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Primer Registro de Plesiomonas shigelloides como Patogeno
Oportunista de Tilapia Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)
en una Piscigranja de Lima, Peru

FirsT REPORT OF Plesiomonas shigelloides As OPPORTUNISTIC PATHOGEN IN TiLAPIA
Oreochromis niloticus (LINNAEUS, 1758) IN A FisH FARM IN Lima, PERU

Veronica Sierralta Chichizola'?, Egma Mayta Huatuco?, Jorge Leon Quispe'

RESUMEN

En el presente trabajo se reporta la presencia de Plesiomonas shigelloides causando
un cuadro patoldgico entérico en tilapia Oreochromis niloticus en una piscigranja de la
region Lima, Pert. Las bacterias fueron aisladas e identificadas por técnicas bioquimicas
convencionales y confirmadas por el sistema API 20NE (perfil numérico 7162744 que
ratifica a P. shigelloides al 99.3%). Las cepas evaluadas (n=4) presentaron un metabolis-
mo fermentativo de glucosa, positividad en las pruebas de citocromo oxidasa, indol,
Voges-Proskauer y rojo de metilo. Los signos externos mas frecuentes de la enfermedad
fueron eritema en el vientre y las aletas pectorales, ano prominente y enrojecido con
descarga sanguinolenta. Internamente se observo el intestino inflamado y la presencia
de liquido ascitico en la cavidad visceral. El estudio histopatoldgico revel6 edema de la
lamina propia y necrosis epitelial del tejido géstrico e intestinal, y necrosis en el rifion
anterior y gonadas.
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ABSTRACT

The presence of Plesiomonas shigelloides causing enteric disease in tilapia
Oreochromis niloticus in a fish farm in Lima region, Peru is reported. The bacteria were
isolated and identified as Plesiomonas shigelloides by conventional biochemical
techniques and confirmed by the API 20NE system (numerical profile 7162744 that ratifies
99.3% P. shigelloides). Strains evaluated (n=4) had a fermentative metabolism of glucose,
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test positive to cytochrome oxidase, indole, Voges-Proskauer and methyl red. The most
frequent external signs were erythema in abdomen and pectoral fins, and prominent and
reddened anus with bloody discharge. Internally, ascites in visceral cavity and gut
inflammation were detected. Histopathology studies revealed edema of the lamina propia
and epithelial necrosis of gastric and intestinal tissue, and necrosis in anterior kidney

and gonad.

Key words: aquaculture, fish pathology, tilapia, Plesiomonas shigelloides, Peru

INTRODUCCION

La tilapia Oreochromis niloticus es un
pez teledsteo del orden Perciforme, pertene-
ciente a la familia Cichlidae, originario de
Africa, que habita en la mayor parte de las
regiones tropicales del mundo donde las con-
diciones son favorables para su reproduccion
y crecimiento (El-Sayed, 2006).

Fue introducida al Pertien 1970 con fi-
nes de cultivo e investigacion. Actualmente
constituye una importante actividad dentro de
la acuicultura nacional debido, entre otros, a
su alta tasa de reproduccion en granjas
acuicolas (Baltazar, 2009). Su produccion
anual en 2013 fue de 2069 t, de las cuales
286 t fueron destinadas para exportacion, sien-
do los Estados Unidos de América el princi-
pal mercado (Produce, 2015).

Las tilapias son susceptibles a infeccio-
nes de etiologias diversas, entre las que des-
tacan especies de bacterias consideradas
como patogenos facultativos u oportunistas,
ya que son componentes normales de la flora
de los peces y de su ambiente acuatico (Mo-
reno et al., 20006).

La bacteria Plesiomonas shigelloides
pertenece a la familia Enterobacteriaceae
(Jagger, 2000) y ha sido descrita como pato-
geno facultativo en peces, provocando en-
fermedades en cultivo de especies marinas y
de agua dulce (Machado Cruz et al., 1986;
Klein et al., 1993). P. shigelloides es un ba-
cilo Gram negativo, no formador de esporas
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con presencia de flagelos lofotricos y peritricos
que le confieren movilidad variable (Jagger,
2000; Moreno et al., 2006). Esta bacteria es
fermentadora de glucosa, oxidasa positiva y
productora de indol. Asimismo, sus caracte-
risticas bioquimicas son bastante homogéneas,
lo cual permite diferenciarla de otras espe-
cies (Gonzales-Rey, 2003).

La enfermedad causada por P
shigelloides en peces de consumo aparece
durante la década de los 80, provocando ele-
vada mortandad en piscigranjas de trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss) en Portu-
gal (Machado Cruz et al., 1986). Desde en-
tonces, este patdogeno ha afectado a diversas
poblaciones de peces, tales como anguila
(Anguilla anguilla), bagre africano
(Heterobranchus bidorsalis), esturion
(Acipenser sturio), gourami (Osphyro-
nemus gourami) (Klein et al., 1993), tilapia
(O. niloticus) (Faisal y Popp, 1987; Sheng y
Xue, 2015) y pez lenguihueso malayo
(Scleropages formosus) (Woo et al., 2011).

Los brotes epizooticos de esta enferme-
dad estan asociados a factores desenca-
denantes de estrés, como manipulacion, defi-
cientes condiciones higiénicas y presencia de
gran cantidad de materia organica en los es-
tanques, asi como incremento de la tempera-
tura del agua (Machado Cruz et al., 1986;
Klein et al., 1993).

Por otro lado, la bacteria P, shigelloides
ha sido aislada de heces de pacientes huma-
nos con gastroenteritis, cuya presencia se
relaciona al consumo de productos marinos
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como ostras y pescado crudo o mal cocido,
provocando diarreas espontaneas e infeccio-
nes extraintestinales de elevada mortalidad,
tales como septicemias y meningitis del re-
cién nacido (Mendoza y Hernandez, 1999).
En el Peru hay escasa informacion sobre esta
bacteria, habiéndose reportado 10 casos de
diarrea en nifios provocada por P
shigelloides (Olsvik et al., 1990). Aun no
han sido totalmente esclarecidos sus meca-
nismos de patogenia, atribuyéndosele en parte
a la invasividad, enterotoxigenicidad y aso-
ciacion a plasmidos (Bravo et al., 1998).

En el pais, los estudios sobre patologias
bacterianas en tilapias son escasos; sin em-
bargo, durante los afios 2009 y 2010 se re-
gistraron brotes producidos por Edwardsiella
tarda en una piscigranja de la region Lima
(Mateo et al., 2011). En este contexto se
decidi6 ampliar la busqueda de otros
patogenos oportunistas, habiéndose aislado
como producto de investigaciones iniciales a
P. shigelloides, conjuntamente con otros
Gram negativos de los géneros Aeromonas,
Citrobacter, Edwardsiella, Pseudomonas,
Proteus, Shewanella y Vibrio; a los cuales
se les atribuy6 como los causantes de mer-
mas en la produccion de la tilapia. En el pre-
sente trabajo de investigacion se plante6 como
objetivo aislar y caracterizar el patdgeno opor-
tunista Plesiomonas shigelloides, asi como
analizar las lesiones histopatoldgicas causa-
das en tilapias con signos aparentes de en-
fermedad en una piscigranja de la zona norte
de Lima, Peru.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Muestreo

Se trabajo en una piscigranja ubicada
en la provincia de Huaura, departamento de
Lima, Peru. El sistema de produccion era de
tipo intensivo con el uso de tecnologia Biofloc
(Crab et al., 2009). El rendimiento promedio
anual de la piscigranja era de 300 t.
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Entre noviembre de 2013 y octubre de
2015 se colectaron tilapias O. niloticus, va-
riedad chitralada, con signos aparentes de
enfermedad, tales como exoftalmia, oscure-
cimiento de la piel y nado erratico. Se toma-
ron 85 muestras aleatorias que incluyeron 18
alevines, 25 juveniles y 42 adultos. Estos pe-
ces provinieron de los estanques de cultivo y
fueron recolectados durante las estaciones
de verano (11), otoflo (15), invierno (14) y
primavera (45).

Procesamiento de la Muestra y Aisla-
miento

El analisis bacteriologico inicial se llevo
a cabo en el laboratorio de la piscigranja en
estudio. Los peces fueron sacrificados me-
diante el corte de la médula espinal y la des-
infeccion de la zona a disectar se realiz6 uti-
lizando papel toalla impregnado con alcohol
etilico 70°. Una vez efectuada la apertura de
la cavidad visceral, se llevo a cabo la siem-
bra a partir de un macerado de bazo y rifion
anterior tomado de cada pez. Las muestras
fueron sembradas por duplicado en Agar
Tripticasa de Soya (TSA) e incubadas a 35 °C
por 24 a 48 h.

La caracterizacion de colonias tipicas y
las pruebas preliminares de descarte
(motilidad en «gota pendiente», coloracion
Gram y citocromo oxidasa) se realizaron a
partir del medio de aislamiento original. Las
colonias presuntivas fueron pasadas a ceparios
(TSA semisoélido con adicion de 10% de gli-
cerol) y mantenidas en estado de pureza para
su analisis posterior en los laboratorios de
Ecologia Microbiana y Virologia Clinica
Molecular de la Universidad Nacional Ma-
yor de San Marcos, Lima.

Identificacion de Plesiomonas shigelloides

La identificacion confirmativa de las
cepas de P. shigelloides se realiz6 a partir
de cultivos reactivados bajo las mismas con-
diciones de incubacion de su aislamiento
primario. Las pruebas incluyeron la caracte-
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rizacion fenotipica y otras pruebas
bioquimicas convencionales, tales como
citocromo oxidasa, pruebas de 6xido-fermen-
tacion de la glucosa, produccion de hidroge-
no sulfurado, indol, Voges-Proskauer e inositol
(Gonzales-Rey, 2003).

Ademas, se efectuaron pruebas
bioquimicas del sistema API 20 NE
(Biomériux, Francia), siguiendo las indicacio-
nes del fabricante, realizando la incubacién a
35 °C durante 24 a 48 h.

Histopatologia

Una vez concluida la toma de muestra
para el analisis bacterioldgico, se procedio a
preservar los ejemplares en solucion de
formaldehido al 10% (v/v) y buffer fosfato
(pH 7.0) para su posterior analisis
histopatologico. Las muestras de tilapia que
resultaron positivas para el aislamiento de P,
shigelloides fueron consideradas para la
evaluacion histopatologica. Se procesaron
branquias y 6rganos internos como corazon,
higado, bazo, rifién anterior y posterior, esto-
mago, intestino, pancreas y gonadas, utilizan-
do la metodologia propuesta por Luna (1968).
Los tejidos fueron cortados a 5 um de espe-
sor, teflidos con hematoxilina y eosina de
Harris y observados en un microscopio com-
puesto (Zeiss, modelo Axio Scope Al).

RESULTADOS

Evaluaciéon Microbioldégica

Se logro aislar cuatro cepas bacterianas
de P, shigelloides a partir del homogenizado
de organos internos de cuatro peces de las
fases juvenil y adulta. Las colonias presenta-
ron color blanco amarillento en el medio TSA,
con bordes enteros y circulares.
Microscéopicamente, resultaron ser bastones
largos Gram negativos y motiles. Las carac-
teristicas bioquimicas de las cepas analiza-
das muestran evidente metabolismo
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Cuadro 1. Caracteristicas bioquimicas
segin pruebas convencionales de cuatro
cepas de Plesiomonas shigelloides aisladas
de tilapia Oreochromis niloticus. Huaura,
Lima-Peru, 2013-2015

Pruebas bioquimicas Reaccion
Citocromo oxidasa +
Motilidad +
O/F (glucosa)' F
Producciéon de H,S -
Indol +
Citrato -
Rojo de metilo +
Voges Proskauer -
Produccion de &cido:
Glucosa +
Inositol +
Lactosa -
Manitol -
Sacarosa -

! 0: oxidativo; F: fermentativo

fermentativo de la glucosa. Ademas, todas
las cepas fueron positivas a citocromo oxidasa,
indol, Voges-Proskauer, rojo de metilo y pro-
duccion de acido a partir de inositol. Las ce-
pas fueron ratificadas como negativas a hi-
drogeno sulfurado, citrato, lactosa, manitol y
sacarosa (Cuadro 1).

Las caracteristicas bioquimicas de las
cepas evaluadas correspondieron al perfil de
la bacteria P. shigelloides.

Mediante el sistema rapido de identifi-
cacion API 20 NE se logrd confirmar la iden-
tificacion de P. shigelloides, obteniendo el
perfil numérico 7162744 (Cuadro 2), que co-
rresponde segun las indicaciones del fabri-
cante a excelente identificacion (99.3%).

Rev Inv Vet Pert 20165 27(3): 565-572
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Cuadro 2. Caracteristicas bioquimicas
(API 20 NE) de cuatro cepas de
Plesiomonas  shigelloides aisladas de
tilapia Oreochromis niloticus de una
piscigranja en Huaura, Lima. 2013 — 2015

Pruebas bioquimicas Reaccion

+

Oxidasa

O-F Glucosa
Motilidad

Reduccioén de nitratos
Produccion de indol
L-Arginina

Beta galactosidasa

N Acetil glucosamina

+ + + + + + o+ +

Gluconato potasico

Acido caprico

Acido adipico

Acido malico +
Acido fenilacético -
Citrato -
Urea -
Esculina -

Gelatina -

Fermentacion de:
Glucosa +
Arabinosa -
Manosa +
Manitol -
Maltosa +

Signos Patologicos

Los cuatro ejemplares afectados pre-
sentaron los siguientes signos externos: eri-
tema en las aletas pectorales y vientre (Figu-
ra 1 A), ano prominente y enrojecido con des-
carga de fluido sanguinolento (Figura 1B).
Entre los signos internos se encontro intesti-
no inflamado y presencia de liquido ascitico
en la cavidad visceral.

Rev Inv Vet Peru 2016; 27(3): 565-572

Histopatologia

Las lamelas branquiales presentaron
congestion focal, ligero edema, necrosis y
aneurismas. A nivel del estdbmago se hallo
edema severo en la lamina propia (Figura 2A)
con reaccion inflamatoria y presencia de cé-
lulas granulares eosinofilicas. Asimismo, se
aprecio necrosis epitelial de la mucosa con
desprendimiento hacia el lumen.

En tejido intestinal se visualiz6 ligero
edema en la base de la lamina propia (Figura
2B), congestion focal y necrosis apical de las
vellosidades. Ademas, se observo la presen-
cia de bacterias en la lamina propia y tejido
epitelial. A nivel de rifidén anterior se observo
necrosis del tejido hematopoyético (Figura
2C) y en tejido gonadal se aprecid necrosis
focal de espermatocitos.

El corazon, higado, pancreas, bazo y ri-
fion posterior no presentaron dafios tisulares.

DiScUSION

Se logrd obtener 4 cepas bacterianas a
partir de 6rganos internos que, segun los re-
sultados presuntivos y luego confirmativos,
fueron asignados a la especie Plesiomonas
shigelloides. Las caracteristicas culturales
de esta bacteria guardan semejanza con lo
reportado por Machado Cruz ef al. (1986) y
Gonzales-Rey (2003), quienes describieron
colonias bacterianas de color blanco amari-
llento, circulares y de bordes enteros.

Las caracteristicas bioquimicas de las
cepas analizadas mediante técnicas conven-
cionales guardan similitud con lo descrito por
diversos autores (Machado Cruz et al., 1986;
Klein et al., 1993; Inglis et al., 2001; Levin,
2008; Jorgensen et al., 2015). Asimismo, los
resultados del sistema miniaturizado API 20
NE para la caracterizaciéon bioquimica
bacteriana muestran una excelente identifi-
cacion, y en coincidencia con lo reportado
por Klein et al. (1993).
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Figura 1. Signos patologicos externos producidos por Plesiomonas shigelloides en tilapia
(Oreochromis niloticus): eritema en aletas pectorales y vientre (A), ano prominente
y enrojecido (B)

Figura 2. Lesiones histopatologicas producidas por Plesiomonas shigelloides en tilapia
(Oreochromis niloticus): A. Severo edema de la lamina propia del estomago (10X,
HE); B. Intestino con edema en la lamina propia (flecha) (60X, HE); C. Necrosis de
tejido hematopoyético en rindn anterior (asteriscos) (20X, HE)
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La mayoria de los peces en los que se
aislo P. shigelloides presentaron signos pa-
tologicos externos como eritema en las ale-
tas pectorales y ano prominente y enrojeci-
do, los cuales han sido también documenta-
dos por Machado Cruz et al. (1986) y Jagger
(2000). Por otro lado, se aprecié descarga
sanguinolenta a través del ano, lo cual difiere
con el estudio de Machado Cruz et al. (1986),
quienes describen la presencia de exudado
de color amarillento.

Internamente los signos mas evidentes
fueron intestino inflamado y presencia de li-
quido ascitico, hallazgos similares a los re-
portados por Machado Cruz et al. (1986) y
Jagger (2000).

En cuanto a los hallazgos histopatolo-
gicos encontrados en las tilapias analizadas
se apreciaron aneurismas, necrosis de tipo
focal y edema en las lamelas branquiales,
constituyendo alteraciones asociadas a la pre-
sencia de contaminantes quimicos en el agua
de cultivo (Saenphet et al., 2009).

Trabajos en trucha arco iris
Oncorhynchus mykiss (Machado Cruz et
al., 1986; Jagger, 2000) reportan la presen-
cia de necrosis focal de hepatocitos, degene-
racion hepatopancreatica, hemorragia
ventricular, vacuolizacion y picnosis de célu-
las epiteliales en tubulos renales. Sin embar-
go, en el presente estudio, solo se aprecio
edema en la lamina propia y necrosis del epi-
telio de la mucosa gastrica ¢ intestinal, asi
como necrosis del tejido hematopoyético del
rifidon anterior, siendo el primer reporte de le-
siones provocadas por P. shigelloides en
tilapia en el pais.

Cabe destacar que el brote de enfer-
medad producido por el mencionado patdge-
no podria estar asociado al estrés (Machado
Cruz et al., 1986; Klein et al., 1993), ya que
la intensificacion del sistema productivo en la
piscigranja podria afectar la respuesta del sis-
tema inmune.

Rev Inv Vet Peru 2016; 27(3): 565-572

CONCLUSIONES

La bacteria Plesiomonas shigelloides
es un patogeno facultativo que provoca
una enfermedad sistémica en tilapia,
afectando principalmente el tracto
gastrointestinal.

Los hallazgos del presente estudio cons-
tituyen el primer reporte de esta enfer-
medad en tilapia Oreochromis niloticus
en el Pert.
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