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RESUMEN

Yersinia ruckeri es reconocido como un patogeno bacteriano que afecta principalmente
a la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) generando pérdidas econdémicas en el
sector. Es considerado como la especie mas genéticamente distante dentro de su género
y por poseer variables serotipos, fenotipos, biotipos y diferencias con otros miembros
de las Yersiniaceae; ademas, se evidencia la escases de informacion sobre las
relaciones filogenéticas entre aislados de diferentes regiones del pais. El objetivo de
este estudio fue caracterizar genotipicamente 15 cepas patdgenas de Y. ruckeri, aisladas
de truchas arcoiris procedentes de Junin, Lima y Ancash mediante Tipificacion
Multilocus de Secuencias (MLST), dichas cepas fueron identificadas por medio de
pruebas de biotipaje; se amplificaron, purificaron y secuenciaron seis genes de
mantenimiento y se obtuvo el perfil alélico y tipo de secuencias (ST) al comparar los
resultados obtenidos con la base de datos del PubMLST para cada cepa. Se identifico
2 STsy el algoritmo BURST confirmé que la poblacién de Y. ruckeri es de tipo clonal.
El andlisis filogenético determind relacion entre los STs encontrados. Estudios como
el presente, permitird entender la diversidad genética, dinamica poblacional, identificar
el probable origen de este patdgeno y adoptar mejores medidas en la prevencion de

epizootias.

Palabras claves: Acuicultura, PubMLST, BURST



ABSTRACT

Yersinia ruckeri is recognized as a bacterial pathogen that mainly affects rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss), generating economic losses in the sector. It is considered the
most genetically distant species within its genus and for having variable serotypes,
phenotypes, biotypes, and differences with other members of the Yersiniaceae; In
addition, the scarcity of information on the phylogenetic relationships between isolates
from different regions of the country is evident. The objective of this study was to
genotypically characterize 15 pathogenic strains of Y. ruckeri, isolated from rainbow
trout from Junin, Lima and Ancash by Multilocus Sequence Typing (MLST). These
strains were identified by means of biotyping tests; six housekeeping genes were
amplified, purified, and sequenced, and the allelic profile and type of sequences (ST)
were obtained by comparing the results obtained with the PubMLST database for each
strain. Two STs were identified and the BURST algorithm confirmed that the Y. ruckeri
population is clonal. The phylogenetic analysis determined a relationship between the
STs found. Studies such as this one will allow us to understand genetic diversity,
population dynamics, identify the probable origin of this pathogen and adopt better

measures to prevent epizootics.

Key words: Aquaculture, PubMLST, BURST



. INTRODUCCION

La produccion y consumo de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) viene aumentando
en nuestro pais con el paso de los afios y pese a ser una especie introducida, esta ha ido
ganado popularidad debido a sus bondades y a su utilizacion como ingrediente principal
en nuestra alimentacion, ademas de ser un producto de exportacion principalmente a

Japdn, Estados Unidos y Canada en sus diferentes presentaciones (PRODUCE, 2022).

Tras el aumento e intensificacion de sistemas de cultivo de esta especie, es habitual que
durante el proceso de crianza se vea afectada por diversos agentes patgenos,
principalmente bacterias como Yersinia ruckeri, causante de la enfermedad entérica de
la boca roja (Enteric redmouth disease - ERM) o yersiniosis en salménidos, la cual es
responsable de considerables pérdidas econdmicas en el sector acuicola. Se han
determinado serotipos y biotipos para esta bacteria a nivel nacional, sin embargo, existe
poca informacion sobre las variantes genéticas de este agente en nuestro pais, asi
mismo, aln no se cuenta con una vacuna de manera comercial contra este agente en
nuestro pais, probablemente debido a la falta de informacion sobre esta (Mamani, 2016;

Fernandez-Espinel et al., 2023).

Con el desarrollo de técnicas de tipaje molecular se puede discriminar claramente entre
cepas de una misma especie e inclusive determinar sus relaciones de ancestralidad,
destacandose por su poder de discriminacion la Tipificacion de Secuencias Multilocus

(MLST) que se basa en el anélisis de las secuencias parciales de una serie de genes



conservados y esenciales para la homeostasis bacteriana (Maiden et al., 1998; De las

Rivas, 2007).

Los origenes de Y. ruckeri son inciertos ya que algunos estudios previos (Ewing et al.,
1978; Austin y Austin, 2007; Tinsley, 2010), la consideran como la especie mas
genéticamente distante dentro del género Yersinia por poseer una gran variabilidad de
fenotipos, serotipos, y biotipos, ademas, los resultados de varios estudios mas las
diferencias con otros miembros de las Enterobacteriaceae, muestran que Y. ruckeri

posiblemente podria pertenecer a un género independiente.

En base a la necesidad de obtener mas informacién sobre la variabilidad genotipica de
esta bacteria, este estudio tiene el propoésito de caracterizar genéticamente cepas
patégenas de Y. ruckeri, aisladas de centros de cultivo de truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) procedentes de la Sierra Central del Per( utilizando la técnica
MLST; dichas cepas patdgenas fueron caracterizadas previamente por resistencia a
antimicrobianos, genes de resistencia y tipaje por ERIC-PCR y RAPD-PCR (Mesias et

al., 2019).

La determinacién de la diversidad genética de esta bacteria, que afecta seriamente la
produccién truchicola en nuestro, nos permitira tener un mejor entendimiento de la
dindmica poblacional de este agente, identificar su probable origen, ademas de mejorar
en la prevencion de futuras epizootias causadas por esta con la elaboracién de una

vacuna eficaz.



Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se conoce que Yersinia ruckeri es un patégeno muy particular y este es distinguible de
otros miembros de su género, desde su primer reporte en nuestro pais en el afio 2004
hasta la actualidad, se han realizado diversos estudios acerca de su comportamiento
clinico, es importante conocer las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de esta
bacteria, puesto que estan involucradas en la patogenicidad que esta puede provocar y
que estas caracteristicas podrian variar entre las diferentes regiones del pais donde se

desarrolla la produccién de trucha (Mesias et al., 2019).

Pese a que ya se han desarrollado técnicas de diagnostico molecular, estas no son muy
usadas en la acuicultura peruana probablemente por desconocimiento, no ser accesibles
o por limitaciones, sin embargo, la valiosa informacion que estas generan nos permitiria
la identificacion de grupos de microorganismos con idénticos (clones) o altamente
relacionados (lineas clonales) y poder establecer sus relaciones (Vasquez y Berrdn,

2004).

A pesar de su importancia, aln es escaza la informacion que muestre la relacion
filogenética entre aislados de Y. ruckeri de diferentes regiones del Perd, sin contar con
esta informacion, no se podria elaborar programas efectivos de sanidad que permitan

producir una vacuna eficaz conformada por cepas endémicas de nuestro pais.



I11. MARCO TEORICO

Acuicultura en el Peru

La acuicultura es de las actividades productivas de mayor crecimiento, volviéndose

responsable por buena parte del suministro de pescado para el consumo humano. El

Estado peruano impulso la actividad acuicola mediante el Decreto Legislativo N° 1195

— Ley General de Acuicultura, declarandose de interés nacional la promocion de la

acuicultura sostenible, que, por ser una actividad econdémica sostenible, ha favorecido

la produccién de diferentes especies, siendo la trucha arcoiris, langostino, concha de

abanico, tilapia, entre otras que incluyen especies amazénicas, como las principales

especies cosechadas en nuestro pais (Anuario estadistico pesquero y acuicola, 2017,

PROMPERU, 2019), destacando entre estos recursos la produccion de la trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss), que en la Gltima década ha tenido un crecimiento sostenido y

constante donde se incrementd la extraccion en un 348,3% (Cuadro 1) (PRODUCE,

2015; PRODUCE, 2017; Anuario estadistico pesquero y acuicola, 2017).

Cuadro 1. Produccion acuicola segun origen a través de los afios 2009 — 2018.

Origen 2008 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Total 370 W00 RNA0Z 72834 INEH0 152684 2 0IE4  BAME 002117 BRI
Continental 4870 1300 XBHRS 2956837 400682 38630 2 &780 54956 2 0XRs 61381
Truchs RO 142500 WSV3 MWD HOWS  NWIL RS |3 SA045 5002
Tizpa 1310 2080 24p3 3040 3BBE  46M4 3B 23831 A5IS 30MS
Paiche B 420 a2 872 44 8 1351 405 nig 805
Gamitzra 5540 6800 sns 825 5335 5043 BR5 1144 10K 1181
Ores 19 330 283 513 6109 $03 1176 1882 1923 1937
Maritimo BANL 7AMO EBSN2 Q787 HBEMT WSS S2185  3BSB2  B/IB1 Q2009
Concha d¢ Ananico BOO0 SRMI0 RVINE MWL @544 50862 2 BOMS 1BSMS BB 124D
Langosanos BL5H BN BI\L U0 TR AMT 21W3 A0B3 BEWS X863
Otroe 80 20 6o 410 43 85 (3 44 81 80

Fuente PRODUCE, 2019

Hladoraodm: Departaments de Procuctos Fesqueres




La trucha arcoiris fue introducida en el afio 1928 con fines deportivos y, pese a no ser
nativa de nuestro pais, es usada en la actividad culinaria debido a su sabor y elevado
valor nutricional (FAO, 2009). Ademas, puede ser alimentada a base a pellets o peces
pequefios, convirtiendo eficientemente estos alimentos, se reproduce con facilidad en
cautiverio, posee un alto valor proteico y se ha desarrollado con relativo éxito en las
zonas altoandinas, especialmente en el departamento de Puno, que se ha convertido en
el principal productor de esta especie con una produccién de mas 40, 000 toneladas,
que representa mas del 80% de la produccion nacional, seguido por Junin,
Huancavelica, Cusco, Ayacucho y Lima, demostrando asi que es una especie adaptable
a diferentes ambientes (AECI/PADESPA — FONDEPES, 2004; PRODUCE, 2017)

(Cuadro 2).



Cuadro 2. Extraccion de trucha, segun su utilizacion y departamento, 2012-2016

(Toneladas métricas brutas)

Utllizaclén/ 2012 2013 2014 2015 2016 P/
Departamento

Total 25077,00 3543161 3325174 4123737 52088,08
Fresco 22577,00 3364600 3140111 3736743 4673826
Amazonas 61,00 RE 3555 8937 20141
Ancash 136,00 659,00 8177 7856 85,70
Apurimac 54,00 7486 9048 10377 97,68
Arequipa 140,00 14162 16637 10539 18,81
Ayacucho 240,00 26486 30440 48265 54398
Cajamarca 329,00 3843 17543 7549 139,31
Cusco 621,00 881,71 3681 69914 950,00
Huancavelica 352,00 45553 72145 44688 488,73
Huénuco 148,00 19770 26910 25899 247,00
Junin 24500 174746 161474 117755 226296
La Libertad 9.00 9,56 4923 12208 12031
Lima 128,00 19739 21961 25315 61,96
Moquegua 6,00 10,66 8 44 8 44 8,08
Pasco 90,00 88.25 8927 12176 23411
Puno 1780000 2850985 2718337 3327750 4115552
San Martin 1,00 1,20 7,77 9,19 -
Tacna 47,00 3712 6762 5152 3270
Congelado 245400 178560 185063 386968 534982
Junin 997,00 379,82 i i i
Huancavelica 792,00 76647 72250 293996 321532
Puno 1/ 665,00 63031 112813 92972 213450
Otro 46.00 i ; 0.26 :
Junin 1,00 - - - -
Puno 45,00 i i 0.26

Fuente: Compendio estadistico INEI 2017

Esta especie es un producto de exportacion, que tiene como principal destino a Estados
Unidos, Canada, Rusia entre otros, existiendo diversas formas de comercializacion de
esta especie, que van desde la importacion de ovas, ahumada, entera, fileteada, entre
otras y donde el 93.9% es destinada al consumo estado fresco (FAO, 2009; PRODUCE,

2010a; Anuario estadistico pesquero y acuicola, 2017).



En el mercado internacional, el consumo per capita anual de la trucha es de 2
kg/persona mientras que, en nuestro pais el consumo per capita anual en el
departamento de Puno es de 0.32 kg por persona, en otros departamentos es mucho

menor llegando en promedio a 0.19 kg. por persona (Huamani y Mantilla, 2017).

Es sabido que durante la produccion de trucha arcoiris, estas pueden ser afectadas por
diferentes microorganismos patdgenos incluyendo virus, bacterias, hongos y parasitos
internos o externos (FAO, 2014), ejemplo de ello, en el departamento de Puno, se
evidencio Flavobacterium psychrophilum (Gonzales, 2009), Weissella ceti (Medina et
al., 2020), Y. ruckeri (Fernandez-Espinel et al., 2022) y lesiones compatibles con el
virus de la necrosis pancredtica infecciosa (IPN) (Castro et al., 2014) y en Junin se han
detectado enfermedades causadas por bacterias como Y. ruckeri, F. psychrophilum,
Aeromonas sp. y Pseudomonas sp. (Bravo y Kojagura, 2004; Le6n et al., 2009;
Bastardo et al., 2011; Sirvas et al., 2011; Sierralta et al., 2013,), Carnobacterium
maltaromaticum (Chiroque, 2014), Renibacterium salmoninarum (Talavera, 2008) y
hongos como Ichthyophonus hoferi y el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa
(IHN) (Castro et al., 2014), resaltando estos departamentos ya que son los primeros

productores de trucha en nuestro pais.



Yersinia ruckeri

Caracteristicas generales

Dentro de los agentes etioldgicos que generan importantes pérdidas econdmicas
considerables en la truchicultura y en salménidos, destaca Yersinia ruckeri, siendo la
trucha arcoiris, la especie mas susceptible a la enfermedad (Gokhlesh et al., 2015). Y.
ruckeri, es causante de la yersiniosis o enfermedad entérica de la boca roja (ERM), esta
bacteria es un bacilo corto Gram negativo perteneciente a la familia Yersiniaceae
(Adelou et al., 2016), no formadora de esporas y que no siempre presenta flagelos, lo

que le confiere una motilidad variable (Ross et al., 1966; Tobback et al., 2007).

Serotipos, biotipos y proteinas de membrana
Diferentes cepas de Y. ruckeri han sido reportadas y categorizadas en base a su serotipo,

biotipo, proteinas de membrana externa (Outer membrane proteins - OMP) (Kumar et
al., 2015). Esta bacteria ha pasado por diferentes clasificaciones con respecto a su
serotipo a lo largo del tiempo, donde la serotipificacion se basa en la reaccion
serologica de los antigenos enfrentada a anticuerpos, asi se pudo agrupar inicialmente
en 6 serovares: I, I, 11, 1V, V, VI (Stevenson y Airdrie, 1984). Sin embargo; De
Grandis et al., (1988) por hibridacién de ADN demostraron que las cepas incluidas
como serotipo 1V no pertenecian al género Yersinia. Davies (1990), propuso 5 serotipos
en base a antigenos O: O1, 02, O5, 06 y O7, que son estables al calor y demostro que
la cepa australiana, previamente descrita como serotipo Ill, fue incorrectamente
serotipificada, debido a que mostrd reaccion cruzada con el antisuero del serotipo I,

siendo ambas similares y pertenecientes al serotipo O1. Finalmente, Romalde et al.,



(1993) propusieron un nuevo esquema de serotipificacion, considerando la hipotesis de
De Grandis et al., (1988), clasificandola en cuatro serotipos: serotipo O1 se divide en
dos subgrupos, O1 a (anteriormente llamado serotipo 1) y el subgrupo O1 b (serotipo
I11). El serotipo O2 (serotipo 1) dividido en tres subgrupos: O2 a, 02 b y O2 c. Los
demas serotipos fueron designados como O3 (serotipo V) y 04 (serotipo VI) (Cuadro
3).

Aunque el serotipo Ola es el responsable por la mayoria de brotes en la produccion de
trucha arcoiris (Austin y Austin, 2007), también se han reportado epizootias en el
salmén atlantico vacunado (Salmo salar) de Chile causado por cepas de serotipo
Olb/biotipo 1 (Bastardo et al., 2011a); asimismo, en este pais se han descrito brotes
confirmados mediante PCR, como pertenecientes al serotipo O2b (Bastardo et al.,
2012), responsable de mortalidad de alevines de salmén Coho (Avendafo-Herrera et
al., 2017).

Cuadro 3. Esquema de serotipificacion a través del tiempo para Y. ruckeri.

Autor (es) Serotipificacién
Stevenson y Airdrie, (1984) (1 11 A AVARVAR VA
Davies, (1990) 01, 02, 05, 06, 07
01 (Olay O1b)
02 (02a, O2b, O2c)
Romalde et al., (1993) 03
04

Y. ruckeri se puede clasificar segun el biotipo en biotipo 1y 2 (BT1 y BT2), ain no se
cuenta con un procedimiento definitivo para su diferenciacion méas que los basados en

su capacidad de hidrolizar el Tween 20 y 80 y en su motilidad (Davies y Frerichs,



1989). Las cepas pertenecientes al biotipo 1 (BT1) son positivas para la motilidad y la
secrecion de lipasa, mientras que las cepas del biotipo 2 (BT2) son negativas para

ambas pruebas (Kumar et al., 2015) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Caracteristicas bioquimicas diferenciales entre el biotipo 1 y biotipo 2 de

Yersinia ruckeri.

Prueba bioguimica Biotipo 1 Biotipo 2
Motilidad + -
Reaccion Voges-
\V +
Proskauer
Prueba de rojo metilo % v
Produccion de acido a
_ ) % %
partir de sorbitol
Actividad de la lipasa + -
Presencia de gelatinasa % %
Crecimiento a 22°C + +
+: positivo; -: negativo; v: variable Fuente: Tinsley, 2010

Durante mucho tiempo Y. ruckeri fue considerado fenotipicamente homogéneo ya que
solo se habia observado que el BT1 causaba la mayoria de epizootias y mortalidad por
yersiniosis y era el aislado con mayor frecuencia (Ewing et al., 1978, Arias et al.,
2007); sin embargo; con el desarrollo de la acuicultura en todo el mundo y la aparicién
del BT2, ahora se acepta que existe una variabilidad fenotipica basada principalmente
en la presencia o ausencia de flagelos y, por lo tanto, en la motilidad (Davies y Frerichs,

1989).
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Desde 1989, se ha descrito la aparicion y propagacion del BT2 en las pesquerias
(Davies y Frerichs 1989, Austin et al., 2003) y se ha correlacionado con la recurrencia
de casos clinicos vacunados previamente con cepas del BT1 en varios paises diferentes:
Inglaterra (Austin et al., 2003), Espafia (Fouz et al., 2006), EE. UU. (Arias et al., 2007)
y Finlandia (Strom-Bestor et al., 2010). EI BT2 ha sido cada vez mas frecuentemente
aislado y asociado a casos clinicos, su aparicion parece tener multiples origenes, el
patron varia considerablemente seglin el area geogréfica y la fecha del analisis

(Wheeler et al., 2009, Welch et al., 2011).

Concha, (1998), logré caracterizar cepas de Y. ruckeri del Salmén del atlantico en
Chile, encontrando la presencia de BT1y BT2 y menciona que este Gltimo, es un grupo
muy definido dentro de los aislados de Inglaterra, Noruega y Alemania, ademas es
importante mencionar que en Australia se considera a al BT2 como enzodtico para ese

pais a diferencia del BT1 que raras veces es encontrado (Carson y Wilson, 2009).

En nuestro pais, aun es limitada la informacion sobre los biotipos o serotipos en campo,
se han aislado distintas cepas de uno o ambos biotipos de Y. ruckeri en departamentos
como Junin, Huancavelica, Ancash, Lima, Puno y Cachapoyas (Bravo y Kojagura,
2004; Sirvas et al., 2011; Flores, 2013; Sierralta et al., 2013; Mesias et al., 2019;
Fernandez-Espinel et al., 2022). Fernandez-Espinel et al., (2022) caracteriz6 29
aislamientos de Y. ruckeri de siete granjas criadas en jaulas en Puno de peces con
signologia compatible con yersiniosis y evidenciaron la presencia de ambos biotipos

siendo BT1 (9 aislados) y BT2 (20 aislados) y pertenecian al serotipo Ola.
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El anélisis de la proteina de la membrana externa (OMP), mediante la técnica de
electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), se ha
utilizado para estudiar la variacion de la cepa y la relacion en numerosas especies
bacterianas, incluidas muchas bacterias patdgenas que le sirvié a Davies (1991b) para
identificar 5 tipos de proteinas de membrana externa (OMP 1- OMP 5) entre mas de

100 muestras.

Los aislados de Y. ruckeri pueden ser divididos en grupos clonales segun el biotipo,
serotipo y proteinas de membrana externa, y dichos grupos podrian estar relacionados
con la virulencia de la bacteria, ademas que la combinacidn de estas caracteristicas es
atil para discriminar entre cepas de Y. ruckeri y fue llevada a cabo por Davies (1991a)

con el fin de demostrar la relacion entre aislamientos y clasificarlos.

Taxonomia
Los origenes de Y. ruckeri son inciertos y su posicion taxondmica ha sido objeto de

debate desde su primera clasificacion en el género Yersinia por Ewing et al., (1978).
Esta investigacion demostrd que los aislamientos de esta bacteria tenian una proporcion
de G + C de 47.5 a 48.5% incluyéndola en el género Yersinia (46-50% G+C), mientras
que diferentes estudios de hibridacion de ADN mostraron un 30% homologia de Y.
ruckeri con especies del género Serratia y Yersinia. Sin embargo, por sus reacciones
bioquimicas y serologicas se considera que incluirla en ese genero no es pertinente ya
que Y. ruckeri es tipicamente distinguible de otros miembros de Yersinia por la

capacidad de producir lisina descarboxilasa (Tobback, 2009; Tinsley, 2010).
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Otros investigadores encontraron que las caracteristicas bioquimicas de Y. ruckeri
tenian similitudes con Serratia y Salmonella (Llewellyn, 1980; Austin y Austin, 2007),
ademas, Kotetishvili et al., (2005), al utilizar la técnica MLST consideraron que Y.
ruckeri era la especie mas genéticamente distante dentro del género Yersinia. De los
resultados de varios estudios y las similitudes con muchos otros miembros de las
Enterobacteriaceae, Y. ruckeri posiblemente podria formar su propio género separado
(Tinsley, 2010). Adelou et al., (2016), hace una propuesta para el orden
Enterobacterales haciendo un analisis taxonémico completo a escala del genoma del
orden 'Enterobacteriales’, la familia Yersiniaceae contiene el género Yersinia, Chania,

Ewingella, Rahnella, Rouxiella, Samsonia y Serratia (Cuadro 5).

Cuadro 5. Clasificacion taxonémica de Y. ruckeri
CLASIFICACION TAXONOMICA

Dominio Bacteria
Phylum Pseudomonadota
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Yersiniaceae
Género Yersinia
Especie Yersinia ruckeri

Fuente: List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN)

Distribucion y hospederos
El primer reporte de esta bacteria data del afio 1950 en USA (Rucker, 1966) siendo

comunmente aislada en paises productores de truchas (Austin y Austin, 2007). Desde

su primer aislamiento, este patdgeno ha sido detectado en diferentes paises del mundo
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como Norte América, Australia, Sudafrica y Europa (Bragg y Henton, 1986, Tobback
et al., 2007) y en Latinoamérica, Chile (Avendafio et al., 2017) y Venezuela (Alvarez,

1992).

En el Pert, Y. ruckeri fue aislada de 34 piscifactorias del departamento de Junin,
identificandola por procedimientos bioquimicos estandares (Bravo y Kojagura, 2004)
y se ha venido estudiando su desarrollo en diferentes departamentos de nuestro pais
donde se han presentado otros casos de yersiniosis (Sirvas-Cornejo et al., 2011;

Sierralta et al., 2013; Castro et al., 2017; Fernandez-Espinel et al., 2022).

La bacteria ha sido aislada de numerosas especies de peces salménidos y no salménidos
criados en aguas dulces y marinas y otras fuentes ocasionales (Romalde et al., 1993),
este patdgeno se ha encontrado en otros animales, que podrian funcionar como
vectores, como la rata almizclera, gaviotas, halcones, tortugas, lombrices de tierra y en
humanos como una infeccidn accidental (Tobback et al., 2007; Kumar et al., 2015)
siendo las truchas arcoiris, en todas las etapas de cultivo, las mas susceptibles (Roberts,
2012), en nuestro pais se ha demostrado su patogenicidad en los departamentos de Puno

y Ancash (Estrella, 2019; Mesias et al., 2019).

De todo lo anterior se puede afirmar que Y. ruckeri tiene un amplio rango de hospederos
y diversas areas geograficas donde puede ser encontrada y que ello se debe, en parte,
al incremento de la vigilancia y la mejora de los métodos para su deteccion, a la vez

que puede estar relacionado con el incremento de nuevas instalaciones acuicolas en
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todo el mundo; sin embargo, puede seguir causando nuevas epizootias (Tobback, 2007;

Kumar et al., 2015).

Transmisién y signos clinicos
Esta es principalmente horizontal, esto quiere decir que las infecciones por este agente

se propagan entre los peces por contacto directo con animales infectados o portadores,
diseminandose por el agua, asi como por peces portadores asintomaticos (Rucker et al.,
1966).

Y. ruckeri inicialmente infecta las ld&minas branquiales secundarias, luego se propaga
al sistema sanguineo a traves de las células del pavimento branquial, tan rapido como
1 minuto después de la infeccion (min post infection — mpi) inclusive se la ha podido
detectar en la luz del intestino a 30 mpi, en el rifidén a los 3 dias post infeccion (dpi), y
en el higado, bazo, cerebro y corazén a 7 dpi. Y. ruckeri ya no era detectable en el
higado, el bazo, el cerebro y el corazon a los 21 dpi (Ohtani et al., 2014). Busch y
Lingg, (1975), verificaron que hasta el 25% de una poblacion de truchas arcoiris podria
portar Y. ruckeri en el intestino inferior y las bacterias pueden entonces liberarse

cuando los peces portadores se estresan.

La capacidad que posee Y. ruckeri de formar biopeliculas en superficies y sedimentos
representa también una fuente de infeccion comun en las piscigranjas, probablemente
ya que esta bacteria es capaz de sobrevivir y permanecer en el medio ambiente debido
a las alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa y su capacidad de formar

biofilm, siendo este un potencial de infeccion por tiempos prolongados (Coquet et al.,
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2002; Bystritskaya et al., 2016), ademas se ha demostrado que es una bacteria resistente
al &cido oxolinico, un antibidtico de uso frecuente en el tratamiento de yersiniosis

(Coquet et al., 2002).

AUn no se ha podido demostrar si existe transmision vertical de madre a descendencia;
sin embargo, se recupero Y. ruckeri de huevos desinfectados no fertilizados de salmon
chinook (Oncorhynchus tshawytscha), ademas, se logré detectar ADN de Y. ruckeri en
ovulos no fertilizados y liquido ovarico de salmon Chinook sugiere que el patdgeno
podria transmitirse verticalmente, sin embargo, este estudio no pudo verificar la

presencia de células bacterianas dentro del corion del huevo (Glenn et al., 2014).

Los signos clinicos externos que muestran los peces infectados son exoftalmia
unilateral o bilateral, abdomen distendido, ano ligeramente inflamado, hemorragias
alrededor de la boca, oscurecimiento de la piel, ademés de nado erratico y cercano a la
superficie, movimientos letargicos y pérdida del apetito. Entre los signos clinicos
internos mas frecuentes se observa esplenomegalia, hepatomegalia y una septicemia
hemorragica generalizada, los cuales han sido documentados en truchas por Bravo y
Kojagura, (2004); Austin y Austin, (2007); Tinsley, (2010); Sirvas, (2012) y Sierralta

etal., (2013).

Un gran nimero de bacterias son diseminadas por las heces de peces portadores o
enfermos, lo que seria la principal fuente de infeccion (Busch y Lingg, 1975), que,

sumado a la crianza intensiva en las piscigranjas, expondria a los peces a condiciones
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de estrés (Austin y Austin, 2007) viendose vulnerables a una infeccion provocada por
esta bacteria, sin embargo, la sintomatologia y lesiones que ocasiona ella son similar a
las producidas por Aeromonas liquefasciens y A. salmonicida. (Sierralta et al., 2011).
Por lo tanto, no es facil establecer un diagnostico definitivo del posible agente patdgeno
apenas en base a la sintomatologia (Gibello et al., 2001) siendo necesario aislar Y.

ruckeri de érganos internos como bazo, rifion e higado (Dulin et al., 1976).

Diagndstico
Se utilizan diferentes métodos para hacer el diagnostico de la enfermedad causada por

esta bacteria como microbioldgicos, serologia, perfil bioquimico, histopatologia y
técnicas de biologia molecular (PCR) (Bastardo et al., 2012; Kumar et al., 2015). El
andlisis de lesiones histopatoldgicas sirve de apoyo respecto a la falta de signos

especificos provocados por esta bacteria (Zorriehzahra, 2017).

Para el aislamiento microbiolégico de Y. ruckeri se utilizan técnicas clasicas de cultivo
en agar tripticasa soja, agar sangre y agar MacConkey, entre otros, incubandolos a 20-
25°C durante 24 a 48 horas (Cuadro 6) mas la ayuda de pruebas bioguimicas, también
esta bacteria puede ser identificada con el uso de kits comerciales como el sistema API

20E (Bastardo et al., 2012).
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Cuadro 6. Medios de cultivo para aislamiento de Y. ruckeri

Medio de cultivo Referencia
Agar tripticasa soya (TSA) Stevenson y Daley, (1982)
Agar nutritivo Secades y Guijarro, (2007)
Agar cerebro-corazon (BHI) Arias et al., (2007)
Agar sangre Columbia Gibello et al., (2004)
Agar MacConkey Gibello et al., (1999)

Fuente: Tinsley, 2010

Bioquimicamente esta bacteria es positiva a la prueba de la catalasa, fermentar glucosa,
manitol, reducir nitrato, rojo de metilo, ornitina y lisina descarboxilasa, entre otras y es
negativa para citocromo oxidasa, produccion de hidrogeno sulfurado, produccion de

indol, entre otros (Ewing et al., 1978; Tobback et al., 2007).

Las técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Gibello
et al., 1999) y el andlisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP) (Garcia et al., 1998) son las técnicas mas usadas para complementar el
diagnostico basados en la amplificacion selectiva del gen 16S rRNA. La amplificacion
isotérmica mediada por bucle LAMP (“Loop-mediated isothermal amplification”)
basada en estos mismos genes también se ha usado para su deteccién en tejidos de

peces infectados (Saleh et al., 2008).

A pesar del incremento y desarrollo de la acuicultura, nuestro pais ain muestra la
precariedad de métodos confiables para una rapida deteccion, aplicados como

diagnostico rutinario. Pese a que la ERM se encuentran incluida en el Programa de
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Vigilancia y Control de enfermedades en animales acuaticos del SANIPES, esta no se
encuentra como una enfermedad enlistada en la OIE, esto hace mas notable la escasez
de informacion sobre la prevalencia e incidencia de esta bacteria a nivel nacional ya

que no es de importancia para la salud publica (SANIPES, 2016).

Medidas de prevencion
En la acuicultura, para tratar enfermedades infecciosas se adicionan antibidticos en el

alimento o se administran directamente en el agua (Monteiro et al., 2015), que luego
son excretados al medio ambiente en la orina o heces, ademas, el alimento medicado
no consumido se mantiene en el agua o permanece en el fondo del estanque de cultivo
(Barattini, 2012) y por el tipo de crianza de truchas en jaulas, ubicadas en ambientes
continentales, donde se realiza la pesca artesanal de mariscos y peces silvestres
destinadas al consumo humano, se espera que estas especies consuman el alimento no
ingerido por los peces cultivados, asi, diferentes especies de peces silvestres podrian
estar siendo expuestos a antibidticos (Fortt et al., 2007), afectando negativamente el

ambiente acuético.

Como suele ser el caso con los patdégenos bacterianos en peces, el tratamiento posterior
a la infeccion se basa principalmente en el uso de antibidticos para su control, no
obstante, la mala préactica de estos, generan a largo plazo la disminucion de la eficacia
de estos y por ende resistencia bacteriana (Kumar et al., 2015). Para controlar a Y.
ruckeri se pueden usar antibidticos via oral o intraperitoneal como la oxitetraciclina y

sulfametazina, individualmente o en combinacion, sin embargo, se han documentado
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casos en que la yersiniosis no mostro reaccion positiva ante este tipo de tratamiento,
indicando resistencia antibidtica (Wiens et al., 2006; Wiens y Vallejo, 2010). Se ha
demostrado que esta bacteria tiene sensibilidad al florfenicol, amoxicilina, &cido
oxolinico, sulfadiazina en combinacion con trimetoprim (Kumar et al., 2015). En
nuestro pais no se ha detectado la presencia de genes de resistencia antimicrobiana

(Mesias, 2019a).

Se ha estudiado que el uso de probidticos, como Bacillus subtilis, B. licheniformis,
Carnobacterium maltaromaticum y C. divergens, otorga una mejor resistencia a la
yersiniosis (Raida et al., 2003; Kim y Austin, 2006). Adicionalmente se han
desarrollado vacunas, como una manera de prevencion frente a esta bacteria que, por
lo general, son suspensiones de bacterias inactivadas con formol pertenecientes al
serotipo 1, administradas por via oral o por bafios de inmersion (Raida y Buchmann,
2008; Tinsley, 2010; Kumar et al., 2015). En nuestro pais no se ha desarrollado una
vacuna comercial probablemente se deba ello, a la falta de informacién sobre este

microorganismo (Fernandez-Espinel et al., 2022).

Métodos de caracterizacion molecular
Técnicas de genotipificacion
La biologia molecular ha ganado mayor terreno en la actualidad y el desarrollo de

métodos de tipificacion basados en PCR y el secuenciamiento han permitido aumentar
la precision de los estudios de variabilidad genética microbianos (Calvez et al., 2015).

Dichos métodos de tipificacién molecular tienen como objeto comparar la composicion
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de los acidos nucleicos de dos 0 mas microorganismos, asi se puede reconocer la
relacién entre aislamientos vinculados epidemiologicamente y derivados recientes de
un precursor comun, al mismo tiempo que son capaces de diferenciar aislamientos no

relacionados (Borraz, 2006).

Entre estos métodos de tipificacion molecular se destacan el Polimorfismo de longitud
de fragmentos de restriccion (RFLP), Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
(ERIC-PCR), Repetitive Extragenic Palindromic elements (REP-PCR), Extragenic
Repeating Elements PCR (BOX-PCR) también el andlisis electroforético de multiples
locus enzimaticos (MLEE), el polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados
(AFLP), electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y la Tipificacion de
Secuencias Multilocus (MLST) (Bueno et al., 2012; Nakano et al., 2017). La mayoria
de las técnicas mencionadas estan basadas en patrones de bandas en gel de agarosa y
su posterior comparacion en formato de imagen haciendo un proceso complejo de la
estandarizacion del método y la implantacion idéntica de la metodologia para el andlisis

e intercambio de imagenes (Canhos et al., 2004; Swaminathan et al., 2001).

Multilocus Sequence Typing (MLST)
Esta técnica fue desarrollada por Maiden et al., (1998) para caracterizar las infecciones

meningocacicas y tras el paso de los afios, ha sido adoptada para estudiar muchos otros
patdgenos bacterianos. Es considerada como la técnica Gold-standard para evaluar la

diversidad genética de bacterias ya que es precisa, reproducible y confiable, ademas de
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establecer relaciones filogenéticas entre miembros de una misma especie (Maiden et

al., 1998; Bastardo et al., 2012).

La ejecucion de esta técnica requiere la amplificacion de fragmentos de ADN, genes
housekeeping (genes de mantenimiento), por Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) seguida del secuenciamiento de estos (Maiden et al., 1998) donde las diferencias
en las secuencias de ADN definen el perfil alélico para cada aislado, conocido como el
tipo de secuencia o sequence type (ST) aunque tiene como desventaja ser una técnica
costosa, laboriosa y que el proceso de seleccion de los genes de mantenimiento debe
ser realizado para cada especie bacteriana de forma individual, los datos que genera de
las secuencias, se almacenan y pueden ser comparadas con una base de datos central a
través de internet, en contraste con la mayoria de los procedimientos de tipificacion
que implican la comparacion de tamarios de los fragmentos de ADN en geles de agarosa

(Vasquez y Berrdn, 2004, Nakano et al., 2017) (Figura 1).

Cromosoma bactenano
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Figura 1. Resumen de la realizacién de la técnica MLST.

Para la realizacion del MLST en Y. ruckeri, se ha estandarizado el analisis de seis genes
de mantenimiento: glutamina sintetasa (glnA), ADN girasa subunidad B (gyrB),
proteina de shock térmico 60 (Y-HSP60), Proteina de reparacion y recombinacion de
ADN (recA), proteina de shock térmico 40 (dnaJ) y deshidrogenasa aspartoquinasa-
homoserina (thrA), que fueron seleccionados a partir de estudios publicados
previamente de data de MLST para otras especies de Yersinia (Kotetishvili et al., 2005;
Tinsley et al., 2009; Hurst et al., 2011). Estos genes codifican proteinas que realizan
funciones bésicas para el mantenimiento de la viabilidad celular por lo que en ellos la
tasa de mutacion es muy baja y representan unos indicadores estables en el tiempo (De
las Rivas, 2007) proporcionando informacion sobre el grado de diversidad genética y

la estructura poblacional de esta bacteria (Calvez et al., 2015).

Se ha comprobado la efectividad de esta técnica cuando fue utilizada para la
identificacion de diferentes microorganismos como bacterias aerobias (Ahmed et al.,

2006; De las Rivas et al., 2007), anaerobias (Nakano et al., 2017; Szalus-Jordanow et
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al., 2018), en la caracterizacién molecular de paréasitos (Diaz-Sanchez et al., 2018) y
en microorganismos de ambientes intrahospitalarios (Borraz, 2006). En acuicultura, en
China, se utilizo eficientemente para dilucidar la resistencia antimicrobiana y
virulencia de Vibrio parahaemolyticus y las relaciones genéticas y evolutivas entre los
aislamientos de este patdgeno trasmitido por alimentos (Jianga et al., 2019). También,
ha sido aplicada en la comparacion de genomas de Flavobacterium psychrophilum

relacionando sus origenes y perfiles MLST (Duchaud et al., 2018).

Bastardo et al., (2012) identificaron treinta tipos de secuencia (ST) diferentes, 21 de
los cuales estuvieron representados por un solo aislado, evidenciando una alta
diversidad genética, esta informacion nos brinda datos sobre la estructura de la
poblacién de Y. ruckeri y sobre los mecanismos genéticos detras de la aparicion de
linajes clonales que se propagan con éxito a nivel mundial, ademas, sugieren que la
estructura de la poblacion de Y. ruckeri sigue un modelo epidémico de expansion

clonal, con clones bien adaptados que pueden distribuirse ampliamente.

Calvez et al., (2015) usando PFGE en asociacion con MLST demostraron un enfoque
interesante para evaluar la diversidad de la poblacion bacteriana, donde los pulsotipos
y los ST parecen estar asociados con una especie de pez huésped. Esta asociacion
indicaria una especializacion adaptativa y algunos autores han sugerido que el
desarrollo alternativo de nichos ha jugado una mayor importancia en la difusion y
evolucion de Y. ruckeri que en las rutas normales de transmision. El hecho de que la

mayoria de los aislados de diferentes origenes geograficos tengan el mismo pulsotipo

24



refleja la importancia de los movimientos de peces cultivados entre regiones mas que
una evolucién que depende del area geografica, parece que diferentes presiones de
seleccidn, nichos ecologicos especificos, movimientos de peces de cultivo y origenes

geograficos, desempefian un papel en la difusion y evolucion de Y. ruckeri.

Para un analisis mas completo de los posibles patrones de descenso evolutivo, se
propusieron e implementaron algoritmos que permiten la agrupacién de STs en
complejos clonales (CC), definiendo estos como aislados independientes que
comparten alelos idénticos al menos en seis 0 mas loci, donde los CC toman el nombre

de acuerdo al ST fundador (Jolley y Maiden, 2014).

Uno de estos algoritmos es el Based Upon Related Sequence Types (BURST), disefiado
para su uso en datos MLST microbianos que examina las relaciones dentro de los
complejos clonales donde los aislamientos se agrupan en funcion del nimero de
diferencias de locus dentro de sus perfiles, un genotipo fundador putativo puede
identificarse en funcién de su nimero de variantes de locus Unico (single locus variant
SLV) y doble (double locus variant DLV). Si se identifica un tipo ancestral para un
grupo, se muestra una vista de resumen, donde una serie de circulos concéntricos
rodearan el tipo ancestral, cuyo numero de ST tendré un asterisco junto a él. El circulo
central contiene ST que varian en un solo locus (SLV) y el exterior contiene ST que
varian en dos locus (DLV). Fuera de este circulo hay ST satélites que varian en més de
dos loci del tipo central, denominados Singleton. Los ST pueden estar vinculados por

lineas que muestran si son SLV o DLV de otros ST. Los enlaces DLV no se muestran

25



entre dos SLV del tipo ancestral, ya que todos seran DLV (u ocasionalmente SLV)

entre si (Jolley et al., 2001; Feil et al., 2004).

Feil etal., (2004) generaron una nueva implementacion del programa BURST, llamado
eBURST vy por medio de esta actualizacion, se han descrito hasta tres complejos
clonales (CC) para Y. ruckeri siendo los CC1, CC2 y CC3, el CC1 se ha relacionado
con brotes en el cultivo de salmonidos en el mundo desde 1970, mientras que el CC2
se ha restringido geografica y temporalmente a USA, Dinamarca y Canada de 1980 a
1987 (Bastardo et al., 2012) y el CC3 fue descrito por primera por Calvez et al., (2015),
este complejo incluia dos STs, ST 32 y ST 34 que haciendo una variacion en los
criterios del software, se vincularon los ST con cuatro perfiles alélicos y se observaron
conexiones entre los complejos clonales uno, dos y tres y también entre los dos
singletons hallados en su estudio; sin embargo aun no se ha esclarecido algun tipo de

relacion a este complejo.

Con la creciente disponibilidad de datos MLST que proporciona esta técnica disponible
en la web, el software Sequence type analysis and recombinational tests (START)
permite describir y analizar estos conjuntos de datos y usa multiples técnicas analiticas
en una interfaz intuitiva y facil de usar para los sistemas operativos de Windows (Jolley

etal., 2001).

START incluye una serie de pruebas que se pueden utilizar para investigar el alcance

y la importancia de la recombinacion, como el indice de Asociacion (IA), el cual
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reporta el desequilibrio del ligamiento entre alelos y por extension da una indicacion
de los eventos de recombinacion. Si IA = 0, no refleja ninguna asociacion entre los loci
de genes (equilibrio de enlace), con una asociacion aleatoria de alelos, por lo que los
eventos de recombinacion son responsables de la diversidad de la estructura de la
poblacion (= poblacion pancmitica). Por el contrario, si IA # 0, los loci muestran un
desequilibrio de ligamiento con una asociacion preferencial de alelos, por lo que los
eventos de recombinacion estan ausentes o son raros y la evolucion clonal es

responsable de la estructura de la poblacion (= poblacion clonal) (Smith et al., 1993).

A su vez, cuenta con funciones de resumen de datos, las frecuencias de alelos y perfiles
muestran la abundancia relativa de cada secuencia de alelo o ST dentro del conjunto de
datos; frecuencia de polimorfismo, produce una secuencia de genes y una tabla que
muestra las posiciones de todos los sitios polimérficos dentro del conjunto de datos y
cuando estos son Uanicos, resaltan el nombre aislado y/o el numero de alelo
correspondiente, finalmente, las funciones de uso de codones y contenido de GC

producen tablas de frecuencia apropiadas desglosadas por locus (Jolley et al., 2001).

Contar con la informacion generado por el MLST es de utilidad para futuros trabajos
que estudien las relaciones evolutivas y epidemioldgicas entre cepas y para una
comparacion inequivoca de datos generados por laboratorios de todo el mundo

(Bastardo et al., 2012).
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IV. JUSTIFICACION

El apogeo de la produccion de trucha en nuestro pais se debe a las condiciones
medioambientales de las zonas altoandinas, topograficas adecuadas y los recursos
hidricos en 6ptimas condiciones, ademas, las caracteristicas propias de esta especie han
favorecido dicho crecimiento, concentrandose esta actividad en los departamentos de
Puno, Junin, Huancavelica, Pasco y Lima, representando los dos primeros

departamentos alrededor del 87% de la produccién nacional (PRODUCE, 2010b).

Sin embargo, debido a su incremento en la produccién existe una mayor probabilidad
de entrada de diferentes microorganismos que pueden mermar dicha produccion. En
nuestro pais, uno de los agentes causales mas importante es Yersinia ruckeri, bacteria
responsable de pérdidas econdmicas desde su primer aislamiento en nuestro pais,
teniendo diferentes grados de mortalidad, entre el 10-15% de esta en la poblacién de
peces (Sierralta et al., 2013), ademas, por su efectividad, disponibilidad y bajo costo,
el control frente a esta bacteria se realiza mediante el uso indiscriminado de
antibidticos, propiciando asi futuros casos de resistencia antimicrobiana (Cabello,

2006).

En la actualidad, existen diversas técnicas de tipificacion, cada una con propiedades
diferentes, destacandose el MLST, ya que posee una alta reproducibilidad, combina la
secuenciacion y bioinformética y es de facil estandarizacién, permitiendo realizar

comparaciones entre aislados de diferentes origenes y determinar sus relaciones
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filogenéticas; también esta disefiada para el seguimiento e identificacion de clones y/o
lineas clonales y es un buen marcador molecular epidemioldgico a largo plazo, los
datos que se obtienen por medio de esta técnica son depositados en una base de datos
publica en Internet que pueden ser usados y actualizados por productores,

investigadores y autoridades competentes (Vazquez y Verron, 2004; Fandifio, 2017)

Con ayuda de las técnicas de tipificacion molecular, se podra determinar con mayor
precision la identidad, origen y distribucion de Y. ruckeri, ya que estudios previos han
sugerido una influencia de origen geografico, donde parece que diferentes presiones de
seleccidn, nichos ecoldgicos especificos y movimientos de peces de cultivos, juegan
un papel en la difusion y evolucion de Y. ruckeri (Calvez et al., 2015), valiéndonos de
esta informacion, se podra elaborar programas efectivos de sanidad, identificar cepas
endémicas de las principales zonas de produccién de Per( y profundizar en estudios
epidemioldgicos que puedan ser aplicados en la elaboracion de una vacuna eficaz.
Finalmente, su implementacién en centros de control sanitario permitird una mejor
toma de decisiones en la prevencion de la diseminacién de esta y otras enfermedades

bacterianas.

Por lo tanto, estudio tiene el proposito de describir la variabilidad genética de cepas
patogenas de Y. ruckeri, a las cuales previamente se ha determinado su perfil de
resistencia antimicrobiana y genes de resistencia, dichas cepas seran identificadas
fenotipicamente por medio de pruebas bioquimicas de biotipaje y molecularmente

mediante la técnica MLST.
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V. OBJETIVOS

Obijetivo general

Caracterizar genéticamente cepas patogenas de Yersinia ruckeri aisladas de
centros de crianza de truchas arcoiris procedentes de la Sierra Central del Perd

utilizando la técnica de Tipificacién Multilocus de Secuencias (MLST).

Obijetivos especificos

Determinar el biotipo de cepas patdgenas de Y. ruckeri.

Determinar la variabilidad genética mediante el secuenciamiento de genes de
mantenimiento gInA, gyrB, recA, dnaJ, thrA e Y-HSP60 de cepas patdgenas
de Y. ruckeri provenientes de centros de crianza de truchas arcoiris de la Sierra
Central del Perd.

Establecer relaciones genéticas entre cepas patdgenas de Y. ruckeri
provenientes de Peru y de otros paises mediante comparacion con la base de

datos del PUbMLST.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de Estudio
La reactivacion, identificacion bioguimica y molecular de cepas de Y. ruckeri, se

realizd en el Laboratorio de Parasitologia Animal de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia, Lima - Peru.

2. Tamario de muestra

Se trabajaron con 16 cepas provenientes de diferentes piscigranjas de los
departamentos de Lima (4), Junin (9) y Ancash (3) del Perd que forman parte del
cepario del Laboratorio de Parasitologia Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, dichas cepas de Y. ruckeri
han sido aisladas de truchas arcoiris con signos clinicos de yersiniosis (melanosis, nado
erratico, exoftalmia, hemorragias en boca, 0jos y piel, entre otros). Como parte de un
estudio previo, dichas cepas fueron tipificadas molecularmente mediante las técnicas
de RAPD-PCR y ERIC-PCR, determinandose asi la existencia de apenas un solo
genotipo (Mesias et al., 2019), también se cuenta con datos de resistencia a
antimicrobianos, estudios de genes de resistencia, ademas de proceder de centros de

crianza representativos de la produccion truchicola (ANEXO | Cuadro 7).

3. Recoleccion y procesamiento de muestras

3.1 Reactivacion de cepas
Se realizd la reactivacion de las 16 cepas patdgenas, las cuales fueron conservadas a -

80°C, luego de descongelarlas pasaron a caldo de tripticasa de soya (TSB) e incubadas

a 25°C por 48 horas, luego con un asa de siembra se inocularon en placas de TSA 'y
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fueron incubadas a las mismas condiciones, luego se realizd la identificacion por
tincién Gram y pruebas bioquimicas, posteriormente se realizo la extraccion de ADN
para la confirmacion molecular de dichas cepas (Davies y Frerichs, 1989 y Bueno,

2012) (ANEXO LI).

3.2 Determinacion del biotipo
Tras la identificacion por pruebas bioquimicas y moleculares, se procedio a realizar la

determinacion del biotipo de cada una de estas. Para ello, se evalu6 la motilidad y su
capacidad de hidrdlisis del Tween 20 y Tween 80.

Para determinar la motilidad de las cepas se utiliz6 el medio SIM (Sulfuro Indol
Movilidad) haciendo una puncién profunda y recta en el centro del tubo, incubandose
a una temperatura de 25°C por 24 — 48 horas, ademas se reconfirmé la motilidad por
medio de observacion directa al microscopio. Para la hidrolisis del Tween 20 y del
Tween 80, se prepard el medio Agar base para Tween, luego cada cepa fue sembrada
por estriado en este medio para ver la formacion de un halo de precipitacion de cristales
calcio en ambos sustratos, teniendo como un control positivo una cepa de Aeromonas
salmonicida, posteriormente se llevaron a incubacion a 22°C por 24 — 72 horas,
transcurrido este tiempo se procedié con la lectura de los resultados (Sierra, 1957,
Lépez, 2012) (ANEXO L.11).

3.3 Tipificacion molecular de cepas de Yersinia ruckeri

3.3.1 Extraccion de ADN
Se realizd la extraccion de ADN a las 16 cepas mediante el kit innuPREP bacterial

DNAKit, Analytik Jena (Alemania), segin las indicaciones del fabricante (ANEXO

I.111). EI ADN obtenido fue cuantificado en equipo nanodrop (Thermo Fisher, USA) a
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260/280 nm para determinar su concentracion y pureza, luego se conservaron a una

temperatura de - 20°C hasta la realizacion del PCR.

Tras tener problemas en la estandarizacion de dos genes de mantenimiento, se decidio
descartar posible contaminacion entre las cepas estudiadas, por ello se realizo la

confirmacion de Y. ruckeri mediante el gen 16s ARNr.

3.3.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Se realizd la confirmacion del gen 16s ARNr mediante PCR convencional a cada una

de las cepas, segun el protocolo Seong et al., (2010). Brevemente, en un volumen final
de 25 pL, utilizando GoTaq Green Master mix 2X (Promega, USA), 0.4 uM por cada
primer y 1 uL de ADN molde (50 ng) fueron colocados en el termociclador (Thermo
MiniAmp, USA) siguiendo las condiciones: desnaturalizacién inicial a 95°C por 5
minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30 seg., 58 °C por 30 seg, 72°C por 40 seg.
y una extensiéon final a 72°C por 10 minutos. Los productos se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X, sometidos a campo eléctrico
de 70 V/cm durante 80 minutos y se utilizé 1KB DNA Ladder RTU (GeneDireX, USA)
como marcador de peso molecular, luego el gel fue tefiido con 0.5 pg/mL de bromuro
de etidio por 15 minutos. Al término de la electroforesis se visualizaron y compararon
los amplificados en un transiluminador (DNR Bio-Imaging Systems, USA). La
presencia de una banda clara de 1505 bp confirmo el resultado, se utiliz6 como control
negativo agua ultra pura libre de DNAsas (AppliChem, Alemania) y como control
positivo a Y. ruckeri ATCC 29473. Confirmado el resultado, estos se enviaron a

purificacion y secuenciamiento a Macrogen Inc., (Korea).
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3.3.3 Amplificacion de los genes de mantenimiento
16 cepas fueron procesadas segun el protocolo de la técnica de MLST descrito por

Bastardo et al., (2012) con algunas modificaciones. Brevemente, seis genes de

mantenimiento referenciados en el sitio web de MLST (https://pubmist.org/yruckeri/):

glnA, gyrB, recA, dnaJ, thrA e Y-HSP60 fueron amplificados. La reaccion de PCR se
realizé en 25 uL de volumen final, utilizando GoTaqg Green Master mix 2X (Promega,
USA), 0.4 uM por cada primer, 1 pL de ADN molde (50 ng), la amplificacion por PCR
convencional se llevo a cabo en el termociclador (Thermo MiniAmp, USA) con
primers descritos previamente por Kotetishvili et al., 2005, Tinsley et al., 2009 y Hurst
et al., 2010 (Cuadro 8), excepto para el gen thrA, cuyos primers fueron tomados de
Calvez et al., 2015. Las condiciones del PCR fueron 94 °C por 5 minutos, seguido de
35 ciclos a 94 °C por 45 segundos, 51 °C por 45 segundos y 72 °C por 1 minuto y la
elongacion final de 72 °C por 5 minutos, excepto que la temperatura del annealing para

el gen gyrB fue de 65 °C.

Los productos del PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% en
buffer TAE 1X, corridas a 70 VV/cm durante 80 minutos, luego el gel fue tefiido con 0.5
pg/mL de bromuro de etidio por 15 minutos. Los productos fueron visualizados bajo
luz ultravioleta en un transiluminador (DNR Bio-Imaging Systems, USA) y se utilizd
como referencia de tamafio el marcador de peso molecular 1 KB DNA Ladder (Thermo
Scientific, USA), como control negativo se empled agua libre de nucleasas

(AppliChem, Alemania) y como control positivo a Y. ruckeri ATCC 29473.
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Cuadro 8. Secuencias de primers del gen 16s ARNr y de los genes de mantenimiento
paraY. ruckeri que se utilizaron en este estudio.

Temperatura
Gen Primers Amplicén de Referencia
alineamiento
16S- 27F: AGRGTTTGATCMTGGCTCAG | ; oot S50 Seong et
(DNA | 1492R: GGYTACCTTGTTACGACTT P al., (2010)
A F: CGATTGGTGGCTGGAAAGGC *ﬁ?t:t“aslr“”
g R: TTGGTCATRGTRTTGAAGCG 530 bp 51°C (2005)
) Kotetishvi
= F: CGGCGGTTTGCAYGGYGTRGG oo
gy R: CAGSGTRCGRGTCATYGCCG 545 bp 65°C (2005)
oA | F: GBGGCCAAATTGAAAARCARTTCGG lﬁ?t:ttlaslhw
R: CGCCRATYTTCATRCGRATYTGGT | 560 bp 51°C (2005
o F: ATGGCGAAGAGAGACTATTAC Hurst et
R: AAGCTTTTAGAGCGTGGGTGT 1024 bp 51°C al., (2010)
_— F: TGCTCCCATCCACAGTGC Calvez et
R: GTCATCACAAATCCTGCC 693 bp 51°C al., (2015)
Y- F: GACGTNGTAGAAGGTATGYAG *ﬁ?tst“aslh‘“
HSP60 R: CGCCGCCAGCCAGTTTAGC 565 bp 510C (2005}

F: Forward, R: Reverse

3.3.4 Secuenciacion
Los productos de amplificacion del gen 16s ARNr y de los 6 genes de mantenimiento

se enviaron a Macrogen Inc. (Korea) para su purificacién y posterior secuenciamiento

por el método de Sanger, se adjuntaron los primers en ambas direcciones.
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4. Plan de anélisis de datos

4.1 Anélisis bioinformatico
Realizado el secuenciamiento, se obtuvieron los cromatogramas del gen 16S ARNry

de cada gen de mantenimiento, se evaluo la calidad de estos mediante su visualizacion
con el software Chromas v. 2.6.6, evaluando la altura y ancho de la curva del nucleétido
en toda la secuencia. Se realiz6 la edicion, depurando el ruido y multialineacion de las
secuencias obtenidas con el software MEGA v. 10.6.2. dichas secuencias obtenidas
fueron comparadas individualmente con los de la base de datos GenBank usando el
software BLAST del National Center for Biotechnology Information — NCBI

(https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con el fin de verificar la similitud del hallado.

4.2 Genotipificacion por MLST
Las secuencias editadas se compararon con la base de datos en el sitio PUbMLST

(https://pubmist.org/yruckeri/) de la Universidad de Oxford para asignar el nimero de

alelo de cada gen, con esto, obtener un perfil alélico de los 6 genes de mantenimiento,
finalmente con el perfil, obtener las secuencias tipo (ST) que corresponde. Ademas,
fueron incluidos los perfiles y sus correspondientes STs de 8 cepas de referencia y 9
cepas de la base de datos del PubMLST para la validacion de este método (Bastardo,

etal., 2012; Calvez, et al., 2015) (ANEXO Il cuadro 9).

4.3. Asignacion de los complejos clonales
Se utilizo6 el software BURST, algoritmo de agrupamiento disefiado para su uso en

datos MLST microbianos que permitid ver la relacion entre los ST, pudiendo hacer su

agrupamiento en complejos clonales (CC). El analisis se realizé con la configuracion
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predeterminada donde STs que difieren en solo uno de los siete loci MLST, se
denominan variantes de locus unico (SLV) y los que difieren en dos de los siete loci
seran denominados variantes de doble locus (DLV), un CC este compuesto por al
menos dos ST con SLV, en el que cada ST comparte al menos 5 de los seis loci en
comun con al menos otro miembro del complejo, un singleton es un ST no incluido en

un CC. (Jolley et al., 2001, Feil et al., 2004).

4.4 Medicion de la clonalidad
Se midio el nivel de recombinacion entre las secuencias calculando el indice de

asociacion (1a) mediante el sofware Sequence type analysis and recombinational test
START2 v.1.0.5. Si el indice es significativamente diferente de cero, se produce mas
recombinacion en la poblacion. Se compara la informacion de las secuencias para cada
ST de la base de datos del PubMLST con la obtenida en el secuenciamiento de los 6

genes de mantenimiento (Jolley et al., 2001).

4.5 Andlisis de las secuencias
Los siguientes analisis se realizaron en todos los aislamientos y todos los loci usando

el software START2 v.1.0.5: Porcentaje contenido de G + C, frecuencia alélica y

namero de sitios polimorficos.

4.6 Analisis filogenético
Se empleo el software START2 v.1.0.5 para construir un arbol filogenético a partir de

las secuencias concatenadas de los perfiles alélicos de las 15 cepas usadas en este
estudio, 8 cepas de referencia y 9 cepas de la base de datos pubMLST siguiendo el

modelo UPGMA (unweighted-pair group method using average linkages) con 1000
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réplicas (bootstrap) el cual se basa en el agrupamiento de parejas mas similares y
calcula el promedio de las distancias entre ellas y el resto de las secuencias para la

construccion del arbol (Bastardo et al., 2012).

Finalmente, los datos obtenidos fueron presentados y analizados a través de estadistica

descriptiva mediante tablas de distribucién, histrograma y dendograma.

5. Consideraciones éticas
El estudio fue exonerado por el Comité Institucional de Etica en Humanos o en

Animales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia — UPCH con c6digo CAREG-

ORVEI-029-20.
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VIl. RESULTADOS

1. Reactivacion de cepas
Se observaron colonias semejantes a las reportadas para Y. ruckeri, con caracteristicas

de color blanco cremoso, redondas con diametros de 1 a 2 um, lisas, bordes completos
y ligeramente convexas, que, a la tincion Gram se observaron bacilos cortos Gram
negativos y en su identificacion bioquimica fueron oxidasa negativos, catalasa
positivos, TSI: K/A, citrato positivo, caldo urea negativo, SIM (sulfuro negativo, indol

negativo y motilidad variable) y LIA positivo (ANEXO Il Figura 2).

2. Biotipos de Yersinia ruckeri
Se procedi6 a determinar si las 16 cepas pertenecian al BT1 0 BT2 (ANEXO |11 Figura

3, 4 y 5). Se determin6 que 6 del total de 16 cepas (37.5%) identificadas como Y.
ruckeri, hidrolizaron Tween 20 y Tween 80 ya que se apreciaba la formacién del halo
de precipitacién de cristales de calcio en ambos medios, presentaban motilidad en el
medio SIM y al examen directo, ademas de ausencia de produccion de indol y HzS,
permitiendo agruparlas dentro del BT1, el resto de las cepas (10, 62.5%) no
evidenciaron un halo de precipitacion ni evidenciaron motilidad, pudiendo agruparlas
dentro del BT2 (Cuadro 10) (ANEXO 111 cuadro 10). Teniendo asi, que ambos biotipos
esta presentes en los departamentos de Lima (Canta), Ancash (Huaraz) y Junin (Jauja,
Concepcion y Huancayo). Solo en el departamento de Junin, se hace evidente la
presencia unicamente del BT1 en la provincia de Jauja y la presencia unica del BT2 en

Concepcion y Huancayo.
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En este estudio solo pudo evaluarse los biotipos de Y. ruckeri para 16 cepas
provenientes del cepario, mas se utilizaron cepas representativas de los serotipos O1,
Ola, 02, O2b, O3 y los dos biotipos existentes (Bastardo et al., 2012; Calvez et al.,
2015), siendo el BT1/serotipo O1 el predominante; el BT2 estaba presente solo en las

cepas del serotipo O1.

Cuadro 10. Determinacién de biotipos de cepas de Y. ruckeri en base a los medios
SIM y agar base Tween.

Cepa Departamento Provincia Determinacion

del biotipo
1 Junin Concepcion 2
2 Lima Canta 1
3 Lima Canta 1
4 Junin Jauja 1
5 Junin Jauja 1
6 Junin Jauja 1
7 Ancash Huaraz 2
8 Ancash Huaraz 2
9 Junin Concepcién 2
10 Junin Huancayo 2
11 Junin Huancayo 2
12 Lima Canta 2
13 Lima Canta 2
14 Junin Huancayo 2
15 Ancash Huaraz 1
16 Junin Concepcion 2

+: Positivo, -: Negativo
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3. Tipificacion molecular de cepas
Finalizada la extraccion de ADN de las 16 cepas, se realiz6 la amplificacion por PCR

convencional para la confirmacion del gen 16S ARNr a cada una de ellas usando
primers universales, obteniendo un fragmento esperado de 1505 bases pares en cada

cepa (ANEXO Ill Figura 6).

Los cromatogramas obtenidos de la secuenciacion del gen 16S ARNr de las 16 cepas
fueron depurados y alineados mediante el sofware MEGA. v.11.0.8. Luego, se
compararon con la base de datos del GenBank mediante el programa BLAST (Basic
Local Aligment Search Tool), donde las 16 cepas obtuvieron la mayor similitud 99%
con Y. ruckeri y un E - value de 0.0, considerando asi que el alineamiento y las
amplificaciones fueron exitosas (ANEXO IlI Figura 7).

4. Amplificacion de los genes de mantenimiento por PCR

El estudio de MLST se desarrolld a partir de la amplificacion de 6 genes de
mantenimiento para Y. ruckeri (gInA, gyrB, recA, dnaJ, thrA e Y-HSP60) segun lo
descrito por Bastardo et al., (2012) (ANEXO IIlI Figura 8), posteriormente, los
amplicones fueron enviados a purificacion y secuenciacion.

5. Genotipificacién por MLST

Los resultados se indican en el Cuadro 11, donde se obtuvo las secuencias tipo (ST),
solo se consideraron 15 cepas en el estudio debido a un error en el secuenciamiento de
una de las cepas tras una posible contaminacion. ElI nimero de alelo, el perfil alélico
de los seis genes de mantenimiento y sus correspondientes STs, se observa en el

ANEXO I1I Cuadro 11.
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Se incluyé informacién de cepas de referencia y de la base de datos del pubMLST
siendo n=32. En total se identificaron 8 diferentes STs entre las 32 cepas usadas, el ST
mas frecuente es el ST1 agrupando 20 cepas (62,50%) que pertenecen a UK, USA,
Portugal y Peru (cepas utilizadas en este estudio), seguido del ST4 con 3 cepas (9,38%)
provenientes de Dinamarca, USA y de origen desconocido, el resto de cepas pertenecen
a ST2 (n=2, 6,25%), ST5 (n=2, 6,25%), ST6 (n=2, 6,25%), ST3 (n=1, 3,13%), ST7
(n=1, 3,13%) y ST8 (n=1, 3,13%) pertenecen a Peru, Dinamarca, Finlandia y USA
(Cuadro 11) (ANEXO. Solo se identificaron 2 STs diferentes entre las 15 cepas
estudiadas (ST1 y ST2), 3 STs diferentes entre las 8 cepas de referencia (ST6, ST7 y
ST8); 3 STs diferentes en las cepas de la base de datos (ST3, ST4y ST5) (Figura9y
ANEXO 111 Figura 12).

ST2
13,3%

ST1
86,70%

Fuente: Elaboracion propia
Figura 9. Porcentaje de Secuencias Tipo (ST) encontradas en 15 cepas de Y. ruckeri

usadas en este estudio.

Se evidencio relacién entre los STs encontrados y los biotipos entre las cepas usadas

en este estudio, el ST2 agrupd cepas pertenecientes solo al BT1; el ST1 agrupd a las
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cepas pertenecientes a ambos biotipos. Entre las cepas de referencia y las cepas de la
base de datos también se evidencio diferentes STs que en su mayoria pertenecian al

BT1.

A su vez, se evidencio relacion entre los STs y el area geografica de aislamiento de las
cepas utilizadas, en Ancash se hall6 la presencia del ST, en Lima y Junin se hall6 la
presencia de ambos STs, ST1y ST2.

7. Asignacion de los complejos clonales (CC)

Los 8 STs identificados mediante el analisis del BURST utilizando los criterios
estrictos predeterminados (5/6 alelos compartidos), en total se generé un solo CC, el
CC-ST1 esta compuesto por ST1, ST2, ST4, ST6, ST7, ST8 (Figura 10) que
representan 29 aislamientos y se definié al ST1 como el fundador, el cual posee 3 SLV

y 2 DLV; los STs que no formaron parte de un CC (singleton) fueron: ST3 y ST5.
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SLV ST

DLV ST

SAT ST
— — — SLV Link
----------- DLV Link

8:ST8, 7: ST7, 6: ST6, 4: ST4, 2: ST2, 1: ST1, SLV: Single locus variants, DLV: Double locus
variants, SAT: Satellite ST

Figura 10. Analisis BURST de los STs encontrados para este estudio.

Cuadro 11. Secuencias tipo (ST) encontradas utilizando MLST, biotipos y complejos
clonales en cepas de Y. ruckeri usadas en este estudio.
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6. Analisis de las secuencias
La longitud de las secuencias génicas utilizadas para MLST varié de 216 bp (thrA) a

570 bp (dnaJ). El contenido de G+C encontrado fue de 42,59% (gyrB) a 53,86% (dnaJ).
Se identificaron un total de 17 alelos diferentes entre los 6 genes de mantenimiento,
recA presentd 2 alelos (4 y 5), el gen thrA present6 2 alelos (3 y 4), el gen hsp60
presentd 1 Unico alelo (4), el gen gyrB present6 3 alelos (1,5 y 6), el gen gInA con 4
alelos (1, 5, 7 y 8) y el gen dnaJ que es el que mas diversidad alélica present6 (2, 4, 5,
6y 7), siendo los loci méas polimdrficos los genes gIinA y dnal con 4 y 5 alelos diferentes
respectivamente y se observaron 179 sitios polimdrficos entre los genes gnlA y gyrB

entre las 32 cepas estudiadas (Cuadro 12) (ANEXO Il1 Figura 12 y 13).

Cuadro 12. Caracteristicas de los genes de mantenimiento evaluados y los alelos

analizados.
Gen Tamafio (bp) %G+C NUmero de Nl]me_rolde_sitios
alelos polimorficos
glnA 416 50,25 4 1
gyrB 243 42,59 3 178
recA 293 49,15 2 0
dnaJ 570 53,86 5 0
thrA 216 46,76 2 0
HSP60 355 48,17 1 0
TOTAL 17 179

7. Medicion de la clonalidad
Mediante el programa START2 v. 1.0.5 se obtuvo como valor del indice de asociacién

(Ia) = 0.999 (n=32) sugiriendo este resultado un desequilibrio de ligamiento
significativo que indica estructuras de poblacion clonal, ya que el valor debe diferir
significativamente de cero para indicar que la poblacion es clonal (ANEXO |11 Figura

14).
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8. Anélisis filogenético
Se utilizé el método de UPGMA con 1000 réplicas (bootstrap) para el andlisis

filogenético de las 32 cepas utilizadas, dicho método mostr6 un gran grupo
principalmente, el denominado Clado A, conformado por 96,87% (31/32) de cepas (15
cepas de este estudio, 8 cepas de la base de datos y 8 cepas de referencia), con STs
diferentes, siendo el de mayor predominancia el ST1 aislados de trucha arcoiris de Per(
y este principal clado contenia al ancestro en comdn, mientras que una cepa no fue
agrupada en ningun clado (3,13%) perteneciendo esta a la base de datos del PubMLST
(Figura 11). Solo uno de los STs no agrupados en el arbol UPGMA fueron

concordantes con los singletons asignados por BURST.
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CODIGO ST | BT | ORIGEN PAIS

@” @ @] @ A ML 574 JATCC29473Calvez| 4 1 0. mylfiss USA
[AESH 574 CAE431 4 1 Esturion Other
S T4 830118 4 1 0. mykiss Dinamarca
TUTI_B% 574 TUTI EX5 1 2 0. mykiss UK
HCTC 12286 1.1 NCTC 12266 1 1 0. mykiss USA
YR 5T YR9 1 2 0. mykiss UK
¥R 5T YR1 1 2 0. mykiss UK
B4 5T B14-102 1 1 Sedimento Portugal
LA AT C12-54 1 1 Sedimento Portugal
EFR| 37 1 1 0. mykiss Escocia
16 £ 16 1 2 0. mykiss Per(
E14 5T 14 1 2 0. mykiss Per(
S5 8 13 1 2 0. mykiss Per(i
Sz 12 1 2 0. mykiss Per(i
St 11 1 2 0. mykiss Per(i
51 11 10 1 2 0. mykiss Per(
Wi 9 1 2 0. mykiss Per(
BN 8 1 2 0. mykiss Per(
TiM 7 1 2 0. mykiss Per(
HiM 5 1 1 0. mykiss Perd
il 4 1 1 0. mykiss Per(
B 3 1 1 0. mykiss Per(i
§13M 1 1 2 0. mykiss Per(
LR 6 2 1 0. mykiss Per(i
brb: 2 2 1 0. mykiss Per(
CETCE 576 CETC 956 6 1 | Chinook salmon | USA
HCTC1Z6T 516 NCTC 12267 6 1 |Chinook salmon | USA
HCTCiZR 17 NCTC 12269 7 1 - USA
HCTC1ZEM 576 NCTC 12270 8 1 Anguila Dinamarca
e 515 860821 5 1 Salmo salar Finlandia
I 850812 5 1 [Anguilla anguilla| Dinamarca
Bz 612 B9-28 3 1 Agua Portugal

I I I I I I I I
A i i fi i 4 3 2 1 1

|inkage Dizance

Figura 11. Arbol filogenético obtenido mediante el programa START2 v. 1.0.5
siguiendo el método de UPGMA, se muestra el Clado A, cepa no agrupada con sus
respectivos codigos, STs, origen, pais y afio de aislamiento.
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VIII. DISCUSION

Y. ruckeri es uno de los patdgenos que causa infecciones con mayor frecuencia en
salmoénidos, viéndose afectado principalmente, la trucha arcoiris en sus diferentes

etapas de cultivo y ocasiona considerables pérdidas econdmicas (Kumar et al., 2015).

Se conoce que Y. ruckeri es una especie altamente clonal, serol6gicamente variable e
incluye 2 biotipos, sin embargo, ain es limitada la informacion que se tiene en nuestro
pais en cuanto a estos. En este estudio se determind la presencia de ambos biotipos
circulando en los departamentos de Lima, Junin y Ancash, informacion que concuerda
con lo reportado con Bastardo et al., (2011), Bueno, (2012), L6pez, (2012) y Flores,
(2013), donde también evidenciaron la presencia de uno 0 ambos biotipos y mencionan
que las cepas procedentes de Ancash son las que mayor variabilidad fenotipica

presentan entre las cepas aisladas de Ancash, Junin y Huancavelica.

Las cepas aisladas de las provincias del departamento de Junin usadas en este estudio,
presentaron diferentes biotipos. Bueno, (2012) en Huancayo, logro identificar solo
cepas BT1, sin embargo, en este estudio ya se hace evidente la presencia del BT2 en
esta misma provincia. Lépez, (2012) en Jauja, logro identificar cepas BT1, resultado
semejante a lo encontrado en este estudio, lo que demostraria la persistencia de este
biotipo en esta provincia; y en Concepcion, logro identificar ambos biotipos, si bien es
cierto que en el presente estudio, solo se identificaron cepas BT2 en esta provincia, no
se descarta la presencia del BT1 debido a los antecedentes de su presencia, ademas que,

el tamafio de muestra en esta investigacion es uno de los factores limitantes,
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recomendando incluir mayor cantidad de muestras. Bastardo et al., (2011) logro
identificar ambos biotipos en los Andes centrales de nuestro pais y Flores, (2013) logro
identificar en el departamento de Junin cepas BT1 y por primera vez se reportd en
Ancash cepas BT2, mas se desconoce la provincia en la que fueron aisladas las cepas
en ambos estudios, confirmando la persistencia de ambos biotipos con la presente

investigacion tras la identificacion de los mismos.

Se evidencid relacion entre los la hidrolisis del Tween 20 y Tween 80 con respecto a
la motilidad, hallazgo similar con Bueno, (2012), Lépez, (2012) y Flores, (2013), sin
embargo, esta ultima evidencio que el Tween 20 y 80 puede variar independientemente
de la motilidad de la cepa, informacién que ya habia sido reportada anteriormente por
Busch, (1982) y Davies y Frerichs, (1989) donde ya evidenciaban esta especie de no
relacién, aunque para aquellos afos, estos autores no pudieron dilucidar a que se debia
ello, sugiriendo que dichas cepas se identifiquen como Y. ruckeri BT2. Tinsley et al.,
(2011) evidenci6 un grupo de aislamientos no motiles y positivos para la lipasa (BT2)
y que pueden ser motivo de preocupacion para la acuicultura de salménidos, puesto
que anteriormente, la produccion de enzimas lipasas se asociaba con la motilidad,
mencionan que esta caracteristica de sus aislamientos, se asociaron con otras especies
de salmoénidos, especificamente el salmon del Atlantico (Salmo salar L.), trucha alpina
(Salvelinus alpinus L.) y bacalao (Gadus morhua L.) donde estos peces podrian ser
susceptibles a los factores de virulencia que poseen los aislados bacterianos, sin

embargo hasta la fecha, no se ha podido confirmar ello.
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Wheeler et al., (2009) lograron identificar cuatro mutaciones naturales especificas e
independientes que causan la pérdida tanto de la motilidad como de la actividad de la
lipasa secretada en cepas BT2 en los paises de USA, Reino Unido, Dinamarca,
Finlandia y Espafia, donde estas mutaciones codifican genes esenciales del aparato de
secrecion flagelar y varian segun el origen geografico de los aislados, ademas, que
poseer dichas mutaciones lo hacen responsable de tener este fenotipo y demostraron
también que las cepas BT2 del Reino Unido tienen el mismo alelo mutante que se
encuentra en las cepas BT2 de USA, lo que sugiere un origen comun de este linaje

BT2.

Moreau et al., (2019) usaron secuencias de 28 genes involucrados en la motilidad y la
actividad de la lipasa en 128 cepas de Y. ruckeri de trucha arcoiris en Francia y
concluyeron que una gran diversidad de mutaciones es responsable de la aparicién de

cepas de Y. ruckeri BT2.

Se conocia que la mayoria de brotes han sido ocasionados por cepas de Y. ruckeri
pertenecientes al BT1 (Arias et al., 2007), no obstante, desde 1989 en Reino Unido, se
ha descrito la aparicion y propagacion del BT2 (Davies y Frerichs, 1989, Austin et al.,
2003) y se ha correlacionado con la recurrencia de informes clinicos y especialmente
con el uso y fracaso de vacunas comerciales basada en BT1 en diferentes paises como
Inglaterra (Austin et al., 2003), Espafia (Fouz et al., 2006), USA (Arias et al., 2007) y
Finlandia (Strom-Bestor et al., 2010). Si bien es cierto que en nuestro pais no se
comercializa una vacuna contra Y. ruckeri, se hace cada vez mas evidente la presencia

del BT2, informacion que concuerda con lo hallado en este estudio, puesto que el mayor
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numero de cepas evaluadas fueron no mdviles y no hidrolizaban ambos Tween,
entonces, su aparicion podria tener multiples origenes y se sugiere la hipotesis que

probablemente el BT2 haya sido introducido en nuestro pais (Flores, 2013).

Usualmente, los reportes del aislamiento de este patdgeno proceden de animales con
signologia con yersiniosis y se ha logrado identificar cepas de Y. ruckeri en ambientes
acuaticos como agua y sedimento (Romalde et al., 1994; Coquet et al., 2002), en
nuestros pais, en el departamento de Junin se ha logrado su aislamiento de estas fuentes
(Luyo, 2020), sin embargo ain no se cuentan con datos referentes a los biotipos,
serotipos 0 STs de dichos aislados, siendo importante conocer la variabilidad fenotipica
y genotipica de dichas cepas para desarrollar estrategias de control frente a la

yersiniosis.

Y. ruckeri ha sido descrita como una especie altamente homogénea debido a sus
caracteristicas fenotipicas y bioquimicas (Sierralta et al., 2013; Calvez et al.,2014), sin
embargo, por medio de diferentes métodos de tipificacion molecular se ha permitido

profundizar los conocimientos sobre su variabilidad genética.

Bastardo et al., (2012) identificaron en su estudio dos STs predominantes, siendo estos
el ST1y ST2, los cuales fueron denominados como sub-fundadores, que comprendian
la mayoria de los ST reconocidos y mencionan que la persistencia de estos durante
periodos prolongados (por ejemplo, ST1 en numerosos paises de 1965 a 2008 y ST2
de 1979 a 2009) es indicativo de una estructura poblacional clonal. Se logro identificar

estos mismos STs (ST1 y ST2) anteriormente reportados por Bastardo et al., (2012)
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entre las cepas estudiadas y su persistencia hasta el 2018, afio en que fueron aisladas
estas cepas, apoyaria la hipétesis que Y. ruckeri sigue esta estructura. Por el contrario,
no se obtuvieron STs en comun con nuestro estudio con Calvez et al., (2015) siendo
los de mayor predominancia, los ST31 y ST36, probablemente debido a las diferencias
en las secuencias de los genes thrA, dnalJ, HSP60 y gyrB entre los diferentes lotes de
cepas utilizadas entre los dos estudios, podria explicarse esto, a la rapida adaptacion de

las bacterias a las condiciones in vitro (Fux et al., 2005).

A su vez, Bastardo et al., (2012) mostraron relacion entre el genotipo de las cepas,
hospederos y area geogréafica para algunos STs, donde los ST1 y ST2 agruparon la
mayoria de las cepas aisladas de salmoénidos, el ST1 se encontré asociado
exclusivamente a O. mykiss y S. salar en Per(, USA, Reino Unido, Dinamarca de 1979
a 2009 y el ST2 comprendia exclusivamente cepas de Y. ruckeri aisladas de O. mykiss
y S. trutta en Peru, Espafia, Reino Unido, Portugal, Finlandia y USA durante 1979—
2009. En Francia también se observd relacion entre el hospedero y area geogréfica,
donde los ST31 y ST36, pertenecen netamente a cepas aisladas de criaderos de trucha
arcoiris (Calvez et al., 2015). Ambos hallazgos son similares a los encontrados en esta
investigacion puesto que estos STs también fueron aisladas de trucha arcoiris, lo cual
podria reflejar una especializacion de nicho adaptativo que respalda las hipétesis de
que la amplificacion y diseminacion de Y. ruckeri ocurrio cuando este patdgeno
encontré un nicho alternativo (cultivo intensivo de trucha arcoiris) mas que por rutas

preferenciales de transmision (Welch et al., 2011).
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Curiosamente, estos dos STs encontrados tienen una fuerte asociacion a la mayoria de
los brotes de yersiniosis en cultivos de salmoénidos, afirmacion que concuerda con este
estudio, ya que, a nivel de biotipos, cepas BT1 y BT2, se incluyeron en el ST1 y cepas
BT1 en el ST2, lo que podria indicar que el fenotipo del BT2 pudo haber evolucionado
a partir de un fenotipo movil relacionado (Bastardo et al., 2012). Wheeler et al., (2009),
mediante PFGE establecieron que cepas BT2 en Dinamarca y Espafia estdn mas
estrechamente relacionadas con cepas BT1 presente en estos paises que las cepas BT2
del Reino Unido, aunque la coexistencia de cepas BT2 de USA, Reino Unido, Europa
continental y América del Sur dentro del ST2 puede sugerir evidencias para la
diseminacion transfronteriza de cepas BT2 de Y. ruckeri, la presencia del ST16 en
USA, ST1 en el Reino Unido y ST9, ST11, ST12 en Perq, indicaria la emergencia
independiente del BT2 en estas areas. Welch et al., (2011), reportaron que las cepas
del BT2 en USA poseen un alelo mutante fliR que también se encuentra en cepas del
Reino Unido, mientras que se detectaron otras mutaciones del BT2 en cepas de Europa
continental. Estos autores sugirieron que no es claro ain el mecanismo de diseminacion
entre continentes y que la distribucion de cepas inmoviles de Y. ruckeri en Europa no
es simplemente el resultado de la expansién de un solo grupo clonal de BT2 altamente

exitoso.

Los STs que prevalecieron en este estudio ya cuentan con reportes internacionales,
Bastardo et al., (2012) mencionan que aunque estan surgiendo nuevas variantes (sub-
fundadores ST1 y ST2), estos aun no se han establecido bien para reemplazar a su

ancestro, siendo este el ST14, por ello mencionan que el modelo epidémico también es
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consistente con la epidemiologia de Y. ruckeri, lo que sugieren que la yersiniosis
comenz6 como una enfermedad geograficamente aislada que con relativa rapidez se
difundié ampliamente (Austin y Austin, 2007). Con la informacion obtenida en este
estudio, probablemente estos STs, especificamente el ST1 ya se haya podido establecer
con el paso de los afios al menos en Peru, siendo recomendable seguir generando mas

informacion usando esta técnica.

El algoritmo BURST, ayudo a concluir que Y. ruckeri forma una poblacion clonal, el
cual es consistente en estudios realizados por Bastardo et al., (2012) y Calvez et al.,
(2015), donde el tnico complejo clonal (CC-ST1) hallado pertenece en su gran mayoria
a cepas aisladas de trucha arcoiris y se conoce que el CC1 se ha relacionado casi
exclusivamente con brotes asociados con el cultivo de salmoénidos en el mundo desde
1970. Este hallazgo indica la naturaleza homogénea del complejo clonal pandémico
(CC1), independientemente del sitio geografico de aislamiento. En nuestro estudio no
se identifico un CC2, probablemente ya que este se ha restringido a un area geografica
especifica y temporalmente restringida a USA, Dinamarca y Canada hasta 1987. Asi
se puede inferir que las cepas usadas en este estudio se encuentran genéticamente

relacionadas, presentando un menor nimero de variaciones en el cromosoma.

En el CC-ST1 se encontraron cepas pertenecientes a ambos biotipos, dicha informacion
es similar a la de Bastardo et al., (2012), ya que, de las 103 cepas usadas en su estudio,
28 son peruanas Yy las encontramos en el CC1 conformado por los ST1 (BT1y BT2),

ST2 (BT1), ST9 (BT2), ST10 (BT1), ST11 (BT2), ST12 (BT2) y ST28 (BT1).

55



Multiples serotipos fueron observados en el unico complejo clonal que involucraba las
cepas estudiadas, cepas de referencia y de la base de datos (Bastardo et al., 2012 y
Calvez et al.,, 2015) donde estas Gltimas pertenecian en su mayoria al serotipo
O1/Biotipo 1, el serotipo no se asocié estrictamente con los ST en este estudio MLST,
ya que se reconocieron varios ST para cada serotipo; la serotipificacion no fue evaluada

a las cepas utilizadas en nuestro estudio.

El indice de asociacion (IA) en este estudio, arrojo un resultado diferente de cero,
indicando estructuras de poblacién clonal. Este valor coincide con los resultados
obtenidos con Bastardo et al., (2012) donde las frecuencias cuadruples por alelo y
séptuples por sitio de eventos de recombinacion relativos a las mutaciones encontradas
en ese estudio no son caracteristicos de una poblacion altamente clonal, sus resultados
aparentemente contradictorios para la clonalidad de Y. ruckeri son consistentes con los
reportados para Vibrio parahaemolyticus (Gonzélez-Escalona et al., 2008) y
Staphylococcus epidermidis (Miragaia et al., 2007), para los cuales se ha encontrado
una estructura poblacional epidémica, ademas, mencionan que la presencia de otro
complejo clonal (CC2) y tres ST Unicos entre las cepas analizadas, constituye la
primera demostracion definitiva de un complejo clonal de Y. ruckeri distinto del
complejo clonal pandémico (CC1) y respalda aun méas el modo epidémico, como se
describe para otros patégenos como Flavobacterium psychrophilum (Nicolas et al.,

2008) y Pseudomonas aeruginosa (Maatallah et al., 2011).
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En el presente estudio se obtuvieron diferencias en la longitud de los genes de
mantenimiento en comparacion con Bastardo et al., (2012) y Calvez et al., (2015), no
se descarta una posible contaminacion o baja calidad de las secuencias utilizadas,
considerar que la metodologia de esta técnica es exigente y requiere experiencia en el

analisis bioinformatico, considerando esto como otro factor limitante en el estudio.

El contenido de G+C obtenido de los genes de mantenimiento en este estudio vario
entre 42,59% (gyrB) a 53,86% (dnaJ), valores similares a lo reportado por Bastardo et
al., (2012) y Calvez et al., (2015). Estos valores se encuentran cercanos a los
establecidos para especies de Yersinia, puesto que se ha informado que el contenido de
G+Cde Y. ruckerirondael 47,5 % - 48.5% (Ewing et al., 1978), por lo que el contenido
de G+C de los alelos dnaJ fue al menos un 6,36% mas alto que la otra secuencia génica

parcial.

Bastardo et al., (2012) y Calvez et al., (2015), lograron identificar 34 y 13 niumeros de
alelos respectivamente, siendo los genes dnaJ y gnlA los que tuvieron mayor diversidad
alélica entre los genes de mantenimiento de acuerdo con lo obtenido con el software
START2, hallazgo similar a lo encontrado en el presente estudio. La cantidad de sitios
polimérficos varia de acuerdo al tipo de gen de mantenimiento usado y ello sucedid
entre los genes de mantenimiento de las secuencias parciales de los genes gnlA 'y gyrB,
probablemente debido a que el gen gyrB presenta mayor variabilidad debido la cantidad
de SNPs que posee; probablemente no se obtuvieron cantidades similares de nimeros
de alelos o sitios polimdrficos con estos autores, debido a la longitud o diferencias en

las secuencias génicas utilizadas.
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Siguiendo el modelo UPGMA para explorar las relaciones entre las 32 cepas de Y.
ruckeri, se encontrd que el dendrograma estaba dominado por un gran grupo, donde la
escala representa la distancia evolutiva y que proceden de un ancestro en comun y que
este gran grupo contenia al CC-ST1. Pese a tener dos grupos de cepas provenientes de
diferentes partes del mundo y del PerQ en este estudio, se demuestra que existe relacion

entre ellas ya que tampoco estan muy distanciados un grupo del otro.

La combinacién de métodos de tipificacion seria de utilidad para evaluar la diversidad
de la poblacion de esta bacteria. Bastardo et al., (2011) encontraron mediante el uso de
REP-PCR y ERIC-PCR, un solo cluster al analizar 30 aislados de Y. ruckeri
procedentes de Junin y en Chile, 11 aislados de Y. ruckeri procedentes del salmén del
atlantico (Salmo salar (L.)) obteniendo, dos y tres genogrupos mediante las mismas
técnicas; encontrando homogeneidad mayor del 85% en estos grupos clonales, estos
analisis indicaron claramente la diversidad genética intraespecifica entre cepas chilenas
de Y. ruckeri. Calvez et al., (2015), usando PFGE en combinaciéon con MLST para
describir una poblacién de aislamientos de brotes en piscifactorias francesas,
encontraron homogeneidad de la poblacién del brote con una similitud > 80,0 % y una
estructura epidémica de la poblacion francesa de Y. ruckeri y una evolucion
preferentemente clonal para los aislados de trucha arcoiris con la técnica MLST.
Fernandez-Espinel et al., (2022) tras caracterizar 29 aislamientos de Y. ruckeri en Puno,
identifico que estos compartian perfiles ERIC-PCR y REP-PCR idénticos y pertenecian
al serotipo Ola y que mostraban semejanza con la cepa de referencia CECT 955

(serotipo Ola).
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Este estudio confirma los resultados hallados por Mesias et al., (2020) donde se
analizaron las mismas cepas de Y. ruckeri mediante RAPD-PCR y el dendograma de
diversidad genética agrupé a todos los aislados en un solo cluster, ademés de estar
relacionadas con la cepa control ATCC 29473 Y. ruckeri con un 96% de similitud, ello

nos confirma que los aislados son genéticamente idénticos (clones).

También, Mesias, 2019a, al someter a pruebas de sensibilidad in vitro a estas mismas
cepas usadas en el presente estudio, evidencid que el perfil de resistencia antibiotica es
completamente susceptible o de tipo salvaje (WT) y no fueron detectados genes de
resistencia (floR, tetA, tetC, blaTEM, sull, sul3, dfrAl), al respecto, esta informacion
no se pudo asociar estrictamente con los STs, asi mismo, hace evidente la presencia de
un solo genotipo mediante la técnica de RAPD-PCR y se sugiere que este,
probablemente sea el responsable de los brotes ocasionados por Y. ruckeri en las
piscigranjas de estas regiones, pudiendo ver la relacion genética de los aislados de Y.

ruckeri con los perfiles genotipicos y fenotipicos de resistencia antimicrobiana.

Se conoce que Y. ruckeri es sensible a multiples antibidticos (Tobback et al., 2007) y
pese a no haberse detectado genes de resistencia (Mesias, 2019a), no se descarta que
estos aislados puedan albergar otros genes de resistencia para otros farmacos, teniendo
asi, que es de suma importancia continuar generando informacion respecto a genotipos
no solo para Y. ruckeri, también para otras bacterias de interés acuicola puesto que un
inadecuado uso de antibidticos podrian producir un impacto negativo en el ambiente

acuatico, provocando la aparicion de cepas resistentes.
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Bastardo et al., (2012) proporciond informacion acerca de la estructura de la poblacion
de Y. ruckeri y de los mecanismos genéticos para la aparicion de linajes clonales que
se propagan con éxito a nivel mundial y propone que Y. ruckeri sigue un modelo
epidémico de expansion clonal con clones bien adaptados y se distribuyen ampliamente
(Feil et al., 2000; Smith et al., 2000). Por otro lado, Calvez et al., (2015), confirma la
hipdtesis de Bastardo y pese a tener un area geogréafica limitada en Francia, llego a la
misma conclusion; asi mismo, en base a la informacion obtenida en este estudio, se

apoyaria la hipdtesis generada por Bastardo et al., (2012).

Los resultados obtenidos en este estudio contribuyen en conocer mejor las
caracteristicas fenotipicas de los aislados de Y. ruckeri provenientes de truchas arcoiris
con sinologia compatible con yersiniosis en tres regiones productoras de trucha en
nuestro pais segin PRODUCE (2016) y nos brinda herramientas para mejorar el

control sanitario en dichas regiones.

Asi mismo, esta técnica ha demostrado ser Gtil para obtener un esquema MLST para Y.
ruckeri realizado en nuestro pais, el cual nos permite visualizar el grado de proximidad
entre los aislados al observar el nimero de alelos compartidos entre diferentes perfiles,
asi como detectar clones o lineas clonales, incluso en presencia de bajos niveles de
variabilidad en el genoma, dicho esquema servird de ayuda para futuros trabajos que
estudien la estructura de la poblacién y epidemiologia de este patdgeno y que puedan
comparar los datos generados con laboratorios en diferentes partes del mundo. Conocer
el parentesco entre cepas endémicas con cepas de otros paises y contar con datos de

ancestralidad, nos beneficiaria en crear estrategias de inmunizacion como una vacuna
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que controle la yersiniosis, ademas que dicha técnica también pueda ser usada en otros

patdgenos que afecten la truchicultura.

Pese a tener como factores limitantes en este estudio, un tamafo de muestras reducido,
que la realizacion de esta técnica requiere una fuente de financiamiento y es exigente
en cuanto a la metodologia, cabe resaltar que estas cepas pertenecen a tres
departamentos de crianza representativa de produccion truchicola y que han sido
caracterizadas por RAPD — PCR (Mesias et al., 2020), se conoce el perfil fenotipico de
susceptibilidad antibidtica y genes de resistencia antibiética de cada una de las cepas
utilizadas (Mesias, 2019a), sin embargo, para tener un mejor entendimiento de la
variabilidad de Y. ruckeri se sugiere seguir utilizando la técnica del MLST e incluir
mayor cantidad de cepas, aisladas en diferentes tiempos y que provengan de zonas

representativas de crianza de trucha arcoiris e inclusive muestras de otro origen.
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IX. CONCLUSIONES

- Se determiné que las cepas de Y. ruckeri provenientes del cepario pertenecen a los

biotipos 1y 2.

- Mediante la técnica del MLST se identifico 2 STs diferentes sin ningin alelo nuevo

entre las cepas estudiadas.

- Las secuencias tipo (ST) encontradas, ST1y ST2, son caracteristicas de las reportadas

en salménidos.

- Esta técnica permitio acceder, usar y comparar secuencias de la base de datos central

a través de internet con las cepas estudiadas.
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X. RECOMENDACIONES

- Se recomienda continuar el analisis de aislados de Y. ruckeri en otras regiones del
Pert empleando la técnica MLST ya que aun es limitada la informacién que muestra

un esquema MLST para esta bacteria.

- Se recomienda incluir muestras de otras especies de salménidos, otras especies y de
otro origen como muestras de agua y sedimento donde se haya aislado Y. ruckeri en

Peru.
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XIl. ANEXOS

ANEXO |. Materiales y métodos

Cuadro 7. Caracteristicas de las cepas de Y. ruckeri utilizadas en este estudio, segun

su procedencia, especie, 6rgano y afio de aislamiento, perfil fenotipico de

susceptibilidad antibiotica y genes de resistencia antibiotica.

Cadigo

10
11
12
13
14
15

16

Departamento

Junin
Lima
Lima
Junin
Junin
Junin
Ancash
Ancash
Junin
Junin
Junin
Lima
Lima
Junin
Ancash

Junin

Provincia

Concepcidn
Canta
Canta
Jauja
Jauja
Jauja

Huaraz
Huaraz
Concepcidn
Huancayo
Huancayo
Canta
Canta
Huancayo
Huaraz

Concepcion

Especie

O.
mykiss
O.
mykiss
0.
mykiss
O.
mykiss
0.
mykiss
O.
mykiss
0.
mykiss
0.
mykiss
0.
mykiss
O.
mykiss
0.
mykiss
0.
mykiss
0.
mykiss
0.
mykiss
0.
mykiss
0.
mykiss

Organo
de
aislamie
nto
Rifién
anterior
Bazo
Rifién
anterior
Bazo
Rifién
anterior
Bazo
Rifién
anterior
Bazo
Rifién
anterior
Bazo
Rifién
anterior
Rifién
anterior
Rifién
anterior
Rifion
anterior

Bazo

Bazo

Ao
de
aislam
iento

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

Perfil fenotipico

de

susceptibilidad
antibidtica (*)

Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)
Susceptible
(WT)

Genes de
resistencia
antibiotica

**)
No
detectado
No
detectado
No
detectado
No
detectado
No
detectado
No
detectado
No
detectado
No
detectado
No
detectado
No
detectado
No
detectado
No
detectado
No
detectado
No
detectado
No
detectado
No
detectado



(*) Cepas de Y. ruckeri fueron sometidas a pruebas de sensibilidad in vitro frente a 5
discos de antibidticos (Liofilchem, Italia); oxitetraciclina (30 pg), florfenicol (30 pg),
acido oxolinico (2 pg), sulfametoxazol/trimetoprim (25 pg) y amoxicilina (10 pg),
siguiendo las recomendaciones de la guia VET03-A del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2006).

(**) Identificacion de genes de resistencia en cepas Yersinia ruckeri; 16S-rDNA, gyrA,
floR, tetA, tetC, sull, sul3, blaTEM y dfrAl.



ANEXO I.1. Materiales y métodos

Protocolo para reactivacion, identificacion de cepas de Yersinia ruckeri segun
Davies y Frerichs, (1989) y Bueno, (2012).

Procedimiento

ler dia:

- Usar caldo de tripticasa de soya (TSB)

- Incubacidén a 25°C por 48 horas

2do dia:

- Siembra de cepas en Agar TSA, tratando de obtener cepas puras y aisladas.
- Incubar a 25°C por 24- 48h.

3er dia

- Observar colonias puras y aisladas en el agar.

- Realizar tincién Gram y pruebas de oxidasa y catalasa.

Realizar la siembra en las pruebas bioquimicas correspondientes:

- Siembra en medio de cultivo Lisina (LIA) picando hasta el fondo del tubo y estriando
en el pico de flauta.

- Siembra en medio de cultivo Citrato, picando hasta el fondo del tubo y estriando en
el pico de flauta.

- Siembra en medio de cultivo Triple sugar iron (TSI), picando hasta el fondo del tubo
y estriando en el pico de flauta.

- Siembra en caldo de cultivo Urea usando un asa de siembra.

- Siembra en Medio de cultivo SIM haciendo puncion profunda de forma vertical.
- Incubar a 22° por 24-48 horas.

der dia

- Colocar el reactivo de Kovacs en el medio SIM.

- Interpretar los resultados de las pruebas bioquimicas.



ANEXO I. Il. Materiales y métodos

Protocolo para la determinacion de biotipo de Yersinia ruckeri segun Sierra,
(1957) y Lopez, (2012).

Preparacion medio de cultivo Agar base Tween:

- Peptona: 10 g
- CINa:5¢
- ClCa: 0,19
- Agar:15¢g
- Agua destilada: 1000 ml
Reactivo: El Tween 20 y 80 es esterilizado separadamente en autoclave (20 minutos a

120°C), adicionando luego al medio base para dar una concentracion final del 1%.
Se distribuye en placas y se siembra por estria.

Interpretacion del resultado: Las placas son observadas diariamente, el tiempo de
incubacién y temperatura, serd la éptima de crecimiento para cada microorganismo.
Detectar zonas opacas alrededor de la siembra que se deben a la formacion de cristales
de jabones de Calcio que pueden observarse bajo la lupa.

Confirmacion motilidad:

Realizar examen directo al microscopio de cada cepa motil.

- Tomar una colonia y colocarla en una ld&mina porta objeto con una gota de agua
destilada estéril.

- Observar la movilidad de la bacteria.



ANEXO L.111. Materiales y métodos

Protocolo de extraccion mediante el uso de Innuprep bacterial DNAKit, Analytik
Jena (Alemania).

Aislamiento de ADN de sedimentos de células bacterianas después del cultivo

1. Agregue 200 ul de tampdn TE al sedimento bacteriano y vuelva a suspender el
sedimento por completo. Afadir 15 ul de Lysozym (solucién madre 10 mg/ml en
tampdén TE). Mezclar mediante agitacion vorticial pulsada durante 5 seg. Incubar a
37°C.

2. Agregue 200 ul de solucion de lisis TLS y 25 ul de proteinasa K a la muestra, mezcle
vigorosamente mediante agitacion vorticial pulsada durante 5 segundos. Incubar a

50°C durante 15 minutos.

3. Si es necesario, centrifugue el tubo de 1,5 ml a 10 000 xg (12 000 rpm) durante 1
minuto para centrifugar el material sin lisar. Transferir el sobrenadante a otro tubo de
1,5 ml.

4. Anada 400 ul de solucion de union TBS a la muestra lisada, mezcle con vortex o
pipeteando hacia arriba y hacia abajo varias veces.

5. Aplique la muestra al filtro giratorio ubicado en un tubo receptor de 2,0 ml. Cierre
la tapa y centrifugue a 10,00 x g (12,000 rpm) durante 2 minutos. Deseche el tubo

receptor con el filtrado. Coloque el filtro giratorio en un nuevo tubo receptor de 2,0 ml.

6. Abrir el Spin Filter y agregar 500 ul de Solucién de Lavado HS, cerrar la tapa y
centrifugar a 10.000 x g (12.000 rpm) por 1 minuto. Deseche el tubo receptor con el

filtrado. Coloque el filtro giratorio en un nuevo tubo receptor de 2,0 ml.

7. Abra el filtro giratorio y agregue 750 ul de solucién de lavado MS, cierre la tapa y
centrifugue a 10.000 x g (12.000 rpm) durante 1 minuto. Deseche el tubo receptor con
el filtrado. Coloque el filtro giratorio en un tubo receptor nuevo de 2,0 ml.



8. Centrifugar a max. velocidad durante 2 minutos para eliminar todos los restos de
etanol. Deseche el tubo receptor de 2,0 ml.

9. Coloque el filtro giratorio en un tubo de elucion de 1,5 ml. Abra con cuidado la tapa
del Spin Filter y agregue 50-100 ul de tampon de elucion. Incubar a temperatura
ambiente durante 1 minuto. Centrifugar a 6.000 xg (8000 rpm) durante 1 minuto. Un

segundo paso de elucion aumentara los rendimientos de ADN extraido.



ANEXO Il. Plan de andlisis de datos

Cuadro 9. Cepas de referencia y de la base de datos del PubMLST usadas en este

estudio.
cODIGO ORIGEN ANO REFERENCIA
Cepas de la base de datos
37 O. mykiss 2005 Bastardo et al., 2012
YR1 O. mykiss 2001 Bastardo et al., 2012
YR9 O. mykiss 1995 Bastardo et al., 2012
B14-102 Sedimento 1994 Bastardo et al., 2012
Cl12-54 Sedimento 1994 Bastardo et al., 2012
860821 Salmo salar 1985 Bastardo et al., 2012
850812 Anguilla anguilla 1987 Bastardo et al., 2012
B9-28 Agua 1994 Bastardo et al., 2012
830118 O. mykiss 1983 Bastardo et al., 2012
Cepas de referencia
ATCC29473Calvez O. mykiss 1965 Calvez et al., 2015
CAE431 Esturion 2007 Calvez et al., 2015
TUTI EX5 O. mykiss 1978 Calvez et al., 2015
NCTC 12266 O. mykiss 1978 Calvez et al., 2015
NCTC 12267 Chinook salmon 1978 Calvez et al., 2015
NCTC 12269 - 1989 Calvez et al., 2015
NCTC 12270 Anguila 1978 Calvez et al., 2015

CETC 956 Chinook salmon 1978 Calvez et al., 2015



ANEXO I1l. RESULTADOS

Figura 2. A: Colonias de Y. ruckeri en Agar TSA, B: bacilos cortos Gram negativos,

C: Pruebas bioquimicas. Resultados comparados con Buller, 2004.




Figura 3. Medio SIM inoculado con Y. ruckeri. C-: Control negativo, medio SIM sin
inocular, H2S: Sulfuro de hidrégeno, M-: Muestra negativa, M+: Muestra positiva, +:

Positivo, -: Negativo.

Motilidad: +
Indol:
st:

Moatilidad: -
Indol:
HzS:




Figura 4. Presencia y ausencia de halo de precipitacion de cristales calcio en el agar

base Tween 80. C+: Control positivo: Cepa de Aeromonas salmonicida, M-: Muestra
negativa, M+: Muestra positiva.

M+




Figura 5. Presencia y ausencia de halo de precipitacion de cristales calcio en el agar
base Tween 20. C+: Control positivo: Cepa de Aeromonas salmonicida, M-: Muestra

negativa, M+: Muestra positiva.




Cuadro 10. Determinacion de biotipos de cepas de Y. ruckeri en base a los medios
SIM y agar base Tween.

SIM Agar base
Tween
Cepa Departamento  Provincia  Motilidad = Sulfuro  Indol T";ge” T";ge” De;glr m";‘g(‘)"”

1 Junin Concepcion - - - - - 2
2 Lima Canta + - - + +

3 Lima Canta + - - + + 1
4 Junin Jauja + - - + + 1
5 Junin Jauja + - - + + 1
6 Junin Jauja + - - + + 1
7 Ancash Huaraz - - - - - 2
8 Ancash Huaraz - - - - - 2
9 Junin Concepcion - - - - - 2
10 Junin Huancayo - - - - - 2
11 Junin Huancayo - - - - - 2
12 Lima Canta - - - - - 2
13 Lima Canta - - - - - 2
14 Junin Huancayo - - - - - 2
15 Ancash Huaraz + - - + + 1

16 Junin Concepcion - - - - - 2



Figura 6. Confirmacion molecular por PCR convencional del gen 16s ARNTr. Pocillo

1y 6: Marcador de peso molecular (MPM) 1 KB; pocillo 2-4: cepas (M1-M3); Pocillo
5: Control positivo (CP); Pocillo 6: control negativo (CN).

1505 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

Figura 7. Blast de la secuencia 16s ARNr de una de las cepas de Y. ruckeri frente a
una cepa de la base de datos.



Yersinia ruckeri strain IMP-BG-B0O67 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence |D: MN505173.1 Length: 1224 MNumber of Matches: 1

Range 1: 441 to 1212 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

1426 bies(772) 0.0 772/772(100%) 0/772(0%) Plus/Minus

Query 1 CCAATCCOGACTACGACAGACT TTATGTGGTCCOCTTOC TCTCOCGAGT TCOQCTTCACTT (1]
. PEEREERRE e e e e b e e e e e e e nnrinl

Shict 1212 CCAATCCGGACTACGACAGACTTTATGTGGTCCGCTTGCTCTCGLGAGTTCGCTTCACTT 1153

Query &1 TaTATCTOCCATTGTAGCACGTGTOTAGCCCTACTCOTAAGGOCCATGATACTTGACGT 128
i PELEREENE TR L e e e e e el

Shjct 1152 TGTATCTGLCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCOTAAGGLOCCATGATGACT TGACGT 1893

Query 131 CATCCCCACCTTCCTCCOGTTTOTCACCOOCAGTCTCCCTTOAGT TCCCACCATTACGTG 188
i POLRLEELE R L e e e e e e

Shict 1892 CATCCCCACCTTCCTCOGOTTTOTCACCORCAGTCTCCCTTGAGT TCOCACCATTACGTG 1833

Query 1E1 CTEOCAACAAAGGAT AAGOGT TRCOCTCOT TOCOGGACT TAACCCAACAT T TCACAACALC 48
i POEREEEE T EEE e e e e e e e e

Shict 1832 CToOCAACAAAGGATAAGEGTTRCGCTCOTTRLGGLACT TAACCCAACAT TTCACAACAC 973

Query 241 GAGCTEGACGACAGCCATOCAGCACCTGTCTCACAGT TCCC GCACCAAGGCATCTCT E1-151
i POLRREERETEEELT Iennnnl IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII II [TLITILIT]

Shjct 4972 O THAL CAGCCATOCARCACC TG TCTCACAGT TCCD AADGCATCTCT 913

Query 381 GCCAAGTTCTG TGTCAAG GOTAAGGTTCT TCGO GCATCGAA E1.-4]
i IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbhjct 912 GCCAAGTTITS GTCAAG GaTAARGTTCT TGOS B53

Query 381 AT TOCALCGLTTETEOGECCCCCOTCAATTCATTTGAGT TTTAACLT TGLGELCGT 428
i T A A e

Shjct 852 CATRCTCCACCOCT TaTOGCGnOCCCCCoTCAAT TCATTTGAGT T T TAACE T TGCGRICGT 783

Query 421 ACTOCCC TOGACTTAMCGOGT TAGL T L GGG 488
i IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct Ja2 ACTCCCG GACTTAACGLGT TAGCTCCG 733

Quary 481 ToCAAGTC CaTTTA TATCTAATL TTGUTCLCCA S48
i IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 132 TCC AN TTTA TATCTAATC TTGCTCCCCA 673

Quary 541 CaCTTTCLCACCTeAGLaTCAGTCTT TG TCLAGLOLOCCGLL T TCOLCALCGLTATTCLT  BaR

Figura 8. Confirmacion molecular por PCR convencional de 6 genes de
mantenimiento de Yersinia ruckeri ATCC 29473. Pocillos: 1. recA (560 bp), 2. thrA
(693 bp), 3. gnlA (530 bp), 4. Y-HSP60 (565 bp), 5. dnalJ (1024 bp), 6. gyrB (545 bp);
Pocillo 7: control negativo (CN); Pocillo 8: Marcador de peso molecular (MPM) 1 KB.

1 2

recA thrA Y-HSP60 dnal gyrB CN

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp




Cuadro 11. Asignacion de la secuencia tipo (ST) a partir de los perfiles alélicos de
cepas utilizadas en este estudio, cepas de referencia y de la base de datos del PubMLST.

Perfil alélico
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Figura 12. Frecuencia alélica y de perfil alélico de los 6 genes de mantenimiento
usados mediante el software START2.

Allele Frequencies

32/32 strains selected

Allele | recA | dnaJ thrd |hsp60 grvB | glnd
1 - - - - 2 25
2 - 25 - - - -
3 - - 28 - - -
4 1 2 3 32 - -
5 31 1 - - 29 3
6 - 3 - - 1 -
7 - 1 - - - 3
8 - - - - - 1
Total | 2 5 2 1 3 4

Allelic profile frequencies
32/32 strains selected

8 different profile(s) in dataset (displayed in descending order of frequency)

ST | Profile ( recA, dnaJ, thrA, hsp60, gryB, glnA) | Frequency | %o of dataset
1 152.3.4,5.1 20 62.50

4 15,6,3.4.5,1 3 9.38

2 5.2.3.4.1.1 2 6.25

5 15.4,4.4.5.7 2 6,25

6 (5.2,3,4.5,5 2 6,25

3 /4,5,3,4.6,8 1 3,13

T 15.7.3,4.5,5 1 3,13

g 15.2,4457 1 3,13




Figura 13. Namero de sitios polimorficos encontrados en uno de los genes de
mantenimiento mediante el software START2.

glnA
4 alleles, 1 polymorphlc sites
1 18 20 18 40 58
ATGATATTGATGCCAGATOGCCAGCACTLGCAGTOGATGLGATCCATTCTTOGL
C
51 [B1%] /e "o a6 186

AGATTCTACCCTOGATTATCCOGTTGTGACATTCTOGOAACCCOLCACCATGL

1811 116 120 138 148 1568
AGLGTTATGACCGTGACCCACGTTCTATCTCCAAACGTHGCAGAAGACTTL

151 160 170 1HA 196 208
CTOAAATCTTCAGGTATCGCAGATACCOGTGL TG T TCOOGAL CAGAACT TGA

201 218 220 2230 240 250
ATTCTTCTTGTTTGACGATATTCGCTTTGGCAGEAGCATCCGTLGGCTCOC

LT 260 278 280 298 1215
ACGTTGCTATCGATGATATCGAAGGCGCATGGAAC TCCAGCACCAAATAL

e e 120 138 140 150
GAAGLTGLTAACAMAGLLCATOGTCCOGOAL TAALALGLGLTTACTTCCC

151 166 178 1BG 106 466
GGTTCCCCCAGTTGATTCCGCGEAAGATCTGCGTTCTGCCATGTGTTTAA

4a1 41
COATOLLAAGATATGLE

Figura 14. indice de asociacion (1) obtenido mediante el software START2.

Index of Association
32/32 strains selected

\Y . is the expected variance if the alleles present at different loci in an individual are independent, ie. if there is no linkage disequilibrium.

Observed variance, V 0= 1.648
Expected variance, V .= 0,824
Index of Association, I, = (V /V)-1=0,999



