenece a la
familia Enterobacteriaceae el cual es un bacilo Gram negativo, flagelado, positivo a
catalasa e indol, oxidasa negativa, produce H2S y fermenta la glucosa (Meyer y Bullock
1973; Sechter et al., 1983).

Edwardsiella anguillarum comparte caracteristicas similares a otros aislamientos de

Edwardsiella, como la capacidad de crecimiento en condiciones anaerdbicas; sin
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embargo, su naturaleza no mavil lo diferenciaba de otros grupos (Bujan et al., 2018).
Estas bacterias se aislaron originalmente de anguilas enfermas (Anguilla sp.). En China,
y los estudios sobre la virulencia de los aislamientos bacterianos de una variedad de
especies de peces han aumentado en otros paises, incluidos China, Japon, EE. UU. Y
Grecia (Katharios et al., 2015; Shao et al., 2015; Armwood et al., 2019).

En Colombia esté reportada la Edwardsielosis en tilapias desde el 2004 y en el 2007 se
registré un brote severo de esta enfermedad donde se aislo E. tarda en el departamento
del Meta (Iregui et al., 2004; Rondon, 2007). En el 2017 se presentaron dos brotes de
Edwardsielosis, con mortalidades del 40% en el departamento del Meta aislando E.
tarda y E. anguillarum y del 30% en el departamento del Huila aislando E. anguillarum
(Pifieros et al., 2018).

Ademas, E. anguillarum se ha reportado en multiples especies como la dorada (Familia
Sparidae), mero (Epinephelous spp.), ronco rayado azul (Haemulon sciurus) y tilapia
(Oreochromis sp.) (Griffin et al., 2007; Ucko et al., 2016; Bujan et al., 2018).

Pifieros et al., (2018), detectaron por inmunohistoquimica la presencia de Edwarsiella
anguillarum en lesiones granulomatosas en higado, bazo, rifion y ojo de casos de granjas
de produccion intensiva de tilapia en Colombia con lesiones histopatoldgicas
compatibles con edwardsielosis, que adicionalmente fueron confirmados por
amplificacion del gen gyrB a partir de aislamientos bacterianos obtenidos del mismo
lote evaluado.

Hasta la fecha no se conoce completamente la patobiologia de la infeccion por
Edwardsiella anguillarum en tilapia, ni las diferencias clinicas y patobioldgicas de la
enfermedad en comparacion con Edwardsiella tarda. En la literatura se encuentran
reportes de caso de Edwardsielosis por E. anguillarum en tilapia en Costa Rica, EEUU,
Corea y Colombia asi como la caracterizacion gendmica en aislamientos de esta bacteria
en tilapia (Oreochromis sp.), Anguilla sp. y Diplodus puntazzo (Lépez-Porras et al.,
2018; Barato et al., 2018; Armwood et al., 2019; Katharios et al., 2019; Oh et al., 2020).

12



El presente estudio buscd caracterizar clinica y patobiolégicamente la infeccion
experimental con E. tarda y E. anguillarum en alevinos de tilapia por tres vias de

inoculacion: intraperitoneal (IP), intragastrica (IG) e inmersion (INM).

2. ESTADO DEL ARTE

2.1 Acuicultura y el impacto econémico de las enfermedades

La acuicultura es probablemente el sector de produccion de proteina de origen animal de
mas rapido crecimiento en el &mbito mundial. Por primera vez en la historia moderna, la
produccién mundial de piscicultura superd la produccion de carne de res. La brecha se
amplié en 2012, y la acuicultura, alcanz6 un récord de 66 millones de toneladas, en
comparacion con la produccion de carne de vacuno de 63 millones de toneladas (Earth
policy, 2018). Siguiendo esta tendencia, Colombia ha tenido un crecimiento de la
acuicultura trayendo desarrollo econdmico y social, que en parte se debe a la riqueza de
recursos hidricos para la produccién de peces y crustaceos (Parrado, 2012). Segun datos
del Ministerio de Agriculturay Desarrollo Rural y FEDEACUA en 2019 en Colombia se
muestra que desde el afio 2007 hasta el afio 2017 la produccion piscicola pasé de 63.052
toneladas a 120.230 toneladas, acompafiado de la certificacion de 13 plantas de proceso,
generando incremento en las exportaciones hacia otros paises por 7.953 toneladas de
carne de pescado al afio que representan USD$ 56.4 millones, siendo el departamento
del Huila, el mayor productor en Colombia. La produccion nacional en toneladas se
encuentra en 120.230 toneladas dividida entre las distintas especies (Tilapia, trucha,
cachama, camardn y especies nativas), siendo la tilapia la especie de mayor produccion,
con aproximadamente 70.000 Ton/afio. (SIOC, 2020).

En Colombia a su vez el consumo per capita de pescado paso de 3.49 kg en el afio 2009
a 7.3 kg por persona afio para el afio 2017 (FEDEACUA, 2019).
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En la actualidad la especie de pez que mas se produce en Colombia es la mojarra
(tilapia) Oreochromis sp, originaria de Africa y perteneciente a la Familia: Cichlidae.
Esta fue introducida directamente al Instituto Nacional de Piscicultura Tropical en la
ciudad de Buga en el Departamento del Valle del Cauca en 1957 procedentes de Brasil
(Parrado, 2012). El verdadero auge de la produccién de tilapia en Colombia se genero a
partir de los afios 80 con el ingreso de la tilapia roja en diferentes regiones del pais y en
la década de los 90 con las exportaciones de filete fresco a Estados Unidos (Parrado,
2012). Actualmente, Colombia ocupa el decimoprimer puesto en la produccién mundial
de tilapia (61.800 Ton anuales) y el primer puesto como exportador de filete fresco de
tilapia para Estados Unidos, con 7.953 Ton anuales (FAO, 2018; FEDEACUA, 2019).
Debido a la produccion intensiva y a deficientes practicas de bioseguridad, carencia de
programas de control y prevencion de enfermedades en Colombia, los sistemas de
produccion de peces como la tilapia, se han visto afectados por la presentacion de
enfermedades de tipo bacteriano y viral como es el caso de la estreptococosis estimando
que las pérdidas ocasionadas por la enfermedad estan entre 30% y 35%, esto hace que
las conversiones alimenticias se aumenten y por consiguiente los costos de produccion
por kilo (Gonzalez, 2020). Desde 2009 se han presentado mortalidades del 20 al 100%
en cultivos de tilapias por la infeccion por el virus de la tilapia del lago (TiLV). En un
analisis sobre el impacto econémico de TiLV en un sistema de produccion en biofloc de
tilapia, con siembra de 80.000 alevinos, la mortalidad generd pérdidas economicas (por
$24.224.151), correspondientes con: Mortalidades (68,52%) - $ 16.599.000,00 COP,
Alimento y equipos (18,54%) - $4.490.506,38 COP y Diagnostico y tratamiento
(12,94%) - $3.134.644,00 COP (Cala et al., 2020).

Es de resaltar que no hay estudios referentes para el impacto econémico de la

Edwardsielosis en la tilapia.
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2.2 Edwardsielosis como enfermedad en peces y otras especies

La Edwardsielosis es una enfermedad que afecta principalmente a peces, causada por
bacterias pertenecientes al género Edwardsiella de la familia Enterobacteriaceae (Ewing
et al., 1965), la cual agrupa bacterias medioambientales y presentes en diferentes
hospederos (Griffin et al., 2007). Hasta 2013, el género consistia en 3 especies:
Edwardsiella hoshinae, Edwardsiella ictaluri y Edwardsiella tarda (Grimont et al.,
1980). Edwardsiella hoshinae se describié como agente patégeno de aves y reptiles
(Hawke et al., 1981) y Edwardsiella ictaluri principalmente en el bagre de canal
(Ictalurus punctatus), y recientemente se asocidé con eventos de mortalidad en tilapia
cultivada (Oreochromis sp.) (Soto et al., 2012). La Edwardsiella tarda es la especie mas
importante en este género por ser un patégeno versatil con una amplia gama de
hospederos, incluidos, aves (White, 1973), peces (Mohanty, 2007) anfibios y reptiles
(White, 1984), mamiferos marinos (Coles, 1978) y humanos (Leung, 2012). E. tarda se
aisla de una variedad de nichos ecoldgicos, como los lagos y rios (White, 1973), el agua
de mar y los intestinos de animales acuaticos sanos (Kebede, 2016). Desde 1962, los
brotes de esta enfermedad han causado importantes pérdidas econdmicas en diferentes
especies de peces comercialmente importantes (Mohanty, 2007), incluidos: bagre de
canal (I. punctatus), salmonete (Mugil cephalus), tilapia (Oreochromis niloticus), besugo
(Pagrus major), lubina (Dicentrarchus labrax), lubina (Morone saxatilis), cola amarilla
(Seriola quinqueradiata), lenguado japonés (Paralichthys olivaceus), rodaballo
(Scophthalmus maximus) y lenguado (Solea senegalensis) (Castro, 2012), entre otros.
Edwardsiella tarda es una bacteria que se puede encontrar en ambientes acuaticos y en
peces donde genera cuadros septicémicos con abscesos, granulomas y necrosis en
tejidos, como cerebro, higado, bazo, piel y musculo. Por otra parte, se ha reportado
infeccion en humanos generando cuadros gastrointestinales (Verjan, 2012). En el 2012
las caracterizaciones fenotipica y genotipica de E. tarda demostraron que los
aislamientos de Edwardsiella en peces no pertenecian a la especie o cualquiera de los

taxones previamente establecidos dentro del género Edwardsiella, por lo tanto, se
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propuso una nueva especie la cual fue Edwardsiella piscicida sp. (Abayneh, 2012;
Griffin, 2014).

La clasificacion errénea con base en las diferencias fenotipicas entre E. tarda, E.
piscicida y E. anguillarum hace necesario el uso de técnicas moleculares para una
correcta identificacion a nivel de especie (Bujan et al., 2018). La infeccion por E.
piscicida y la enfermedad por E. anguillarum han sido reportadas en tilapias, pero su
patobiologia y las diferencias en virulencia con E. tarda, no han sido estudiados

completamente bajo condiciones experimentales (Armwood et al., 2019).

2.3 Coinfecciones con Edwardsielosis en peces

En la literatura se reportan coinfecciones Edwardsiella tarda con patdgenos bacterianos
y virales. Entre los mas relevantes se encuentra edwardsielosis con infeccion por
Streptococcus iniae, aquabirnavirus y virus de la septicemia hemorragica vial (VHSV)
en lenguado japones, con Aeromonas hydrophila en tilapia roja, y con TiLV en tilapia
roja y nilética (Pakingking Jr. R. et al., 2003; Lee and Wendy, 2017; Barato et al., 2018)

En la etapa de alevinaje de tilapia en Colombia se ha encontrado incrementos de la
mortalidad debido a la coinfeccion con TiLV y E. tarda, comprometiendo la
productividad de las granjas afectadas (Montufar et al., 2018). El Virus de la Tilapia del
Lago - TiLV es un nuevo virus, cuya infeccién es considerada como una enfermedad
emergente. Tiene un genoma de 10 segmentos de ARN monocatenario de sentido
negativo lineal. Pertenece a la familia Amnonvidiridae, género tilapinevirus y especie
Tilapia tilapinevirus (Kibenge, 2016; Bacharach, 2016).

2.4 Edwardsielosis en la Interfaz animal-humano

En los ultimos afios se ha evidenciado un aumento marcado en la aparicion de
enfermedades en humanos asociados a los animales domésticos y silvestres e incluso

enfermedades que hace afios no afectaban a los humanos. Es decir, enfermedades
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emergentes y reemergentes, las primeras apareciendo por primera vez o que han sido
descritas por primera vez y las Ultimas siendo aquellas que estaban hace muchos afios y
se encontraban “controladas” y en tiempos recientes los reportes se han incrementado
significativamente. Muchas de estas al ser desconocidas o al estar por fuera de las listas
de vigilancia han podido actuar y desarrollar distintos métodos en los que se puede
incluir el salto entre especies y pasar desapercibidas. Esto las convierte en una seria
amenaza para la salud publica y la seguridad alimentaria, que deben ser controladas y se

deben desarrollar estrategias de prevencion (Deem S., 2012).

En humanos la infeccion por E. tarda generalmente causa una gastroenteritis con diarrea
acuosa a sanguinolenta aguda prolongada o intermitente en personas
inmunocomprometidas, adultos mayores o nifios. Ademas, puede cursar con anorexia,
falta de apetito y vomitos en nifios. En algunos casos la gastroenteritis puede llegar a una
colitis ulcerativa (Garcia N. J., 2012). Esta enfermedad es de especial preocupacion en
aquellos paises donde el consumo de pescado crudo es frecuente, pues son una fuente de
infeccion importante para los humanos. Otra manera de infectarse puede ser por
accidentes de pesca, contacto con aguas contaminadas o por traumas al abdomen que
permitan la traslocacion de la bacteria. En caso de traslocacion bacteriana en humanos
las lesiones pueden ser severas y causar abscesos hepaticos, peritonitis, colangitis,
meningitis, bronconeumonia, empiema salpingitis o incluso shock séptico (Garcia NJ.,
2012).

Por la falta de informacion sobre la distribucion de las bacterias del género Edwardsiella
sp, sus efectos sobre distintos animales, el impacto econémico que puede tener la
entrada de cualquiera de estas bacterias a sistemas productivos de peces, es por esto por
lo que esta enfermedad emergente debe ser tomada en cuenta. Se debe empezar a
desarrollar estrategias de control en sistemas productivos y la posible infeccidon en
humanos, sistemas de alerta, desarrollar tratamientos que resulten efectivos y no
contaminantes para el ambiente. Se debe generar méas investigacion para entender la

distribucion y la manera de replicarse en los diferentes sistemas biologicos capaces de
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infectar, para asi plantear estrategias adecuadas y claras para su control y disminucion de

riesgo a infeccion.

La asociacion de gastroenteritis en humanos al consumo de pescado es alta,
generalmente por consumo de pescado que no fue bien cocido o simplemente crudo. La
lista de enfermedades que se puede adquirir por el consumo de pescado mal cocido o
crudo es muy larga y la mejor manera para prevenir esto es evitar el consumo de
pescado crudo y asegurarse que este bien cocido al momento de consumirlo. De todas
formas, el consumo de pescado no es la Unica via de infeccion para el humano, debemos
tener en cuenta que todas las personas que trabajan en acuicultura y pescadores formales
e informales también estan en riesgo. Esto porque el manejo del pescado con heridas o
sin estas, pero sin guantes es una via de entrada a los distintos patégenos que poseen los
peces. Ademas, las actividades acuéticas recreativas que frecuentan algunas personas
como buceo, snorkel, pesca recreativa, surfear y demas actividades que se pueden hacer
en mar o en agua dulce son un riesgo potencial de adquirir la enfermedad, esto por el
contacto directo con el agua potencialmente infectada. El riesgo que representa
Edwardsiella sp. es que tiene la capacidad de infectar una alta cantidad de especies
animales, esto quiere decir que por el consumo de animales silvestres o de sus productos

puede ser una fuente extra para adquirir la enfermedad.

Esta cercania que hay entre el humano, los ambientes en los que se puede encontrar la
Edwardsiella sp. y los animales que la pueden transmitir pueden ser un factor de riesgo
para la presentacion de la enfermedad en humanos y otras especies. Esto demuestra que
es una enfermedad que esta completamente desatendida y a raiz de esto se puede estar
subdiagndsticando en humanos o ni siquiera se esta haciendo. Ademas de la cercania
con los ambientes en los que se encuentra Edwardsiella sp. Existe también el aumento
de la demanda de pescado a nivel mundial, pues la produccién de carne res fue superada
por la piscicultura por primera vez (Earth-policy, 2019). Esto también se puede

considerar como una expansion de la frontera agropecuaria, pues cada vez se demanda
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mas espacio y fuentes hidricas para la produccion de acuicola en donde se puede entrar

este microorganismo.

Otro punto importante que se debe tener en cuenta es que esta enfermedad al ser
transmitida en gran parte por el consumo de alimentos se debe considerar como una
ETA (enfermedad transmitida por alimentos). Es decir que la edwardsielosis tiene un
potencial de ocasionar brotes o casos que pueden estar siendo diagnosticados como otras
ETAs por el poco conocimiento y medidas para el diagnostico de esta. En este caso el
80% de las infecciones son de tipo gastrointestinal dejando el 20% restante son
infecciones extraintestinales por lo general mionecrosis, meningitis, peritonitis con
sepsis, bacteremia e infeccion de heridas (Wang 1.K., 2005). Las personas que suelen
verse mas afectadas son las que tienen una enfermedad concomitante 0 se encuentran
inmunosuprimidos. En general estan es riesgo de adquirir la enfermedad los operarios de
los piscicultivos, los comerciantes de pescado y los consumidores de pescado

(especialmente crudo).

2.5 Edwardsielosis en la interfaz ambiente — animal

Las bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae en general son causantes de
un gran numero de enfermedades zoonoéticas y son habitantes normales de la flora
digestiva de distintos animales. En el caso del género Edwardsiella se sabe que es un
habitante normal del agua, de la microbiota intestinal de los peces y que puede estar
presente en distintos animales, sin muchas restricciones. Debemos recordar que por las
caracteristicas propias de la bacteria puede sobrevivir en distintos ambientes sin
problema, aunque tiende a generar mas brotes en peces que permanecen en aguas a
temperaturas entre 14° - 45°C (Garcia NJ., et al, 2012).

Es claro que el cambios climatico ha cambiado la dinamica en los ecosistemas marinos y
acuaticos continentales, lo cual ha generado alteraciones en el balance, fisicoquimico,

ecologico y del microambiente que ha favorecido la presentacion de enfermedades
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parasitarias, bacterianas y virales, afectando diferentes especies de peces de cultivo
(Bong-Tae Kim., 2019) (Custddio da Costa J., 2020) (Nguyen N. P., 2020).

La alta capacidad infectiva de la bacteria y la alta carga ambiental de la misma puede ser
la razon por la cual hasta ahora se estd empezando a hacer realmente evidente en la
acuicultura. Pues debido al aumento en la demanda es que se ha aumentado la
produccidn, es hasta hace unos pocos afios que se le dio importancia a esta enfermedad,
pero no la suficiente, en definitiva. A raiz del aumento de la presentacion de la
enfermedad el uso de antibi6ticos en los peces también aumento y hoy en dia ya se han
registrado resistencias, siendo la resistencia a los antibioticos una de las amenazas mas
grandes de la salud publica actualmente. Aparte de la resistencia como consecuencia del
uso inadecuado o indiscriminado también se genera una contaminacién del ambiente que

tiene repercusiones severas sobre el mismo (Acevedo R., 2015) (Andersson D., 2012).

2.6 Hospederos, reservorios y vehiculos

Las Edwardsiella sp. son bacterias ampliamente distribuidas en el ambiente y en los
animales lo que hace muy complicado definir el huésped, los posibles reservorios y
vectores. Podemos decir que el huésped y el reservorio son diferentes peces y otros
habitantes de cuerpos de agua bien sean salado o dulce. Los peces adultos son portadores
de la bacteria y no se ven afectados de manera tan severa como los alevinos en el caso

de la tilapia (Oreochromis sp.) con E. anguillarum.

En el caso de la edwardsielosis no se conocen vectores, en el sentido de artrépodos que

lo transmitan, pero si hay vehiculos como lo son el agua y los alimentos contaminados.

En aves se ha descrito la presencia de E. tarda en la microbiota intestinal de especies
carrofieras, por lo que se consideran reservorio del microorganismo en sistemas de
produccién acuicola (Winsor et al., 1981). Muchas aves consumen pescado y habitan
cuerpos de agua 0 muy cerca a estos por lo que se debe ampliar el conocimiento sobre si

estos animales pueden actuar como diseminadores de las bacterias sin ser o siendo
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afectados. Esta pregunta aplica para todos los otros animales que también entran en
contacto con la bacteria como los reptiles, anfibios, mamiferos y mamiferos marinos.

¢Cual es el papel de estos animales en la interfaz ambiente-animal-humano?

Otra pregunta importante es como se ha logrado distribuir esta bacteria en las
producciones piscicolas del mundo y como llego E. anguillarum a Colombia a 2 predios

en departamentos distintos.

2.7 Piscicultura y el impacto econdmico de edwardsielosis

Colombia ha tenido un crecimiento de la acuicultura en diferentes regiones trayendo
desarrollo economico y social, que en parte se debe a la riqueza de recursos
hidricos para la produccion de peces y crustaceos (Parrado, 2012). Actualmente,
Colombia ocupa el primer puesto como exportador de filete fresco de tilapia para
Estados Unidos, con 7.953 toneladas anuales (FEDEACUA, 2019). Debido a la
produccién intensiva en peces como la tilapia, se han venido presentando enfermedades
de tipo bacteriano, viral y parasitario. Dentro de las bacterianas se puede listar
edwardsielosis y aeromoniasis afectando alevinos. Barato et al., (2018) identificaron
desde enero de 2017 infeccion de Edwardsiella anguillarum en sistemas de produccion
de material genético de tilapia del Huila y Meta generando alta mortalidad de forma
individual y en coinfeccion con TiLV y E. tarda, comprometiendo la productividad de
las granjas afectadas (Barato P., 2018). En la actualidad no esta cuantificada el efecto de
la edwardsielosis y posibles coinfecciones en sistemas de produccion de material

genético de tilapia.

21



3. OBJETIVOS

3.1 General
Caracterizar clinica y patobiologicamente la infeccidon experimental con Edwardsiella

tarda y Edwardsiella anguillarum en alevinos de tilapia (Oreochromis sp.)

3.2 Especificos
3.2.1 Implementar un modelo in vivo de infeccion por via intragéstrica, intraperitoneal y
por inmersion en alevinos de tilapia (Oreochromis sp.) con Edwardsiella tarda y

Edwardsiella anguillarum.

3.2.2 Caracterizar clinica y patobiologicamente la edwardsielosis en alevinos de tilapia

(Oreochromis sp.)
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4 METODOLOGIA

4.1 Tiempo y area del estudio
La investigacion se llevé a cabo entre octubre de 2018 y diciembre de 2019, en el
Bioterio de peces y laboratorios de la Corporacion de Patologia Veterinaria CORPAVET

en la ciudad de Bogota.

4.2 Tipo de estudio
Se realiz6 un tipo de estudio experimental para caracterizar clinica y patobiol6gicamente

la infeccién con E. tarda y E. anguillarum en alevinos de Oreochromis sp.

4.3 Criterios de seleccion de los peces.
Las condiciones experimentales de los peces fueron aprobadas por el comité de Bioética
de CORPAVET.

Los criterios de punto final del experimento por compromiso del bienestar animal en los

modelos experimentales fueron de acuerdo con OECD asi:
Para experimentos de 96 horas, 7, 15y 28 dias:

En el cual se acepta el lote experimental con mortalidades menores al 5% de la
poblacién a las 48 horas de inicio del ensayo (OECD, 2019).

4.4 Obtencion, recepcion de los animales experimentales (larvas) y evaluacion de
su estatus sanitario

Previo a la recepcion de los animales, en el area de cria del bioterio se adecuaron
tanques pléasticos de 50 litros, los cuales se desinfectaron con hipoclorito de sodio a una
concentracion de 20ppm durante 60min (FAO, 2004). Se utiliz6 agua lluvia
acondicionada con los parametros fisicoquimicos adecuados para la especie (T: 27 a
30°C; pH: 7 — 7,5; OD: 3,8 a 4,5g/dl y saturacion 65-75%). Se dejo con aireacion,
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termostato a 30°C vy filtro individual durante 5 dias evaluando los pardmetros
fisicoquimicos del agua (Oxigeno, temperatura y pH) antes del ingreso de los peces.

Las larvas se obtuvieron de una granja piscicola comercial de produccion del
departamento del Huila, se empacaron en bolsas con agua y oxigeno, donde la relacion
fue de 1:3 y se trasladaron al Bioterio de peces de CORPAVET. A la llegada se tomaron
14 larvas para evaluacion de su estado sanitario con preparaciones en fresco de piel,
branquias, bazo e higado y se tom6 un pool de 15 larvas para aislamiento bacterioldgico,
RT-PCR para el segmento 3 del Virus de la Tilapia del Lago — TiLV, y PCR
convencional para deteccion del gen gyrB de E. tarda y E. anguillarum. (Eyngor et al.,
2014; Reichley et al., 2015; Reichley et al., 2017).

Se cultivaron las larvas bajo condiciones de laboratorio hasta que alcanzaron una talla de
3 a5 cm con un peso de 3 a5 gramos (aproximadamente 2,5 meses) en acuarios de 20
litros a una densidad de 2,4g de biomasa/litro, con una mortalidad inferior del 5%. Al
alcanzar este peso los animales se trasladaron al area experimental para iniciar los

ensayos de los modelos de infeccion.

4.5 Bacterias de estudio

Aislamientos de E. tarda (18-294) y E. anguillarum (18-355) provenientes de alevinos
de tilapia con Edwardsiellosis, fueron caracterizadas filogenéticamente mediante
secuenciacion de gen gyrB y rep-PCR (repetitive sequence-mediated PCR analysis) de
Edwardsiella sp. en Mississippi State University, College of Veterinary Medicine por el
Dr. Matt Griffin (Barato et al., 2018) y crioconservados a -30°C en BHI caldo (Brain
Heart Infusion Ref 1.10493, Merck, Alemania) y glicerol al 87%, hasta su uso en los

procedimientos experimentales.

Previo a la inoculacidn, se descongelaron las cepas y se sembraron e incubaron en caldo
BHI (Ref 1.10493, Merck, Alemania) a 30°C por 48horas. Se calculo inicialmente la
dosis infectiva con escala McFarland para preparar el inoculo, el cual fue confirmado
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posteriormente por cultivo de 100ul del in6culo de diluciones en base 10 para determinar
las Unidades Formadoras de Colonia/ml (UFC/ml) en agar MacConkey (Figura 1 y 2).
Se verifico la identidad de las bacterias sembradas por amplificacion del gen gyrB por
PCR convencional (Reichley et al., 2017). Edwardsiella tarda (18-294) y Edwardsiella
anguillarum (18-355) fueron cultivadas en caldo BHI y agar MacConkey para
recuperarlas de las condiciones de congelacion a -20°C. Ambas bacterias crecieron
adecuadamente a 30°C durante 48 horas.

Figura 1. Cultivo de E. tarda y E. anguillarum en medio selectivo agar MacConkey.
(Fotos P. Barato., R. Pifieros., J. Hernandez).
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Figura 2. Crecimiento de colonias de Edwardsiella anguillarum en agar Mac Conkey al
cultivo de 100ul del indculo en la dilucidn 107 para confirmar la dosis final de
inoculacion por recuento de ufc/ml. (Fotos P. Barato., R. Pifieros., J. Hernandez).

4.6 Modelo de infeccion in vivo con E. tarda y E. anguillarum por inmersion (INM),
inoculacion intragastrica (1G) e intraperitoneal (IP) en alevinos de tilapiade 3a5
cmde tallay 3 a5 gr de peso en promedio (Reed, 1938).

Los alevinos del &rea de cria se trasladaron a acuarios de 20 litros en el &rea

experimental (Fig. 3)

Figura 3. Acuarios del area experimental con 10 peces cada uno para ensayos de
infeccion in vivo. (Fotos P. Barato., R. Pifieros., J. Hernandez).

El modelo experimental incluyé la induccion de factores de riesgo de enfermedad como
alta manipulacion y alta densidad de siembra (biomasa/litro) asegurando el desarrollo de

la enfermedad.

Alevinos de 3 a 5g y talla de 3 a 5 cm se inocularon con un volumen de 50ul de E. tarda
y E. anguillarum por via intraperitoneal (IP), se inyectaron en la cavidad celémica en el
area caudoventral anterior al agujero anal, con una jeringa 1 ml en un angulo de 45°. Por
la via intragastrica (IG), se descargd con una micropipeta un volumen de 50 pl de E.
tarda y E. anguillarum directamente en el estdmago introduciendo via oral una punta de
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pipeta de 200ul. Para la inoculacion por inmersion (INM) se disminuy6 el volumen de
los acuarios hasta 10 litros de agua cada uno y se adiciond 100 ml del inéculo por una
hora, posteriormente se realizé la reposicion de agua completando el volumen a 20

litros.

Se eligieron las tres vias de inoculacion con los siguientes objetivos:

Intraperitoneal (IP): Para asegurar la replicacion experimental de la edwardsielosis ya
que se garantiza el ingreso del patdgeno al organismo. Es la via no natural.

Intragéstrica (1G): Es una de las vias naturales de infeccion. Se ha encontrado una gran
poblacién de Edwardsiella tarda en intestino anterior en las replicaciones
experimentales de edwardsielosis en otras especies de peces (Ling et al., 2001)
Inmersion (INM): Es conocido que cepas virulentas de Edwardsiella tarda presentes en
el agua se adhieren a las escamas y moco de la superficie de la piel de los peces,
proliferan en la superficie corporal e invaden el tejido muscular causando lesiones y
hemorragias. A partir del contacto con el agua, E. tarda puede adherirse, ingresar e
invadir el hospedero a través de las branquias y el tracto gastrointestinal (Ling et al.,
2001).

Para la via de inoculacion IP se evaluaron dos dosis bacterianas, 105 UFC/ml y/o 10’
UFC/ml y para las vias 1G e INM se inocularon las dosis 106 UFC/ml, 10" UFC/ml y/o
108 UFC/ml. Se definieron 19 grupos experimentales con dos repeticiones cada uno,
incluyendo controles negativos con inoculacion de solucién salina fisiolégica estéril
(SSF) por cada via de inoculacién, como se presenta en la tabla 1 y figura 4. Los
alevinos se monitorearon las primeras 48 horas c/2h, posteriormente 3 veces/dia por 13
dias y finalmente 3 veces/dia hasta completar los 30 dias post — inoculacion. A los peces
que morian se les tomaban muestras para analisis histopatoldgico, bacteriologico y
molecular. Adicionalmente, el 50% de los peces sobrevivientes en cada grupo
experimental fue sacrificado al dia 15 postinoculacion (Fase 1) y al 50% restante se le

continué el monitoreo hasta el dia 30 (Fase II). Al final de cada fase los peces
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sacrificados también fueron pesados y procesados para analisis histopatolégico,
bacteriologico y molecular.
Tabla 1. Grupos experimentales para inoculacién in vivo de E. tarda y E. anguillarum.

Gr_upo Inéeulo Dosis _ Via 3 N peces

experimental (ufc/ml) inoculacion

Grupo 1 IP 17
Grupo 2 10° IG 18
Grupo 3 INM 17
Grupo 4 E. anguillarum IP 17
Grupo 5 107 IG 18
Grupo 6 INM 17
Grupo 7 108 IG 16
Grupo 8 INM 16
Grupo 9 IP 16
Grupo 10 10° IG 16
Grupo 11 INM 16
Grupo 12 E. tarda IP 16
Grupo 13 10’ IG 16
Grupo 14 INM 16
Grupo 15 108 IG 14
Grupo 16 INM 14
Grupo 17 CONTROL IP 33
Grupo 18 SSF NEGATIVO IG 33
Grupo 19 INM 34

4.7. Evaluacidn clinica, necropsia y pesaje de animales experimentales

Durante todo el periodo experimental (30 dias) los peces fueron evaluados clinicamente
de acuerdo con los siguientes criterios: Nado erratico, pérdida de reflejo de huida,
ubicacion en el fondo del estanque y poca voracidad o apetito. Para cada criterio se

calificd su presencia o ausencia diariamente.

Al dia 15 postinoculacion el 50% de los peces sobrevivientes en cada grupo

experimental fueron manipulados por pesca, con retiro de aireadores y termostatos hasta
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que el OD se redujo a 2.0 g/dl y la temperatura del agua descendi6 a 24°C; después de 6

horas se restituyeron los parametros fisicoquimicos experimentales del agua (T: 27 a
30°C; pH: 7 — 7,5; OD: 3,8 a 4,5¢/dl y saturacion 65-75%) después de 6 horas y se

monitorearon los signos clinicos hasta completar 30 dias postinoculacion (Fig. 6).
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Figura 4. Modelo de infeccidn in vivo para inoculacion via intragastrica, por inmersion e
intraperitoneal y periodos de experimentacion de cada modelo.

Los criterios para calificar los hallazgos a la necropsia fueron: palidez generalizada,
palidez en branquias, distencion abdominal con acumulo de liquido (ascitis),
esplenomegalia, hepatomegalia, vesicula biliar pletérica y ausencia de alimento en la luz

de tracto gastrointestinal. A cada criterio se les asigné la calificacion de presencia o

ausencia.

Se pesaron los alevinos en tres momentos: al dia O inicio del experimento, al dia 15
(primera fase) y al dia 30 culminacion del experimento (segunda fase). Se hizo un

analisis de varianza, buscando establecer posibles variaciones entre las medias de los
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diferentes grupos experimentales y frente a los controles.

4.8 Analisis estadistico
Se hizo estadistica descriptiva por frecuencia de presencia o ausencia de lesiones. Se

organizé la informacion en hojas de célculo de Excel para su analisis. Para determinar
diferencias estadisticamente significativas entre grupos experimentales se hizo chi-

cuadrado.
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5. RESULTADOS

5.1 Animales experimentales

Las larvas recibidas en el bioterio para ser criadas hasta el peso requerido para los
ensayos de infeccion fueron negativas para el aislamiento y la deteccién del genoma de
TiLV, Edwardsiella anguillarum y Edwardsiella tarda. La evaluacion en fresco de las
mismas no mostro lesiones relevantes y no presentaban parasitismos externos. Dos
meses y medio posteriores a su recepcion se contd con aproximadamente 400 alevinos

sanos de tilapia de 3 a 5cmy 3 a 5g de peso para iniciar los experimentos.

5.2 Cuantificacion de Edwardsiella tarda (18-294) y Edwardsiella anguillarum (18-

355) para inoculacion experimental in vivo

Se construyeron curvas de crecimiento y se hizo recuento de unidades formadoras de
colonia (ufc/ml) en cada ocasion en la que se usé para inoculacion en las tilapias.

En la figura 5 se presentan las curvas de cuantificacion de ufc/ml utilizados en los
experimentos para replicar la edwardsielosis en tilapias.

La dosis final de inoculacion en cada ensayo se definié por el recuento de unidades

formadoras de colonia en agar MacConkey y los resultados se presentan en la tabla 2.
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Figura 5. Crecimiento (UFC/ml) de Edwardsiella tarda y Edwardsiella anguillarum

Tabla 2. Dosis de indculos utilizados en los ensayos de inoculacién Intraperitoneal (IP),
intragéstrica (1G) e inmersion (INM) de E. tarda y E. anguillarum en alevinos de tilapia

(Oreochromis sp.)

VIA DE UFC/ml
INOCULACION | E. anguillarum E. tarda
2,4 x10° 2,5 x 10°
P 2,4 x 107 2,0 x 107
1,4 X 108 1,3 X 108
€] 1,4 X 10’ 1,3 X 10’
1,4 X 108 1,3 X108
1,8 x 10° 4,0 x 108
INM 1,8 x 10’ 4,0 x 107
1,8 x 108 4,0 x 108

Todos los indculos fueron evaluados por PCR (amplificacion gen gyr B) y se confirmd

su identificacion como E. anguillarum o E. tarda.
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5.3 Replicacion experimental de edwardsielosis por Edwardsiella anguillarum en
alevinos de tilapia

Todos los peces controles negativos por las tres vias (IP, 1G e INM) sobrevivieron
durante los 30 dias del ensayo sin presentar lesiones macro o microscépicas. Los peces
inoculados con E. anguillarum (18-355) por via intraperitoneal murieron durante los
primeros 7 dias post-inoculacion (P1) (Fig. 6). Los peces con mortalidad en los primeros
3 dias no mostraron lesiones macroscopicas. Después del dia 4PI los peces presentaron
ascitis, nddulos blanquecinos en peritoneo y bazo, hepatomegalia, esplenomegalia,
ausencia de alimento en el intestino y distension de la vesicula biliar (Fig. 7B). Con la
misma bacteria, por inoculacion IG e INM durante un periodo de 15 dias, la mortalidad
fue dependiente de la dosis. Por la via IG con 10° ufc/ml se presentd el 25% de
mortalidad, con 107 ufc/ml el 33% y con 102 ufc/ml el 58%. En la inoculacion por INM
a 10° ufc/ml no se presentdé mortalidad durante los primeros 15 dias de estudio. A 10’
ufc/ml el 50% de los peces murieron y con 108 ufc/ml fue del 55% (Fig. 6). 24 horas
antes de morir todos los peces mostraron nado erratico, pérdida del apetito, letargia y
ubicacion en el fondo del tanque. Desde el séptimo dia PI por inoculacion IG e INM las
lesiones macroscépicas fueron similares a la de los peces inoculados via IP, presentando

adicionalmente masas blanquecinas multifocales en higado (Fig. 7C).

Al dia 15PI, el 50% de los peces sobrevivientes por inoculacion 1G e INM fueron
sacrificados para evaluar el estatus de la infeccion por histopatologia, aislamiento
bacterioldgico y PCR. Los peces restantes de cada dosis (IG: 4 tilapias para 10° ufc/ml y
107 ufc/ml y 2 peces para 108 ufc/ml, e IMM: 10 peces para 10° ufc/ml, 5 para 107
ufc/ml y 4 para 108 ufc/ml) fueron manipulados durante la pesca y se evaluaron por 15
dias més para definir el efecto del manejo en la infeccion cronica. No hubo mortalidad
del dia 15 al 30 PI en los peces inoculados por inmersion. De las tilapias inoculadas
intragastricamente, murieron el 50% (n=2/4) con 10° ufc/ml, el 25% (n=1/4) con 10’
ufc/ml y ninguno (n=0/2) con 108 ufc/ml. Se reaislo E. anguillarum de los peces que
murieron por via IP el dia 2 (6 peces) en dosis 2.4x10’, el dia 7 (13 peces) en dosis
2.4x10°, por via IG el dia 4 (2 peces) en dosis 1.4x10% y por via INM el dia 8 (2 peces)
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Mortalidad acumulada (%)

en dosis 1.8x108, el dia 11 (4 peces) en dosis 1.8x10" y el dia 13 (3 peces) en dosis
1.8x108de los peces inoculados por las diferentes vias.
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Figura 6. Mortalidad acumulada del dia 1 al 15 postinoculacion (P1) via intraperitoneal
(IP), intragastrica (IG) y por inmersion (INM) de E. tarda y E. anguillarum en alevinos
de tilapia. Los peces inoculados con E. tarda via IG e INM no presentaron mortalidad a
los 15 dias PI.  Dia 7 postinoculacién; Porcentaje mortalidad acumulada 50%.

e

BE -
Figura 7. Lesiones macroscopicas de tilapias inoculadas con E. anguillarum. A. Alevino
de tilapia control negativo por inmersién a los 30 dias PI; intestino con contenido,
higado color café con morfologia normal. B. Alevino de tilapia inoculado IP con
107ufc/ml a los 7 dias PI; se observa esplenomegalia con maltiples nddulos blanquecinos
puntiformes distribuidas al azar (flechas), vesicula biliar pletérica, higado palido e
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intestino sin contenido. C. Alevino de tilapia inoculado INM con 108ufc/ml a los 7 dias
PI; se observa hepatomegalia con multiples masas blanquecinas distribuidas al azar
(flechas). (Fotos P. Barato., R. Pifieros., J. Hernandez).

5.4 Replicacion experimental de edwardsielosis por Edwardsiella tarda en alevinos
de tilapia

Los peces inoculados con E. tarda (18-294) por via intraperitoneal murieron entre 7 a 15
dias post-inoculacion (PI) (Fig. 6). Después del dia 8PI con 10° ufc/ml y desde el dia 7PI
con 107 ufc/ml los peces presentaron ascitis, hepatomegalia, esplenomegalia, ausencia de
alimento en el intestino y distension de la vesicula biliar; entre el 5 al 50% de los peces
inoculados presentaron masas blanquecinas en peritoneo y bazo (Fig. 8). Con la misma
bacteria, por inoculacién IG e INM durante un periodo de 1 a 15 dias Pl no hubo
mortalidad. 24 horas antes de morir los peces mostraron pérdida del apetito, letargia y
ubicacion en el fondo del tanque; el nado erratico no se presentd en los peces

inoculados.

Al dia 15PI, el 50% de los peces sobrevivientes por inoculacion IG e INM fueron
sacrificados para evaluar el estatus de la infeccion por histopatologia, aislamiento
bacterioldgico y PCR. Los peces restantes de cada dosis fueron manipulados durante la
pesca y se evaluaron por 15 dias mas para definir el efecto del manejo en la infeccion
cronica. Del dia 15 al 30 PI los peces inoculados por inmersion con 108 ufc/ml tuvieron
el 43% de mortalidad. En el resto peces inoculados con las demas dosis no se presentd
mortalidad en este periodo. Se reaislé E. tarda en los peces que murieron por via IP el
dia 9 (5 peces) en la dosis 2.5x10° y el dia 10 (4 peces) en dosis 2.0x107, por las otras
vias no hubo reaislamiento ya que no tuvimos mortalidades durante los primeros 15 dias
PI.
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Figura 8. Lesiones macroscépicas de tilapias inoculadas con E. tarda. A. Alevino de
tilapia inoculado via IP con 107ufc/ml a los 15 dias PI; hepatomegalia, esplenomegalia e
intestino sin contenido. B. Alevino de tilapia inoculado por INM con 108ufc/ml a los 30
dias PI; se observa hepatomegalia, higado palido e intestino sin contenido. C. Alevinos
de tilapia inoculados INM con 108ufc/ml a los 30 dias PI; se observa disparidad en las
tallas. (Fotos P. Barato., R. Pifieros., J. Hernandez).

5.5 Reduccidon de ganancia de peso al final del ensayo (30 dias PI) en los peces
inoculados con E. anguillarum y E. tarda tanto por via IGy INM

El peso promedio de los alevinos de tilapia al inicio del ensayo fue 2,85¢g (x0,34¢). A los
15 dias postinoculacion los peces pesaron en promedio 5,209 (+0,82g) y no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos experimentales, ni
vias de inoculacion. Al dia 30 PI se observaron diferencias significativas en el peso entre
el grupo control y los inoculados con E. anguillarum y E. tarda. . La ganancia de peso al
final del ensayo (30 dias PI) en los peces inoculados con E. anguillarum y E. tarda tanto
por via IG y INM, se vio afectada y fue evidente con el menor peso de los peces
inoculados en comparacion con los controles. Los peces inoculados por via IG con E.

tarda alcanzaron en promedio 5,429 (+1,17g) y los inoculados con E. anguillarum por la
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Peso ()

misma via tuvieron (5,24g, £0,92g) a los 30 dias Pl (P<0,0001). Adicionalmente, los
peces inoculados con 108 ufc/ml de E. tarda mostraron diferencias significativas en la
ganancia de peces entre el dia 15 P1 (3,06g, £0,269) y el dia 30 PI (5,249, £1,399). (Figs.
8y9).
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Figura 10. Peso de alevinos a dia 0, 15 y 30 PI de E. tarda por via IG e INM
(*P<0,0001; **<P0,05)

En el caso de la inoculacion por INM, las tilapias control pesaron en promedio 8,79
(x0,639) a los 30 dias PI. Los inoculados INM con E. anguillarum terminaron el ensayo
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con 5,749 (x0,89g) (P<0,0001) y los inoculados con E. tarda concluyeron el estudio con
6,679 (£1,38g) (P<0,0001) (Figs. 9y 10).

6 DISCUSION

En esta investigacion, a través de un modelo experimental que permitia evaluar el efecto
agudo y cronico de la edwardsielosis, se encontraron diferencias en la mortalidad, la
patogenicidad y el efecto en parametros zootécnicos entre la infeccion por E. tarda y E.

anguillarum en alevinos de tilapia.

La mortalidad por E. tarda fue inferior respecto a E. anguillarum en los tres modelos de
infeccion (IP, IG e INM) con las mismas dosis. La mortalidad por la via IP, que no es la
via natural, para E. anguillarum fue del 100% en el periodo de 1 a 15 dias
independientemente de la dosis (2,4 x 10° ufc/ml y 2,4 x 107 ufc/ml), similar a lo descrito
por Oh et al., (2020) quienes inocularon tilapias de 20g con E. anguillarum, via IP, con 3
X 107 ufc/ml y con evaluacion durante 15 dias, tuvieron 0% supervivencia y con una
dosis de 3 X 10° ufc/ml, Gnicamente sobrevivio el 20%. Por via IP en nuestro estudio, la
E. tarda con dosis 107 ufc/ml alcanzé el 65% de mortalidad a los 15 dias y con la menor
dosis evaluada (2,5 x 108 ufc/ml) la mortalidad maxima fue del 30%. En el caso de la
inoculacion 1G y por INM, con E. anguillarum la mortalidad fue dosis-dependiente y
con E. tarda por estas vias no se presentaron muertes durante el periodo de estudio (30
dias) (Fig. 6). Los peces inoculados con E. anguillarum mostraron masas blanquecinas
en peritoneo, bazo e higado, compatibles con granulomas, desde el 4 dia Pl (Fig. 7).
Aquellos inoculados con E. tarda presentaron este tipo de lesiones en peritoneo y bazo a
partir del dia 7PI y en el 5% al 50% de los peces inoculados, dependiendo la dosis (Fig.
8).

Lo primero que demuestran estos resultados, es la diferencia en virulencia para causar
muerte aguda y lesiones macroscopicas a dosis similares entre las dos bacterias, lo que

sugiere que la divergencia taxonomica descrita por Reichley et al. (2014) no solo
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corresponde a variedades filogenéticas, sino también a diferencias en la virulencia y
patogenicidad. Posiblemente, la expresion de algunos factores de virulencia asociados a
estos mecanismos es diferencial, lo que le conferiria mayor patogenicidad a E.
anguillarum. Por esta razén, una primera recomendacion que se deriva de este estudio es
la necesidad de hacer necropsias en campo para observar lesiones macroscépicas
compatibles con granulomas en bazo e higado, y adicionalmente identificar la bacteria
causante de edwardiselosis entre E. anguillarum y/o E. tarda ya que su curso clinico es

diferente.

En relacion con los factores de virulencia, en el caso de E. tarda se han descrito
multiples factores asociados a la patogenesis, entre ellos: el sistema de secrecion tipo 1l
T3SS, el sistema de secrecion tipo VI T6SS (particularmente la proteina efectora EvpP
secretada por T6SS), la proteina como-adhesina fimbrial (fimA), genes relacionados con
flagelos (fIhDC, fliA, fliC), proteinas externas de membrana, adhesinas (AIDA),
reguladores de toma de hierro (Fur), hemolisinas (EthA y EthB), proteasas, catalasas,
LPS, sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes (EsrA-EsrB, PhoP-PhoQ),
quorum sensing (QseB y QseC, particularmente importante en la invasion y
sobrevivencia de Edwardsiella sp. intracelularmente en los macrdfagos), entre otros (Lv
et al.,, 2012; Xu and Zhang, 2014; Katharios et al.,, 2020). En una reciente
caracterizacion de cepas altamente virulentas de E. anguillarum en Diplonus puntazzo
(sargo picudo), se encontrd delecion de 36 nucleétidos en la secuencia del gen de la
proteina flagelar flhB al igual que en E. tarda, lo que la hace no métil, y la presencia de
una proteina hipotética (orf20) que no estaba presente en el genoma de E. piscicida con
el que se compard; los demas genes de factores de virulencia fueron altamente similares
(>95%) (Katharios et al., 2020). A la fecha, y en parte por la reciente reclasificacion
taxonomica entre E. tarda, E. anguillarum y E. piscicida, no hay suficiente informacion
sobre la caracterizacion de las diferencias de expresion de genes de virulencia entre estas
bacterias (Reichley et al., 2015). Lo que deja claro nuestra investigacion, es que en el

caso de la infeccion por E. tarda y E. anguillarum en alevinos de tilapia, su
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comportamiento clinico y patoldgico es diferente. Se requieren posteriores estudios para

dilucidar gendmicamente dichas diferencias.

Investigaciones relacionadas con el impacto de la infeccién por E. anguillarum en peces
y su patologia son escasas; sin embargo, todos los reportes a la fecha indican mayor
patogenicidad y virulencia de esta bacteria en diversas especies de peces teleosteos,
similares a las reportadas en nuestro estudio (Abayneh et al., 2012; Reichley et al., 2015;
Reichley et al., 2018; Armwood et al., 2019; Oh et al., 2020; Katharius et al., 2020).

La Unica caracteristica comdn en el curso clinico de la infeccion por E. tarda y E.
anguillarum fue la presentacion de signos clinicos desde 24 horas antes de la muerte del
pez, independientemente del momento del deceso. Se observé nado erratico, pérdida del
reflejo de huida, poca voracidad y ubicacion en el fondo del tanque. Estos signos son
inespecificos y sugieren que cerca al momento de la muerte, las lesiones causadas por E.

tarda y E. anguillarum reflejan alteracion en los mecanismos basicos de sobrevivencia.

Los patdgenos bacterianos utilizan diferentes sistemas de secrecion de proteinas para sus
factores de virulencia (Zhen et al., 2007). Entre estos, el sistema de secrecion tipo 1l
(T3SS), presente en bacterias Gram-negativas, transporta proteinas efectoras del citosol
bacteriano a la célula hospedera que luego intervienen en la alteracién del metabolismo
celular (Mota et al., 2005). Al igual que el T3SS también esté el sistema de secrecion
tipo VI (T6SS), capaz de transportar proteinas efectoras directamente al citosol de la
célula hospedera, incluyendo una proteina chaperona con actividad ATPasa que genera
un canal que comunica la membrana interna con la membrana externa y una proteina
que forma un poro (Shrivastava, 2008; Bingle et al., 2008). Estos mecanismos de
virulencia han sido descritos para Vibrio cholerae, Edwardsiella tarda, Pseudomonas
aeruginosa, Francisella tularensis y Burkholderia mallei infectando humanos, animales
y plantas (Bingle et al., 2008). Se ha descubierto que el sistema de dos componentes
EsrA-EsrB en E. tarda juega un papel clave en la regulacion del sistema de secrecion
tipo I (TTSS) y el sistema de secrecion tipo VI (T6SS) (Wang., 2009).
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Se han investigado distintos sistemas de traduccion de sefiales (TCS) de EsrA-EsrB,
componentes identificados para E. tarda. Mutantes sin estos sistemas fueron estudiados
a fondo para determinar la formacién de biopeliculas, la resistencia a los antibiéticos, la
respuesta al estrés, la expresion y la secrecion de proteinas involucradas en el sistema de
secrecion de tipo Il (T3SS) o el sistema de secrecién de tipo VI (T6SS), asi como la
virulencia, demostrando que EsrB y PhoP son esenciales para la patogenicidad de E.
tarda y ademas tienen contribuciones codependientes e independientes a la virulencia
(Lvetal., 2012).

La Evp, proteina que confiere virulencia a E. tarda, hace parte del sistema T6SS que
agrupa 16 proteinas. EIl primer grupo comprende 11 proteinas del aparato no secretadas
y posiblemente intracelulares. El segundo grupo incluye tres proteinas secretadas (EvpC,
Evpl y EvpP) (Zheng et al., 2007; Wang et al., 2009). La secrecion de EvpC y Evpl
depende mutuamente de su interaccion, y son necesarios para la secrecion de EvpP, que
también interacta entre ellas. Por ultimo, no se requieren dos proteinas EvpD y EvpJ
para la secrecion dependiente de T6SS. Lo que indica posibles interacciones con tres
proteinas EVP (EvpA, EvpL y EvpN) (Zhen et al., 2007)

En el sistema T6SS de E. piscicida, se ha determinado que EvpP es un factor de
virulencia muy importante, aunque su papel preciso en las interacciones de E. piscicida
y macrofagos aln no esta claro. Las bacterias que tienen atenuacion de EvpP, producto
de mutantes, se correlacionan con una mayor activacion de los macréfagos, como se
refleja en la produccién aumentada de Oxido nitrico (NO). EvpP podria ser un factor
importante para controlar el destino de E. piscicida dentro de los macré6fagos ya que
regula la proteina ribosémica S5 (RPS5) (Qin et al., 2020). La EvpP confiere virulencia
a E. tarda y esta hace parte del sistema T6SS, se necesitan mas estudios para identificar

los factores de virulencia que confieren a E. anguillarum.

Otros estudios demuestran que la hemolisina EthA regula productos extracelulares de
citotoxidad (ECPs) y es responsable de una mayor invasion de E. tarda. EthA es

importante para invadir, colonizar e infectar los peces a través de una actividad
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hemolitica aumentada lo cual ayuda a la penetracion de las capas de la mucosa y permite
la supervivencia intracelular y ayuda a la propagacion de E. tarda (Wang et al., 2012).

Adicional a los factores propios de las bacterias, se debe considerar en la patobiologia de
la edwardsielosis aquellos relacionados con el hospedero y el ambiente. En relacion con
el hospedero, se ha establecido que a partir del contacto del microorganismo con el
ambiente acuatico, el patdgeno puede adherirse e invadir al pez por las vias IG e INM
(intestino, piel y branquias) (Ling et al., 2001). Los ensayos de inoculacién por INM en
rodaballo (Scophthalmus maximus) y lenguado (Solea solea) con E. tarda mostraron que
las cepas evaluadas poseen un elevado grado de virulencia por estas vias, ligeramente
inferior al obtenido por la via IP (Castro et al., 2012). Esta misma situacion se presento
en nuestro estudio, tanto con E. anguillarum como con E. tarda se reprodujo la infeccion
por las diferentes vias de inoculacion (IP, 1G e INM). Esto sugiere que existiria una
amplia presencia de receptores en la tilapia para Edwardsiella tarda y Edwardsiella

anguillarum en las diferentes superficies que tienen contacto con el ambiente.

También, el contacto de los peces con otros animales susceptibles a la edwardsielosis
y/o reservorios de las bacterias, como aves piscivoras y/o carrofieras, juegan un papel
importante en el mantenimiento de altas cargas bacterianas en el ambiente de cultivo
(Winsor et al., 1981; Leotta et al., 2009; Miniero et al., 2018). Se ha descrito, que las
altas temperaturas y alta carga de materia organica en el agua, facilitan el crecimiento
exponencial de E. tarda, principalmente en aquellos cuerpos que reciben aguas servidas
(Miniero et al., 2018; White et al. 1973).

El humano hace parte de la cadena endémica de la edwardsielosis. Se sabe que E. tarda
es una bacteria zoonotica que infecta principalmente pacientes inmunocomprometidos
(Javier, 2012). Es posible que E. anguillarum tenga un comportamiento patogénico
similar, ya que crece hasta 40°C, por lo que seria infectiva en mamiferos, esto requiere

posteriores estudios para ser confirmado (Oh et al., 2020).
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Otro hallazgo importante de este estudio es la evidencia del efecto negativo en la
ganancia de peso de los peces por la cronicidad de la edwardsielosis. Se observo una
disminucion en la ganancia de peso, estadisticamente significativa, de los peces
sobrevivientes a los 30 dias, inoculados con E. anguillarum vy E. tarda en comparacion
con el grupo control (Figs. 9 y 10). En un animal enfermo, la tasa de crecimiento se ve
significativamente disminuida, debido a que ingieren poco o ningdn alimento y ademas
invierten la energia en la formacion de nuevos anticuerpos o mecanismos de defensa
contra la enfermedad (Beamish et al., 1996). El objetivo de la acuicultura es optimizar el
rendimiento productivo de los peces buscando la mayor ganancia de peso en equilibrio
con los diferentes parametros ambientales, zootécnicos y sanitarios. Como se demuestra
en este estudio, las enfermedades cronicas, como la edwardsielosis, tienen un impacto
negativo en el negocio, representado en la reduccién de la ganancia de peso (Figs. 9 y
10). El rendimiento en tilapias depende de varios factores como el peso corporal,
condicion sexual, condicion corporal y caracteristicas morfométricas (Clement y Lovell,
1994; Souza y Maranhdo, 2001; Rutten et al., 2004). Si la racion alimenticia solo cumple
su funcion de mantenimiento durante la enfermedad crénica (compensando que el pez
no gane ni pierda peso), la inversién en este rubro se pierde (Teoh et al., 2011). Otro
analisis interesante de los resultados relacionado con el peso de los animales enfermos a
los 30 dias PI, es que a pesar de estar enfermos no perdieron peso, Unicamente dejaron
de ganar, lo que reitera la eficiencia de las tilapias como especies en los sistemas de

produccién animal.

Para finalizar, es probable que algunos brotes de enfermedad por E. tarda reportados
antes del afio 2015, cuando se realizé la reclasificacion taxondémica de esta bacteria,
correspondan a E. anguillarum sin que se haya podido identificar en ese momento, dado
que las especies de Edwardsiella no pueden ser diferenciadas uUnicamente por sus
caracteristicas bioguimicas (Reichley et al., 2015; Oh et al., 2020). Se requiere para el

diagnostico de la edwardsielosis la evaluacion del comportamiento clinico de los peces,
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de las lesiones macroscopicas, microscopicas, aislamiento bacterioldgico y la
identificacion molecular por amplificacion del gen gyrB, para diferenciar la infeccion
por E. anguillarum de las de otras Edwardsiella sp (Reichley et al., 2015). Ademas,
teniendo en cuenta que las lesiones granulomatosas también pueden ser generadas por
otros agentes patdgenos en tilapia, como Streptococcus agalactiae, Francisella
noatunensis y/o Mycobacterium sp. (Soto et al., 2009; Reichley et al., 2017), se requiere

el andlisis integral para confirmar el diagnostico de edwardsielosis.
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7 CONCLUSIONES

Se implement6 un modelo in vivo de infeccion intragastrica (IG), intraperitoneal (IP) y

por inmersion (INM) de E. anguillarum vy E. tarda en alevinos de tilapia.

Con los resultados expuestos en la presente investigacion observamos que E.
anguillarum es una bacteria mas patdgena con respecto a E. tarda, presentando la
primera mayor porcentaje de mortalidad, patogenicidad y virulencia, por la extension y
grado de lesion observadas por las diferentes vias de inoculacion.

Las infecciones por E. tarda y E. anguillarum en peces que sobrevivieron hasta los 30
dias PI, presentaron lesiones cronicas, disparidad en tamafio y reduccion de la ganancia
de peso, relacionandose esto con la baja ingesta de alimento y afectando los pardmetros

zootécnicos del cultivo.

Es importante tener en cuenta la valoracion de hallazgos clinicos y lesiones a la
necropsia en los peces, como se observo en este modelo experimental, ya que permiten
percibir estados de enfermedad crénica en los peces, como sucede en E. tarda y E.

anguillarum.

Los peces con enfermedad cronica pueden servir de fuente de infeccion para los peces
sanos, jugando un papel importante en la presentacion endémica de la enfermedad en

granjas piscicolas.

El diagnostico de la enfermedad debe ser integral, incluyendo la evaluacion del
comportamiento clinico de los peces, de las lesiones macroscépicas, microscopicas,
aislamiento bacterioldgico y la identificacion molecular por amplificacion del gen gyrB,
para diferenciar la infeccion por E. anguillarum, E. tarda y las de otras Edwardsiella sp

Edwardsielosis tanto por E. tarda como por E. anguillarum es una enfermedad de
caracter cronico en los alevinos de tilapia, causando alteraciones en los parametros
productivos, como son la disminucion de la ganancia de peso y a su vez la mortalidad,

siendo esta mayor en E. anguillarum teniendo en cuenta su mayor patogenicidad.
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8 RECOMENDACIONES

Implementar un sistema de monitoreo sanitario permanente que incluya la evaluacion
del comportamiento clinico de los alevinos de tilapia, de las lesiones macroscopicas
(granulomas en bazo e higado principalmente), microscopicas (infeccion granulomatosa
sistémica), aislamiento bacterioldgico y la identificacion molecular por amplificacién
del gen gyrB, para diferenciar la edwarsielosis por E. anguillarum, E. tarda y las de
otras Edwardsiella sp. Dicho monitoreo sanitario debe incluir la evaluacion de otras
enfermedades prevalentes en este grupo etario como son infeccion por TiLV,
estreptococosis, aeromoniasis, flavobacteriosis, parasitismos, entre otros, con el fin de

generar alarmas tempranas para la prevencién y control de las patologias.

Continuar los estudios que permitan dilucidar gendmica y patobiolégicamente las
divergencias entre factores de virulencia de E. anguillarum y E. tarda, para explicar las

diferencias del cuadro clinico y asi proponer estrategias de prevencion y control

Evaluar la calidad microbiologica del agua del sistema de cultivo para conocer la
dinamica poblacional de Edwardsiella sp. ambiental, de tal forma que se puedan tomar
decisiones tempranas para controlar la carga bacteriana, como es realizar recambios de

agua, reducir la materia organica, entre otros.

Incluir Edwardsielosis por E. anguillarum como diferencial de mortalidades agudas en
alevinos de tilapia.

Seguir todas las indicaciones de bioseguridad presentes en la resolucion 20186 del ICA.

La Edwardsielosis tiene impacto directo en la productividad de la granja, por lo que se

recomienda establecer la vigilancia y seguimiento para evitar altas perdidas econdmicas.
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10 ANEXOS

ANALISIS BIOLOGIA MOLECULAR - Deteccién del genoma del Virus de la Tilapia del Lago (TiLV)

Registro int o i
ke e ID Lote Tipo de muestra Resultado analisis molecular T 5
Corpavet fotografia
CM-19-0261 Investigacién Pool NEGATIVO para la detecciéon de ARN TiLV 261

Anexo 1. RT-PCR para el segmento 3 del Virus de la Tilapia del Lago — TiLV — CM-
19- 0261 — Carril 261 de larvas al momento de la llegada para evaluacion de su estado

M 261174 P

sanitario.

N

Datos del método

Agente: Virus de la Tilapia del Lago - TiLV

Tecnica: Amplificacion de acidos nucleicos por
reaccion en cadena de |a polimerasa (RT-PCR)

Referencia: Eyngor et al., 2014 (J Clin Microbiol)

M: Marcador de peso molecular
P: Control positivo N: Control negativo
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ANALISIS BIOLOGIA MOLECULAR - Deteccién del genoma de E. tarda

Registro interno L. il
8 ID Lote |Tipo de muestra Resultado analisis molecular Gan :
Corpavet fotografia
CM-19-0262 Investigacion Pool NEGATIVO para la deteccién de DNA de E. tarda 262

Datos del método

Agente: Edwardsiella tarda

[ Técnica: deteccion del gen gyrB por amplificacion
de acidos nucleicos en PCR

Referencia: Reichley et al., 2015

M: Marcador de peso molecular
P: Control positivo N: Control negativo

Anexo 2. PCR convencional para deteccion del gen gyrB de E. tarda CM-19- 0262 —
Carril 262 de larvas al momento de la llegada para evaluacion de su estado sanitario.
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ANALISIS BIOLOGIA MOLECULAR - Deteccién del genoma de E. anguillarum

Registro interno il
¢ ' ID Lote |[Tipo de muestra Resultado analisis molecular carrl ,
Corpavet fotografia
CMN-19-260 olod NEGATIVO para la deteccion de DNA de E.
-19- CM-19-343| Bacteriologia anguillarum 60
] ] NEGATIVO para la deteccion de DNA de E.
CMN-19-261 CM-19-345| Bacteriologia anguillarum 61
] ] NEGATIVO para la deteccion de DNA de E,
CMN-19-262 CM-19-347| Bacteriologia anguillorum 62
_ - POSITIVO para Ta deteccion de DNAde E
CMN-19-263 CM-19-351| Bacteriologia anguillarum 63
) ] NEGATIVO para la deteccion de DNA de E.
CMN-19-264 CM-19-352| Bacteriologia anguillarum 64

Datos del método

Agente: Edwardsiella anguillarum

Técnica: deteccion del gen gyr8 por amplificacion
de Acidos nucleicos en PCR

Referencia: Reichley et al., 2015

M: Marcador de peso molecular

P: Control positive N: Control negativo

Anexo 3. PCR convencional para deteccion del gen gyrB de E. anguillarum — CM-19-
0343 - Carril 60 de larvas al momento de la llegada para evaluacién de su estado
sanitario.
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