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RESUMEN

Aeromonas hydrophila es uno de los principales patdégenos bacterianos
gue afecta la piscicultura de agua dulce a nivel mundial. La septicemia por
Aeromonas moviles (SAM) es uno de los sindromes mas importantes
desarrollado por A. hydrophila y otros miembros de la familia
Aeromonadaceae, patologia ésta que ocasiona serias pérdidas econémicas
a los productores dadas las elevadas mortalidades que se registran. Este
patdgeno ha sido aislado de varias especies de organismos acuéticos de
cultivo en nuestro pais, habiendo sido responsable de epizootias con
importantes pérdidas en establecimientos de produccion de peces tanto
ornamentales como para consumo humano. A pesar de la importancia
economica de este agente y de su potencial zoonoético, existe muy poca
informacion generada acerca de las caracteristicas del cuadro patoldgico
desarrollado en peces tropicales ornamentales y mucho menos cuando se
trata de cepas locales de la bacteria. En el presente trabajo se evalud el
efecto del desafio con Aeromonas hydrophila sobre la expresion de signos
clinicos, el recuento diferencial de leucocitos en el pez espada
(Xiphophorus hellerii), asi como también se registraron los principales
hallazgos de necropsia observados en los animales desafiados. Para ello
se llevd a cabo un desafio 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
ocho, 12 y 24 horas posdesafio se evaluaron los signos clinicos
expresados por la totalidad de los peces y se sacrific6 un nuamero
representativo de animales para la colecta de sangre y realizacion de
necropsias. A partir de la experiencia llevada a cabo fue posible reproducir
un cuadro tipico de SAM los peces desafiados. Los signos clinicos aletas
congestivas, anorexia, ascitis, nado erratico y materia fecal con mucus se
presentan a partir de las 12 horas posdesafio experimental (PD). A las 24
horas PD aumenta la frecuencia de observacion de los signos
mencionados y se aprecia la aparicibn de nuevos signos de mayor
gravedad, tales como exoftalmia y ano hemorragico. A las 12 horas PD, por
otra parte, se aprecia también una disminucion de linfocitos circulantes del
48%, acompafada por un aumento en el nimero relativo de neutrofilos.
Estas diferencias en el leucograma diferencial con respecto al control se
mantuvienen durante todo el periodo de experimentacion. Los hallazgos de
necropsia mas caracteristicos del desafio experimental con A. hydrophila
en X. hellerii por via intraperitoneal son: perdida de consistencia en pared
abdominal, branquias pdlidas y presencia de liquido serosanguinolento en
cavidad abdomnial. Por otra parte se puede apreciar en menor grado la
presencia de higado friable, ano protruido, desprendimiento de mucosa
intestinal y contenido serosanguinolento en tubo digestivo.



SUMMARY

Aeromonas hydrophila is one of the main bacterial pathogens affecting
freshwater fish farming worldwide. Motile Aeromonas septicemia (MAS) is one
of the most important syndromes developed by A. hydrophila and other
members of the family Aeromonadaceae in fishes, a pathology that causes
serious economic losses to farmers given the high mortalities that are recorded.
This pathogen has been isolated from several species of aquaculture organisms
in our country, having been responsible of epizootics with significant losses in
fish farms both ornamental and for human consumption. Despite the economic
importance of this agent and its zoonotic potential, there is very little information
generated about the characteristics of the pathological frame developed in
tropical ornamental fish, much less when it comes to local strains of the
bacterium. The effect of the challenge with Aeromonas hydrophila on the
expression of clinical signs, differential leukocyte count in swordfish
(Xiphophorus hellerii), as well as the main necropsy findings observed in
challenged animals. For this, an experimental challenge was carried out
intraperitoneally with a bacterial dose equivalent to the fifty lethal dose in 96
hours previously determined for this isolate of A. hydrophila. At eight, 12 and 24
hours postchallenge the clinical signs expressed by all the fish were evaluated
and a representative number of animals were sacrificed for blood collection and
necropsies. From the experience carried out it was possible to reproduce a
typical MAS frame in challenged fish. Congestive fins, anorexia, ascites, erratic
swimming and fecal matter with mucus are clinical signs present since 12 hours
post experimental challenge (PC). At 24 hours PC increases the frequency of
observation of the mentioned signs and the appearance of new signs of greater
severity, such as exophthalmia and haemorrhagic anus. At 12 hours PC, on the
other hand, a decrease of 48% in circulating lymphocytes was also observed,
accompanied by an increase in the relative number of neutrophils. These
differences in differential leukogram with respect to control were maintained
throughout the experimental period. The most characteristic necropsy findings
of the experimental challenge with A. hydrophila in X. hellerii are: loss of
consistency in the abdominal wall, pale gills and presence of serosanguinolent
fluid in the abdominal cavity. On the other hand can be appreciated to a lesser
degree the presence of friable liver, anus protruded and detachment of
intestinal mucosa with serosanguinolent content in the digestive tract.



INTRODUCCION

La venta de peces ornamentales se ha integrado en los Ultimos afios a la
profesién veterinaria, siendo comercializados en un gran namero de clinicas de
practicamente todas las capitales departamentales. Algunas de las limitantes
econémicas que posee la actividad, derivan de los costos por tratamientos
meédicos y mortandades que deben afrontar tanto los vendedores como los
criadores cuando se presentan epizootias. En la mayoria de los casos, estas
epizootias son ocasionadas por bacterias o parasitos oportunistas que
aprovechan el sistema inmune debilitado de los peces ya sea por estrés o por
malas practicas de manejo, para producir las afecciones (Carnevia, 1993;
Wedemeyer, 1996). Algunas de las especies bacterianas que afectan a los
peces ornamentales pueden constituir a su vez zoonosis de relevancia (Chacko
y col., 2006; Miyazaki y Kaige, 1985; Perdomo y Carnevia, 2010).

Aeromonas hydrophila, se considera uno de los agentes etiolégicos mas
importantes entre las enfermedades bacterianas de los peces. Es un bacilo
Gram negativo muy comun en los cuerpos de agua dulce y uno de los agentes
causantes de la Septicemia por Aeromonas Moviles (SAM), una enfermedad
sisttmica de los peces que causa importantes pérdidas anuales en la
acuicultura (Paniaguay col., 1990).

Ademas, esta especie bacteriana puede causar una amplia variedad de
afecciones en humanos, que van desde infecciones de heridas hasta procesos
sistémicos fatales (Janda y Duffey, 1988). Esta bacteria oportunista forma parte
de la flora intestinal normal de peces y otros animales acuaticos (Cipriano,
2000); por lo que su sola presencia no es indicativo de enfermedad, factores
ambientales y fisiologicos asociados a estrés contribuyen a la presentacion de
brotes de la enfermedad y en consecuencia a altas pérdidas econdémicas
dentro de los cultivos de peces.

Cepas de A. hydrophila aisladas de procesos infecciosos poseen diferentes
genes que actian 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 6rganos (Chopra y
col., 1999).

Estos genes intervienen en la patogenicidad de esta bacteria debido a la
produccion de factores de virulencia tales como las enzimas serin-proteasa,
asociada con la activacion de la aerolisina; colesterol aciltransferasa (GCAT,
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por sus siglas en ingles) y genes que codifican para las lipasas plc, lipH3, pla'y
lip, entre otros (Chacén, 2003).

Adicionalmente se ha determinado la produccién de una variedad de productos
extracelulares (PEC) biolégicamente activos, como las enterotoxinas citotoxicas
gue causan un dafio importante en el epitelio, principalmente del intestino
(Janda y Abbott, 2010).

Existen otros factores de virulencia reportados para A. hydrophila, tales como
la produccién de proteasas y la presencia de adhesinas, pili, flagelina y
sideréforos (Murugappan y col., 2006). Estos determinantes de virulencia
estan involucrados de forma secuencial para permitir a las bacterias colonizar,
acceder, multiplicarse y causar dafios en los tejidos del huésped y para evadir
su sistema inmune (Yu y col., 2004).

A pesar de la importancia de esta enfermedad, tanto para la acuicultura
nacional como mundial; asi como también del poder zoondtico de este grupo
de bacterias, existe muy poca informacion relacionada con la instalacion y
desarrollo del cuadro clinico de la SAM en peces ornamentales.

Importancia del pez espada (Xiphophorus hellerii)

En el mercado nacional de peces ornamentales se comercializan alrededor de
280.000 peces exdticos de clima tropical por afio, dentro de los cuales
Xiphophorus hellerii es una de las especies que se cultiva a gran escala
(Carnevia, 2007).

X. hellerii, también llamado "Cola de Espada, Espada, Sable, Xifo espada 6
Xipho", entre otras denominaciones (Figura 1), es un pez viviparo, de agua
dulce y clima tropical (22°a 28°C), cuya distribucion geografica se extiende
desde el norte de México hacia el centro y occidente de Guatemala y Honduras
en Ameérica Central (Axelrod y Wischnath, 1991). La especie fue introducida y
se han establecido poblaciones naturales en el sur de Florida, California, el
area del lago Mead, Arizona, Nevada, Hawai, Canada, Puerto Rico, varios
paises de Africa, Sri Lanka, Australia, Guam, islas Fiji y Reino Unido (Dawes,
1991; Jacobs 1969). En América del Sur se pueden encontrar en paises como
Colombia (Welcomme, 1988) y Brasil (Sarmento-Soares y col., 2012).

Una de las caracteristicas principales en esta especie es el notorio dimorfismo
sexual que presentan los animales adultos. Los machos en particular
desarrollan una prolongacion en la parte ventral de la aleta caudal que se
proyecta varios centimetros hacia atras del cuerpo, dandole asi una cola con
forma de espada, de ahi su nombre comun (Figura 1B) (Tamaru y col., 2001).



Figura 1. A. Macho y hembra de pez espada (Xiphophorus hellerii) donde se aprecia el dimorfismo
sexual y la coloracion de los individuos salvajes. B. Macho de pez espada rojo en el que se observa la

aleta caudal espigada conocida como “espada” (Tomado de: http://acuarioadictos.com/xiphophorus-
helleri/).

Importancia de Aeromonas hydrophila (Bacteria: Aeromonadaceae)

Aeromonas hydrophila es un bacilo Gram-negativo, movil, habitante normal del
agua y del tracto gastrointestinal de animales acuaticos y terrestres. Sin
embargo, bajo condiciones ambientales no completamente conocidas, puede
iniciar procesos patoldgicos en peces y mamiferos. Se aisla frecuentemente de
peces enfermos y causa importantes mortandades con grandes pérdidas
econdémicas (CTSA, 1996; Lilley y col., 1998).

Puede producir enfermedad como patdégeno primario y en ocasiones como
oportunista (Dooley y Trust, 1987; Loghothetis y Austin, 1996; Makapu, 1996).
A. hydrophila es responsable de procesos de septicemia hemorragica, un
cuadro de enfermedad que afecta gran variedad de especies de animales
ectotermos. La septicemia hemorragica se caracteriza por la diseminacion
generalizada en forma de bacteriemia, seguida por la sintesis de toxinas,
necrosis tisular y posterior fase clinica (Inglis, 1993). Las lesiones inducidas
incluyen: hiperemia de capilares, exudacion, hemorragias petequiales focales y
leucocitosis, que es acompafada generalmente por niveles importantes de
macrofagos circulantes pigmentados derivados de centros melanomacréfagos,
asi como exoftalmia asociada con edema pre-orbital (Roberts, 1989).
La patogénesis de la enfermedad por A. hydrophila es multifactorial y puede
involucrar el producto de numerosos y diferentes genes que acttan 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 (Chopray col., 1999).

Cepas de A. hydrophila aisladas de procesos infecciosos, han mostrado la
presencia de diferentes genes que intervienen en la patogenicidad de esta
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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 (Chacon,
2003). Adicionalmente se ha determinado la produccion de una variedad de
productos extracelulares (PEC) biolégicamente activos, los factores de
superficie, factores asociados a células, plasmidos y sistemas de
restriccion/modificacion, que parecen desempefar un papel importante en la
patogénesis de la enfermedad en peces. No obstante, no se ha logrado
esclarecer con exactitud cual de todos es el que tiene mayor importancia en el
desencadenamiento y desarrollo de la enfermedad (Thune y col., 1986; Khalil y
Mansour, 1997).

Los PEC corresponden a las diferentes proteinas extracelulares secretadas por
la bacteria que se obtienen a partir de un extracto crudo toxigénico, y entre las
cuales estan principalmente la a y B hemolisina, varias proteasas como la
metaloproteasa termoestable (MPTE), una serin proteasa termoestable (SPTE)
y otra termolabil (SPTL), lipasas, enterotoxinas como la citotoxica y la
citoténica, sideréforos, quitinasas y amilasas. Los PEC de A. hydrophila causan
muerte en peces al ser inoculados intraperitonealmente y cursan con lesiones
extensas en musculo al ser inyectados por esta via. Se considera que dicha
accion se debe a la actividad de proteasas y hemolisinas (Allan y Stevenson,
1981; Thune y col., 1986; Cabhill, 1990).

Existe controversia referente al papel de la B hemolisina en la patogénesis de la
enfermedad en peces. En algunos estudios (revisado por Cahill 1990), no se
encontr6 actividad toxica de las hemolisinas en peces, en contradiccion con los
hallazgos de Allan y Stevenson (1981), quienes describieron correlacion entre
la produccion de hemolisinas y toxicidad en estas especies. Khalil y Mansour
(1997) atribuyeron la mortalidad en peces a las hemolisinas y proteasas. Estos
dos factores de virulencia parecen ser los de mayor importancia en el
desarrollo de la enfermedad en peces. Otros factores reportados para A.
hydrophila son: la produccién de proteasas que contribuyen a la utilizacion de
nutrientes para la proliferaciéon celular y que causan dafio al tejido, presencia de
adhesinas, pili, flagelina, la presencia de moléculas secuestradoras de hierro
denominas sideroforos (ligando especifico de hierro de bajo peso molecular)
(Murugappan y col., 2006), y la presencia de la capa S, arreglos de un tipo de
proteina de superficie que forman una estructura supramolecular que encierra
la bacteria y permite la interaccion con tejidos y fluidos corporales (Kostrzynska
y col., 1992).

Importancia Septicemia por Aeromonas Moéviles

En nuestro pais se reconocen tres formas clinicas de la enfermedad, cada una
de las cuales cuenta con sintomatologia caracteristica: Aguda Septicémica,
Subaguda Ascitica y Crénica Ulcerosa. Las principales bacterias aisladas de
estos proceso infecciosos son Aeromonas hydrophila y Pseudomonas
fluorescens, encontrando ademas otros Gram negativos en cuadros muy
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severos. Es necesario resaltar que todas estas bacterias potencialmente
pueden ser zoonosis (Carnevia y col., 2010).

La AGUDA SEPTICEMICA es la forma mas comuin de presentacion (63,1 % de
los casos) generalmente asociada a ectoparasitosis severa y sintomas como
letargia, anorexia, opacidad de piel, algunas hemorragias superficiales e
insuficiencia respiratoria. Son significativas las lesiones encontradas en la
necropsia e histopatologia: hemorragias petequiales en masculos y en érganos
internos;  esplenomegalia con destruccion de gran numero de
melanomacréfagos, degeneracion de hepatocitos; asi como el aislamiento de
bacterias a partir del rindn (Miyazaki y Kaige, 1985; Aoki, 1998).

La forma SUBAGUDA ASCITICA es un cuadro descrito por varios autores
afectando peces ornamentales que cursa con severa ascitis y lepidortosis
(Carnevia, 1993; Chansue y col., 1999; Fijan, 1972; Soltani y col., 1998;
Teixeira Filho, 1976). En un estudio realizado por Carnevia y col. (2010) en
nuestro pais ésta forma de presentacion fue identificada en el 21,1% de los
casos y cursé con anorexia, letargia, severa ascitis y lepidortosis como
sintomas clinicos; presentando como lesiones internas hemorragias en
peritoneo y lesiones en higado (degeneracion y necrosis). El contenido ascitico
fue en su mayoria seroso pero también se observO serosanguinolento o
purulento y en el 42,0 % de las necropsias multiples abscesos en peritoneo,
bazo, riidbn e higado. Fijan (1972) la considera una bacteriosis subaguda o
cronica que cursa con una enteritis, severa peritonitis y sindrome hidrépico
caracterizado por ascitis, lepidortosis y exoftalmia en su fase terminal. Aoki
(1999) cita como lesiones tipicas de esta afeccidn: necrosis catarral de mucosa
intestinal, degeneracion de hepatocitos, necrosis de glomérulos renales y
degeneracion de epitelio de los tubulos renales.

La forma CRONICA ULCEROSA fue encontrada solo en un 15,8 % de los
casos, cursando con anorexia, adelgazamiento y ulceras en piel. Esta forma
fue encontrada en Poecilidos (Poecilia reticulata, Poecilia latipinna y
Xiphophorus variatus) y Anabantidos (Trichogaster trichopterus y Colisa lalia),
si bien esta citada en otras familias de peces de agua dulce. Las principales
lesiones encontradas, ademas de las ulceras en piel, fueron en el higado
(friable y con abundantes melanomacrofagos). La Unica bacteria aislada en
estos casos fue Aeromonas hydrophila. Diversos autores citan cuadros
similares donde aislan A. hydrophila, Pseudomonas sp., Flavobacterium sp. y
Edwardsiella sp. (Chowdhury y col., 2001; Majumder y col., 2001; Pal y
Pradhan, 1990).

La puesta a punto de un protocolo de desafio experimental con Aeromonas
hydrophila en Xiphophorus hellerii y la caracterizacion de las principales
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alteraciones clinicas y patologicas expresadas por los peces desafiados
permitird establecer un modelo de estudio de la Septicemia por Aeromonas
moviles en este pez tropical lo cual constituye un importante aporte en la

generacion de conocimiento acerca de esta enfermedad relevante para la salud
humana y animal.
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HIPOTESIS

A partir del desafio experimental de peces espada (Xiphophorus hellerii) con
Aeromonas hydrophila sera posible desarrollar un cuadro clinico caracteristico
de Septicemia por Aeromonas moviles.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el cuadro clinico y patoldgico desarrollado en Xiphophorus hellerii
a partir del desafio experimental con Aeromonas hydrophila.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar un protocolo de desafio experimental con Aeromonas
hydrophila en el pez espada (Xiphophorus hellerii) de manera tal de lograr
reproducir un cuadro de Septicemia por Aeromonas moviles en esta
especie.

Describir el cuadro clinico de los animales desafiados experimentalmente
mediante el registro periodico de los sintomas desarrollados por los peces.

Caracterizar el leucograma diferencial de los animales desafiados
experimentalmente en distintos instantes pos desafio.

Describir las lesiones macroscopicas observadas a la necropsia de los
peces desafiados experimentalmente.
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MATERIALES Y METODOS

Se evalu6 el efecto del desafio con Aeromonas hydrophila sobre la
expresion de signos clinicos y el recuento diferencial de leucocitos en el
pez espada (Xiphophorus hellerii), asi como también se registraron los
principales hallazgos de necropsia observados en los animales desafiados.
Para ello se llevd a cabo un desafio 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 8,
12 y 24 horas posdesafio 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.

Origen y mantenimiento de los peces

Se emplearon 30 ejemplares adultos de Xiphophorus hellerii con un peso
promedio de 4,2 + 0,2 gramos procedentes del bioterio del Instituto de
Investigaciones Pesqueras. Dichos animales pertenecen a una linea
consanguinea, lo que supone una baja variabilidad genética entre sujetos
experimentales.

Se confeccionaron tres grupos de diez peces cada uno, dos grupos fueron
desafiados experimentalmente y uno de ellos se empleo como control.
Cada grupo fue alojado en un acuario de vidrio de 30 litros de volumen, con
filtracion bioloégico-mecanica y temperatura constante de 27 = 1 °C.
Se realizé un recambio de agua diario equivalente a un tercio del total de
litros de la pecera.

Durante la experiencia de desafio los animales se mantuvieron en ayuno,
unicamente se les suministro 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).

Origen de las bacterias y confeccién del in6culo

Para la realizacibn de los desafios experimentales se empleé un
aislamiento de Aeromonas hydrophila obtenido previamente de una
epizootia de SAM registrada en un establecimiento de acuicultura con fines
comerciales.

En estudios previos se determiné que la concentracion bacteriana capaz de
inducir la muerte en el 50% de una poblacién de peces, dentro de las 96
horas posteriores al desafio experimental (dosis letal 50 - 96 horas: DL50gg)
para este aislamiento de A. hydrophila es de 9,3x10% ufc.mL™* equivalente a
una absorbancia de 1,4 a 600 nm de longitud de onda.

El in6culo consistio en una suspension de bacterias vivas en PBS estéril.
Para ello se tomé un cultivo puro de bacterias con 24 horas de crecimiento
realizado en caldo BHI, el mismo se centrifugo a 3500 rpm durante 30
minutos y con el pellet resultante se realiz6 una re suspension en PBS
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estéril hasta obtener una turbidez equivalente a la absorbancia deseada
(Perretta y col., 2018).

Desafio experimental

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

Registro de signos clinicos y muestreo de los animales

Los datos clinicos fueron recabados mediante observacion directa de los
individuos desafiados y control. Se consideraron signos clinicos de
relevancia a aquellos detectados por lo menos en una oportunidad durante
un periodo de observacion de seis minutos por individuo alas 12 y a las 24
horas posdesafio. Luego de la observacion y previo al cambio de agua
diario se evaluo 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.

A las 12 horas posdesafio se sacrificaron cuatro animales de cada uno de
los grupos con la finalidad de obtener datos de necropsia y extraer sangre
para realizar frotis. Se procedié de igual modo a las 24 horas posdesafio.

El sacrificio se llevo a cabo mediante sobredosis de anestésico en bafio de
inmersion (Eugenol al 10% en solucién alcohdlica) segun protocolo
aprobado por CHEA. La extraccion de sangre se llevo a cabo mediante
puncion de la vena caudal y colecta con jeringa de 1 mL.

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 a evaporacion para luego ser tefiida, durante treinta
minutos, con una solucion se Giemsa diluida 1:50 en agua destilada
tamponada. El conteo se llevd a cabo en microscopio optico (Olympus
BX50) con objetivo de inmersion a 1000x. Se contaron un minimo de 300
leucocitos por lamina. 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.

Anélisis estadistico

Se determind la significancia estadistica de las diferencias observadas en
la frecuencia de signos clinicos a diferentes horas posdesafio y con
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respecto al grupo control mediante el test estadistico de Kruskal-Wallis.
Del mismo modo se procedié para determinar las diferencias observadas
en las frecuencias de conteo de cada uno de los grupos celulares
evaluados. Para llevar a cabo ambos analisis se empled el software
Statgraphics Centurion XVI Versién 16.1.18 de StatPoint Technologies, con
un nivel de confianza minimo del 95%.
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RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan las frecuencias de identificacion de cada uno de
los signos clinicos observados en los animales desafiados

experimentalmente.

Tabla 1: Frecuencia de identificacion de signos clinicos en peces espada (Xiphophorus hellerii) a
las 12 y 24 horas posdesafio experimental (PD) con Aeromonas hydrophila.

12 horas 24 horas Control
Signos Estadistica
PD PD (12-24 hs PD)

Aletas congestivas 58,3% 50° o’ KW=22,6; p<0,01
Aletas replegadas 0 2,5 0 KwW=25; p=0,28
Ano hemorragico 0® 37,5° 0* KW=16,2; p<0,05
Ano protruido 0 2,5 0 KW=7,9; p=0,13
Anorexia 100% 100% o° KW=58,0; p<<0,01
Ascitis 8,3 62,5° 0? KW=26,6; p<0,01
Disnea 0 3,5 0 KwW=7,9; p=0,14
Exoftalmia 0? 28,5° 0? KW=16,5; p<0,05
Letargia 0* 37,5° 0* KW=25,7; p<0,05
Nado erréatico 50° 62,5° 0° KW=19,9; p<0,01
Materia fecal con mucus 8,3 7,5 0 Kw=7,5; p=0,1

&P letras distintas indican diferencias

KW: estadistico Kruskal-Wallis

Puede apreciarse como los signos aletas congestivas, anorexia, ascitis,
nado erratico y materia fecal con mucus son de temprana aparicion, dado
gue se presentan a partir de las 12 horas PD, mientras que los signos
aletas replegadas, ano hemorragico, ano protruido, disnea, exoftalmia y
letargia aparecen a partir de las 24 horas PD.

A su vez se aprecia un aumento general en la frecuencia de observacion
de los signos clinicos a medida que avanza el tiempo, nétese lo ocurrido
por ejemplo con los signos ascitis y nado erratico.

En la Tabla 2 se presentan los resultados del recuento diferencial de
leucocitos realizado en sangre de X. hellerii desafiados experimentalmente

con A. hydrophila.

Tabla 2. Conteo diferencial de leucocitos de peces espada (Xiphophorus hellerii) a las 12 y 24
horas posdesafio experimental (PD) con Aeromonas hydrophila

Células 12hPD 24hPD Control Estadistica

Linfocitos 44,2+59% 70+8,1° 91,75+10,2° KW= 6,32; p<0,05
Neutrofilos 23,6+4,2% 8,0£2,1° 0° KW= 6,65; p<0,05
Basodfilos 14,1+3,8% 20,0+2,4* 0° KW= 6,65; p<0,05
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Eosindfilos 50+22 O 1,45+0,9 KW= 6,32; p=0,06

Monocitos 12,1+3,2 2,0+2,9 6,8%+2,6 KW= 0,57; p=0,7

&P Jetras distintas indican diferencias
KW estadistico Kruskal-Wallis

Figura 2. Células sanguineas de Xiphophorus hellerii: A. Linfocito (flecha). B. Monocito (flecha). C.
Eosindfilo (flecha). D. Neutrdfilo (flecha).

En la Tabla 3 se presentan los principales hallazgos de necropsia
realizados en los animales desafiados experimentalmente y su frecuencia
de observacion:

Tabla 3: Principales hallazgos de necropsia observados en Xiphophorus hellerii desafiados
experimentalmente con Aeromonas hydrophila

Hallazgo de necropsia Frecuencia de
observacion

Perdida de consistencia en pared abdominal 100%
Branquias pélidas 70%
Liquido serosanguinolento en cavidad abdominal 70%
Higado friable 65%
Desprendimiento de mucosa intestinal y contenido serosanguinolento 50%

en tubo digestivo

Ano protruido 50%
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DISCUSION

La SAM es una afeccién bacteriana comun en peces de cultivo debido a
gue las bacterias involucradas en su desarrollo (Aeromonas spp.) suelen
estar siempre presente en los ecosistemas acuéticos y actlan como
patdgenos oportunistas (Aoki, 1998, Bullock y col., 1971; Carnevia, 1993;
Noga, 1995; Woo y Bruno, 1998).

Los signos clinicos encontrados en el desafio experimental con A.
hydrophila llevada a cabo en el marco de ésta tesis, son similares a
aquellos evidenciados en tilapias hibridas (Oreochromis sp.) y cachama
blanca (Piaractus brachypomus), inoculados experimentalmente tanto con
somas como con PEC de A. hydrophila, dentro de los que se encuentran:
anorexia, letargia y aumento de la frecuencia opercular con boqueo en
superficie (Rey y col., 2009), signos que también han sido encontrados en
desafios naturales por Aeromonas moviles en tilapia (Plumb, 1997).
También se realizaron hallazgos similares a los reportados por Rey y col.
(2008), en desafios experimentales, entre los que se destacan: cambios
hemodinamicos sistémicos y locales como: congestion, hemorragias,
ascitis, permeabilidad vascular incrementada y expulsion de fluido
sanguinolento a traves del ano.

Teniendo en cuenta nuestros resultados, podria especularse que la
instalacion de SAM en X. helerii desafiados experimentalmente con A.
hydrophila responde a un proceso progresivo que comienza por
alteraciones hemodinamicas de pronta instalacion (dentro de las 12 hs. PD)
evidenciadas por signos tales como la ascitis y congestion de aletas. En el
posterior desarrollo de la enfermedad se aprecia clinicamente el
agravamiento de un cuadro digestivo que comienza con un exceso de
produccion de mucus dentro de las 12 horas PD y evoluciona hacia el ano
hemorragico (24 hs. PD).

Los signos comportamentales hallados en X. hellerii también podrian estar
evidenciando la progresion de una enfermedad que se agrava con el paso
de las horas. Anorexia fue el Unico sintoma presente en todos los animales
desafiados y se evidencia desde las 12 horas PD al igual que el nado
erratico, posteriormente se instalan el resto de los signos
comportamentales (aletas replegadas, letargia) sumados a los antes
descritos.

La alteracion del comportamiento provocado por éste desafio adquiere
relevancia al momento de realizar tratamientos poblacionales para el
control de la SAM en el pez espada. Debido a las dificultades para la
implementacion de tratamientos por via parenteral en peces (carencia de
presentaciones farmacoldgicas adecuadas para otras vias, pequefio
tamafio y elevado nimero de animales, entre otros), el uso de alimentos
medicados es una de las rutas de administracién de antibiéticos empleada

21



por los productores, lo que implica que los peces afectados, al estar
anoréxicos y letargicos no adquieren la droga para su tratamiento.

La determinacion de los valores hematoldgicos es un importante método
clinico en el diagnéstico humano (Begemann y Begemann 1989). La
mayoria de estas técnicas se han adaptado para su uso en sangre de
peces (Blaxhall y Daisley 1973; Lehmann y Stiirenberg 1974, 1981; Hamers
1995).

El analisis hematologico permite detectar y evaluar algunas condiciones,
como son: anemia, desordenes hemostaticos y el comportamiento de
algunas infecciones, entre otros (Vasquez-Pifieros y col., 2010). La
determinacién de los parametros sanguineos, la morfologia y citoquimica
de las células sanguineas de los peces juega un rol importante en el
diagnostico de las enfermedades y puede reflejar a su vez alteraciones en
el estatus fisiologico en relacion con influencias endogenas o exdgenas
(Schitty col., 1997).

Los parametros de la sangre de X. helleri, como en la mayoria de los
peces, muestran una variacion de moderada a alta, por lo tanto es dificil de
establecer "valores normales”. Sin embargo, la interpretacion
ictiolopatolégica de los parametros sanguineos es una herramienta Gtil para
la evaluacion del estado de salud de los peces y la influencia de las
condiciones de mantenimiento (Blaxhall y Daisley 1973; Hilge 1980;
Lehmann y Sturenberg 1981; Hamers 1994).

En los cuadros bacterianos agudos tanto en mamiferos como en peces, la
linea celular sanguinea predominante es el neutrdfilo, siendo la neutrofilia y
la linfopenia caracteristicas en hemogramas de animales septicémicos.
(Vasquez-Pifneros y col., 2010).

En nuestro caso a partir de las 12 horas PD fue posible observar
disminucion de linfocitos, con aumento de neutrofilos; sin verse alterada la
férmula de eosindfilos y monocitos; similar a lo observado en otros trabajos
llevados a cabo en Oreochromis sp., (Ueda y col., 2001; Silveira-Coffigny y
col., 2004).

Los linfocitos son los leucocitos mas comunmente observados en la sangre
periférica de X. helleri. (Schitt y col., 1997) y en el presente trabajo
también fue posible observarlo. La morfologia celular se caracteriza por un
ndcleo central, redondo, un citoplasma basofilo (ver Figura 2A). Al igual que
en la mayoria de otros peces (Rowley y col., 1988), los linfocitos de X.
helleri pueden confundirse con trombocitos y eritroblastos. Sin embargo, la
diferenciacién es posible mediante una tincion de Ziehl.
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La morfologia de los monocitos macréfagos en X. helleri es similar a la
observada en otros teledsteos, que poseen un citoplasma azul grisaceo
que se describe para otros osteictios (Rowley y col., 1988).

A diferencia de otros estudios hematol6gicos en los que no se ha detectado
presencia de granulocitos basofilos en peces, ya sea por manchas o por
tincion meta cromatica, en nuestro caso se pudo encontrar un elevado
porcentaje en los animales desafiados. El hallazgo de estas células en
sangre de distintas especies de peces y su rol en los procesos infecciosos
es discutido en la actualidad (Barberoy, 1978; Suzuki 1986; Hamers 1995).

Al igual que los eosinofilos, los baséfilos muchas veces estan ausentes o
resultan ser escasos (Lester and Desser, 1975; Kavamoto y col. 1983;
Zinkel y col, 1991; Hamers, 1995; Cannon, 2005).

Muchos autores encuentran dificultoso distinguir los neutréfilos de los
eosinofilos asi como los linfocitos pequefios de los trombocitos
redondeados y los monocitos de los grandes linfocitos (Cannon, 2005;
Canfield, 1998).

Los granulocitos eosinéfilos de X. helleri poseen un tipico ndcleo excéntrico
no segmentado y grandes granulos eosinofilos. Sélo unas pocas células
muestran granulos de color rojo fuerte como un signo de fuerte eosinofilia,
presentandose en nuestro estudio eosindfilos en el 5,0% de los animales
a las 12 horas PD. Este tipo de células son poco frecuentes o ausentes en
la sangre periférica de varias especies de peces (Cannon 2005; Kavamoto
y col., 1983).

La respuesta inmune de los peces en general esta bien desarrollada e
integrada y en los teledsteos es donde se encuentran muchas similitudes
funcionales con la respuesta observada en los vertebrados superiores.
Normalmente funciona con eficiencia, aunque como cualquier otro sistema
fisiol6gico, el sistema inmune de un individuo se ve afectado cuando el
estado de salud es deficiente. En términos de una poblacién, cuando las
condiciones del medio son adversas, aumentan los riesgos de una
infeccidon y se pone en peligro la salud de todo el conjunto de ejemplares.
Existen una serie de factores que influyen el desarrollo de una buena
respuesta, y en algunas ocasiones la deprimen significativamente. Estos se
clasifican en: factores intrinsecos o aquellos inherentes al pez como la
edad y el estado sanitario, y los factores extrinsecos, como la temperatura,
los cambios de estacion, los parametros abidticos del agua y las patologias
(Olabuenaga., 2000).

La respuesta inflamatoria es la caracteristica protectiva del tejido en
respuesta a un determinado dafio y es comun a todos los vertebrados,
incluyendo los peces (Finn & Nielsen., 1971). La inflamacién es
inespecifica y puede ser iniciada por distintos factores incluyendo parasitos,
bacterias o virus y otros agentes como la radiacion y toxinas quimicas. Los
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eventos que caracterizan la respuesta inflamatoria son: 1) vasodilatacion
con un aumento en el flujo sanguineo y la permeabilidad vascular, 2)
exudacion del plasma, y 3) migracion de leucocitos a los tejidos (Ellis.,
1989).

Los neutrdfilos son las primeras células que migran a los tejidos y se los
puede observar con frecuencia en las lesiones inflamatorias (Wolke
1975; Tyzard 1992). En el presente trabajo fue posible observar su
presencia desde 12 hs PD. Su rol en estas lesiones no es muy relevante,
pero ejercen una actividad extracelular liberando enzimas y radicales libres,
gue si bien pueden causan severos dafos tisulares, colaboran con la
erradicacion de los patdgenos presentes en el sitio de inflamacion.

Otra de sus funciones estriba en la mediacion de la respuesta inflamatoria
aguda. A partir del pronefros, los neutrofilos pasan al torrente circulatorio y
migran a los lugares de inflamacion, en respuesta a estimulos
guimiocinéticos, aunque este fenomeno se produce de forma mas lenta que
en mamiferos. Esto provoca una deplecion en los neutréfilos del pronefros
(Campbell y Murru, 1990; Bly y cols., 1990; Hine, 1992).

Los macrofagos mononucleares tienen un importante rol fagocitico,
ingiriendo tanto material inerte como antigénico. Los linfocitos estan menos
asociados con lesiones inflamatorias excepto que esté involucrada una
respuesta inmune mediada por células. Si el proceso inflamatorio no es
efectivo para neutralizar la causa del dafio o si el dafio tisular continda,
puede ocurrir un encapsulamiento o enquistamiento en el area, que se
acompafa por depoésitos de fibras de colageno, calcio y pigmentacion
(Fergusson, 1989). Los macrofagos constituyen la principal célula
fagocitica en los peces, por su capacidad de ingerir y digerir material
extrafio, inerte 0 antigénico, asi como restos celulares resultantes de la
respuesta inflamatoria u otros procesos degenerativos (MacArthur vy
Fletcher, 1985; Agius, 1985; Ziegenfuss y Wolke, 1991; Blazer, 1991;
Enane y cols., 1993). Al igual que los neutrofilos, también tienen gran
capacidad microbicida intra y extracelular, gracias a la liberacién de
radicales libres durante el proceso de explosién respiratoria (Secombes y
col., 1988; Plyzycz y col., 1989).

Los hallazgos postmortem realizados en el marco de ésta tesis son
similares a los reportados por otros investigadores en peces desafiados
natural o experimentalmente con aeromonadales moviles. Alteraciones
tales como desprendimiento de mucosa intestinal y contenido
sanguinolento en tubo digestivo con ano protruido, son similares a las
descritas por Vasquez-Pifieros y col. (2010) y evidencian la instalacion de
graves trastornos digestivos a partir de la infeccidn por éstas bacterias.

Nuestros hallazgos de necropsia fueron también similares a los reportados
por Rey vy col. (2008), en desafios experimentales, destacandose los
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cambios hemodinamicos sistémicos y locales como: congestion,
hemorragias, ascitis y expulsién de fluido sanguinolento a través del ano.

De acuerdo a todos los resultados obtenidos se considera que los peces
desarrollaron un cuadro de SAM aguda septicémica dado que existieron
signos evidentes y alteraciones de patologia clinica, tal como se ha
demostrado en otros estudios previos de patogénesis a partir de la
inoculacién de A. hydrophila (Reyy col., 2009; Vasquez-Pifieros y col.,
2010).
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CONCLUSIONES

Es posible reproducir un cuadro clinico y patolégico compatible con la
Septicemia por aeromonadales moviles en peces espada (Xiphophorus
hellerii) a partir del desafio experimental de Aeromonas hydrophila por via
intraperitoneal.

Los signos clinicos aletas congestivas, anorexia, ascitis, nado erratico y
materia fecal con mucus se presentan a partir de las 12 horas posdesafio
experimental (PD). A las 24 horas PD aumenta la frecuencia de
observacion de los signos mencionados y se aprecia la apariciéon de
nuevos signos de mayor gravedad, tales como exoftalmia y ano
hemorragico.

A las 12 horas PD se aprecia una disminucion de linfocitos circulantes del
48%, acompafnada por un aumento en el nimero relativo de neutrofilos.
Estas diferencias en el leucograma diferencial con respecto al control se
mantuvieron durante todo el periodo de experimentacion (24 horas).

Los hallazgos de necropsia mas caracteristicos del desafio experimental
con A. hydrophila en X. hellerii por via intraperitoneal son: perdida de
consistencia en pared abdominal, branquias palidas y presencia de liquido
serosanguinolento en cavidad abdominal. Por otra parte se puede apreciar
en menor grado la presencia de higado friable, ano protruido,
desprendimiento de mucosa intestinal y contenido serosanguinolento en
tubo digestivo.
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