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RESUMEN

Aeromonas hydrophila es un bacteria oportunista asociada con el desarrollo del
sindrome conocido como Septicemia por Aeromonas Moviles. Esta patologia
ha adquirido gran importancia para la acuicultura en las ultimas décadas debido
a las grandes pérdidas econdmicas que provoca, ademas de su incidencia en
la salud publica dado que es una enfermedad zoondética. Este microorganismo
ha sido identificado en nuestro pais, no solo afectando tilapias (especie
utilizada en nuestra experiencia) sino que también en una variada cantidad de
otras especies de peces. A pesar de la importancia de ésta patologia, existe
escasa informacion con respecto a las caracteristicas del cuadro clinico y
anatomopatologico, no solo en especies locales sino también en peces
tropicales ornamentales. En nuestro trabajo se evalu6 el efecto de la infeccion
experimental con Aeromonas hydrophila sobre la manifestacibn de signos
clinicos y el recuento diferencial de leucocitos en tilapia nilética (Oreochromis
niloticus), asi como también se registraron los principales hallazgos de
necropsia observados en los animales infectados. Para esto se realiz6 una
infeccion experimental por via intraperitoneal con una dosis bacteriana
equivalente a la dosis letal cincuenta en 96 horas determinada previamente
para dicho aislamiento de A. hydrophila. A las 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 y
180 horas posinfeccion se evaluaron los signos clinicos expresados por la
totalidad de los peces y se sacrificO un nimero representativo de animales para
la colecta de sangre y realizacion de necropsias. La mayoria de los signos
clinicos fueron evidenciados a partir de las 48 horas post infeccién. Se destaca
el desarrollo de signos inespecificos como anorexia, letargia y cambio de
coloracién en los animales infectados experimentalmente. En el leucograma
diferencial se pudo apreciar una considerable disminucién de linfocitos y un
aumento de neutréfilos y basofilos a partir de las 24 horas post infeccion. Entre
los hallazgos de necropsia mas frecuentes se destacan: bazo e higados
congestivos y friables, gas y contenido serosanguinolento en el tracto
gastrointestinal. Mediante la infeccidn experimental por via intraperitoneal de
tilapias (Oreochromis niloticus) por Aeromonas hydrophila se pudo lograr el
desarrollo de un cuadro patologico tipico de septicemia por Aeromonas
moviles.



SUMMARY

Aeromonas hydrophila is an opportunistic bacteria associated with the
development of the syndrome knowns as Motile Aeromonas Septicemia. This
pathology has acquired great importance for the aquaculture in the last decades
due to the great economic losses that it causes, besides its incidence in the
public health since it is a zoonotic disease. This microorganism has been
identified in our country, not only affecting tilapias (a species used in our
experience) but also in a varied amount of other species of fish. In spite of the
significance of this pathology, there is little information regarding the
characteristics of the clinical signs and pathological anatomy, not only in local
species but also in tropical ornamental fish. In our study, the effect of the
experimental infection with Aeromonas hydrophila on clinical signs and
differential leukocyte count in niloticus tilapia (Oreochromis niloticus) was
evaluated, as well as the main necropsy findings observed in infected animals.
For this, an experimental infection was performed intraperitoneally with a
bacterial dose equivalent to the fifty lethal dose in 96 hours previously
determined for said isolation of A. hydrophila. At 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168
and 180 hours post infection the clinical signs expressed by all fish were
evaluated and a representative number of animals were sacrificed for blood
collection and necropsies. Most of the clinical signs were evident after 48 hours
post infection. The development of nonspecific signs such as anorexia, lethargy
and color change in experimentally infected animals is highlighted. Differential
leukogram showed a significant decrease in lymphocytes and an increase in
neutrophils and basophils after 24 hours post infection. Among the most
frequent necropsy findings are: congestive spleen, friable liver, gas and serous-
bloody content in the gastrointestinal tract. The experimental infection with
Aeromonas hydrophila by the intraperitoneal route of tilapias (Oreochromis
niloticus) could lead to the development of a typical pathology of septicemia by
mobile Aeromonas.



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes historicos

Se considera que la primera descripcion de una bacteria del género Aeromonas
fue la realizada por Sanarelli en 1891, durante un estudio de inmunidad en
ranas en el que muchas de éstas desarrollaron una septicemia que se atribuy6
a Bacillus hydrophilus fuscus.

Durante aquella época se aislaron Aeromonas de agua, peces enfermos y
leche.(Farmer y col, 2006).

Desde el primer aislamiento hasta 1943, afio en el que se definié el género
(Stanier, 1943), los aeromonadales fueron incluidos en diversos grupos como
Achromobacter, Bacillus, Proteus, Pseudomonas, entre otros. De hecho, la
definicion del género Aeromonas se ha atribuido errbneamente a Kluyver and
van Niel (1936) en numerosos manuales de microbiologia, a pesar de que la
comision judicial del comité internacional de sistematica de bacteriologia (1973)
establecio la autoria a Stanier, 1943.

1.2 Los aeromonadales moviles

El género Aeromonas (del griego: aer, gas; monas, unidades; unidades
productoras de gas), de acuerdo con la edicion mas reciente del Manual de
Bergey, pertenece a la clase Gammaproteobacterias, orden Aeromonadales,
familia Aeromonadaceae, que en la actualidad incluye 3 géneros:
Aeromonas, Oceanimonas y Tulomonas. (Martin Carnahan y Joseph, 2005).

Aeromonas hydrophila es un bacilo Gram negativo, movil, anaerobio facultativo,
habitante normal del agua y del tracto gastrointestinal de animales acuaticos y
terrestres (Rodriguez y col., 2005). Afecta a muchas especies de peces, donde
causa una patologia conocida como Septicemia por Aeromonas moviles (SAM),
la enfermedad bacteriana mas prevalente en la acuicultura mundial de agua
dulce (Paniaguay col., 1990).

Estudios de hibridacion ADN-ARN demostraron que A. hydrophila es un
complejo especifico genéticamente muy variable lo que hace que la
identificacion y caracterizacion de cepas sea un aspecto dificultoso (Janda,
1991).

Aeromonas spp. se clasifican en dos grupos, definidos esencialmente en base
a la temperatura de crecimiento in vitro y la motilidad. Estos dos grupos son los
siguientes:

- Aeromonas mesofilas (crecimiento 6ptimo a 35-37°C, moviles) responsables
de diversas infecciones en humanos y animales.

- Aeromonas psicrofilas (crecimiento Optimo a 22-28°C, inmoviles)
representadas por A. salmonicida, responsable de la forunculosis de los
salmones.



El grupo de las Aeromonas mesofilas, moviles debido a la presencia de un
flagelo polar uUnico, es considerado potencialmente peligroso para la salud
humana y esta formado por las especies A. hydrophila, A. caviae y A. veronii
entre otras especies (Bartram J. y col., 2003).

Aeromonas hydrophila es un patdégeno oportunista capaz de desarrollar un
proceso infeccioso en los peces cuando las condiciones medioambientales
(alta temperatura, exceso de materia organica) y los predisponentes animales
(inmunosupresion, estrés, subnutricién) son los adecuados.

Los aeromonadales mdviles son capaces de invadir heridas de piel comunes
en infecciones fungicas como Saprolegniasis y heridas por ectoparasitos
(Noga,1986).

Las Aeromonas moviles, a su vez, son comunmente aisladas de la superficie y
organos internos de peces clinicamente sanos (Hazen y col.,1978;
Avault,1995).

Todos los peces de agua dulce son probablemente susceptibles al desarrollo
de SAM. Aunque las Aeromonas moviles también pueden habitar aguas
salobres (Hazen y col.,1978), disminuyendo su prevalencia con el aumento de
la salinidad (Kaper y col.,1981).

En nuestro pais se ha identificado a Aeromonas hydrophila como una de las
bacterias mas comunmente involucradas en procesos infecciosos de peces de
cultivo (Carnevia y col., 2010).

Estas bacterias oportunistas forman parte de la flora intestinal normal de peces
y otros animales acuaticos; asi que la presencia de estas, no es indicativo de
enfermedad, factores ambientales y fisiol6gicos asociados a estrés contribuyen
a la presentacion de brotes de enfermedad y en consecuencia a altas pérdidas
econdmicas dentro de los cultivos de peces (Cipriano, 2000).

La patogénesis de la Septicemia por Aeromonas moviles es multifactorial y
puede involucrar el producto de numerosos y diferentes genes que actuan
individual y conjuntamente, codificando la sintesis de diferentes factores de
virulencia y permitiendo a las bacterias invadir las células del hospedero y
diseminarse via sanguinea a diferentes 6érganos (Chopray col., 1999).

La caracteristica principal de la patogénesis inducida por esta bacteria bien
como agente primario o secundario, es la diseminacibn en forma de
bacteriemia, seguida por la elaboracién de toxinas y enzimas (endotoxinas,
enterotoxinas extracelulares, hemolisinas, citotoxinas y proteasas) que
desembocan en el desarrollo de procesos hemodinamicos y toxémicos
generalizados (Brenden & Huizinga, 1986; Inglis, 1993).

Entre las lesiones caracteristicas de SAM se incluyen: hiperemia de capilares,

exudacion, hemorragias petequiales focales y leucocitosis, que son
acompafada generalmente por niveles importantes de macréfagos circulantes
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pigmentados derivado de centros melanomacréfagos, asi como de exoftalmia
asociada con edema preorbital (Roberts, 1989).

El periodo de incubacion de la enfermedad depende de la especie del pez y su
resistencia, condiciones ambientales y época del afio, entre otros factores. El
periodo varia de 2-4 dias en infecciones naturales y 8-48 hs en infecciones
experimentales (Huizinga y col., 1979).

Se pueden reconocer tres formas clinicas de SAM teniendo en cuenta la
sintomatologia y lesiones asociadas (Carnevia y col., 2010):

e Aguda Septicémica,

e Subaguda Ascitica

e Cronica Ulcerosa

La forma mas comun es la Aguda Septicémica (63,1 % de los casos), la que
suele cursar con ectoparasitosis severas y presentar alta morbilidad y
mortalidad, con escasos signos clinicos. En la forma sobreaguda de la
enfermedad puede sobrevenir la muerte sin signos premonitorios o
desarrollarse un proceso ascitico en los animales afectados. En algunos casos
también se puede observar pérdida de escamas y hemorragias focalizadas en
las branquias, boca y base de las aletas. La forma cronica ulcerosa es menos
comun que las anteriores, puede cursar con Ulceras en la piel, exoftalmia y
ascitis que distiende el abdomen. En casos muy prolongados se observan
lesiones renales y hepaticas. (Stoskopf,1993; Grizzle & Kiryu, 1993).

La cria intensiva de peces permite el desarrollo de condiciones favorables para
las infecciones, como sobrepoblacion y factores ambientales adversos
(aumento de materia organica y disminucién del oxigeno disuelto). Estos
factores influyen en la reduccién de la resistencia de los peces y favorecen la
accion patogena de A. hydrophila y de otras bacterias (Acha & Szyfres., 2001).

Cepas de A. hydrophila y otras especies del género aisladas de procesos
infecciosos, poseen diferentes genes que intervienen en la patogenicidad de
esta bacteria como los son: la serina proteasa, asociada con la activacion de la
aerolisina; el colesterol aciltransferasa GCAT (por sus siglas en ingles); genes
codificadores de lipasa como plc, lipH3, pla, lip y genes de DNasa (Chacoén,
2003).

Ademas se ha determinado la produccion de una variedad de productos
extracelulares (PEC) biol6gicamente activos, como enterotoxinas citotdxicas
gue causan un dafio importante en el epitelio, principalmente de intestino
(Vazquez y col.,2010).
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1.3 Importancia de la tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus)

La acuicultura actualmente aporta el 47% de todo el pescado destinado al
consumo humano, en cambio la producciéon de la pesca de captura se ha
estabilizado y no se espera que aumente por encima de los niveles actuales.
En América Latina, los principales productos acuicolas son los salménidos y el
camaron, con un interesante crecimiento de la tilapia (FAO, 2014). El desarrollo
de la acuicultura de tilapia en la region abre oportunidades para desarrollar
actividades como proveedor de insumos, produccion de alevines y engorde. El
Estado uruguayo defini6 como una politica publica el desarrollo de la
acuicultura (Carnevia, 2010).

Oreochromis niloticus pertenece a la familia Cichlidae dentro del orden
Perciformes. Si bien su origen es africano, a mediados del siglo XX se introdujo
en todas partes del mundo, debido a su valor comercial y el consumo a nivel
familiar. Toleran altos niveles de salinidad, lo que les permite vivir en aguas
dulces, salobres o marinas. El rango de tolerancia térmica va de 12°C a 42°C,
estando la temperatura ideal para su cultivo es en el entorno de los 29°C.

La tilapia es una de las especies mas cultivadas en el mundo debido a su buen
sabor y rapido crecimiento, a la capacidad de crecer en estanques y en jaulas,
soportar altas densidades, resistir condiciones ambientales adversas y tolerar
bajas concentraciones de oxigeno. Actualmente se cultivan con éxito unas diez
especies. Como grupo las tilapias representan uno de los peces mas
ampliamente producidos en el mundo. Las especies mas cultivadas son
Oreochromis aureus, O. niloticus y O. mossambicus (Wakefield y col., 2014)

No se ha establecido concretamente una predisposicion genética de la tilapia
(Oreochromis niloticus) a la infeccion por Aeromonas moviles pero si se han
determinado que condiciones estresantes como alta densidad poblacional y
bajo nivel de oxigeno en el ambiente donde se hallan los peces favorecen a la
aparicion de patologias infecciosas entre ellas Aeromonas spp. (Austin &
Austin, 1999).

A pesar de la importancia de ésta enfermedad para la produccion de una de las
especies de peces que mas se cultiva en el mundo, existe poca informacién
generada en aspectos tales como el desarrollo y caracterizacion del cuadro
clinico de la enfermedad y su evolucion en el tiempo, asi como también de la
respuesta hemética a la infeccibn con este grupo de bacterias.
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2. HIPOTESIS

Las tilapias (Oreochromis niloticus) infectadas experimentalmente con
Aeromonas hydrophila por via intraperitoneal desarrollaran un cuadro de
septicemia por Aeromonas maviles
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3. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el cuadro clinico, leucograma diferencial y hallazgos de necropsia
en tilapias niléticas (Oreochromis niloticus) infectadas experimentalmente por
via intraperitoneal con Aeromonas hydrophila (Bacteria: Aeromonadaceae).

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1 Desarrollar un protocolo de infeccibn experimental con Aeromonas
hydrophila en tilapias niloticas (Oreochromis niloticus) de manera tal de
lograr reproducir un cuadro de Septicemia por Aeromonas moviles en
esta especie.

3.1.2. Describir el cuadro clinico de los animales infectados experimentalmente
mediante el registro periddico de los sintomas desarrollados por los
peces.

3.1.3. Caracterizar el leucograma diferencial de los animales infectados
experimentalmente en distintos instantes pos infeccion.

3.1.4. Describir las lesiones macroscépicas observadas a la necropsia de los
peces infectados experimentalmente.

14



4. MATERIALES Y METODOS

Se evalu6 el efecto de la infeccion con Aeromonas hydrophila sobre la
expresion de signos clinicos y el recuento diferencial de leucocitos en tilapia
nilética (Oreochromis niloticus), asi como también se registraron los principales
hallazgos de necropsia observados en los animales infectados. Para ello se
llevé a cabo una infeccidbn experimental por via intraperitoneal con una dosis
bacteriana equivalente a la dosis letal cincuenta en 96 horas determinada
previamente para dicho aislamiento de A. hydrophila. A las 24, 48, 72, 96, 120,
144, 168 y 180 horas posinfeccion se evaluaron los signos clinicos expresados
por la totalidad de los peces y se sacrific6 un nimero representativo de
animales para la colecta de sangre y realizacién de necropsias.

4.1. Origen y mantenimiento de los peces

Se emplearon cuarenta alevines de la especie Oreochromis niloticus criados en
un establecimiento de piscicultura con fines comerciales. Todos los animales
provinieron de un mismo desove para asegurar homogeneidad genética.

El peso promedio de los ejemplares juveniles utilizados al momento de la
experiencia fue de 108,15 gramos y una longitud promedio de 17,58 cm.

Los animales que fueron infectados se dividieron en dos grupos de quince
peces cada uno los cuales fueron alojados en acuarios de vidrio de 100 litros
cada uno con aireacion constante, filtro biolégico-mecanico y a una
temperatura del agua de entre 25 y 26 °C. A su vez se mantuvieron en
idénticas condiciones un grupo de diez peces que sirvieron de control durante
las experiencias.

En todos los casos se realiz6 un recambio de agua diario equivalente a un
tercio del volumen total de la pecera. Durante la experiencia de infeccion los
animales se mantuvieron en ayuno, Unicamente se les suministré alimento
(pellet flotante) una vez al dia para evaluar la presencia/ausencia de anorexia
como sintoma asociado a la infeccion (el alimento fue retirado luego de
evaluado el apetito de los animales).

4.2. Origen de las bacterias y confeccién del inoculo.

Se emple6 un aislamiento de Aeromonas hydrophila existente en el banco de
cepas del IIP proveniente de un episodio de mortalidad registrado en un
establecimiento de acuicultura con fines comerciales.

Confeccién del in6culo: se tom6 un cultivo puro de bacterias con 24 horas de
crecimiento en caldo BHI, el cuél se centrifugd a 3500 rpm durante 30 minutos
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y con el pellet resultante se realiz6 una re suspension en PBS estéril hasta
obtener una concentracién final de 9,3x10° ufc.ml™ equivalente a una
absorbancia de 1,4 a 600 nm de longitud de onda (dosis letal cincuenta en 96
horas calculada previamente para este aislamiento).

4.3. Metodologia
4.3.1. Infeccion experimental:

A los peces separados en dos grupos experimentales (n=15) se les inyectd por
via intraperitoneal un volumen de 10 ul por gramo de peso vivo del in6culo
bacteriano descrito previamente. El grupo control (n=10) fue inyectado con
igual volumen de PBS estéril. Para las maniobras de pesado e inoculacion los
animales fueron sedados mediante bafio de inmersion en una solucion de 1ml
de Eugenol (10%) por litro de agua segun protocolo experimental descrito por
la Comisién Honoraria de Experimentaciéon Animal de la UdelaR (CHEA, 2006).

4.4. Registro de signos clinicos y muestro de los animales

Los datos clinicos fueron recabados mediante observacion directa de los
individuos infectados y control. Se consideraron signos clinicos de relevancia a
aquellos detectados por lo menos en una oportunidad durante un periodo de
observacion de cinco minutos por individuo a las 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 'y
180 horas posinfeccion. Luego de la observacion y previo al cambio de agua
diario se evalud el apetito de los peces mediante el suministro de pellets de
racion comercial que luego de evaluada la conducta de los animales hacia el
alimento eran retirados de las peceras.

Entre las 24 y 168 horas posinfeccion se sacrificaron cuatro animales de cada
uno de los grupos con la finalidad de obtener datos de necropsia y extraer
sangre para realizar frotis. Este muestreo se llevo a cabo cada 24 horas.

El sacrificio se realizd mediante sobredosis de anestésico en bafio de
inmersion (Eugenol al 10% en solucion alcohdlica) segun protocolo aprobado
por CHEA. La extraccion de sangre se llevo a cabo mediante la puncién de la
vena caudal empleando jeringa hipodérmica de 1 ml.

4.5 Conteo diferencial de leucocitos

Esta técnica de hematologia consiste en determinar el porcentaje de cada una
de los leucocitos existentes en una muestra  sanguinea.
Para ello se confeccionaron tres frotis de sangre por cada uno de los peces
analizados. Cada lamina de frotis sanguineo se dej6 secar al aire,
posteriormente fue fijada con metanol por evaporacion para luego ser tefiida
durante treinta minutos con una solucién de Giemsa diluida 1:50 en agua
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destilada. El conteo se llevé a cabo en microscopio 6ptico con objetivo de
inmersion a 1000x. Se contaron un minimo de 300 leucocitos por lamina,
registrandose a su vez las alteraciones morfolégicas observadas y la presencia
de otros tipos celulares (eritroblastos, trombocitos) por campo de observacion.
El conteo diferencial definitivo de cada animal analizado se tom6 como el
promedio entre las células observadas para cada una de las tres laminas
confeccionadas.

4.6. Analisis estadistico

Se determind la significancia estadistica de las diferencias en las medianas de
las frecuencias de  observacion de signos clinicos a diferentes horas
posinfeccion con respecto al grupo control mediante el test estadistico de
Kruskal-Wallis. Las diferencias observadas en las medianas de las frecuencias
de conteo de cada uno de los grupos celulares evaluados se determino
empleando el mismo test estadistico, en todos los casos con un nivel de
confianza del 0,05%.

Para llevar a cabo estos analisis se empleo el software Statgraphics Centurion

XVI Version 16.1.18 de StatPoint Technologies, con un nivel de confianza
minimo del 95%.
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5. RESULTADOS

En la Tabla 1 presentan las frecuencias de observacion de signos clinicos
expresados (en %) por los animales infectados experimentalmente y su
relacién con el grupo control. N6tese que la mayoria de los signos clinicos son
apreciables a partir de las 48 horas Pl y se mantienen hasta el fin del periodo
de observacion.

Tabla 1. Frecuencia de observacion de signos clinicos (en %) en tilapias niléticas (Oreochromis niloticus) infectadas experimentalmente con
Aeromonas hydrophila por via intraperitoneal

Horas posinfeccion (Hs Pl)

Control
24 48 72 96 120 144 168 180 (24 aPl|§30 Hs Estadistica
Aletas congestivas 0 74 74 160°  191° 224° 17,6° 125 0 KW:46,23; p<0,01
Aletas deshilach : :
etas deshiiachas 0° 149 111°  120° 143" 286" 17,6° 188° 0° KW:20,31; p<0,05
Aletas replegadas 0 3.7 11.1° 12.0° 28.6° 19.0° 5.9 12,5 0 KW: 25,73; p<0,05
Ano protruido : p=
protru 0 0 0 40 48 48 59 125 0 KW: 11,04; p=0,6
Ano h Agi . .
no hemorragico 0 0 0 40 0 0 0 0 0 KW: 11,72; p=0,5
Letargia
9 67° 77,8 704" 640° 61,9° 333 17,6 188" 0° KW: 105,6; p<<0,01
Anorexia 0 66,7° 593 320° 429° 286 0? 0* 0* KW: 78,53; p<<0,01
Cambio de coloracion
13,3* 444" 407" 36,0° 476" 524" 176*° 31,3 0° KW: 35,2; p<0,01
Exoftalmia
0 0 0 4,0 48 0 5,9 6,3 0 KW: 10,05; p=0,7
Hemorragia periocular
0 37 37 4,0 0 48 0 0 0 KW: 8,56; p=0,8
Lepidortosi
epidortosis 0 0 0 0 0 0 5.9 6.3 0 KW: 17,95; p=0,15
Nado erratico
0? 0? 14,8°  12,0° 143 0? 17,6°  125° 0? KW: 36,5; p<0,01
Ulceras
0 0 0 40 48 48 0 0 0 KW: 8,6, p=0.8
Materia fecal oscura
0* 0, 18,5° 0* 0 0* 0* 50,0° 0* KW: 96,3; p<<0,01
Hemorragia periopercular 48 48 0 133 148 0 0 0 KW: 23,61; p<0,05

KW: estadistico Kruskal-Wallis; *2°#°£%#° con p<0,05 (comparacién no valida entre distintos signos clinicos)
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En la Tabla 2 se presentan los resultados correspondientes al leucograma
diferencial llevado a cabo en los peces infectados y control en distintos
instantes posinfeccion.

Tabla 2: Leucograma diferencial (en %) llevado a cabo en tilapias niléticas (Oreochromis niloticus) infectadas experimentalmente con Aeromonas hydrophila

Horas posinfeccion (Hs PI) Control
24 48 72 96 120 144 168 (24 a 168 Hs Estadistica
PI)
Linfocitos 41,746,6% 45+7,1% 59,4+5,8°  54,5+57% 65,3+4,2° 45,2+4,0° 67,2+5,1° 95,6+4,5" KW: 18,57; p<0,01
Neutroéfilos 37,7+3,4% 35,0+3,2% 20,6+3,2%  28,7+2,8% 30,3+4,2% 31,7+3,1% 19,3+2,2% 3,1+2,4° KW: 17,44; p<0,05
Basofilos 10,7+2,1% 20+1,9° 1442 3% 16,8+3,1° 14,3+2 4% 23+3,1% 13,5+2,2° 1,2+2,5° KW: 22,2;p<0,01
Eosinofilos 0 0 0 0 0 0 0 0

KW: estadistico Kruskal-Wallis; *#° con p<0,05 (comparacién no valida entre distintos tipos celulares)

En las Figuras 1y 2 se pueden apreciar algunos de los elementos formes mas
representativos de la sangre de O. niloticus infectadas experimentalmente con
A. hydrophila.

Figura 1. Microfotografia de frotis de sangre de tilapia. Se observan dos neutréfilos y
un monocito junto a un gran ndmero de eritrocitos (tincion de Giemsa 1000X).
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Figura 2. Microfotografia de frotis de sangre en la cual se evidencian tres neutréfilos
dispersos entre los eritrocitos (tincion de Giemsa 1000X).

En la Tabla 3 se presentan los principales hallazgos de necropsia observados
en las tilapias infectadas

Tabla 3. Frecuencia de observacion (en %) de hallazgos de necropsia en tilapias
niléticas (Oreochromis niloticus) infectadas experimentalmente con Aeromonas

hydrophila
Frecuencia de observacion
Hallazgo de necropsia (%)
Higado friable 88,9
Bazo congestivo 88,9
Hepatomegalia 66,7
Higado congestivo 66,7
Mucosa del tubo digestivo congestiva 66,7
Esplenomegalia 55,6
Mucosa estomacal congestiva 55,6
Gas en tubo digestivo 55,6
Cerebro congestivo 44,4
Contenido serosanguinolento en tubo digestivo 33,3
Branquias congestivas 11,1

En la Figura 3 se puede observar el aspecto que adquieren los 6rganos de la
cavidad abdominal de los peces infectados experimentalmente.
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Figura 3: Aspecto de los o6rganos de la cavidad abdominal de tilapias niléticas
(Oreochromis niloticus) infectadas experimentalmente con Aeromonas hydrophila por via
intraperitoneal.
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6. DISCUSION

6.1. Signos clinicos

Aeromonas hydrophila es uno de los patdgenos mas comunes e importantes en
la produccion de peces de agua dulce (Avault, 1995). En este estudio se
inoculdé en forma experimental a tilapias niléticas (Oerochromis niloticus) por via
intraperitoneal una concentracién equivalente a una DL50gs (9,3x102 ufc.mL™).
A partir de este procedimiento fue posible desarrollar un cuadro clinico y
patolégico de SAM compatible con los descritos por otros autores en
condiciones similares (Janda & Abbot, 2010).

Debemos tener en cuenta que Aeromonas hydrophila es componente natural
de la microflora normal intestinal de los peces, por lo que su sola presencia no
indica enfermedad y consecuentemente con esto existen determinados factores
predisponentes para desencadenar el proceso patoldgico, tales como: cambios
abruptos de temperatura, manipulacién, superpoblacion, inadecuado aporte de
oxigeno y alimento (Yardimci y Aydin.,2011).

En nuestro estudio, a partir de las primeras horas posinfeccion se observaron
signos no especificos de SAM, de tipo comportamentales tales como letargia,
cambios de coloracién y anorexia similar a lo reportado por Camus y col. (1998)
y Kanbutra y col. (2014) en animales infectados experimentalmente. Un cuadro
clinico similar fue evidenciado a su vez en infecciones naturales por
Aeromonas moviles en tilapias por Plumb (1997).

Rey y col. (2009) inocularon tilapias de modo experimental tanto con
Aeromonas hydrophila viva como con PEC de la misma especie hallando
sintomas clinicos como letargia, anorexia, boqueo en superficie y aumento de
la frecuencia opercular. Cambio de coloracion, escaldado y ulceracion necrotica
en el sitio de inyeccion fue notificado por Azad y col. (2010).

De acuerdo a lo reportado por Azad (2010) la variabilidad en los signos clinicos
estarian relacionados a la produccion de endotoxinas, hemolisinas, citoquinas,
proteasas y la capacidad de adherencia a células, todos estos factores
atribuidos a la potencial patogenicidad de los aeromonadales méviles.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en nuestro estudio se puede
apreciar que en las primeras horas posinfeccién, a pesar de que se observan
signos clinicos mayoritariamente comportamentales (letargia y cambio de
coloracién), existe un proceso patoldgico sistémico ya instalado que se ve
reflejado en las alteraciones del leucograma diferencial ya a las 24hs
posinfeccion.

Con el paso de las horas posinfeccién aumenta la frecuencia de observacién
de signos clinicos que evidencian una importante alteracién sistémica tales
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como aletas congestivas, lo que podria indicar la progresion un proceso
hemodinamico sistémico, tal como ha sido descrito por otros autores en tilapias
infectadas experimentalmente con A. hydrophila (Vazquez y col., 2010).

Otros signos tales como hemorragia periocular y periopercular, ulceras y
lepidortosis han sido notificados por Yardimici y Aydin (2011) en tilapias
niléticas infectadas experimentalmente con A. hydrophila.

6.2. Leucograma diferencial

La hematologia es una herramienta de diagnostico que asiste al veterinario en
la deteccién de enfermedades o identificando cambios fisiol6gicos. Como en
otros animales, la variacion de los factores intrinsecos y extrinsecos normales o
las patologias que afectan las células sanguineas y su numero pueden
evaluarse con la hematologia clinica. A partir de una pequefia muestra de
sangre se puede revelar informacion util para la evaluacion del estado de salud
de los animales o la progresién de los tratamientos instalados (Grant y col.,
2015).

En el leucograma diferencial de los peces infectados en este estudio se
observé una disminucién considerable de linfocitos en relacion con lo ocurrido
con el grupo control y un aumento notorio de la proporcion de neutréfilos y
basofilos con relacion a la proporciéon normal de estas células en los animales
control, lo que nos indica la instauracién de una respuesta inmunoldgica frente
a la infeccion por Aeromonas spp. tal como lo notificé Haniffa y col. (2008) y
Silveira-Coffigny (2004) en tilapias infectadas con Corynebacterium spp.

Esta alteracion en las proporciones de las células esta relacionada con la
migracion de las mismas a los tejidos donde se desarrolla la infeccion (Lamas y
col.,1994).

En nuestra experiencia, en el leucograma diferencial se pudo observar
linfocitos, neutrofilos y basofilos circulantes en sangre de tilapias, mientras que
no fue posible la observacién de eosindfilos, similar a lo reportado por Vasquez
y col. (2010) en tilapias infectadas experimentalmente con A. hydrophila.

Los linfocitos componen la mayoria de los leucocitos hallados normalmente en
la sangre periférica de las tilapias aparentemente sanas. La célula tiene una
forma ovoide o redonda. El ndcleo es compacto y se tifie de un color azul
oscuro. (coloracion de Sato y Sekiya).El citoplasma es ligeramente baséfilo
pudiendo presentar pseudépodos (Conroy., 2007).

Los neutrdfilos tienen una forma ovoide o redonda. El nudcleo se tifie de azul
morado mientras que el citoplasma presenta un color azul palido (granulos
pequefios). No suelen ser observados en gran cantidad en sangre de tilapias
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sanas y su funcion es principalmente fagocitica (ver figura 4). Los basofilos por
su parte son células ovoides con nucleo excéntrico y citoplasma con varios
granulos grandes y basdfilos de color azul-morado oscuro. Los eosinofilos se
caracterizan por presentar citoplasma con granulos numerosos y fuertemente
acidofilos. (Coloracion de Sato y Sekiya).(Conroy., 2007).

Figura 4. Neutrofilos de tilapia
fagocitando células de Aeromonas
hydrophila (tomado de Ainsworth., 1992)

Del mismo modo que Vazquez y col. (2010), consideramos adecuado advertir
gue si bien los resultados de nuestro estudio muestran una proporcion de
leucocitos alterada en los animales infectados con respecto al control, no es
posible realizar conclusiones en términos absolutos (linfopenia, neutrofilia y
basofilia) debido a que el andlisis sanguineo realizado no contemplé el conteo
total de leucocitos. Por ende no es posible conocer el nimero total de cada tipo
celular evaluado.

6.3. Hallazgos de necropsia

Los hallazgos de necropsia mas representativos de los animales infectados
experimentalmente en el marco de ésta investigacion (bazo congestivo e
higado friable, aumento de tamafio de los érganos, mucosas congestivas, gas
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y contenido serosanguinolento en el tracto gastrointestinal) fueron también
notificados por Rey y col. (2009) y Yardimci y Aydin (2011) en tilapias
infectadas experimentalmente con A. hydrophila. Segun estos autores, la
hemorragia e infiltracion linfocitaria en varios érganos internos revela la
existencia de una septicemia hemorragica visceral.
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7. CONCLUSIONES

Es posible reproducir un cuadro clinico y patoléogico compatible con la
Septicemia por aeromonadales moviles en tilapias nildticas (Oreochromis
niloticus) a partir de la infeccion experimental con Aeromonas hydrophila por
via intraperitoneal.

Los signos clinicos tales como letargia y cambio de coloracién son de temprana
aparicién en los peces dado que se presentan a partir de las 24 horas
posinfeccion experimental (PI). A partir de las 48 horas Pl son evidenciables
todos los signos clinicos expresados por los animales infectados, entre los que
se destacan por su frecuencia: anorexia y aletas congestivas, replegadas y
deshilachadas; ademas de los mencionados previamente.

Las alteraciones del leucograma diferencial se aprecian a partir de las 24 horas
posinfeccion experimental y se caracterizan por el aumento de neutréfilos y
basdfilos con disminucién de linfocitos circulantes.

Los hallazgos de necropsia mas caracteristicos de la infeccion experimental
con A. hydrophila en O. niloticus por via intraperitoneal son: bazo e higados
friables y congestivos, congestion y gas en tracto gastrointestinal.
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