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RESUMEN

El comercio mundial de peces ornamentales conlleva importantes factores de
riesgo para la propagacion de patdgenos a nivel mundial, no solo para los
peces ornamentales, sino también para los peces de cultivo. En este trabajo,
se reportd la capacidad de Aeromonas veronii y Aeromonas hydrophila
aisladas de peces ornamentales para infectar experimentalmente a
Colossoma macropomum, ademas se realiz6 la caracterizacion primaria de
las mismas. Para la determinacion de la DL50, los peces se inocularon con
0,1 mL de concentraciones crecientes de A. hydrophila o A. veronii
correspondientes a los tubos 5 a 9 de los estandares de McFarland (C1 =1 x
10% C2=1,8 x 10% C3=2,1 x 108; C4 = 2,4 x 108 células bacterianas por ml)
en la cavidad celdmica. En el grupo de control, los peces recibieron el mismo
volumen de solucién salina estéril (0,65%). Los peces presentaron petequias,
sufusiones en la piel y altas tasas de mortalidad de hasta el 100%.
Histopatol6gicamente, los peces presentaron necrosis con cariolisis, pérdida
de la delimitacion citoplasmatica de las células de los tubulos renales,
hemorragia y presencia de colonias bacterianas. La LD50-96h de A. veronii
en C. macropomum se estimé en 24 x 106 CFU mL™, con sus limites inferior
y superior en 0,7965 x 10% y 73,38 x 10° CFU mL™, mientras que para A.
hydrophila se estimé en 1,408 x 10° CFU mL™y con sus limites inferior y
superior en 0,4905 x 10° y 4,041 x 10° CFU mL™, respectivamente. Los
resultados demostraron que las especies de Aeromonas aisladas de peces
ornamentales afectan a C. macropomum causando signos clinicos y lesiones
similares. Esto demuestra la importancia de promover medidas de control de
riesgos en el comercio de peces ornamentales para evitar pérdidas

econdmicas.

Palabras clave: Amazonia Peruana, bacteria, dosis letal, histologia, infeccion
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ABSTRACT
The global trade in ornamental fish carries significant risk factors for the spread
of pathogens globally, not only for ornamental fish, but also for farmed fish. In
this work, we report the ability of Aeromonas veronii and Aeromonas
hydrophila isolated from ornamental fish to experimentally infect Colossoma
macropomum, and their primary characterization was also carried out. For the
determination of the LD50, fish were inoculated with 0.1 mL of increasing
concentrations of A. hydrophila or A. veronii corresponding to tubes 5 to 9 of
the McFarland standards (C1 =1 x 10% C2 =1.8 x 104, C3 =2.1 x 10%; C4 =
2.4 x 108 bacterial cells per ml) in the coelomic cavity. In the control group, fish
received the same volume of sterile saline solution (0.65%). The fish presented
petechiae, suffusions on the skin and high mortality rates of up to 100%.
Histopathologically, the fish presented necrosis with karyolysis, loss of
cytoplasmic delimitation of the cells of the renal tubules, hemorrhage and the
presence of bacterial colonies. The LD50-96h of A. veronii in C. macropomum
was estimated at 24 x 106 CFU mL-1, with its lower and upper limits at 0.7965
x 106 and 73.38 x 10° CFU mL™, while for A. hydrophila was estimated at
1.408 x 10° CFU mL™* and with its lower and upper limits at 0.4905 x 10° and
4.041 x 10° CFU mL™, respectively. The results demonstrated that
Aeromonas species isolated from ornamental fish affect C. macropomum
causing similar clinical signs and lesions. This demonstrates the importance of
promoting risk control measures in the ornamental fish trade to prevent the

spread of diseases and economic losses.

Keywords: Peruvian Amazon, bacteria, lethal dose, histology, infection
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INTRODUCCION
Los elementos de agua dulce de la Amazonia peruana son una fuente
inestimable de riqueza en distintos espacios, como la economia, artes, ciencia
y educacion. En los ecosistemas acuaticos de la Amazonia vive una extensa
variedad de organismos, desde invertebrados hasta mamiferos, pero por el
namero de especies y su abundancia, los peces conforman una categoria

fundamentalmente importante @,

Gracias a la extensa variedad, cantidad, belleza y prominente valor de estas
especies en el mercado mundial, el comercio de peces ornamentales
amazoénicos es un negocio muy variado. La exportacion y el comercio de
peces ornamentales se considera una actividad social y econdmica de enorme
consideracion para la Regién Loreto, de la cual depende una cantidad
considerable de pobladores loretanos, puesto que dio lugar a una industria

lucrativa que actualmente obtiene considerables ingresos 3,

Los recursos hidrobiologicos, incluidos los peces ornamentales, son
susceptibles a una serie de patologias ocasionadas por hongos, protozoos,
trematodos, nematodos, cestodos, crustaceos y bacterias. Todas estas
patologias tienen la posibilidad de ocasionar la muerte del pez. Los perjuicios
ocasionados por estas patologias repercuten de manera directa en la

reduccion del valor de mercado del pez *5),

Estas s6lo se expresan cuando se dan las condiciones adecuadas, como en
la situacion de la reduccién de la calidad del agua o la debilidad de los peces
ocasionado por estar en cautiverio, es ahi en donde se generan ocasiones de

estrés que tienen la posibilidad de apariciones de enfermedades por bacterias,



virus y hongos. Un caso de muestra de esto es Aeromonas sp, una bacteria
Gram negativa que puede perjudicar a los peces ornamentales y de consumo,
de las cuales se puede controlar o erradicar la enfermedad con terapia con
antibiéticos ©).

Entre los trastornos infecciosos, Aeromonas sp., produce una septicemia
hemorragica bacteriana, que se destaca por lesiones en la piel de los peces
con apariencia de Ulceras focales y multifocales. Ademas, puede perjudicar a
la epidermis, los musculos y los érganos internos del pez. (). Esta bacteria se
ha relacionado con Colossoma macropomum (gamitana) y Piaractus

mesopotamicus (pacl blanco) &9,

Se estima que uno de los agentes etiolégicos mas destacables de las
patologias bacterianas de los peces, es Aeromonas sp. 19, La existencia de
estas bacterias oportunistas no en todos los casos es un signo de patologia
porque se suelen encontrar en el microbiota intestinal de los peces y otras
especies acuaticas lo que lo hace patdgenas es la condicidon en la que se
encuentre el pez. La patogénesis multifactorial de la patologia por Aeromonas
sp., puede ser el resultado de una diversidad de genes diferentes que trabajan

tanto individual como colectivamente 11,

Al no haber un tratamiento adecuado para esta bacteria, y no saber los signos
clinicos que estas causan a los peces ornamentales y de consumo; el
presente estudio busca mostrar las manifestaciones clinicas externas e

internas de la bacteria en el pez.



Para lo cual el presente trabajo de tesis tuvo como objetivo general describir
la infeccion experimental en Colossoma macropomum con Aeromonas sp.,
proveniente de brotes en peces ornamentales y determinacion de la DL50-
96h, como objetivos especificos: a) Evaluar macroscopicamente las lesiones
de los principales érganos afectados por Aeromonas sp, b) Identificar cepas
de Aeromonas sp, c) Describir los hallazgos histolégicos producidos por la
bacteria Aeromonas sp., inoculadas en distinta dosis en Colossoma
macropomum “Gamitana y d) Determinar la DL50 de Aeromonas sp., en

Colossoma macropomum.



CAPITULO I. MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes

El tetra nedon (Paracheirodon innesi), un pez amazoénico ornamental, fue
analizado por medio de procedimientos microbiol6gicos e histolégicos en una
investigacion que se publico en 2015, donde se recogieron 168 peces en total
de manera aleatoria. Ademas, se recogieron muestras del rifion y del bazo a
lo largo de la necropsia de 84 peces para aislar bacterias en agar de soja
tripticasa (TSA), Citophaga (AO) y Middlebrook 7H9. Estas bacterias se
identificaron por medio de tincibn de Gram y examen bioquimico como
correspondientes a los géneros Flavobacterium, Staphylococcus,
Carnobacterium, Pseudomonas, Enterococcus y Bacillus. Al tener lesiones en
el intestino, las branquias, el higado, el rifion y los musculos, la exploracion
hallé que el parasito Microsporidium sp. Era el responsable de la mayor parte
de las lesiones, y ademas identificO los géneros Pleistophoora sp. y

Heterosporis sp 12,

En un estudio realizado en tilapias nil6ticas (Oreochromis niloticus) se utilizé
una dosis bacteriana semejante a la dosis mortal de 50 en 96 horas para ese
aislado de A. hydrophila publicado en 2017. Se evaluaron los indicios clinicos
presentados por todos los peces en las necropsias llevadas a cabo a las 24,
48,72, 96, 120, 144, 168 y 180 horas luego de la infeccion. Se determind que
la mayor parte de los indicios clinicos se hacian visibles 48 horas luego de la
infeccion. Predomina la apariciéon de indicios inespecificos en los animales
infectados experimentalmente, como anorexia, letargo y cambios de color. Los
hallazgos mas tipicos de la necropsia son higados y bazos congestivos y
friables, de esta forma como gases y contenido gastrointestinal sanguinolento.

4



Se pudo producir un cuadro patologico habitual de septicemia por Aeromonas
moviles por medio de la infeccion en fase de prueba intraperitoneal de tilapias

(Oreochromis niloticus) 3.

En otro estudio, se utilizaron 33 aislados de Aeromonas sp. Procedentes de
diferentes especies de peces de agua dulce con signos clinicos en el 2019,
se llevo a cabo una exploracion cuantitativa, retrospectiva, transversal y de
interfaz en fase de prueba (6% A. allosaccharophila, 6% A. bestiarium, 3% A.
caviae, 15% A. punctata, 36% A. hydrophila'y 33% A. veronii). El estudio hall6
gue una seccion sustancial (82,3%) de los aislados era multirresistente a los
antimicrobianos, pero ademas llego a la conclusion de que todos los aislados
estudiados eran susceptibles a los efectos de la enrofloxacina y la
nitrofurantoina 4,

En el 2019, se llevé a cabo un estudio cuantitativo que utilizé6 como poblacion
peces de acuarios de Iquitos y Lima y que emple6 un disefio en fase de prueba
y transversal retrospectivo. De acuerdo con el estudio, la dosis media mortal
de sulfato de cobre para diez especies de peces continentales oscil6 entre
0,16 y 1. 6 mg/L: Neon tetra (Paracheirodon Innesi), dorado (Carassius
auratus), guppy (Poecilia reticulata), bagre ventosa (Otocinclus macrospilus),
barbo  (Barbus tetrazona), molly (Poecilia sphenops) monjita
(Gymnocorymbus ternetzi), espada (Xiphophorus helleri), platy (Xiphophorus
maculatus) y Corydora (Corydora aeneus) y el trabajo llegd a la conclusién
que las CL50 fueron equitativamente de: 0,8mg/L,24h; 1,2mg/L,96h;
0,4mg/L,96h; 1,2mg/L,48h; 0,8mg/L,48h; 0,16mg/L,24h; 0,8mg/L,24h;

0,1652mg/L,24h; 1,6mg/L,24h y 0,6mg/L,96h (15),



1.2. Bases teoricas
Descripcién taxonémica

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Actinopterygii
Orden: Characiformes
Familia: Serrasalmidae
Género: Colossoma
Colossoma macropomum Cuvier,
1816

Descripcion de Colosomma macropomum.

La gamitana es un pez de la familia Serrasalmidae. Su nombre cientifico es
Colossoma macropomum, y se estima que es el mas grande caracido del
Amazonas @9); tiene un cuerpo prominente, forma romboidal, dos filas de
dientes molariformes enormes, es omnivoro con inclinacion a los vegetales,
filtra plancton para complementar su dieta, una aleta anal radiada que la fija
an.

Esta especie desova mas de un millébn de ovocitos. El volumen y el peso
comercial de esta especie oscilan entre 25y 30 cm y entre 1 y 5 kg,
respectivamente, y puede lograr una longitud de 1 m y un peso de 30 kg en
medio natural. Con una longitud habitual de 55 cm, madura sexualmente a los

4 afios y entra en la etapa juvenil entre 3y 5 cm de LT (9,

Consideraciones generales de la investigacion

La acuicultura se encuentra dentro de las alineaciones rentables y con mas

gran potencial 19, La acuicultura y la exportacion de peces ornamentales son


https://es.wikipedia.org/wiki/Actinopterygii

dos de las industrias que mas crecen. Esto se da por la disponibilidad de agua
y otras masas de agua en la Amazonia peruana, de esta forma como a su
riqueza en especies nativas prometedoras. La gamitana se encuentra dentro
de las especies mas importantes para su cultivo 9.

Las cuestiones sanitarias que existen, mas las razones del ambito; quimico,
fisicas y biolégicas agregar dentro de estos, los patdgenos, tales como;
pardsitos, virus y bacterias por ejemplo anomalias de la salud que causan
inconveniente a los peces y esto a los otros, de esta forma Colossoma
macropomum (gamitana) muestra diversos tipos de anomalias de la salud
como la bacteria Flexibacter columnaris, la patologia de la mancha blanca del
parasito Ichthyophthirius multifilis, y entre estas la septicemia hemorragica
bacteriana ocasionada por Aeromonas hydrophila causante de muchas
pérdidas econdémicas ©. Entonces, la cepa de instrumentos
inmunosupresores preventivos (vacunas) es para bajar el choque de las
anomalias de la salud en las distintas funciones acuicolas, se encuentra
dentro de las causas que limitan la produccion, la venta y la exportacién de
peces de la acuicultura @1, A esto le sigue la consideracion de usar la "dosis
media mortal 50" en los proyectos de exploracién y desarrollar un prebiético

para el tratamiento o la cura.

Bacterias del género Aeromonas sp.

Todas las especies del género, a distincion de Aeromonas salmonicida y
Aeromonas media, son méviles gracias a los flagelos polares. El género se
destaca por tener microorganismos que son bacilos. Tienen la posibilidad de

crecer en un medio que tenga dentro 3% de NaCl y son gramnegativos,



oxidasa y catalasa positivos, capaces de descomponer nitratos y nitritos,
fermentadores de glucosa como primordial fuente de carbono y energia. Las
exoenzimas producidas por los integrantes de este género tienen dentro
proteasas, DNasas, RNasas, elastasas, lecitinasas, amilasas, gelatinasas y
lipasas, por ejemplo. Se estima que muchas de estas exoenzimas son

componentes de virulencia 2,

En funcionalidad de la aptitud de movimiento de las especies y de la
temperatura ideal de desarrollo, el género Aeromonas se clasifica en dos
enormes grupos. El primer grupo, que tiene dentro a los mesofilos y méviles,
es grande y genéticamente diverso. El segundo grupo, popular como grupo
psicrofilo, es mas reducido y genéticamente homogéneo. Estd compuesto por
solo una clase, Aeromonas salmonicida. A. hydrophila, A. bestiarum, A.
salmonicida, A. caviae, A. media, A. eucrenophila, A. sobria, A. veronii, A.
jandaei, A. encheleia, A. schubertii, A. trota, A. allosaccharophila y A. popoffii

estan entre las 14 especies del género 3,

Descripcion de Aeromonas sp. En organismos acuaticos (Peces).

Se estima que uno de los agentes etiolégicos mas destacables de las
anomalias de los peces es Aeromonas sp. Ya que estas bacterias
oportunistas estan presentes de manera natural en el microbiota intestinal de
los peces y otros animales acuaticos, las propiedades del ambiente y
fisiologicas similares con el estrés tienen la posibilidad de provocar brotes de
anomalias de la salud, lo que puede ocasionar destacables pérdidas

econdmicas en la acuicultura 4,



Las ulceraciones dérmicas, la podredumbre de las aletas y la cola, las
ulceraciones oculares, la eritrodermatitis, la septicemia hemorragica, la
patologia de las llagas rojas, la patologia de la podredumbre roja y la patologia
de las escamas son algunas de las anomalias de la salud patologicas que se
han relacionado con los integrantes de Aeromonas sp. Cuando la infeccion
por Aeromonas esta en su etapa aguda, puede realizarse una septicemia
mortal de manera rapida que el pez puede fallecer antes de exhibir algan signo

clinico.

Los peces damnificados tienen la posibilidad de ensefiar exoftalmia,
enrojecimiento de la piel, acumulacion de liquido en la base de las escamas y
distension abdominal ©%. Ademas, los procesos de septicemia hemorragica
generados por Aeromonas sp son multifactoriales y perjudican a una extensa

seleccién de especies, incluidos los peces comestibles y ornamentales.

La dispersion generalizada con apariencia de bacteriemia, la produccion de
toxinas, la necrosis tisular y una etapa clinica posterior son las propiedades
de la septicemia hemorragica. Las lesiones producidas van acompafiadas de
exoftalmia asociada a edema preorbital, hiperemia capilar, exudacion,
hemorragias petequiales focales y exoftalmia. Aeromonas sp y otras méviles.
En los ecosistemas de agua dulce de todo el planeta, Aeromonas se

encuentra dentro de las bacterias mas prevalentes (2.

Los signos externos mas evidentes de la infeccion en los peces damnificados
tienen dentro petequias en la piel, palidez, letargo, jadeo en el area, rigidez
mas acuosa en los animales infectados, anorexia, debilidad, congestion,

hemorragias, necrosis e hinchazén en los Organos internos, dermatitis



necrotico-ulcerosa, oscurecimiento del cuerpo, segregacion en grupo Yy
muerte. Las lesiones internas tienen dentro, por ejemplo, multiples petequias
en el area del higado y el parénquima, branquias con marcada hiperplasia del
epitelio laminar primario y grave hinchazon de células inflamatorias
mononucleares, necrosis y degeneracion vacuolar de las células epiteliales,
formas blasticas de los glébulos rojos, normoblastos y una destacable
reduccion del numero de plaguetas. Una infeccion sistémica tiende a ser un
sintoma de una mas grande afectacion bacteriana, que con continuidad hace

la desaparicion del pez 9,

Donde quiera que se propague, Aeromonas sp infecta a los peces de agua
templada y a los peces ornamentales por igual, ocasionando anomalias de la
salud. La gravedad de las anomalias de la salud similares con Aeromonas es
mas grande en los peces criados en ambitos de cultivo intensivo. Tanto la
columna de agua como el sedimento tienen dentro la bacteria. En lugares
donde habitan con una extensa seleccion de propiedades de conductividad,
turbidez, pH, salinidad y temperatura, las Aeromonas sp han evolucionado

para subsistir 7).

Medidas de prevencion y control

Las principales medidas de prevencidn en piscigranjas son la cuarentena de
los peces antes de ingresar a la piscigranja, limpieza y desinfeccion de
espacios y utensilios, capacitacion en el manejo de peces al personal, uso de
filtros en el ingreso del agua, uso de cal en estanques de tierra, adquisicion
de alevines de piscigranja certificadas, solo permitir el ingreso a la piscigranja

previa desinfeccién. La principal medida de control de enfermedades
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bacterianas es el uso de vacunas, sin embargo, aun no existen vacunas
comerciales en peces amazoénicos. Ademas, se puede hacer uso de
inmunoestimulantes, fitoterapicos, probidticos y otros nutraceuticos, sin
embargo, es necesario realizar estudios sobre la eficacia y dosis de los

mismos en las condiciones que presente la piscigranja .

1.3. Definicion de términos basicos
Aeromonas: Aeromonas es un género de bacterias en forma de bacilo,
gram negativa y anaerobia facultativa (28,
Dosis letal media: dosis de una sustancia, radiacion o patégeno
necesaria para matar a la mitad de un conjunto de animales de prueba
después de un tiempo determinado 9,
Histopatologia: estudio histolégico de los tejidos enfermos.
Fundamentalmente cuando se generan en proporciones muy enormes
(28)
Aerobios facultativos: tipo de bacteria mas versatil: pueden vivir con
0 sin oxigeno 4,
Branquiespinas: serie de proyecciones 6seas como espinas fijadas a
lo largo del borde anterior de los arcos branquiales de los peces 8,
Catalasa positiva: es un método bioquimico rapido y facil para la
diferenciacion de bacterias aerobias 7).
Caudal: hacia el extremo inferior del cuerpo, en el extremo de la cola
de los peces (19,

Craneal: craneo, o la parte que encierra el cerebro de los peces (19,
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Cultivo en circuito abierto: depdsitos con o sin flujo continuo de agua,;
y sin sistema de depuracion de aguas para su reutilizacion en el
propio cultivo acuicola (8),

Dermis: conjunto de tejidos conjuntivos denso o fibroso; posee algunas
capas de células de pigmento en la parte marginal entre la epidermis y
la capa subcutanea (hipodermis), las cuales dan el color a los peces

(28).

Diseminarse: extender o esparcir sin orden y en diferentes direcciones
(17)_

Dorsal: Relativo a la espalda o a la region posterior del cuerpo de los
peces D,

Erosiones cutaneas: parches de piel enrojecidos, con bultos
posiblemente con ampollas o ronchas de los peces .

Epidermis: la capa mas externa de las capas de la piel, se deriva del
ectodermo embrionario de los peces .

Factores de virulencia: cualquier componente que sea esencial para
el microorganismo causar enfermedades y desarrollar su capacidad de
hacerlo .

Gastroenteritis: inflamacion de las mucosas del estobmago y del
intestino que se da simultdneamente y es debida a una infeccién (),
Hematies: célula de color rojo de la sangre de los animales
vertebrados que contiene hemoglobina y se encarga de transportar el

oxigeno a todas las partes del cuerpo (.
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Hemorragias: salida de sangre de las arterias, venas o capilares por
donde circula, especialmente cuando se produce en cantidades muy
grandes 8,

Letargia: Afeccion caracterizada por somnolencia y una falta poco
comUn de energia y agilidad mental ).

Liquido ascitico: es un liquido seroso producido por el peritoneo en la
cavidad abdominal que lubrica la superficie del tejido que recubre la
pared abdominal y la cavidad pélvica de los peces ©@8).

Mesofilas: se refiere a un organismo cuya temperatura de crecimiento
optima esta entre los 20 y los 45 °C ?8),

Micosis: es un hongo que invade el tejido puede ocasionar una
enfermedad que se limita a la piel o que se extienda al tejido, los huesos
y los érganos, o que afecte a todo el cuerpo de los peces @,
Microbiologia: es la ciencia encargada del estudio y andlisis de los
microorganismos, seres vivos diminutos no visibles al ojo humano,
también conocidos como microbios .

Microorganismo: es un ser vivo 0 un sistema biolégico que solo puede
visualizarse con el microscopio .

Morbilidad: es un estado enfermo, de discapacidad, o mala salud
debido a cualquier causa @.

Ulcera: llaga o lesién que aparece en la piel o en el tejido de las
mucosas a causa de una pérdida de sustancia y que no tiende a la
cicatrizacién %8,

Ventral: vientre o lado inferior de los peces 28,
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Mortalidad: Cantidad de seres vivos que mueren en un lugar y en un
periodo de tiempo determinados en relacion con el total de la poblacion
(28).

Necropsia: es un procedimiento médico que emplea la diseccién, con
el fin de obtener informacion privada anatomica sobre la causa,
naturaleza, extension y complicaciones de la enfermedad que sufrio el
pez en vida 14,

Necrotico-ulcerativa: infeccién aguda con manifestaciones de dolor
en las encias, necrosis en papilas interdentales, sangrado espontaneo
y ataque al estado general 9,

Oxidasa: es una enzima que cataliza una reaccidn de
oxidacion/reduccion empleando oxigeno molecular @9,

Patdégeno: cualquier microorganismo capaz de producir alguna
enfermedad o dafio en un hospedero @)

Psicroéfilo: son aquellas bacterias cuya temperatura de crecimiento

6ptima es baja, aproximadamente 15°C o inferior 29,
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https://es.wikipedia.org/wiki/Disecci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Anatom%C3%ADa
https://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad

CAPITULO II. HIPOTESIS Y VARIABLES
2.1. FORMULACION DE LA HIPOTESIS

La Aeromonas sp., proveniente de brotes en peces ornamentales infectara a

Colossoma macropomum.

2.2. VARIABLE Y SU OPERACIONALIZACION

Variable Definicién Tipo por su | Indicadores | Escala Categorias | Valores de | Medicién de
naturaleza de medicion verificacion
medicion
V.D. Son Cualitativa Identificacion | Nominal Pez sano -Cuaderno de
manifestaciones y descripcion
Signos clinicos | opjetivas, de signos apuntes.
producidas por | clinicamente clinicos
Aeromonas sp | fiables, producidas. -capturas
inoculadas en distinta | ghservadas
dosis en Colossoma | durante la
macropomum exploracion.
“Gamitana” de brotes de -Hoja de
eces ornamentales.
P cuadro de
datos.
V.D. Lesiones Cualitativa Identificacion | Nominal Pez sano Aletas
histolégicas que s
Hallazgos histol6gicos se encuentran y descrlpCIon Nominal Branguias )
producidas por la | mediante un de hallazgos -Hojas de
.baCtena Ael’omongs. sp examen histolégicos o EXCEL
inoculadas en distinta | microscopico  de _ J0S
dosis en Colossoma | tgjido, para producidas.
macropomum estudiar las Piel
“Gamitana” manifestaciones
de la enfermedad Pez Coloracion
en los peces enfermo
Aletas
Ano
Inflamatorio:
Células
granulares
V.1 Calculo Cuantitativa | cglculo de | Ordinal 1% al Linea
Dosis letal media de | estadistico, que DL50 50% horizontal
Aeromonas  sp.  en | mide a un agente mediante el desde el
Colossoma
i i 50% de
macropomum quimico o fisico programa .
“Gamitana” (radiacién) que se Trimmed— mortalidad
espera que mate Spearman (en el eje de
al 50% de los — Karber. ordenadas)
organismos  de hasta la
una poblacion linea dosis-
efecto.

bajo un conjunto
de condiciones

definidas.
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CAPITULO IlIl. METODOLOGIA
3.1. Disefio metodoldgico

Debido a que la hipotesis establece una conexion causal, el disefio en fase de
prueba de la presente investigacion fue de caracter experimental, porque se
caracterizé los distintos indicios y casos clinicos causados por brotes de
Aeromonas sp. En Colossoma macropomum "Gamitana”.

3.1.2. Lugar de ejecucion

El lugar donde se ejecutd el estudio fue el Laboratorio de Parasitologia y
Sanidad Acuicola del Centro de Investigaciones “Fernando Alcantara
Bocanegra” del Programa de Investigacion en Ecosistemas Acuaticos
Amazoénicos — AQUAREC del Instituto de Investigaciones de la Amazonia
Peruana — IIAP. Ubicado al margen derecho del Km 4,5 de la Carretera
Iquitos-Nauta, al sur oeste de la ciudad de lquitos. Politicamente pertenece al
Distrito de San Juan Bautista, Provincia de Maynas, Departamento de

Loreto.

3.2. Disefio muestral
3.2.1. Poblacion de estudio

Estuvo conformada por todos los individuos de Colossoma macropomum
recogidos en los estanques piscicolas del Instituto de Investigaciones de la
Amazonia Peruana (IIAP).

3.2.2. Tamafo de la muestra de estudio

El tamafio de la muestra estuvo representado por 180 ejemplares de
Colossoma macropomum "Gamitana" colectados en los estanques piscicolas
del Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana - IIAP, lquitos.
Usando una variante de Aeromonas sp. Que fue aislada de un pez

ornamental.
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3.2.3. Obtencion de la muestra

Los peces fueron adquiridos de los estanques de cultivo del Instituto de
Investigaciones de la Amazonia Peruana — IIAP con ayuda de los técnicos
agropecuarios que laboran en la institucién se procedi6 con la extraccion de
los ejemplares de Colossoma macropomum en horas de la mafiana desde las
8:00 hasta las 10:00 am para evitar el estrés de los ejemplares que puede

ocasionar la temperatura elevada de los rayos solares.

3.2.4. Muestreo o seleccién de la muestra

La seleccion de las muestras de Colossoma macropomum "Gamitana" se
basé en los signos de un pez sano; como hatacion habitual, reflejos veloces,
piel y escamas sanas, apetito habitual y cuerpos inalterados. Los peces
presentaron pesos entre 22 y 25 gramos y con un tamaifo entre 12 y 15 cm.
Para la captura de los ejemplares se uso la red de bolichera o jamo mediano.
La captura de los ejemplares para la extraccion de la bacteria fueron
introducidos en una bolsa de plastico con las siguientes medidas 90 cm de
extenso por 55 cm de ancho, con una cuarta parte llena de agua y las tres
cuartas partes que sobran de oxigeno. Y para los peces colectados en el
Acuario la bolsa se até con una goma elastica y se marco la siguiente leyenda.
- Especie muestreada.

- Cantidad de muestra.

- Fecha de muestreo.

- Signos clinicos aparentes.
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3.3. Criterios de seleccion

Criterios de seleccion de muestra

Dentro de los criterios de inclusion se tomo en cuenta las caracteristicas de un
pez sano, como, por ejemplo: natacion aparentemente normal, buen aspecto
fisico, sin hemorragias, aletas deshilachadas entre otros signos que puedan

indicar enfermedad en el pez.

Criterios de exclusién

En cuanto a los criterios de exclusion se descartaron aquellos peces que
presentaban signos de alguna enfermedad, los que presentaban natacién

erratica entre otros.

3.4. Procedimientos, técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Aislamiento e identificacion de las Aeromonas sp.

De los peces enfermos colectados en acuarios los ejemplares de
Trachelyopterus galeatus (4 cm) y Astyanax sp. (6 cm) (Fig. 1la y b), se
extrajeron muestras de bazo, rifidbn e higado, que se homogeneizaron y se
sembraron en agar soja tripticasa (TSA) y sales de extracto de levadura de
triptonas (SGP). En base de agar selectivo Pseudomonas-Aeromonas base,
las placas se incubaron a lo largo de 48 horas a 27 °C. Las colonias
bacterianas se eligieron en funcionalidad de sus aspectos morfolégicos y se
conservaron en TSB-glicerol al 20% a -80 °C. Se seleccioné una colonia
representativa de cada piscifactoria muestreada, posteriormente se eligié una
colonia representativa para un examen fenotipico. Ademas, se llevé a cabo
pruebas de tincion de Gram (utilizando Gram Color de Merck, Alemania),

actividad de catalasa (utilizando el reactivo de catalasa Liofilchem, Italia),
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actividad de oxidasa (utilizando tiras de reactivo de oxidasa de Merck,
Alemania), hemodlisis (utilizando TSB + 5% de sangre), SIM, motilidad,
utilizacion de azucar, utilizacion de H2S, utilizacion de citrato, tolerancia a la
sal y ADNasa a numerosas temperaturas (15, 25 y 35). Ademas, se uso los
kits comerciales APl 20E de BioMerieux, Marcy I'Etoile, Francia, para saber

los perfiles bioquimicos de las cepas recluidas.

Sacrificio de los peces
Los peces fueron puestos una sobre dosis en 90 mg/l de sal de
metanosulfonato de 3 -aminobenzoato de etilo antes de la infeccién (MS-222,
Sigma Aldrich) y ademas se realiz6 un pequefio pinchazo en la médula
espinal, con mucho cuidado para evitar algunas complicaciones con la
obtencién de la muestra.

Infeccidén experimental por Aeromonas sp.

El desarrollo de infeccion tuvo presente las Aeromonas sp., identificadas
desde peces ornamentales enfermos. La cepa se sembré en caldo TSB y se
cultivd en un periodo de 18 horas a 25 °C con una agitacion baja (120 rpm).
Ahora, la suspension bacteriana se sometié a una centrifugacion (3.000 g en
un periodo de 20 minutos a 4 °C), a tres rondas de lavado y a la resuspension

en solucion salina estéril tamponado con fosfato (PBS).

Los peces fueron sedados en 90 mg/l de sal de metanosulfonato de 3-
aminobenzoato de etilo antes de la infeccion (MS-222, Sigma Aldrich). En este
ensayo se utilizd quince estanques (120 L) (n = 15) con un total de 180
gamitanas (C. macropomum).144 de estos peces se administré 0,5 mL de

concentraciones de Aeromonas sp., C1 =1,5x 108 C2=1,8x 10% C3=2,1
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x 108; C4 =2,4 x 108 y C5 = 2,7 x108 células bacterianas por ml en la cavidad
celomica; tubos 5 a 9 de los estandares de McFarland). A los ejemplares del
grupo de control se le administrd la misma proporcién de solucion salina estéril

(0,65%).

Alteraciones clinicas, anatomopatologicas y mortalidad se registraron en un
periodo de hasta 168 h después de las inoculaciones (cada 24 h). El
porcentaje de mortalidad acumulada de cada grupo fue evaluado por la
férmula: [(n® muertos/n® de animales) *100]. Al final de los experimentos, los
peces sobrevivientes fueron sacrificados por sobredosis de MS-222 (AVMA

2013) y se realiz6 el mismo analisis ©.

Andlisis del espécimen Colossoma macropomum

Para el examen de Colossoma macropomum (gamitana), primero se realizé
una evaluacion macroscopica de las distintas lesiones externas que se hayan
podido apreciar en el cuerpo; aletas, y 0jos, luego se realizé una evaluacion
en el interior del pez. Para eso, se homogenizé muestras del bazo y del rifidén
de los peces enfermos, se sembré en agar glutamato-almidén-rojo de fenol,
TSA suplementado con 5% de sangre de carnero desfibrada, y TSAB
suplementado con TSA (GSP, Merck, Alemania). Las placas se incubaron por
un periodo de 48 horas a 28 °C. Las colonias bacterianas se eligieron en
funcionalidad de sus aspectos morfoldgicos y se almacenaron TSB-glicerol al

20 % a -80 °C.

Se analizé la reaccién de Gram (Gram Color, Merck, Alemania), la actividad
de la catalasa (Gram Color, Liofilchem, Italia) y la actividad de la oxidasa (tiras
reactivas de oxidasa, Merck, Alemania), se utilizé los kits comerciales APl 20
STREP, 50CH/B, APl ZYM y 20E (BioMerieux, Marcy |'Etoile, Francia) Para
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saber los perfiles bioquimicos de las cepas aisladas. El crecimiento se realizo
a en un periodo de 76 horas a diferentes temperaturas (10, 15, 20, 25, 30, 35

y 40 °C) usando el caldo TSB (Difco, USA) durante un periodo de 76 horas.

Histopatologia

Para el examen histoldgico, se fijaron y se obtuvieron las muestras de cerebro,
branquias, corazén, higado, rifién, bazo, ojos y la vejiga natatoria, se fijé en
formalina tamponada neutra al 10%, para el andlisis histopatoldgico. Los

tejidos se procesaron de forma rutinaria, se sell6 con parafina, se seccionaron

a 4 umy se realizo la tincion con hematoxilina y eosina (H&E).

- -’

Figura 1. A. Trachelyopterus galeatus con hemorragias, natacion erratica y

distension abdominal y Astyanax sp con hemorragias B.

3.5. Anédlisis de datos

Andlisis estadistico El resultado LD50-96h se estimé utilizando Trimmed
Spearman-Karber. La tasa de supervivencia siguié el método de Kaplan-
Meier, correlacién, y regresion lineal. El programa estadistico experimental

utilizado para Los calculos fueron por el software R, version 3.4

3.6. Aspectos éticos

El recoleccién de muestras bioldgicas de los érganos de peces fue aprobado
por el Comité de Etica y Bienestar Animal de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos (CEBA - UNMSM) bajo el numero de protocolo CEBA-2019-
008 de acuerdo con los lineamientos para el cuidado y uso de animales de

laboratorio de las leyes peruanas.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1. Evaluacion macroscopicade las lesiones de los principales 6rganos
afectados por Aeromonas sp.

Basandose en la observacion realizada a los ejemplares de Colossoma
macropomum “gamitana” infectados con cepas de Aeromonas sp., se
identificé las lesiones macroscopicas como el deshilachamiento o aletas
incompletas, lesiones como ulceras en la piel focal y multifocal y hemorragias
internas, hepatomegalia, opacidad en la cérnea en los ejemplares evaluados.

Dichas lesiones se pueden apreciar en las figuras 2, 3,4y 5.

Figura 2. Deshilachamiento de la aleta anal y caudal en ambos ejemplares de

Colossoma macropomum, acompafiado de ulceras focales y multifocales.
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Figura 3. Ulceras en la region dorsal, ventral y caudal de ejemplar de Colossoma

macropomum ocasionado por la bacteria Aeromonas sp.
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Figura 4. Hemorragia en la aleta pectoral de Colossoma macropomum
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Figura 5. Hemorragia interna, hepatomegalia (A), opacidad de la cérnea (B).
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4.2. Identificacion de las Aeromonas sp.

Inicialmente se realizd la descripcion morfologica de las colonias, las cuales

presentaron borde regular, apariencia lisa y brillante, superficie convexa, color

crema blanquecina y mucosas (Figura 6). MicroscOpicamente, las colonias

aisladas presentaron morfologia tipica de Aeromonas sp, bacilos Gram

negativos cortos. El analisis bioguimico mostr6 algunas diferencias entre

ambos aislados, principalmente en la utilizacion de citrato, hidrélisis de

esculina, tolerancia a la sal (Tabla 1).

-# . "
- . —
- ,4"

i

Figura 6. Colonias aisladas de la bacteria Aeromonas sp.

Tabla 1. Caracterizacion bioquimica del aislado 14 (Trachelyopterus galeatus),
aislado 17(Astyanax sp) y ATCC 35654.

CEPA

ATCC 35654

14

17

GRAM

Bacilos Cortas -

Bacilos Cortas -

Bacilos Cortas -

CATALASA

+

OXIDASA

+

HEMOLISIS (AGAR SANGRE)

+B

PRUEBA DEL VP VOGES PROSKAUER

SIN (INDOL)

MOTILIDAD

+ |+ |+

PRODUCCION DE HaS

D+

UTILIZACION DE CITRATO

HIDROLISIS DE ESCULINA

CLORURO DE SODIO 1%

N U R I R Sy e

CLORURO DE SODIO 2%

CLORURO DE SODIO 3%

CLORURO DE SODIO 4%

+ 4+ [+

4|+ |+ |+

CLORURO DE SODIO 5%

CRECER 24 °C

CRECER 28 °C

CRECER 37 °C

+|+ |+

+ |+ |+

CRECER 42 °C

+ 4|+ |+

+

+

CODIGO API 20E

7246124

7046127
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4.3. Hallazgos histoldgicos producidas por la bacteria Aeromonas sp.,
inoculadas en distinta dosis en Colossoma macropomum “Gamitana.

Los que se pudo observar en el examen histopatoldgico de los ejemplares de
Colossoma macropomum fueron principalmente, necrosis con cariolisis,
pérdida de la delimitacion citoplasmatica de las células de los tubulos renales
y hepatocitos, hemorragia, edema celular, presencia de colonias bacterianas

en rifién y higado con infiltrados leucocitarios (Figuras 7).

Figura 7. A. Hallazgos histopatologicos en Colossoma macropomum. Necrosis de la
Degeneracion renal e hidropica. Tincion con hematoxilina y eosina y B.
Hallazgos histopatolégicos en Colossoma macropomum. Hemorragia

necrosis en el higado. Tincién con hematoxilina
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4.4. Determinaciéon de la DL50 de Aeromonas sp., en Colossoma
macropomum.

Tabla 2. Efectos clinicos de acuerdo a las concentraciones de la DL50 de Aeromonas

sp. En Colossoma macropomum a los dias de evaluacion.

(A) Aeromonas veronii
CONCENTRACIONES SIGNOS CLINICOS/HORAS

102 Perdida de coloracion 24h.

Descamacion 48h.

Descamacion.

Hemorragia ocular 72h.

Ulceras focales a partir de las 72h.

Muerte de manera diminuta de los peces 24h.
Descamacion 48h.

Hemorragia ocular 48h.

Ulceras focales 72h.

Muerte 24h (algunos ejemplares)
Hemorragia ocular 24h.

Ulceras focales y multifocales 48h.
Abultamiento en la parte ventral 72h.
Ascitis 72h.

(B) Aeromonas hydrophila
CONCENTRACIONES SIGNOS CLINICOS/HORAS

102

104

108

108

SN N O N N N N NN NENENEN

Perdida de coloracién 24h.
Hemorragia ocular 48h.

Ulceras focales 72h.

Perdida de coloracion 24h.
Hemorragia ocular 48h.
Descamacion 48h.

Ulcera focal 72h.

Hemorragia por todo el cuerpo 72h.
Muerte de algunos ejemplares 96h.
Muerte de algunos ejemplares 24h.
Hemorragia ocular 24h.
Descamacion 48h.

Ulcera focal y multifocal 72h.
Hemorragia por todo el cuerpo 72h.
Ascitis 72h.

108 Muerte de todos los individuos 24h.

En la siguiente tabla muestra las distintas concentraciones que se le inoculo a Colossoma
macropomum, donde las evaluaciones macroscopicas se le hicieron cada 24 horas, teniendo
102 como la dosis con menos concentracion de células bacterianas en la cavidad celémica,
concentraciones de 104 y 10° conforme los dias pasaban los signo clinicos iban en aumento
y 108 como la mayor concentracion de células bacterianas causando la muerte de algunos de
los individuos con (A) Aeromonas veronii y caso contrario de (B) Aeromonas hydrophila.
Mostré ser mucho méas patégeno, sin embargo presentaron similares casos clinicos, se
cumple gque a mayor concentracion hubo més muerte, para complementar el presente estudio
se detalla en la Figura 8.

10*

10°

SN AN N N N N N N N N N NENE NN
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En el caso del porcentaje de supervivencia se pudo observar mortalidad en
los individuos de Colossoma macropomum infectados con cepas de

Aeromonas sp.

La DL50-96 de Aeromonas veronii sobre Colossoma macropomum se estimo
en 24x108 CFU mL™y con su limite inferior y superior en 0,7965 x 10°y 73,38
x 106 CFU mL™y de Aeromonas hydrophila se estimé en 1,408 x 10° CFU
mL™1y con su limite inferior y superior en 0.4905 x 10°y 4.041 x 10° UFC mL™

(Figuras 8A y 8B).
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Figura 8. Sobrevivencia de Colossoma macropomum experimentalmente infectado

con Aeromonas veronii aislada de Trachelyopterus galeatus (A) y con Aeromonas

hydrophila aislada de Astyanax sp (B).
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CAPITULO V. DISCUSION

En la mayoria de los casos no se realiza un control de enfermedades o un
analisis exploratorio para determinar el estado de salud de los animales.
Algunos de estos peces podrian estar incubando una enfermedad, infectando
a otros peces, e incluso sin signos clinicos aparentes. Algunos estudios han
determinado los riesgos de esta situacion, Whittington (2007) donde advierte
sobre la posibilidad de que una enfermedad de los peces ornamentales
ingrese a un pais y se propague al medio natural por una infecciobn masiva.
En ambos casos, la bioseguridad transfronteriza y la biodiversidad de peces y

patégenos son los principales factores de riesgo.

En el presente estudio reportamos, por primera vez en Perq, la presencia de
dos bacterias patdgenas aisladas de peces ornamentales evaluados en un
periodo de 168 horas. (Trachelyopterus galeatus y Astyanax sp) capaces de
infectar peces tropicales de acuicultura (Colossoma macropomum), la
principal especie de peces nativos cultivados en el pais. De las dos bacterias
aisladas, presentaron signos clinicos similares, lo que sugiere que la mayoria
de las especies de Aeromonas pueden producir el mismo cuadro clinico
independientemente de las especies de peces afectadas. En Astyanax sp
también se ha reportado antes signos clinicos causados por A. hydrophila
similares a los observados en este estudio, principalmente hemorragias y
Ulceras cutaneas (Alvarez. 2020). Este es el primer reporte de un patégeno
bacteriano en Trachelyopterus galeatus. Sin embargo no es posible realizar
un diagnéstico definitivo simplemente observando los signos clinicos, es

necesario realizar ensayos bioguimicos y moleculares.
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En un estudio se usaron dos aislados de Aeromonas sp. La mayoria de estos
signos clinicos y lesiones observados estan relacionados con los factores de
virulencia presentes en el género Aeromonas (Claudiano. 2019). Sin embargo,
la variacion observada en este grupo no se limita solo a los factores de
virulencia, la variedad en el perfil bioquimico es tipica de este género
(Claudiano 2020). Las diferencias observadas en la utilizacion de citrato, las
pruebas de hidrélisis de esculina y la tolerancia a la sal pueden estar
relacionadas con la capacidad de la bacteria para sobrevivir en diferentes
circunstancias y ambientes hostiles. Ademas, las diferencias en la tolerancia
a la sal de estas bacterias pueden explicar por qué el uso de sal reportado por

los acuicultores para controlar algunas infecciones no siempre es (util.

Aeromonas hydrophila es una bacteria bien conocida que afecta a esta
especie de pez (Gallani, 2020). Sin embargo, esta es la primera vez que se
comprueba que una A. hydrophila aislada de una Astyanax sp infecta a C.
macropomum. Es importante sefalar que Astyanax sp se usa mucho en Brasil
y Peri como carnada viva y alimento para peces carnivoros (Alvarez, 2020),
lo que explica por qué es tan comun encontrar esta especie en las
instalaciones acuicolas. La mortalidad y DL50 observada en la infeccion
experimental mostré el alto potencial de estas bacterias para infectar a C.
macropomum y causar una elevada mortalidad. Otras especies de Aeromonas
han causado tasas de mortalidad similares en peces tropicales. Dong. (2017)
observaron que las tilapias eran infectadas con 8,9 x 10° UFC/mL de A. veronii
causaron 50% de mortalidad en un par de dias y Chen. (2019) reportaron la

misma mortalidad con 13.1 x 106 UFC/mL de A. veronii en carpa cruciana.
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Sin embargo, otros autores revelaron niveles méas altos de DL50 de especies
de Aeromonas en Brycon amazonicus (Oliveira. 2011), Piaractus
mesopotamicus (Claudiano. 2020a) y Arapaima gigas (Dias. 2016), lo que

sugiere diferencias en la susceptibilidad por especie y cepa bacteriana.

La variedad de peces ornamentales y patdgenos, la cercania a los peces de
piscifactoria y el transporte mundial de estas especies, las convierte en un
importante factor de riesgo para la propagacion de enfermedades de los
peces. A esto hay que sumar la falta de control por parte de los organismos
gubernamentales de sanidad animal. Si no se promueven medidas de control
de riesgos a nivel mundial, la posibilidad de propagacion de enfermedades
permanecera y es posible que siga afectando econémicamente no solo a los
productores de peces ornamentales sino también a los de la acuicultura e

incluso al medio natural.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES
Aeromonas veronii y A. hydrophila pueden tener un impacto negativo
en peces nativos de piscifactoria como C. macropomum y causan una
alta mortalidad, como se demostro por los objetivos experimentales y
observaciones de campo, Los peces ornamentales pueden actuar
como reservorios de estas bacterias, o que representa un importante
riesgo de propagacion de enfermedades de los peces.
Se concluye que las lesiones macroscoépicas que se aprecian en los
ejemplares de Colossoma macropomum a raiz de la infeccién con
cepas de Aeromonas sp., son: ascitis, aletas deshilachadas
generalmente en la aleta anal y caudal, ulceras focales, multifocales y
hemorragia ocular.
Las caracteristicas principales para la identificacion de Aeromonas sp.
se basaron inicialmente en las caracteristicas morfolégicas de las
colonias y la coloracién Gram de las mismas.
Las lesiones histopatolégicas principales que se pudieron apreciar
fueron: necrosis, pérdida de la delimitacion citoplasmatica de las
células de los tubulos renales y hepatocitos, hemorragias y edema
celular.
Se concluye que la DL50-96 de Aeromonas veronii sobre Colossoma
macropomum se estimé en 24x10°® CFU mL™ y de Aeromonas

hydrophila se estimé en 1,408 x 10° CFU mL™.
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CAPITULO VII. RECOMENDACIONES

La informacion disponible sobre la infeccion experimental de bacterias
en Colossoma macropomum todavia es muy poco estudiada, por lo que
se recomienda continuar con los estudios a largo plazo.

El estudio de la DL50 y la infeccibn experimental en peces
ornamentales y de cultivos son de suma importancia, para comprender
la dindmica de estas enfermedades, que nos permitan elaborar
medidas de control y evitar dafio econdmico a los piscicultores, por lo
gue se recomienda incentivar nuevas investigaciones relacionadas a la
infeccion experimental en otras especies de peces de gran importancia
comercial.

Se recomienda tomar las medidas de control de estas bacterias donde
aparezcan enormes brotes, para asi saber y determinar mas a detalle
la intensidad o grado patolégico de esta bacteria, afectando a los peces
ornamentales y de cultivo.

Realizar mas evaluaciones macroscopicas en peces que presenten
sintomas clinicos causados por el género Aeromonas sp y hacer mas
descripciones de las lesiones histologicas de drganos especificos para
saber el grado de dafio que causan a los érganos internos del pez

ornamental asimismo a los peces de cultivo.
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ANEXOS

Anexo 1. Recoleccién de peces ornamentales enfermos en los acuarios.

Anexo 2. Colecta de los ejemplares de Colossoma macropomum Yy lugar

acondicionamiento de los mismos.
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Anexo 3. Aislamiento e identificacibn de Aeromonas sp.

1. Identificacion de los ejemplares para

la extraccion de Aeromonas sp.

2. extracciéon y homogenizacion de los 6rganos.

3. Sembrio en agares nutritivos que permita el
crecimiento de la Bacteria en estudio.

4. seleccibn de las colonias bacterianas en
funcionalidad de su aspecto morfoldgico.

5. Se eligio las colonias representativas para
su examen fenotipico
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Anexo 4. Infeccién experimental a Colossoma macropomum por Aeromonas Sp.

4

L3

1. se cultivé a lo largo de 18 horas a 25 °C
con una agitacion baja (120 rpm).
Producto de suspecion se inoculo a
Colossoma macropomum.

107

104

10°¢ |

2. Se acondicion6 en 15
pesceras de 120 It, con las
condiciones optimas para
poner a los ejemplares

L Colossoma macropomum

una vez inoculados con
Aeromonas Sp.

10° ‘ 10%

108

3. se inocularon colocando al ejemplar de
la manera ventral del pez hacia arriba para
poder administrar células bacterianas en
la cavidad celomica.

41

4. 144 de estos peces se administré 0,5
mL de concentraciones de Aeromonas
sp., C1=1,5x 108 C2=1,8 x 108, C3 =
2,1x108 C4=2,4x 108y C5=2,7 x108,
las mismas concentraciones para 36
ejemplares de la prueba de control con
suero fisioldaico (0.65%).




Anexo 5. Andlisis de Colossoma macropomum infestados con Aeromonas sp.

1. Se

macroscopica de las distintas lesiones

realizé una evaluacion

externas y evaluacién en el interior del
@ pez.

3. Se incubaron a lo largo de
48 horas a 28 °C. Y se
almacenaron TSB-glicerol al
20 % a -80 °C.

2. Se sembro en agar glutamato-almidon-
rojo de fenol, TSA suplementado con 5%
de sangre de carnero desfibrada, y TSAB
suplementado con TSA

4. El proceso habitual para la fijacion de
los tejidos se realiz6 mediante la
incrustacion con queroseno, la parte de 4
um y la tincién con hematoxilina y eosina
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