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Resumen
En este estudio se realizo una evaluacion de 14 aislados bacterianos para determinar su
patogenicidad y virulencia en larvas y juveniles de huayaipe, se utilizaron dos métodos de
infeccion: inmersion e inyeccion. La infeccion por inmersion se realizé con 14 aislados
bacterianos cultivados en caldo Tripteina Soya (TSB) y exponiendo a las larvas de 15 dias
post eclosion (dpe) a una concentracion de 1x105 UFC/mI. Se monitore6 la supervivencia
durante 48 horas y se determinaron los aislados B1 y B15 como patégenos potenciales en

esta infeccion.

Aunque la infeccion por inyeccion en juveniles de 50 dpe no redujo significativamente la
supervivencia, se observaron efectos patogénicos y virulentos a nivel histolégico. Se
encontraron dafios en érganos como branquias, higado y pliegues intestinales después de
seis dias de infeccion. Esto sugiere que, en etapas mas avanzadas de desarrollo, el huayaipe
es menos susceptible a estos patdgenos para causar mortalidad inmediata, aunque se
observan efectos negativos en la integridad de sus organos. El estudio propone evaluar
estos patdgenos bajo diferentes condiciones de cultivo, etapas de desarrollo, vias y dosis de

infeccion.

Palabras clave: Patogenicidad, Virulencia, Huayaipe, Seriola rivoliana, Infeccion.



VIl

Abstract
This study conducted an evaluation of 14 bacterial isolates to determine their pathogenicity
and virulence in larvae and juveniles of huayaipe, using two methods of infection:
immersion and injection. The immersion infection was carried out with 14 bacterial isolates
cultured in Tryptic Soy Broth (TSB) and exposing 15-day larvae post hatching (dph) to a
concentration of 1x105 CFU/ml. Survival was monitored over 48 hours, and isolates B1

and B15 were identified as potential pathogens in this infection.

Although the injection infection in 50 (dph) juveniles did not significantly reduce survival,
pathogenic and virulent effects were observed at the histological level. Damage was found
in organs such as gills, liver, and intestinal folds after six days of infection. This suggests
that, in more advanced stages of development, huayaipe is less susceptible to these
pathogens to cause immediate mortality, although negative effects on the integrity of their
organs are observed. The study proposes to evaluate these pathogens under different

cultivation conditions, developmental stages, infection routes, and doses.

Keywords: Pathogenicity, Virulence, Huayaipe, Seriola rivoliana, Infection.
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1.1. Introduccion

La produccion acuicola mundial crece cada afio, contrario a la pesca, que se ha
mantenido estable desde 1995 (FAO, 2022). En las ultimas 3 décadas, la acuicultura
continental y marina se ha expandido en un 609%, siendo los peces de aleta quienes
encabezan esta produccion, por encima de los moluscos, crustaceos e incluso macroalgas
(FAO, 2022). Aunque los peces de aletas sean el producto mas comercializado a nivel
mundial, en Ecuador el panorama acuicola es distinto ya que la produccion lider es el
camaron, esto se evidencia segln los datos del Banco Central del Ecuador (2023) sobre las
exportaciones de los principales productos de exportacion no petrolera, donde la produccién
de camaron encabeza la lista con un 34.6% de participacion en el 2022, mientras que la pesca
de atln y pescado alcanzaron un 1.8% en el mismo afio. Por otro lado, la tilapia, que segin
reportes de la Camara Nacional de Acuacultura (2023), las exportaciones a Estados Unidos
superaron los 2 millones de libras

A pesar de que contamos con condiciones que permiten seguir expandiendo el
potencial acuicola del pais, como climas estables, buena calidad de agua y abundancia de
especies nativas (Amerise, 2023), no se ha optado por el desarrollo de especies de interés
piscicola que pueden convertirse en fuentes de ingresos considerables, aumentando las
oportunidades de empleos y diversificando el mercado ecuatoriano en lo que respecta a las
especies producidas por acuicultura.

El Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM) ha
realizado una serie de investigaciones que han demostrado el potencial del huayaipe como
una especie apta para la produccion acuicola. Aunque esta especie no es un componente
habitual de la dieta de los ecuatorianos y no se consume de manera regular en el pais, su

principal atractivo radica en los mercados internacionales.



Paises como Japon, Australia, Estados Unidos y varias naciones europeas representan
mercados atractivos para los peces del género Seriola, con precios que se encuentran entre
12,62 y 17 USD por kilogramo (Loew, 2021). A pesar de su limitado consumo a nivel local,
el huayaipe posee un potencial significativo para la exportacion, lo que podria contribuir
ampliamente al sector econémico del Ecuador y ademas, ayudaria a diversificar el sector
acuicola.

1.2. Descripcion del problema

El cultivo de S. rivoliana enfrenta varios desafios para posicionarse como una especie
de maricultura en el Ecuador. Uno de los desafios mas significativos esta relacionado con la
presencia de bacterias patogenas en los entornos acuaticos, que pueden ser una causa
potencial de la baja supervivencia y bajo desempefio de esta especie en las piscifactorias.

Las bacterias son microorganismos ubicuos, presentes en todos los ambientes
acuaticos, incluyendo los sistemas de cultivo utilizados para la cria de S. rivoliana, y han sido
asociadas a la mayoria de las enfermedades reportadas en peces marinos. Sin embargo, la
escases de estudios que determinen la patogenicidad y virulencia de las bacterias ha
estancado las investigaciones asociadas a la prevencién y tratamientos de las enfermedades.

En Ecuador, no se han desarrollado investigaciones para identificar bacterias
patdgenas que pueden afectar a los cultivos de huayaipe. El principal problema de no
identificar y caracterizar a las bacterias que causan enfermedades dentro del cultivo es que
no se pueden desarrollar tecnologias para prevenir las infecciones causadas por bacterias, es
decir, no se pueden evaluar dietas funcionales, probioticos, prebioticos, aditivos, o
suplementos alimenticios destinados a fortalecer la respuesta inmune del hospedero o
impedir la colonizacion del patdgeno al huésped.

1.3. Justificacion del problema



El siguiente estudio esta orientado a evaluar la patogenicidad y virulencia de aislados
bacterianos que representen una amenaza para los cultivos de huayaipe (S. rivoliana. Con el
proposito de dar paso a futuras investigaciones que permitan estandarizar un protocolo de
infeccion para larvas y juveniles de huayaipe.

Un protocolo de infeccién es una herramienta empleada para evaluar los efectos del
uso de aditivos funcionales en la dieta de los peces sobre la respuesta inmune, desemperio
productivo, estrés, etc.

Los resultados de esta investigacion son un aporte para el desarrollo tecnol6gico de
esta especie, que permitiran implementar una produccion sostenible de huayaipe en el pais 'y
responder de forma eficiente ante la aparicion de enfermedades a lo largo del cultivo.

1.4.0Dbjetivos

1.4.1. Objetivo general

e Evaluar la patogenicidad y virulencia de aislados bacterianos sobre larvas y
juveniles de huayaipe (Seriola rivoliana) mediante dos vias de infeccion.

1.4.2. Objetivos especificos

e Evaluar la supervivencia y dafio histologico de larvas de huayaipe de 15 dias post
eclosién expuestas a la suspension de 14 aislados bacterianos por inmersion.

e Determinar la supervivencia y dafio histolégico de 2 potenciales patdgenos de
huayaipe (S. rivoliana) mediante la infeccion controlada de juveniles por via
intraperitoneal.

e Analizar los resultados obtenidos y proponer un protocolo de infeccion y su

implementacion para futuros estudios.



1.5.Marco tedrico
1.5.1. Seriola rivoliana

El huayaipe, cientificamente conocido como Seriola rivoliana, es un pez marino de
gran interés debido a sus caracteristicas fisicas y de comportamiento. Es un tele6steo
carnivoro de gran cuerpo, siendo este robusto y alargado, pudiendo medir hasta 2 metros y
llegando a tener pesos de poco mas de 50 kilogramos. ES un pez que tiende a tener una
coloracion variada, ya que, el dorso puede ser marrén o verde azulado mientras que los
flancos son mas claros al igual que el vientre, que es plateado (Blacio et al., 2003). Con
respecto a su reproduccion, esta ocurre por fertilizacion externa, y una vez puestos los
huevos (los cuales son redondos y translucidos), estos quedan a la deriva, pasando por
distintos estados larvarios y juveniles antes de llegar a la adultez.

El huayaipe es un depredador importante porque su dieta se basa en presas pequefias
que incluyen algas, crustaceos, balanos, moluscos y cniadrios, contribuyendo en las
cadenas troficas de varios sectores marinos (Bocanegra Castillo, 2007), que incluyen los
mares Pacifico Indo-Oeste, Pacifico Oriental y Atlantico Occidental (Froese & Pauly,
2023).

1.5.2 Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares que pertenecen al dominio de las
procariotas y representan uno de los grupos mas diversos y antiguos de la vida en la Tierra
(Tortora et al., 2007). La estructura celular basica de las bacterias incluye una membrana
plasmatica que rodea el citoplasma y, caracteristicamente, carecen de un nucleo definido,
por lo que su material genético se encuentra en un cromosoma circular (Audesirk et al.,
2001). Muchas bacterias poseen una pared celular que les proporciona soporte estructural y

proteccion contra el entorno (Madigan et al., 1997).



La reproduccidn bacteriana ocurre principalmente por fision binaria, un proceso en el
que una célula madre se divide en dos células hijas idénticas (Liébana, 2002). Este proceso
puede ser extremadamente rapido, permitiendo que algunas bacterias se dupliquen en
minutos bajo condiciones dptimas. Factores ambientales como la temperatura, el pH y la
disponibilidad de nutrientes influyen significativamente en la tasa de crecimiento bacteriano.

Las bacterias muestran una notable diversidad metabolica en sus fuentes de carbono
y energia, lo que les permite ocupar una amplia gama de nichos ecoldgicos (Hildelisa,
2012). Pueden ser autétrofas, sintetizando su propio alimento a partir de compuestos
inorganicos mediante procesos como la fotosintesis o la quimiosintesis, o heterétrofas,
obteniendo su carbono y energia de compuestos organicos (Atlas, 1998). Esta diversidad
metabdlica no solo es crucial para su supervivencia en diversos habitats, sino que también
las hace agentes importantes en muchos procesos ecologicos y biogeoquimicos, como el
ciclo del carbono y el nitrdgeno (Paul & Frey, 2023).

Ademas, las bacterias pueden mostrar aspectos como la patogenicidad y virulencia,
que son cruciales en el estudio de enfermedades infecciones, en el caso de la patogenicidad,
esta hace referencia a la capacidad de las bacterias para poder causar enfermedades, no
todas las bacterias se presentan como patdgenas, pero las que muestran esta caracteristica
han desarrollado diversas estrategias para invadir y colonizar huéspedes (Tizard, 2018). En
el caso de la virulencia, esta caracteristica indica el grado de patogenicidad que tiene una
bacteria, hablando de la capacidad para adherirse a las células del huésped, invadir tejidos,
producir toxinas, entre otros (Tizard, 2018).

1.5.3 Bacterias y su interaccion con Seriola rivoliana

Los peces del género Seriola, incluyendo S. rivoliana, se ven afectados por distintos

patogenos bacterianos. Aunque la investigacion especifica sobre enfermedades bacterianas



en S. rivoliana es limitada, estudios como el de Garcia Mendoza (2017), citando a Jun &
Woo (2003), sefialan que las principales enfermedades que impactan a estos peces son
causadas por vibrios. Ademas, Jun & Woo (2003) reportan que especies como V. harveyi y
V. damsela afectan a Seriola dumerili, sugiriendo un riesgo potencial similar para S.
rivoliana, dadas las similitudes dentro del género.

A pesar de que hay bacterias que pueden ser perjudiciales durante las producciones
de Seriola, la presencia de una comunidad bacteriana diversa y bien distribuida juega un rol
fundamental en la salud y desarrollo de S. rivoliana. Se ha determinado que los taxones
bacterianos mas dominantes en el microbiota intestinal de S. rivoliana incluyen familias
como Pseudoalteromonadaceae, Sphingomonadaceae, Rhodobacteraceae,
Flavobacteriaceae y Vibrionaceae, los mismos que varian durante el desarrollo larval y los
diferentes estados de desarrollo del pez (Veyrand-Quiros et al., 2021). Es destacable
mencionar gue taxones como Rhodobacteraceae, que producen compuestos
antibacterianos, podrian ayudar a contrarrestar patégenos como los Vibrios. Estos ultimos
representan una amenaza en la produccion de S. rivoliana, especialmente durante los
primeros estadios de vida (Veyrand-Quiros et al., 2021).

La limitada investigacion sobre la patogenicidad de bacterias aisladas en S.
rivoliana complica la rentabilidad de su produccion, a pesar del creciente interés del
mercado (Veyrand-Quiros et al., 2021). Bakke et al. (2015) destacan que las bacterias
patdgenas constituyen el principal obstaculo en la produccion de larvas de calidad, por lo
que, comprender estas interacciones y como bacterias que pueden ser potencialmente
patdgenas afectan al desarrollo de la especie es importante para proporcionar estrategias
gue permitan mitigar los efectos de las enfermedades en el cultivo de S. rivoliana.

1.5.4 Pruebas de desafio en peces



En microbiologia e inmunologia, una prueba de desafio se define como un conjunto
de experimentos que determinan la efectividad de agentes terapéuticos, incluyendo
vacunas, antibioticos y probioticos. Para realizar estas pruebas se necesita exponer de forma
intencional a un organismo Vivo, ya sea animal o células de cultivo, a un agente patdgeno
especifico bajo condiciones controladas (Tecnal, 2024).

El objetivo de estas pruebas se centra en observar y analizar como el sistema
inmunoldgico reacciona ante los desafios. En el &ambito acuicola, un claro ejemplo es el
desarrollo tanto de antibidticos como de probidticos, aqui las pruebas de desafio juegan un
papel indispensable, ya que proporcionan informacidn valiosa sobre la interaccion entre los
productos aplicados y la microbiota intestinal, tal como evidencioé la investigacion de
(Waycott, 2023) y como la aplicacion de florfenicol altero significativamente la microbiota
intestinal de Piaractus mesopotamicus, aumentando la abundancia de genes resistentes al
antibidtico en el intestino del pez.

La importancia de las pruebas de desafio se puede destacar en estudios como el de
Restrepo et al. (2021) y LaFrentz et al. (2017). Restrepo et al. Se enfocaron en cémo el uso
de probidticos afecta la comunidad bacteriana del camarén fortaleciendo la resistencia
contra AHPND (Necrosis Hepatopancreatica Aguda). Por otro lado, LaFrentz et al. Se
centraron en tilapia, evaluando el potencial de la crianza selectiva para aumentar la
resistencia a Streptococcus iniae mediante dos métodos de infeccion, inyeccion y
cohabitacion, demostrando variaciones en la respuesta inmune y resaltando la importancia
de las pruebas de desafio en la comprension de las interacciones entre el huesped y los
patdgenos, y enfatizan el rol crucial de las pruebas de desafio en el desarrollo de estrategias

que permitan combatir patégenos en diferentes especies.



1.5.5 Métodos de infeccion

Existen diferentes formas en las que se puede someter a un organismo Vvivo a una
infeccion durante pruebas de desafio, entre ellas se destacan la infeccidén por inmersion,
alimentacion y la inyeccion.

Con énfasis en los peces del género Seriola y principalmente en S. rivoliana, la
informacidn existente sobre la aplicacién de estos métodos de infeccion es escasa, no
obstante, se puede extrapolar informacion de otros estudios, Kato et al. (2020) habla de
Seriola quinqueradiata y su infeccion Nocardia seriolae, bacteria causante de nocardiosis,
y en su investigacion se habla de una infeccidn por este agente de forma ambiental, y como
esta bacteria a pesar de que los juveniles pueden verse aparentemente sanos, causan
infecciones latentes.

La infeccion por inyeccion se puede realizar de varias formas; inyeccion
intraperitoneal (IP), inyeccion intramuscular (IM), inyeccién Subcutanea (SC), entre otras.
Y se puede usar tanto para infectar como para inmunizar. Ooyama et al. (1999) realizaron
un estudio sobre la respuesta inmune de Seriola quinqueradiata, en donde se vacunaron
tanto para inmunizar con células del fenotipo KG- (FKC-KG-) y células del fenotipo KG+
(FKC-KG+) inactivadas por formalina y también para infectar mediante Lactococcus
garvieae a diferentes concentraciones. En este estudio se hacen uso de la técnica de
infeccion por inyeccion intraperitoneal con una concentracion de in6culo que vario entre

10* UFC/ml y 10® UFC/mI, rango que se usa en otros estudios de la misma naturaleza.
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2.1.Metodologia
2.1.1. Area de estudio

Este estudio fue llevado a cabo en el Centro Nacional de Acuicultura e
Investigaciones Marinas (CENAIM), ubicado en la comuna San Pedro, en la latitud Sur
1°57'18.2" y longitud Oeste 80°43'45.1". Las larvas y juveniles de huayaipe se obtuvieron
del laboratorio de Piscicultura, y el manejo y produccion de los aislados bacterianos se
realizo en el laboratorio de Bioactividad.

2.1.2. Larvicultura:

La larvicultura se llevé a cabo en tanques de 1000 Litros, color negro, con una
densidad de siembra de 100 larvas por Litro. Se implemento6 un sistema de cultivo de aguas
verdes con la adicion de microalgas (Tetraselmis maculata) y con flujo abierto a partir del
dia 3, con un recambio agua gue inici6 en un 10% y se incrementd hasta el 200%. En estos
tanques se mantuvieron los peces hasta alcanzar los 50 dias post eclosion (dpe). Es
importante destacar que se aplicaron medidas de bioseguridad que incluyeron el lavado y
desinfeccion de los materiales utilizados en esta etapa. El agua de cultivo fue filtrada a
través de dos filtros de hilo de 1 y 5 umy luz ultravioleta (UV) para garantizar la calidad
del agua y evitar la entrada de paréasitos o agentes externos al cultivo.

La alimentacion de larvas comenzo con la adicion de alimento vivo en el tanque. Al
1 dpe, se suministraron rotiferos enriquecidos (Brachionus rotundiformis) con ALGAMAC
3050® (DHA Gold-Agua Grow®, DSM Animal Nutrition and Health, y Nutravit fish®), dos
veces al dia. La densidad de rotiferos se mantuvo entre 1y 10 individuos/ml.

A medida que las larvas crecian, se realiz6 una transicion gradual en su dieta. A los
10 dpe, los rotiferos se reemplazaron progresivamente por nauplios de Artemia (INVE®),

manteniendo una densidad de 0,5-3 nauplios/ml. Este proceso de alimentacion continudua
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con metanauplios de Artemia enriquecidos con ALGAMAC 3050® desde los 13 DPE a una
densidad de 0-3 metanauplios/ml.

El proceso de deshabituacion se Ilevo a cabo mediante la introduccion de alimento
pelletizado, utilizando Otohime B2 (compuesto por 51% de Proteina Cruda, 11% de Grasa
Cruda, 3% de Fibra Cruda, 15% de Ceniza Bruta y 6,5% de Humedad) y C1 (compuesto
por 51% de Proteina Cruda, 11% de Grasa Cruda, 3,5% de Fibra Cruda, 15% de Ceniza
Brutay 7% de Humedad).

Este procedimiento comenzo a los 25 DPE y se completd a los 35 DPE. El objetivo
principal de este proceso fue la transicion gradual de las larvas a dietas comerciales, (Figura
1).

Para evaluar la resistencia de las larvas a patdgenos, se llevaron a cabo desafios a
los 15 y 50 DPE mediante distintos métodos de infeccion, como la inmersion en el caso de

los 15 DPE y la inyeccion a los 50 DPE.
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Figura 1l

Diagrama de alimentacion de Seriola rivoliana
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Nota: Adaptado de Larvicultura, Arguello, 2023.
2.1.3. Activacion de bacterias
Se utilizaron 14 aislados bacterianos previamente obtenidos de ejemplares enfermos
de S. rivoliana. Estas bacterias se mantenian congeladas a -20°C y activaron en cajas Petri
con medio TSA (Tripteina Soya Agar) y se incubaron durante 24 horas a 28°C. Después de
este periodo, se selecciond una colonia de bacterias y se traslado a una nueva caja de Petri
similar con el propdsito de asegurar la obtencién de una muestra libre de contaminacion.
2.1.4. Infeccidn por inmersion en larvas de 15 dpe
El inoculo de bacterias fue cultivado en tubos de TSB (Tripteina Soya Caldo). Para
ello, una colonia de cada aislado fue transferida a tubos con TSB e incubada a 28°C con
agitacion (150 rpm) por 24 horas. Luego, 100 pL de caldo de cultivo fueron transferidos a

un tubo nuevo de TSB y cultivados bajo las mismas condiciones por 9 horas. El caldo de
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cultivo fue centrifugado (4500 rpm por 10 minutos) y resuspendido en solucién salina (2%
NaCl). Se midio la absorbancia de la suspension a 600 nm y se ajusté a una D.O. (Densidad
Optica) de 0,3 (aproximadamente 1x108 UFC/mI)

La infeccion se llevé a cabo en recipientes plasticos que se llenaron con 500 ml de
agua de mar filtrada, se colocaron 20 larvas de 15 dias post eclosion (dpe). Para infectar se
coloco 0,5 ml de indculo, para ajustar una concentracion final de 1x10° UFC/ml. Cada
aislado se identificé con un cédigo desde B1 hasta B15 (excepto B11), se realizaron 3
réplicas numeradas como R1, R2 y R3y se conto con el grupo control de nombre CT que
no fue inoculado, la distribucion del sistema usado se encuentra en la Figura 2.

El desafio fue monitoreado cada 4 por 48 horas, en cada revision se retird y conto la
mortalidad de cada unidad experimental. La supervivencia se expresé como:

] ] Numero de larvas final
Supervivencia = —— X 100
Numero de larvas incial
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Figura 2
Descripcion gréfica del sistema utilizado para las pruebas in vivo en Seriola rivoliana a 15

dias post eclosién (dpe)

El propdsito de esta prueba fue determinar cuales aislados bacterianos eran capaces
de reducir la supervivencia de las larvas de huayaipe, para seleccionar aquellos potenciales
patdgenos para ser evaluados en fase juvenil.

2.1.5. Infeccion por inyeccién en juveniles de 50 dpe
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Al finalizar la infeccion por inmersion se seleccionaron 2 bacterias con potencial
patogeno para evaluar la infeccion por inyeccion.

El inoculo para la infeccién por inyeccion fue ajustado a una concentracion de 1x10°
UFC/ml, similar a lo descrito en el punto 2.1.4. Se parti6 de una suspensién de bacteria
de 1x108 UFC/ml y se realizaron 2 diluciones seriadas base 10.

Luego, se cargaron 100 pL de la suspension bacteriana en jeringas de 1 ml, se retir6
todo el aire del cuerpo de la jeringa y se transportaron hasta el area experimental para
realizar la prueba

En este desafio, los juveniles fueron inoculados con las 2 bacterias seleccionadas
mediante una inyeccion intraperitoneal, situando la aguja en la region ventral junto al
orificio anal y manteniendo un angulo casi perpendicular respecto al pez. Previo a la
inyeccion, los peces fueron sedados con 25 ppm de eugenol para facilitar su manipulacion.
El grupo control fue inoculado con solucion salina.

El desafio fue realizado en 8 tanques cénicos de 50 L, en un sistema de flujo abierto
y aeracion. Cada tanque cont6 con 12 juveniles de 50 dpe con una distribucion aleatoria tal
como se observa en la figura 3.

Diariamente se realizo la limpieza de los tanques mediante sifoneo antes de la
primera alimentacion (7:45 am) y antes de la Gltima alimentacion (4:45 pm), y se
alimentaron los peces con alimento peletizado de 3 mm, 4 veces al dia, a saciedad. El
consumo de alimento fue registrado en cada alimentacidn para determinar el consumo de
alimento diario a lo largo del desafio. Para evitar la contaminacion cruzada, se asigno un
conjunto de materiales de limpieza (Chayos y sifones) especificos para cada tratamiento al
igual que los recipientes de alimento, todo esto con la finalidad de evitar la propagacion de

patdgenos entre tratamientos.
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Cada dos horas se realizaron revisiones para extraer la mortalidad de los tanques. La

supervivencia fue calculada como:

) ] Numero de larvas final
Supervivencia = —— X 100
Numero de larvas incial

Figura 3

Diagrama de la distribucion del desafio por inyeccién de S. rivoliana a 50 dias post

2.1.6. Histologia de larvas y juveniles

eclosion

Durante las dos pruebas de desafio se fijaron muestras para determinar el dafio
histol6gico generado por las bacterias en el hospedero. Las muestras del control fueron

tomadas al tiempo 0 y de los tratamientos cuando se observaban peces moribundos. Al
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finalizar se seleccion6 1 pez de cada unidad experimental para realizar los cortes
histoldgicos.

Las muestras que se obtuvieron de las dos pruebas se fijaron en una solucion de
formalina al 10% durante 24 horas, y luego fueron transferidas a una solucién de alcohol al
70% hasta su procesamiento.

Las muestras de 15 dpe se procesaron enteras, mientras que las muestras de 50 dpe
se separaron en 3 secciones: rifién, branquias y paquete visceral

Las muestras se llevaron al laboratorio de histologia de CENAIM, en donde se
procesaron desde la deshidratacion hasta la tincién y montaje para la visualizacion de las
estructuras celulares y tisulares.

Las placas histoldgicas se observaron en un microscopio 6ptimo a4, 10y 40x y se
tomaron fotografias por medio de una camara digital para microscopia y software iWWorks.

2.1.7. Pruebas estadisticas

Una vez finalizadas las pruebas de supervivencia, se utilizo el software estadistico R
Studio para analizar los resultados de supervivencia a las de las dos pruebas de desafio.
Para analizar los datos del primer desafio de emplearon los datos de 24 horas post infeccion
y para el segundo desafio los datos de 6 dias post infeccidn. Luego de confirmar que los
datos cumplian con los supuestos de normalidad y homocedasticidad se realiz6 un un
andlisis de varianza (ANOVA) de una via y una prueba post hoc de Dunnett para

determinar si existian diferencias significativas entre los tratamientos y el control.
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3.1.Resultados
3.1.1. Infeccion por inmersion en larvas de huayaipe de 15 dpe
Durante la experimentacion con las larvas de 15 dias post eclosion, se monitore6 y

registro los datos de supervivencia por 48 horas (cada 4 horas). Al finalizar, se observo que
la mayoria de los tratamientos resultaron en una tasa del 0% de supervivencia. Las
variaciones en la supervivencia a lo largo del tiempo se pueden visualizar en el mapa de
calor presentado en la Figura 3. En el gréfico, el color amarillo indica una mayor cantidad
de individuos vivos al inicio del tratamiento, mientras que los colores mas oscuros (azul)
representan la ausencia de organismos atribuido a la mortalidad causada por los

tratamientos aplicados.

Figura 4

Mapa de calor de la supervivencia promedio por Tratamiento a los 15 dpe
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A las 24 horas post infeccion o se evidenciaron las mayores disparidades entre
tratamientos y se analizaron los datos. Los tratamientos B1y B15 fueron los Gnicos
tratamientos que presentaron diferencias significativas en comparacion con el control
(Figura 4), con valores de p < 0,05y p = 0.0067, respectivamente. Estos tratamientos
resultaron en tasas de supervivencia del 30,83 + 9,21 %y 21,80 + 4,35 %, en contraste con
la tasa de supervivencia del 63,77 + 10,58 % observada en el control en el mismo intervalo

de tiempo (T24).

Figura 5
Supervivencia de Seriola rivoliana (15 dpe) después de 24 horas de exposicién a los

tratamientos BOC-B15
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También se pudo visualizar en el grafico, que tratamientos como B10y B12

mostraron una supervivencia ligeramente mayor al control. Dado que ninguna bacteria se
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ha evaluado por su potencial probiotico, estas bacterias podrian ser presumiblemente
benéficas.

Con respecto a la parte histologica, (Figura 7) se puede observar las branquias a las
28 horas de experimentacion, la figura 7A muestra las branquias del grupo control, donde
se observan la estructura normal del arco branquial junto a sus filamentos basado en los
resultados de Torres R et al. (2010) que describe anatémica e histolégicamente las
branquias en Oreochromis niloticus, proporcionando el punto de referencia para las
comparaciones.

En contraste, las figuras 7B y 7C, correspondientes a los tratamientos B1 y B15,
muestran cambios notables. En estas figuras se pueden observar signos evidentes de
deformacion lamelar, perdida y fusién de los filamentos branquiales. De forma especifica,
se denota un acortamiento de los filamentos branquiales (indicado por las flechas rojas), y
filamentos branquiales que parecen unirse entre si, formando estructuras deformes
(indicado por las flechas negras). Estas alteraciones se basan en las observaciones de
Chamorro Vergara & Martinez Guerrero (2023), quienes documentaron alteraciones
similares en las branquias de O. niloticus.

Figura 6
Branquias en larvas de 15 DPE. A) Branquias en tratamiento control B) Branquias en

tratamiento BO1 C) Branquias en tratamiento B15.
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En lo que respecta a la morfologia intestinal, se encontraron diferencias notables,
particularmente al hablar de los pliegues intestinales. La figura 7A muestra los pliegues del
grupo control durante la experimentacion con larvas de 15 dpe, imagen que muestra un
marcado contraste con la Figura 7B. En el tratamiento B1 estos pliegues muestran una
evidente reduccion tanto en los pliegues como en su longitud. Por otro lado, en la Figura
9C no se aprecian cambios significativos, aun asi, estos resultados sugieren que los

tratamientos tienen un impacto variable en la parte intestinal de los peces.

Estos hallazgos son relevantes al compararlos con el estudio de M Ghoname et al.
(2020) que compard la actividad de una bacteria probi6tica, y en sus analisis histologicos
concluy6 que estas mejoraron la cantidad y longitud de pliegues intestinales en los
organismos, caso contrario de lo que ocurrio en los tratamientos analizados en este estudio
(B1y B15).
Figura7
Pliegues intestinales A) grupo control larvas 15 dpe B) grupo B1 en larvas de 15 dpe C)

grupo B15 en larvas de 15 dpe

3.1.2. Infeccion por inyeccidn en larvas de huayaipe de 50 dpe

Al finalizar la infeccion por inyeccion, no se observaron diferencias significativas en

la supervivencia de los tratamientos respecto al control. Respecto al consumo de alimento,
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se evaluo si existia cambios en la cantidad de alimento consumido por las larvas durante el
periodo de experimentacion puesto que la reduccion en el consumo del alimento puede ser
un efecto de la infeccion. La Figura 8 muestra que no hubo diferencias notables en el
consumo de alimento entre los diferentes tratamientos en relacion con cada dia, y los picos
altos y bajos existentes se pueden deber a factores de estrés durante las revisiones o las

limpiezas.

Figura 8
Consumo de alimento diario (peso promedio) para los tratamientos B1, B15y C, durante el

tiempo de experimentacion.

Alimento consumido post infeccion mediante inyeccion

w
o
o

N
U
o

=
w1
o

= N
o o
o o
—
—_
—
—
—
—
—
m—
—_
—
—
e
I
—_—

o ©
o u
S o

Alimento consumido en gramos

Dias post infeccién

B1 B15 Control

Los resultados indican que los tratamientos BO1 y B15 no afectaron de forma
significativa en la supervivencia de los huayaipes de 50 dpe, lo que se puede deber a
diversos factores como la temperatura, un ejemplo de esto se evidencia en el estudio de

Itano et al. (2006), en donde se mantuvo una temperatura constante de 22.5°C para
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infecciones en Seriola quinqueradiata con Nocardia seriolae, resultando en
mortalidades significativas al sexto dia de experimentacion, por lo que realizar pruebas con
las bacterias a diferentes temperaturas podria resultar en mortalidades en tiempos
reducidos.

Sin embargo, a nivel histoldgico se observaron cambios en érganos internos, como
lo muestra la figura 9A, se observa una branquia en condiciones normales del grupo
control, estableciendo un contraste con las Figuras 9B y 9C, donde se destacan distintas
alteraciones en la integridad de la estructura branquial.

Puntualmente, en la figura 9B1 se muestra un acortamiento en algunas secciones de
los filamentos branquiales, produciendo una pérdida en la funcién branquial, por otro lado,
la figura 9B2 sugiere la presencia de fusion branquial debido al posible acoplamiento de
varios filamentos branquiales, formando estructuras densas, ademas de un posible signo de
inflamacién, producto del ensanchamiento de los filamentos branquiales, un patrén que
también se observa en la Figura 9C2, donde se identifica un proceso inflamatorio méas
avanzado, dada la inflamacion tan pronunciada de cada filamento, lo que resulta en una
pérdida de la separacion que existe entre los filamentos branquiales. Ademas, en la figura
8C1 se evidencia una posible fusion de lamelas, llevando a la formacién de acumulaciones
que eventualmente podrian desprenderse del arco branquial (Chamorro Vergara & Martinez

Guerrero, 2023).
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Figura 9
Branquias en larvas de 50 DPE. A) Branquias en tratamiento control B) Branquias en

tratamiento BO1 C) Branquias en tratamiento B15.

Al |

Estas alteraciones pueden atribuirse, en términos generales, a un proceso de

degeneracion lamelar. Segun Barrios Salcedo & Otero Pérez (2020), este fendmeno se
manifiesta como un mecanismo de defensa primario ante un agente o peligro externo. La
degeneracion lamelar es una respuesta biologica debido a la presencia de sustancias o
condiciones andmalas.

En la Figura 10A se aprecia en cambio los pliegues intestinales del grupo control en
larvas a 50 dpe, estos al ser comparados con las Figuras 10B y 10C muestran diferencias

fuertemente marcadas, como el deterioro de los pliegues, lo que podria explicarse por una
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degradacion del 6rgano y un posible cambio en la mucosa intestinal, tal como lo sugiere
Mohamed (2008).

Figura 10

Pliegues intestinales D) grupo control larvas 50 dpe E) grupo B1 larvas 50 dpe D) grupo

B15 larvas 50 dpe

Se observaron también afecciones en el higado. La Figura 11A muestra un corte

histoldgico del higado en condiciones normales, correspondiente al grupo control. En
contraste, la Figura 11B revela un posible caso de necrosis hepatica. Esta observacion es
consistente con los hallazgos reportados por Chamorro Vergara & Martinez Guerrero
(2023). La comparacion con su Figura 22H sugiere similitudes notables, indicando que la
necrosis podria deberse a un deterioro del tejido hepatico y la subsiguiente liberacion de

material intracelular.
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Figura 11
Corte histoldgico, seccion del higado, A) grupo control larvas de 50 dpe B) grupo B15 en

larvas de 50 dpe

Los resultados obtenidos, tanto desde el punto de vista estadistico como histoldgico,

confirman que las bacterias B1 y B15 son patégenas. Esto se evidencia por ser
significativamente mortal en comparacion con los otros tratamientos aplicados durante la
experimentacion a los 15 dpe, como se muestra en la Figura 5. Ademas, estas bacterias
causaron dafios en la integridad de 6rganos internos, afectando las branquias y los pliegues
intestinales en larvas de 15 dpe, y provocando dafos en las branquias, pliegues intestinales

e higado en juveniles de 50 dpe.

3.1.3. Recomendaciones para protocolo
La metodologia usada en este trabajo puede mejorarse para formular un futuro
protocolo de infeccion debidamente estandarizado, haciendo énfasis en puntos criticos
como la bioseguridad. Esto incluye mantener un registro fisico de los cambios de cloro y

filtros, asi como establecer fechas especificas para reemplazar las mangueras, estas
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practicas llevandose a cabo de forma estricta y rigurosa contribuiran a mantener la

integridad de los cultivos.

Para mejorar y complementar los resultados obtenidos, ademas de las pruebas a 15y
50 dpe, se deberian hacer pruebas en un estadio intermedio, como, por ejemplo, 25-30 dpe,
lo que permitiria mejorar los resultados en las pruebas de supervivencia, al tener una larva

mas resistente.

Otro elemento clave que puede ser significativo para un protocolo futuro es la
implementacién de pruebas con distintas temperaturas, ya que los aislados bacterianos
tienen temperaturas especificas donde llegan a mostrar mayor actividad, asi mismo, se debe
explorar como puede variar la patogenicidad y virulencia de cada aislado bacteriano en

funcion del volumen inyectado en el pez, probando volimenes mayores a 100 uL.

3.1.4. Costos

La Tabla 1 presenta un desglose detallado de los insumos y equipos empleados a lo
largo de esta investigacion. Se proporciona una estimacion aproximada de los costos
para ofrecer una idea general de la inversion econdmica necesaria para replicar este
estudio. Esta estimacion incluye tanto los costos individuales de cada insumo como el

costo total acumulado de todos los materiales y equipos utilizados.

Tabla 1

Costos asociados a la elaboracion del proyecto

Cantidad | Material/equipo Costo Costo total
unitario ($) | ($)

100 Placas Petri plastico 90x10mm 0,50 50,00
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10 Asa de vidrio 6,32 63,20
50 Tubo Eppendorf 1,5 ml 0,16 8,00
30 Tubo Falcon 45 ml 0,90 27,00
1 Medio TSB Tryptic Soy Broth 500gr 80,00 80,00
1 TSA AGAR 454gr 100,00 100,00
1 Micropipeta 100 ul 98,70 98,70
1 Micropipeta 200 ul 281,63 281,63
1 Micropipeta 1-10 ml 104,61 104,61
100 Puntas para micropipeta 100 ul 0,67 67,00
100 Puntas para micropipeta 200 ul 0,10 10,00
100 Puntas para micropipeta 1-10 ml 0,45 45,00
1 Placa microelisa 96 pocillos 50,00 50,00
1200 Huayaipes 1,00 1.200,00
4 Tanques 1000 Litros fibra de vidrio 2483,20 9.932,8
9 Tanques cénicos 50 L 121,90 1.097,1
2 Filtro de hilo 5 micras 15,68 31,36
2 Filtro papel 1 micra 15,29 30,58
2 Carcasa big blue 45,86 91,72
1 Set esterilizacion UV 777,62 777,62
1 Rollo de manguera 100 m 157,00 157,00
1 Insumos varios (chayos, piedras 50,00 50,00
difusoras, mangueras de aireacion,
valvulas T, etc.)
5 Galon cloro 5,50 27,50
5 Galon formol 19,51 97,55
2 Galon alcohol 70% 16,26 32,52
1 Sulfato de cobre 1Kg 8,93 8,93
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1 Otohime C1 2Kg 41,50 41,50
1 Otohime B1 2Kg 51,50 51,50
1 Alimento de trucha 1 Kg 39,96 39,96
1 Oxigenémetro YSI 650,00 650,00
1 Medidor de luz digital 83,00 83,00
1 Microscopio optico 700,36 700,36
1 Proyector de perfiles 3000,00 3.000,00
1000 Produccion de peces 1,00 1000,00
- Servicios CENAIM - -
Total (3) 20.086,14

Nota. Esta tabla muestra los costos aproximados que tiene replicar este proyecto, no se

consideran factores como infraestructura ni personal.
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4.1.Conclusiones

Este estudio ha permitido establecer que, de los 14 aislados bacterianos examinados,
solo dos, BO1 y B15, demostraron ser patdgenos durante los primeros estadios de vida de
Seriola rivoliana. Este hallazgo resalta la susceptibilidad particular de las larvas de S.
rivoliana a estos aislados bacterianos.

Por otro lado, las bacterias inoculadas por inyeccion en individuos de 50 dpe no
redujeron la supervivencia, sin embargo, mostraron su patogenicidad y virulencia a nivel
histoldgico, puesto que se observd un efecto negativo en la integridad de los rganos como
las branquias, higado y pliegues intestinales, luego de 6 dias de la infeccion. Sugiriendo que
en esta etapa mas avanzada de desarrollo (50 dpe), S. rivoliana es menos susceptible a estos
patdégenos como para causar mortalidad durante la primera semana de infeccion. Estudios
previos han demostrado que la respuesta inmunoldgica y la resistencia a infecciones
incrementa a medida que las larvas alcanzan un mayor grado de desarrollo. Aun asi, es
recomendable evaluar los mismos patdgenos, a diferentes condiciones de cultivo, fasees de
desarrollo, vias y dosis de infeccion.

Por Gltimo, a pesar de que la infeccion por inmersion expresé mejores resultados en
términos de mortalidad que la infeccién mediante inyeccion intraperitoneal, la infeccion por
inyeccion ofrece ventajas, como la capacidad de controlar la cantidad de in6culo usado por
cada organismo y también nos da la certeza de que el organismo sera debidamente
infectado, por lo que deben realizarse mas pruebas utilizando diferentes dosis, y asi poder

determinar con certeza el mejor método para las infecciones.
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4.2.Recomendaciones

Durante las etapas de larvicultura, hacer énfasis en la parte de bioseguridad y
limpieza, ya que es una etapa susceptible a la aparicidén de ectoparésitos que pueden afectar
negativamente todo el cultivo y, por ende, retrasar los estudios.

Es importante realizar pruebas con las bacterias patdgenas bajo diferentes
condiciones de temperatura controlada, con el objetivo de determinar a qué temperatura
estas bacterias muestran mayor actividad, lo que podria influir significativamente en la
eficacia de un futuro protocolo de infeccion.

Se deben realizar pruebas utilizando diferentes concentraciones de las bacterias
aisladas, tanto en los métodos de inmersion como de inyeccion. Esto permitira determinar
un rango Optimo de concentracion en el cual las bacterias ejercen su efecto patégeno de
manera mas eficaz. Al establecer este margen, se podran desarrollar protocolos de infeccion
precisos y controlados, facilitando una evaluacion mas exacta de la patogenicidad y
virulencia de los aislados bacterianos.

Es recomendable que las investigaciones futuras no se limiten a identificar bacterias
patdgenas, también seria ventajoso explorar el potencial de bacterias probi6ticas,
principalmente enfocandose en aquellas que en este estudio demostraron tener un efecto
positivo durante las experimentaciones a los 15 dpe, dando un enfoque que podria ofrecer

mejoras en la supervivencia se S. rivoliana durante sus primeras etapas de vida.
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