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RESUMEN

La enfermedad entérica de la boca roja o Yersiniosis, causada por la bacteria Yersinia
ruckeri, es considerada una amenaza importante para la salud de poblaciones de
salmonidos de cultivo en todo el mundo. En el PerQ, Y. ruckeri genera pérdidas
econodmicas en la industria de cultivo de truchas arcoiris. Para estudiar la respuesta
inmunoldgica frente a esta infeccion bacteriana, se evalud la expresion cuantitativa
relativa de genes que codifican las citoquinas proinflamatorias IL-1p, TNF-a e IL-6 en
bazo, rifion anterior y piel de truchas infectadas y controles. Se recolectaron 32 truchas
de cultivo de piscigranjas de la Sierra Central del Per(, que mostraron signos clinicos de
la enfermedad. La identidad especifica de la bacteria, aislada de bazo y rifion anterior,
fue confirmada por técnicas microbioldgicas y reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Adicionalmente, 35 truchas de las mismas poblaciones donde ocurrieron los
brotes de enfermedad, que no mostraron signos clinicos, fueron recolectadas como
controles. La expresion relativa de los tres genes de citoquinas, determinada por gRT-
PCR en tiempo real, mostro incremento altamente significativo en bazo, rifion anterior y
piel de peces infectados por Y. ruckeri. La mayor expresion fue observada en bazo,
sobre todo para los genes que codifican IL-1p e IL6, que se expresaron 264 y 318 veces
mas respectivamente con relacion a los controles y a la expresion del factor de
elongacion 1 alfa (EF1a). Estos resultados muestran una respuesta inmune activa local y
sistémica frente a la infeccion bacteriana estudiada. Este tipo de estudios facilitara el
desarrollo de mejores regimenes de tratamiento y vacunacién en la acuicultura, al
enriquecer nuestra comprension sobre la inmunologia de peces.

Palabras claves: Oncorhynchus mykiss, Yersinia ruckeri, gRT-PCR, respuesta inmune



ABSTRACT

Enteric red mouth (ERM) disease or Yersiniosis, caused by bacteria Yersinia ruckeri,
has emerged as a significant health threat to farmed salmonid populations worldwide. In
Peru, Y. ruckeri contributes to economic losses for the rainbow trout aquaculture
industry. In order to study the immunological response against this bacterial infection,
quantitative relative expression of pro-inflammatory cytokines codifying genes IL-1p,
TNF-o and IL-6 in spleen, head kidney and skin of infected and control fish, were
evaluated. Thirty-two trout from Peruvian fish farms, that showed clinical signs of the
disease, were collected. The specific identity of bacteria isolated from spleen and head
kidney tissues was confirmed via standard microbiological techniques and polymerase
chain reaction (PCR). Additionally, thirty-five fish from the same cultured populations
where disease outbreaks occurred, displaying no clinical signs of disease, were collected
as controls. Relative expression of three cytokines genes, as determined by real time
gRT-PCR, showed highly significant upregulation in spleen, head kidney and skin of
fish infected with Y. ruckeri. The highest upregulation was seen in spleen tissue, and
mainly for IL-1 and IL6 with 264 and 318-fold changes respectively, relative to
controls and expression of elongation factor 1 alpha (EFla). These results show an
active local and systemic immune response against the studied bacterial infection. This
kind of study will facilitate improvements to treatment and vaccination regimes for
aquaculture while also improving our understanding of fish immunology.

Key words: Oncorhynchus mykiss, Yersinia ruckeri, qRT-PCR, immune response.



l. INTRODUCCION

La produccion acuicola mundial se mantiene en constante crecimiento, y la acuicultura,
actualmente, aporta la mitad del pescado destinado a consumo humano (FAO, 2018). En
el Perd, la acuicultura ain presenta un desarrollo incipiente, aunque las condiciones son
favorables para potenciar esta actividad, de importancia tanto para el desarrollo
econdmico como para mejorar la nutricion en el pais (FONDEPES, 2004). El cultivo de
trucha arcoiris es el primero en importancia en cuanto a volumen a nivel nacional

(PRODUCE, 2017).

Los brotes de enfermedades en peces provocan pérdidas econémicas en la acuicultura,
siendo la enfermedad entérica de la boca roja causada por Yersinia ruckeri, una de las
enfermedades mas importantes en el cultivo de trucha arcoiris (Kumar et al., 2015;

SANIPES, 2017).

Los estudios sobre genes asociados a la respuesta inmune frente a enfermedades en
peces que contribuyan a una mejor comprension de los mecanismos de patogenicidad e
inmunidad son importantes en la busqueda de soluciones a esta problematica,
favoreciendo el desarrollo de tratamientos y vacunas mas eficaces. Sin embargo, ain

son pocos los estudios relacionados al tema.



Por esto, el presente estudio pretende caracterizar cambios en la expresion de genes con
actividad proinflamatoria frente a infecciones causadas por Y. ruckeri en truchas arcoiris
provenientes de la Sierra Central del Pert, esperando generar conocimiento que aporte a
futuras investigaciones, que a su vez contribuyan al desarrollo sostenible del cultivo de

trucha arcoiris en el pais.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los brotes de enfermedades y episodios de mortalidad generan un impacto negativo en
el desarrollo economico de la acuicultura nacional. Yersinia ruckeri es uno de los
principales agentes etioldgicos causales de enfermedades infecciosas en la produccion
de trucha arcoiris, generando mortalidades que pueden llegar al 70% en infecciones
agudas. En caso de brotes, se dan tratamientos indiscriminados (muchas veces sin
diagnostico previo) con antibidticos, lo que genera resistencia bacteriana y
contaminacion ambiental, ademas de ser un problema con implicancia en la salud

publica.

Por este motivo, los estudios orientados a identificar cambios en la expresion de genes
de la respuesta inmune frente a enfermedades en peces son importantes para la
generacién de nuevos conocimientos relacionados a la patogenesis e inmunidad frente a
infecciones, utiles para desarrollar alternativas de tratamiento y vacunacion mas
eficaces, que contribuiran a la disminucién de la casuistica de enfermedades y al

impacto econdmico que éstas generan en el cultivo de la trucha arcoiris.



I1l.  MARCO TEORICO

3.1 Cultivo de trucha en el Peru

La carne de pescado es uno de los productos alimenticios de mayor comercializacion en
el mundo y la oferta mundial per cépita alcanzé los 20,3 kg en el 2016. La produccion
de pesca y acuicultura mundial en el 2016 fue de 171 millones de toneladas, siendo el
aporte de la acuicultura de 80 millones de toneladas, lo que significa que, actualmente,
la acuicultura provee la mitad del pescado destinado a consumo humano (FAO, 2018).
Las proteinas que contiene este recurso representan un componente nutricional
fundamental, ya que una porcion de 150 gramos puede proporcionar hasta el 60 % del
requerimiento proteinico diario de un adulto, sobre todo en aquellos paises con una
elevada densidad poblacional donde el aporte proteinico total puede ser escaso (FAO,

2014).

Per( es considerado un pais pesquero de importancia mundial. La produccién de pesca
y acuicultura en el afio 2016 fue de 3 897 miles de toneladas, de las cuales solo el 2.6%
(100 000 toneladas) provenia de la acuicultura (FAO, 2018), siendo la trucha la
principal especie cosechada con un volumen de 52 245 toneladas (PRODUCE, 2017).
La acuicultura nacional presenta un desarrollo incipiente, con una produccion menor en
comparacion a otros paises de la region, sin embargo, Per( cuenta con condiciones
naturales favorables para su desarrollo al poseer 354 lagunas altoandinas de
dimensiones y temperaturas aptas para la crianza de truchas (FONDEPES, 2004). La

trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) fue introducida al Pert aproximadamente en el



afio 1928, y en los Gltimos afios su produccion ha tenido un considerable incremento. Su
cultivo se desarrolla en las zonas altoandinas, especialmente en los departamentos de
Puno, Junin, Huancavelica, Pasco, Ayacucho, Arequipa, Tacna y Cusco (FONDEPES,
2004; Sierralta et al., 2013), regiones que en su mayoria pertenecen a la Sierra del Perd,
donde se encuentra el 70.6% de la poblacion en situacion de pobreza extrema (INEI,

2017), por lo que su cultivo es un potencial elemento de desarrollo y sustento.

3.2 Enfermedades infecciosas en el cultivo de trucha

Los brotes de enfermedades en peces provocan importantes pérdidas en la acuicultura,
siendo la amenaza aln mayor en un marco de cambio climético. Por esto, el manejo
sanitario de los peces y bioseguridad adecuados son esenciales para este sector (FAO,

2016).

Mateo et al. (2017) identificaron a Yersinia ruckeri, Aeromonas salmonicida y
Flavobacterium psychrophilum, a través de analisis microbiolégico, como los
principales agentes bacterianos asociados a mortalidad y pobre crecimiento en truchas

arcoiris en la regién Junin-Peru.

3.3 Enfermedad entérica de la boca roja o Yersiniosis

La enfermedad entérica de la boca roja o Yersiniosis es una de las principales
enfermedades bacterianas en salmoénidos, cuyo agente etiologico es Y. ruckeri, la cual

fue aislada por primera vez en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en los afios 50,



en Hagerman Valley, Idaho, USA (Ross y Rucker, 1966). Aunqgue la infeccion por esta
bacteria afecta a distintas especies de peces, la trucha arcoiris es la mas susceptible
(Furones et al., 1993). Y. ruckeri estd ampliamente distribuida, encontrdndose en
Norteamérica, Medio Oriente, Europa, Sudéafrica, China, Australia, Nueva Zelanda,
India, Venezuela y Chile (Bravo y Kojagura, 2004; Kumar et al., 2015; Troncoso et al.,

1994).

Y. ruckeri es un bacilo gram negativo con extremos redondeados, facultativo,
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Ha sido subdividida en 4 serotipos con
diferentes subgrupos: Serotipo O1 subdividido en 2 subgrupos Ola (serovar 1) y Olb
(serovar I11), serotipo O2 (serovar Il) subdividido en 3 subgrupos O2a, O2b y O2c,
serotipo O3 (serovar V) y serotipo O4 (serovar VI). El serotipo Ola esta asociado a la

mayoria de los brotes (Romalde et al., 1993).

Esta enfermedad afecta a los peces en todos sus estadios, pero suele ser aguda en
alevines y cronica en peces adultos. Los signos clinicos son letargia, nado cerca de la
superficie, pérdida de apetito, exoftalmia, oscurecimiento de la piel (melanosis),
abdomen distendido, y hemorragias en la cavidad oral y la superficie corporal (cabeza,
base de las aletas y a lo largo de la linea lateral) (Tobback et al., 2007). Las hemorragias
caracteristicas en y alrededor la cavidad oral le dieron el nombre de enfermedad de la
boca roja, sin embargo, este signo no es aparente en todos los peces afectados y su
ausencia no implica que no haya infeccion, por lo que la enfermedad también ha sido

referida como Yersiniosis (Sirvas et al., 2011; Tobback et al., 2007). La infeccion



aguda es severa y esta asociada a la presencia de hemorragia en cavidad oral (Carson y
Wilson, 2009). Estudios han detectado el signo de boca roja con relativa baja frecuencia
(Sierralta et al., 2013). Internamente se pueden observar petequias en la superficie del
higado, péancreas, intestino, vejiga natatoria y musculos laterales, también se puede
apreciar el bazo agrandado y oscurecido, y el intestino inflamado, conteniendo un fluido
opaco Y purulento (Kumar et al., 2015). La severidad de esta enfermedad se asocia a la
virulencia de la cepa y al grado de estrés (Tobback et al., 2007). Las pérdidas por esta
enfermedad pueden llegar a ser muy altas, las mortalidades tras infecciones agudas
varian entre 30-70 % (Altinok, 2004; Horne y Barnes, 1999). En condiciones donde Y.
ruckeri es endémica se puede observar una mortalidad baja pero persistente y las

pérdidas pueden variar entre 10-15% en un ciclo productivo (Horne y Barnes, 1999).

La infeccién por Y. ruckeri es transmitida por contacto directo entre peces infectados y
no infectados. Se ha demostrado la existencia de portadores, hasta el 25% de una
poblacién de truchas arcoiris puede cargar Y. ruckeri en el intestino, pudiendo liberar la
bacteria en condiciones de estrés. La formacion de biofilms es otro mecanismo
importante para la supervivencia de la bacteria en superficies y sedimentos del ambiente
acudtico, y la transmision de la enfermedad también se asocia a vectores como

invertebrados acuaticos y aves (Kumar et al., 2015).

En el Perl, Bravo y Kojagura (2004) aislaron Y. ruckeri por primera vez, en el
departamento de Junin. Sirvas et al. (2011) identificaron 19 cepas de Y. ruckeri

mediante PCR, tanto en peces con y sin signologia clinica, en Canta, Lima. Sierralta et



al. (2013) aislaron cepas de Y. ruckeri correspondientes al serotipo Ola, y mencionaron
que en los ultimos afios los episodios de mortalidad fueron mas frecuentes en la region
de Junin. SANIPES (2017) informé que dentro del Plan Nacional de Vigilancia
Sanitaria de los Recursos Hidrobiologicos — 2016 se encontrd una prevalencia de Y.

ruckeri de 8% en truchas arcoiris, hallandose la enfermedad en la regién Puno.

3.4 Respuesta inmune en peces teledsteos

Los peces carecen de medula ésea y ganglios linfaticos como principal caracteristica de
su sistema inmune. Sus 6rganos linfoides primarios incluyen al timo, donde se
diferencian y seleccionan los linfocitos T; y al rifion anterior, érgano de principal
importancia en la hematopoyesis y donde se encuentran una gran cantidad de
macroéfagos y linfocitos B. Los 6rganos linfoides secundarios incluyen al bazo, donde
ocurre la presentacion de antigenos y se induce la respuesta inmune adaptativa; y el
tejido linfoide asociado a mucosas (MALT), que cuenta con componentes del sistema

inmune innato y adaptativo (Vega-Ramirez et al., 2010; Zapata et al., 1996).

El MALT comprende al tejido linfoide asociado al intestino (GALT), tejido linfoide
asociado a las branquias (GIALT), tejido linfoide asociado a la piel (SALT) y tejido
linfoide asociado a la nasofaringe (NALT). Estos tejidos son de vital importancia en
peces ya que el ambiente acuatico posee una microbiota rica y diversa, encontrandose,
la barrera epitelial, en constante exposicion a distintos patdgenos, y a su vez tolerando

la microbiota comensal (Gomez et al., 2013; Salinas, 2015).



Adicionalmente, las citoquinas son proteinas que regulan las actividades de las células
implicadas en la defensa del organismo, éstas son sintetizadas y secretadas, en primera
instancia, cuando las células centinelas reconocen patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP) a través de sus receptores, induciéndose la inflamacion y otros
mecanismos de defensa. Algunas de las citoquinas proinflamatorias de mayor
importancia son: interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-6 (IL-6) y factor de necrosis

tumoral alfa (TNF-a) (Tizard, 2009; Vega-Ramirez et al., 2010).

La familia de citoquinas IL-1 estd conformada por 11 miembros, en mamiferos, siendo
los principales: Interleuquina 1a (IL-1 o), Interleuquina 1B (IL-1pB), receptor antagonista
de IL-1 (IL-1Ra) e IL-18, quienes tienen un rol importante en la regulacion de la
inflamacién y la respuesta inmune. IL-1f es un potente activador de la respuesta inmune
humoral y es producida por una gran variedad de células, principalmente por monocitos

y macrofagos (Bird et al., 2002, Zou y Secombes, 2016).

IL-1p fue la primera interleuquina caracterizada en peces teledsteos y cartilaginosos, su
rol como regulador de la inflamacion es conservado en peces. También modula la
expresion de miembros de la familia IL-17, que son importantes en la defensa frente a
infecciones bacterianas. IL-1B induce la expresion de genes proinflamatorios como:
TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-34 y cicloxigenasa -2 (COX-2) en macréfagos y
leucocitos primarios, atrae leucocitos estimulando la produccion de quimiocinas en el
lugar de infeccidn, y algunos estudios han demostrado que estimula la produccion de

anticuerpos al ser administrada junto a vacunas bacterianas como adyuvante (Zou y



Secombes, 2016). La administracion intraperitoneal de IL-1p recombinante en truchas
incrementa la migracion de leucocitos a la cavidad peritoneal, aumenta la actividad
fagocitica e induce la expresion de IL-1B, COX-2 y lisozima en los 6rganos linfoides
(Hong et al., 2003). La administracion directa de proteina recombinante IL-1f en el

intestino de carpas chinas, provocd inflamacion intestinal severa (Bo et al., 2015).

TNF-oo es una citoquina proinflamatoria  principalmente producida por
monocitos/macrofagos activados, que ejerce una variedad de funciones inmunologicas
sobre la regulacion de la inflamacion y la respuesta inmune celular. TNF-a es un
mediador importante en la respuesta inmune frente a infecciones causadas por bacterias
Gram negativas (Manning y Nakanishi, 1996; Zou et al., 2003). Se ha demostrado su

existencia en trucha arcoiris y otras especies de peces (Zou et al., 2003).

En peces, TNF-a es uno de los genes del sistema inmune que se expresa con mayor
rapidez ante una infeccion. De manera similar a los mamiferos, TNF-a de peces tiene un
rol clave en la regulacion de la inflamacion y muestra funciones superpuestas con IL-
1B. TNF-a estimula la actividad fagocitica de los leucocitos incrementando su
capacidad de destruir microbios; también estimula la expresion de varios genes del
sistema inmune asociados a la inflamacion como: I1L-1p, IL-8, IL-17C, TNF- a, COX-2

y genes envueltos en la respuesta antimicrobiana (Zou y Secombes, 2016).

Se sugiere que TNF-a esta envuelta en la proliferacion y migracion de leucocitos en

peces, incrementa la migracién de macrofagos de una manera dosis-dependiente, activa

10



la expresion de quimiocinas en células locales como las endoteliales, y ejecuta una
actividad pro-apoptética (Zou y Secombes, 2016). Al inyectarse TNF-a
intraperitonealmente en doradas, se observo un rapido reclutamiento de fagocitos al
lugar de inyeccion e induccion de granulopoyesis en el rifion anterior (Garcia-Castillo et

al., 2004).

IL-6 es una citoquina producida por macro6fagos y mastocitos, asociada a una respuesta
inflamatoria temprana y a la inmunidad adquirida, siendo la mediadora principal de la
reaccion de fase aguda y choque séptico. Su produccién es estimulada por endotoxinas
bacterianas, IL-1 y TNF-a. También promueve la proliferacion de células B (Manning y

Nakanishi, 1996; Tizard, 2009).

En peces, IL-6 ocupa un rol central en la respuesta inmune ya que actlla como un agente
proinflamatorio promoviendo reacciones de fase aguda, hematopoyesis y diferenciacion
de células inmunes frente a infecciones bacterianas o parasitarias (Zante et al, 2015). En
este sentido, Abds et al. (2016) mostraron que, en la trucha, los efectos de IL-6 en
células B de bazo incluyen proliferacion, activacion de NF-kB, incremento en la
secrecion de IgM, incremento en la transcripcion de Blimpl y disminucién de la
expresion de MHC-II de superficie, revelandola como un factor de diferenciacion para

células secretoras de IgM.

Estudios in vitro han mostrado que IL-6 recombinante es un promotor del crecimiento

de macréfagos y que incrementa la expresion génica de péptidos antimicrobianos
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(AMP). Tras la inyeccion de IL-6 recombinante en meros, se observo incremento en la
expresion de varios factores de transcripcion envueltos en la diferenciacion de células T
(Thet, GATA3, c-maf) e IgMH en rifién anterior y bazo, por lo que se podria asociar a

IL-6 con una respuesta de tipo Th2 (Zou y Secombes, 2016).

Muchos estudios de expresion de genes relacionados a la respuesta inmune se han
realizado de manera experimental en salménidos como la trucha arcoiris, y para evaluar
la respuesta a desafios con Y. ruckeri y otros patdgenos de importancia en su cultivo
(Chettri et al., 2012; Croisetiere et al, 2008; Evenhuis y Cleveland, 2012; Wiens et al.,

2006).

Raida y Buchmann (2009) hallaron incremento en la expresion relativa de los genes IL-
1B, TNF-a e IL-6 en higado de truchas arcoiris desafiadas con Y. ruckeri, en
comparacion con un grupo control. Asimismo, Harun et al. (2011) encontraron
incremento en la expresion de los genes IL-1f, TNF-a e IL-6 en bazo y branquias de
truchas arcoiris infectadas con Y. ruckeri, en comparacion con truchas arcoiris que solo

fueron inyectadas con PBS.

Teniendo en cuenta la importancia de las citoquinas proinflamatorias IL-1p, TNF-a ¢
IL-6 en la respuesta inmune de los peces, en el presente estudio se evaluaran los
cambios en su expresion frente a infecciones naturales causadas por Y. ruckeri en

truchas arcoiris de la Sierra Central del Peru.
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IV. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La produccién de truchas en el Perl se encuentra en crecimiento, teniéndose los
recursos necesarios para el potenciamiento de este sector, sin embargo, los brotes de
enfermedades seguidos de una mortalidad elevada generan impacto en el desarrollo
economico de la industria acuicola y del pais, restringiendo la expansién y crecimiento

de esta importante actividad.

Yersinia ruckeri es el agente etioldgico de una de las mas importantes enfermedades en
la produccion de trucha arcoiris a nivel mundial y nacional, habiéndose reportado
principalmente en los departamentos de Junin, Lima y Puno. Su distribucion es amplia y

genera alta morbilidad y mortalidad.

Estudios sobre la expresion de genes envueltos en la respuesta inmune frente a
infecciones en peces vienen siendo realizados alrededor del mundo y buscan contribuir
a una mejor comprension de los mecanismos de patogenicidad y respuesta frente a estas
infecciones, sin embargo, dichos estudios solo han sido realizados de manera
experimental, bajo condiciones controladas, por lo que no se conoce el
desenvolvimiento de la respuesta inmune frente a infecciones naturales. La generacion
de conocimientos sobre el tema permitird una mayor eficacia en el desarrollo de

vacunas y un mejor manejo sanitario en caso de brotes de enfermedad.
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V. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Obijetivo general
. Determinar la expresion relativa de genes con actividad proinflamatoria
IL-18, TNF-o e IL-6 frente a infecciones causadas por Yersinia ruckeri en

truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) de la Sierra Central del Perd.

Objetivos especificos

o Determinar la expresion relativa de genes con actividad proinflamatoria
IL-18, TNF-a e IL-6 en bazo, rifidn anterior y piel, de truchas arcoiris
clinicamente sanas y truchas arcoiris naturalmente infectadas por Yersinia
ruckeri a través de gqRT-PCR en tiempo real.

. Evaluar la asociacion entre los niveles de expresion de genes con
actividad proinflamatoria y el estatus sanitario de los animales estudiados.

o Realizar un ensayo piloto para evaluar la abundancia de las proteinas IL-
1B, TNF-a e IL-6 en muestras de suero de truchas arcoiris clinicamente sanas y
truchas arcoiris naturalmente infectadas por Yersinia ruckeri a través de la

evaluacion de los perfiles proteicos mediante Western blot.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Disefio del estudio

La investigacion realizada es de tipo descriptiva.

6.2 Poblacion y tamafio de muestra

La poblacién estudiada estuvo conformada por 67 truchas arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) hembras de entre 5-9 meses de edad, con una talla aproximada de 22-25 cm y
un peso aproximado de 150-250 gramos, pertenecientes a las fases juvenil y de engorde.
Dichas truchas provinieron de piscigranjas de crianza semi-intensiva, con un sistema
americano (estanques de cemento) de la Sierra Central del Perd (Jauja, Huaraz,
Huancayo, Huaura y Concepcion) durante el periodo febrero — junio 2018, las cuales se
dividieron en dos grupos. El primer grupo estuvo conformado por 32 truchas
naturalmente infectadas por Y. ruckeri, las cuales presentaron signos clinicos sugerentes
de Yersiniosis (letargia, nado cerca de la superficie, exoftalmia, melanosis, abdomen
distendido y hemorragias en cavidad oral y superficie corporal), y cuya determinacion
del patégeno mediante Reaccion en cadena de la Polimerasa se encuentra detallada en el
punto 6.3.4. Asimismo, la procedencia de los peces se muestra en el Anexo 1. El
segundo grupo, denominado grupo control, incluyé 35 truchas clinicamente sanas (sin
evidencia de lesiones ni cambios en el comportamiento) de las mismas pozas donde

ocurrieron brotes de enfermedad, cuya procedencia se detalla en el Anexo 2.
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6.3 Procedimientos y técnicas

6.3.1 Coleccion de peces

Los peces fueron anestesiados por inmersion usando una solucion de metasulfonato de
tricaina (100mg/L) hasta la pérdida de la conciencia y respuesta motora del pez.
Inmediatamente después se realizé la eutanasia mediante corte de la médula espinal
(AVMA, 2013; CCAC, 2010; Hinostroza y Serrano-Martinez, 2013; Roberts y Syme,
2016). Posteriormente, se realiz6 el examen fisico correspondiente y se describieron las
lesiones de los peces que presentaban signos clinicos de enfermedad que incluyeron:
exoftalmia, melanosis, abdomen distendido y hemorragias en cavidad oral y superficie
corporal, como se observa en la Figura 1. Finalmente, previa limpieza de la zona a
disecar con alcohol etilico 70°, se procedio con la necropsia segun el protocolo descrito

por Meyers (2009).

Figura 1. Signos clinicos asociados a infeccion por Y. ruckeri: hemorragia oral y

distension abdominal.
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6.3.2 Aislamiento bacteriano y coleccion de tejidos

Para el aislamiento de la bacteria, luego de describir las lesiones internas de las truchas
enfermas que incluyeron: petequias en drganos internos, bazo agrandado y oscurecido, e
intestino inflamado, como se muestra en la Figura 2, se realizd la siembra en Agar
Tripticasa de Soya (TSA) a partir de muestras de bazo y rifion anterior. Asimismo, para
ambos grupos de estudio, se colectaron muestras de bazo, rifion anterior y piel en tubos
de 1.5 mL (Eppendorf, Alemania) conteniendo 1 mL de RNA later (Sigma, USA), para
la posterior extraccion de ARN. Las muestras fueron transportadas en una nevera con
hielo hasta el Laboratorio de Parasitologia Animal-FAVEZ-UPCH, donde las placas
sembradas se colocaron en la incubadora IRE-160 (RAYPA, Espafia) y las muestras de
tejidos en RNA later fueron conservadas a -70 °C. Ademas, se colectd 1 mL de sangre
de la vena caudal de algunos de los especimenes muestreados, para un ensayo piloto. Se
obtuvo el suero mediante centrifugacion a 3500 rpm, usando una microcentrifuga
Spectrafuge™ 16M High Speed (Labnet International, USA), y las muestras fueron

conservadas a -70 °C.

Figura 2. Lesiones internas asociadas a infeccion por Y. ruckeri: presencia de petequias

en higado y bazo agrandado (esplenomegalia).
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6.3.3 Andlisis microbioldgico

En el laboratorio, las placas fueron incubadas a 25°C por 24 horas. Posteriormente, se
realizo la identificacion de las colonias teniendo en cuenta su forma redonda, tamafio
pequefio, color crema brillante y bordes regulares definidos. Para su identificacion
inicial, se tomaron 4 colonias por placa, las que fueron sometidas a Tincién Gram
(bacilos negativos) y a las pruebas de Catalasa (+) y Oxidasa (-) (Figura 3). Se tom6 una
colonia joven presuntiva por cada pez, las colonias seleccionadas fueron enriquecidas
en caldo BHI a través de su incubacion a 25°C por 24 horas, para la posterior

centrifugacion y obtencion del pellet bacteriano.

Figura 3. Colonias en medio TSA y bacilos Gram negativos observados al microscopio.
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6.3.4 Identificacion molecular de Y. ruckeri mediante Reaccion en Cadena de la
Polimerasa

El ADN bacteriano fue extraido utilizando el kit comercial Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega, USA), segun las indicaciones del fabricante. Para la
confirmacion molecular de la infeccién por Y. ruckeri, se usé el protocolo de PCR
establecido por Gibello et al. (1999) para el gen 16S rRNA, detectandose el amplicon
del tamafio esperado de 575 pb (Figura 4). Cada reaccion de PCR de 20 pL incluy6 1
uL de DNA, una concentracion de 10 pmol para cada primer, 2mM de cada
desoxinucleosido trifosfato (ANTP), 10 uL de buffer para Taq polimerasa y 5 U/uL de
Taq polimerasa. Los primers se muestran en la Tabla 1. Se usO el termociclador
Mastercycler™ Nexus (Eppendorf, Alemania) bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial por 5 minutos a 92°C, seguida de 35 ciclos por 1 minuto a
92°C, alineamiento a 60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto y extension a 72°C por 5
minutos. La electroforesis se llevo a cabo en el equipo Enduro™ Gel Systems and
Power Supplies (Labnet, USA), con un marcador de 50 bp (Invitrogen, Brasil), agarosa
al 1.2%, y tampon Tris, Acido acético, EDTA (TAE) 1X. Finalmente, se realizo el
revelado con bromuro de etidio, observandose en el transiluminador MiniBIS (DNR

Bio-Imaging Systems, Israel).
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Marcador M1 M2 VE M4 M5 M6  Control Control Marcador

50 pb + 2 50 pb

575 bp

Muestras
positivas

Figura 4. Producto amplificado de Y. ruckeri por PCR convencional (575 pb). Carril 1
y 10: Marcador de peso molecular de 50 pb. Carril 2 al 7: Muestras positivas.
Carril 8: control positivo (Y. ruckeri ATTC 29473). Carril 9: control negativo

(agua ultra pura libre de DNAsas).
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Tabla 1. Primers usados para la deteccion del gen 16S rRNA de Y. ruckeri

Tamano T®
Patogeno Primers Secuencia 5°-3’ Referencia
(pb) alineamiento

F: GCGAGGAGGAAGGGTTAAGTG

Yersinia Gibello
575 pb 60°C
ruckeri R: GAAGGCACCAAGGCATCTCTG et al. (1999)
F: forward
R: reverse

pb: pares de bases

6.3.5 Extraccion de ARN vy sintesis de ADNc

Las muestras de tejido en RNA later fueron enviadas en hielo seco (-70°C) al
Laboratorio del Dr. Brian Dixon, Departamento de Biologia, Universidad de Waterloo,
Canada, para su procesamiento. La extraccién de ARN fue realizada a partir de 10 mg
de las muestras de tejido (bazo, rifion anterior y piel) usando 1 mL de TRIzolTM
Reagent (Invitrogen, USA), segun las indicaciones del fabricante. Luego de la
cuantificacion de ARN usando la placa Take3 y el lector Synergy H1 (BioTek
Instruments, USA), 5 ug de ARN fueron tratados con DNAsa | (Thermo Scientific,
USA) para eliminar cualquier resto de DNA gendmico, a 37°C por 30 minutos. La
DNAsa | fue removida usando una columna del kit de purificacion de ARN (Norgen
Biotek, Canada). Las muestras fueron cuantificadas nuevamente y se almacenaron a -

80°C hasta su uso. Posteriormente, 500 ng de ARN total fueron utilizados para la
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sintesis de ADN complementario (ADNc) usando el Supermix gScript cDNA (Quanta
Biosciences, USA), segun las indicaciones del fabricante. EI ADNc se diluyd en una

proporcion 1:10 con agua libre de RNasa y fue almacenado a -20°C.

6.3.6 Expresion de genes por qPCR

Los genes con actividad proinflamatoria seleccionados para evaluar la respuesta inmune
frente a la infeccion natural por Y. ruckeri fueron IL-1B, TNF-a e IL-6. Para ello, se
cuantifico la expresion relativa de cada gen a través de qPCR utilizando el equipo
LightCycler® 480 System (Roche, Suiza). Cada reaccion de PCR de 10 pL incluyé 2.5
uL de ADNc, 5 uL del fluoroforo LightCycler® 480 SYBR® Green | Master 2X
(Roche, Suiza) y 2.5 pL de la mezcla de primers especificos forward y reverse (Sigma,
Aldrich). Cada muestra fue analizada por triplicado. Para cada placa se us6 un control
negativo, para el que se adicionaron todos los componentes de la reaccién de qPCR
excepto por el ADNc que se sustituyd por agua libre de nucleasas, y un calibrador que
consistio en una mezcla de ADNc de muestras provenientes de truchas infectadas que
fue incluido para anular la variacion interplaca. EI programa de qPCR consistio en un
paso de incubacion a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a
95°C por 10 segundos, alineamiento a 60°C por 5 segundos y extension a 72°C por 8
segundos. El gen Factor de Elongacién 1 alfa (EFla) fue escogido como gen de
referencia después de verificar que su expresion no variaba independientemente de la
presencia 0 no de infeccion. Los primers utilizados para cada gen, se observan en la

Tabla 2.
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Tabla 2. Primers usados para el g°PCR en tiempo real de los genes evaluados

Tamafo T° de
Gen Primers (5°-37) Referencias
(pb) alineamiento
Factor de
F: CGCACAGTAACACCGAAACTAATTAAGC Semple et
elongacion 1 134 pb 60 -C
R: GCCTCCGCACTTGTAGATCAGATG al. (2018)
alfa (EFla)
Interleuquina F: CCACAAAGTGCATTTGAAC Semple et
155 pb 60 °C
1B (IL-1PB) R: GCAACCTCCTCTAGGTGC al. (2018)
Factor de
Necrosis F: GTGCAAAAGATACCCACC Semple et
108 pb 60 -C
tumoral alfa R: CACTGCACGGTGTCAG al. (2018)
(TNF-a)
Interleuquina F: CTTCTACACGCTATCTCTCACTC Semple et
128 pb 60 °C
6 (IL-6) R: CGTCTGTCCCGAGCT al. (2018)
F: forward
R: reverse

pb: pares de bases
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6.3.7 Analisis de datos

La expresion de cada gen fue normalizada con la expresion relativa del gen que codifica
EFlo, gen utilizado como gen de referencia, y los niveles de expresion fueron
calculados utilizando el método 24°T (Livak y Schmittgen, 2001). Para cada placa de
qPCR, se realiz6 una curva de fusion leyendo la fluorescencia a cada grado entre 60-95
°C con el objetivo de verificar la amplificacion de un solo producto, previamente
identificado como producto especifico por secuenciacion (Semple et al., 2018). El
analisis estadistico se realizd con el programa Statistica 7 (StatSoft, USA). Para
comparar la expresion relativa de cada gen en estudio en muestras provenientes de
peces infectados y controles, se utilizo la prueba estadistica T de Student, luego de
corroborar que los datos seguian una distribucion normal y las varianzas entre los
grupos eran homogéneas. Las diferencias entre grupos fueron consideradas
significativas, muy significativas y altamente significativas cuando los valores de
probabilidad resultantes de la prueba T fueron menores o iguales que 0.05, 0.01 y 0.001

respectivamente.

6.3.8 Ensayo piloto: Extraccién de proteinas a partir de muestras de suero y
Western blot

Para el ensayo piloto sobre la presencia y abundancia de citoquinas se utilizaron cuatro
muestras de suero de truchas con signos clinicos e infectadas por Y. ruckeri y cuatro
muestras de suero de truchas clinicamente sanas. Se trabajé con una dilucién 1/3 para
cada muestra, y se realizaron dos extracciones con cloroformo (1:1, V:V) utilizando la

fase superior y acuosa para las determinaciones. Se us6 el marcador de peso molecular
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Pageruler de 10-180 kDa (Thermo Fisher, USA). Las muestras extraidas fueron
sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-
PAGE) para separar las proteinas en base a su peso molecular, usando geles de
separacion al 15%. Después de este procedimiento, las proteinas fueron transferidas a
una membrana de nitrocelulosa durante 35 minutos utilizando el equipo Trans-Blot®
Turbo™ Transfer System (Bio-Rad, USA), membrana que fue tefiida con Tincion
Ponceau (Sigma, USA) por 5 minutos para verificar igual carga de proteinas por carril
del gel. Posterior a ello, se realizaron 3 lavados con Solucion Salina Tamponada Tris
con Tween (TBS-T) de 5 minutos cada uno para destefiirla y fue incubada en leche
descremada al 5% en TBS-T a temperatura ambiente por una hora para bloquear los
espacios libres de proteinas en la membrana. Luego, se realizaron 3 lavados con TBS-T
de 5 minutos cada uno y se procedié a realizar la incubacién con el anticuerpo primario
anti-citoquina correspondiente diluido en leche descremada al 5% en TBS-T a 4 °C
durante toda la noche. Para IL-1B se usé como anticuerpo primario el anticuerpo anti
IL-1P hecho en pollo (Somru Bioscience, Canada) 1/300, para TNF-a el anticuerpo anti
TNF-a hecho en conejo (Cedarlane, Canadé) 1/500, y para IL-6 se utiliz6 el anticuerpo
anti IL-6 hecho en pollo (Somru Bioscience, Canadd) 1/300. Al dia siguiente, las
membranas fueron lavadas 3 veces durante 5 minutos con TBS-T y se incubaron con el
anticuerpo secundario correspondiente (pollo o conejo) conjugado a la enzima fosfatasa
alcalina durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas
fueron lavadas 3 veces con TBS-T e incubadas con una solucion de deteccion
conteniendo los sustratos de la enzima fosfatasa alcalina: nitroazul de tetrazolio (NBT)

y 5-bromo-4-cloro-3’-indol-fosfato (BCIP) (Sigma, USA) para visualizar las proteinas
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detectadas por los anticuerpos especificos. Al visualizar las bandas esperadas, la
reaccion enzimatica fue parada retirando la solucion de deteccion y enjuagando con
agua destilada. Las membranas se dejaron secar a temperatura ambiente para luego ser

digitalizadas en el equipo de imagenes ChemiDoc (BioRad, USA).

6.3.9 Consideraciones éticas

Los peces utilizados en el presente estudio fueron anestesiados utilizando metasulfonato
de tricaina (100 mg/L) antes de realizar la eutanasia. EI manejo se realiz6 de manera
rapida y adecuada, disminuyéndose al maximo la manipulacién y evitandose el estrés y
sufrimiento. Este trabajo fue sometido a la evaluacion y aprobacion previa por el
Comité Institucional de Etica para el Uso de Animales (CIEA) de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia como indica la constancia 049-09-18.
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VIl. RESULTADOS

7.1 Transcripcion de genes de citoquinas proinflamatorias

La expresion relativa de los tres genes de citoquinas estudiados, determinados por qRT-
PCR en tiempo real, mostraron un incremento altamente significativo (p < 0.001) en los
tres 6rganos analizados de truchas naturalmente infectadas con Y. ruckeri. Los mayores
incrementos se observaron en la expresion relativa del gen que codifica IL-1p e IL6 en
bazo, expresandose 264 y 318 veces mas, respectivamente, en truchas infectadas en

comparacion con las truchas que no presentaban signos clinicos (grupo control).

El gen que codifica IL-1p mostré la mayor expresion relativa teniendo en cuenta los tres
6rganos evaluados, observandose la mayor expresion en bazo con 264 veces mas en
peces infectados naturalmente por Y. ruckeri en relacién al grupo control, seguido por

rifion anterior y piel, como se observa en la Figura 5.

En el caso del gen que codifica TNF-a, el mayor incremento también se observo en
bazo, expresandose 13.5 veces mas en peces infectados con Y. ruckeri en relacién con el
grupo control. La expresion de este gen fue similar para rifién anterior y piel como se

observa en la Figura 6.
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Figura 5. Expresion relativa del gen que codifica IL-1p en bazo, rifion anterior y piel,

resultante del método 2724¢T

y utilizando EFla como gen de referencia. En
las muestras controles el valor de expresion relativa fue ajustado a 1 para
calcular el incremento en nimero de veces en las muestras infectadas (fold

change). Los valores se muestran como la media * error estandar de la media.

N= 34 (controles) y 32 (infectados).
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Figura 6. Expresion relativa del gen que codifica TNF-a en bazo, rifion anterior y piel,

resultante del método 2724¢T

y utilizando EFla como gen de referencia. En
las muestras controles el valor de expresion relativa fue ajustado a 1 para
calcular el incremento en numero de veces en las muestras infectadas (fold

change). Los valores se muestran como la media % error estandar de la media.

N= 35 (controles) y 32 (infectados).
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El gen que codifica IL-6, por otro lado, se expresé 318 veces mas en el bazo de peces
enfermos en comparacién con el grupo control, como se observa en la Figura 7. Sin
embargo, en el caso del rifidén anterior y piel, aunque se obtuvo expresion del gen de
interés en las muestras provenientes de peces clinicamente enfermos, no ocurrio lo
mismo en las muestras controles, lo que imposibilitd la utilizacién del método 244",

Los valores de ACT para bazo, rifién anterior y piel se muestran en la Tabla 3.
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Figura 7. Expresion relativa del gen que codifica IL-6 en bazo, resultante del método
2 44Ty utilizando EF1a como gen de referencia. En las muestras controles el valor de
expresion relativa fue ajustado a 1 para calcular el incremento en nimero de veces en

las muestras infectadas (fold change). Los valores se muestran como la media + error

estandar de la media. N= 25 (controles) y 32 (infectados).
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Valores de ACt para IL-6

Tejidos Infectados Controles
Bazo 1092+299 | 17.28+1.44
Rifion anterior 12.29 £ 2.51 | No detectados
Piel 10.97 + 3.44 | No detectados

Tabla 3. Valores de ACT para el gen que codifica IL-6 en bazo, rifion anterior y piel.

7.2 Ensayo piloto: Determinacion de presencia de proteinas IL-1p, TNF-a e IL-6
en muestras de suero de truchas naturalmente infectadas con Y. ruckeri mediante

Western blot.

En el Western blot realizado para IL-1p se encontraron dos bandas de proteinas de
aproximadamente 25 kDa de tamafio en suero de truchas con infeccidn natural por Y.
ruckeri que presentaban signos clinicos de enfermedad, las cuales podrian corresponder
a la proteina IL-1p madura. Estas bandas no se aprecian en el suero de truchas sin

signos clinicos de enfermedad.
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Figura 8. Tincioén Ponceau y Western blot para IL-1B. Membrana tefiida con Tincion
Ponceau: se aprecia igual carga de proteinas por carril. Western blot: presencia de dos
bandas cercanas a 25 kDa de tamafio en muestras provenientes de truchas naturalmente
infectadas con Y. ruckeri que presentaron signos clinicos de enfermedad. Un fragmento

recombinante de IL-1p se usé como control positivo en el altimo carril.

En el caso de TNF-a, se observaron 2 bandas mayores que 25 kDa y menores que 35
kDa segun indica el marcador de peso molecular, en el suero de truchas con infeccion
natural por Y. ruckeri que presentaban signos clinicos de enfermedad, las cuales podrian
corresponder a la proteina precursora. Igualmente se obtuvo una banda menor de 15
kDa que podria corresponder a la proteina madura. Estas bandas no se aprecian en el

suero de truchas sin signos clinicos de enfermedad.
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Tincidon Ponceau Western Blot

Truchas naturalmente Truchas naturalmente
infectadas con Y. ruckeri,  Truchas clinicamente Infectadas con Y. ruckeri, Truchas clinicamente
Con signos clinicos sanas Con signos clinicos sanas
kDa 1 2 3 4 S5 6 7 8 kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 é
N
100 s 1‘7’2
70 W i e W — -
sl i & . .
55 . -
40 — 40 —
35 S
35 e
25 -
25 ——
S

15

15 S

Figura 9. Tincion Ponceau y Western blot para TNF-a. Membrana tefiida con Tincion
Ponceau: se aprecia igual carga de proteinas por carril. Western blot:
presencia de dos bandas mayores que 25 kDa y menores que 35 kDa, y una tercera
banda menor que 15 kDa, en muestras provenientes de truchas naturalmente
infectadas con Y. ruckeri que presentaron signos clinicos de enfermedad. Un
fragmento recombinante de TNF-a se us6 como control positivo en el ultimo

carril.

En el ensayo realizado para IL-6 se observaron dos bandas de proteinas de entre 10 y
15 kDa de tamafio en el suero de truchas con infeccion natural por Y. ruckeri que
presentaban signos clinicos de enfermedad, las cuales podrian corresponder a la

proteina IL-6, aunque estas no corresponden con la talla esperada para IL-6 en trucha

33



arcoiris segun la escasa literatura sobre el tema. Estas bandas no se aprecian en el suero

de truchas sin signos clinicos de enfermedad.

Tincidon Ponceau Western Blot
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Figura 10. Tincion Ponceau y Western blot para IL-6. Membrana tefiida con Tincién
Ponceau: se aprecia igual carga de proteinas por carril. Western blot:
presencia de dos bandas de entre 10 y 15 kDa de tamafio, en muestras
provenientes de truchas naturalmente infectadas con Y. ruckeri que
presentaron signos clinicos de enfermedad. Un fragmento recombinante de

IL-6 se usd como control positivo en el Gltimo carril.
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VIII. DISCUSION

La inmunologia en peces es un campo que hasta la fecha se sigue explorando y
comprendiendo con mayor detalle, muchos estudios experimentales han evaluado la
expresion de genes de inmunidad en truchas arcoiris frente a Y. ruckeri, bajo
condiciones controladas, sin embargo, no se ha estudiado la respuesta inmunoldgica

durante infecciones naturales.

El presente estudio demuestra que existe un incremento altamente significativo en la
expresion relativa de los genes que codifican las citoquinas proinflamatorias 1L-1p,
TNF-o e IL-6 en el bazo, rifion anterior y piel de truchas arcoiris naturalmente
infectadas por Y. ruckeri, lo que sugiere que hay una respuesta inmune activa frente a
esta infeccion bacteriana. Estos resultados evidencian que la respuesta en truchas
infectadas por Y. ruckeri en medio natural, es similar a la encontrada en estudios
experimentales donde se muestra el incremento en la expresion de estos genes de
citoquinas proinflamatorias post infeccion con Y. ruckeri (Chettri et al., 2012, Raida y

Buchmann, 2008, Raida y Buchmann, 2009, Wiens y Vallejo, 2010).

El gen que codifica IL-1B fue el que mostré la mayor expresion relativa teniendo en
cuenta los tres drganos evaluados (264 veces mas en bazo, 253 veces mas en rifion
anterior y 54 veces mas en piel) frente a la infeccion natural por Y. ruckeri, al comparar

los valores de incremento en numero de veces con respecto a los controles. Algunos
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componentes bacterianos inducen la transcripcion de IL-1B por parte de los leucocitos
(Secombes et al., 1999) y estos resultados demuestran la importancia de este proceso en
la induccidn de citoquinas de accién temprana en la respuesta inmune sistémica y local

frente a esta enfermedad.

Los resultados del presente trabajo muestran similitud con estudios experimentales
previos. Harun et al. (2011) mostraron un marcado incremento en la expresion del gen
IL-1B en el bazo de truchas arcoiris infectadas con Y. ruckeri a partir de las 24 horas
post inyeccidn, con un pico de expresion de casi 1000 veces mas en comparacion a las
truchas control inyectadas con PBS a las 48 horas post desafio. Raida y Buchmann
(2008) también hallaron incremento significativo en la expresién del gen que codifica
IL-1p en el bazo de truchas arcoiris infectadas con Y. ruckeri, a las ocho horas, un dia 'y
tres dias (pico de 77 veces mas) post desafio, en comparacién con el grupo control de
truchas inyectadas con PBS; ademas, encontraron que, a los siete, 14 y 28 dias post
desafio ya no se observaba diferencia en la expresion de IL-1B. Por otro lado, Wiens y
Vallejo (2010) encontraron que la expresion relativa del gen IL-1B en el bazo se vio
incrementada significativamente al dia uno, tres, cinco y siete post infeccién con Y.
ruckeri, viéndose el maximo incremento al tercer dia post desafio en truchas arcoiris
inyectadas con 5000 UFC (322 veces mas, en comparacién a la expresion en truchas no
infectadas). El presente estudio utilizé especimenes infectados en medio natural, por lo
que, determinar el tiempo de infeccion de las truchas no fue posible, sin embargo, al
asociar nuestros hallazgos con los de estudios experimentales, se podria asumir que el

tiempo de infeccién de los peces fue menor de 14 dias.

36



En el caso del gen que codifica TNF-a, estudios experimentales previos como el de
Harun et al. (2011), mostraron un incremento significativo de este gen en el bazo a las
24, 48 y 72 horas post infeccion con Y. ruckeri, dandose la mayor expresion a las 72
horas. Por su parte, Wiens y Vallejo (2010) observaron que tras el desafio con Y.
ruckeri en truchas arcoiris se vio un incremento en la expresion del gen TNF-a en el
bazo los dias uno, tres, cinco y siete, dandose la maxima expresion (776 veces mayor,
en comparacion a la expresién en truchas no infectadas) en peces infectados con 50,000
UFC al dia uno post desafio. En el mismo estudio, los autores mostraron un incremento
significativo en la expresion de los genes TNF-a e IL-1p en el bazo de manera temprana
y a dosis infectivas bajas de Y. ruckeri, seguido del aumento en la expresion relativa de
la proteina de fase aguda SAA (Amiloide A sérico), por lo que estas dos citoquinas

podrian contribuir a su regulacién en el bazo.

En el presente estudio se observO, de manera similar, un incremento altamente
significativo en la expresion relativa del gen que codifica TNF-a (14 veces més en bazo,
cinco veces Mas en rifion anterior y siete veces mas en piel) en truchas naturalmente
infectadas con Y. ruckeri, en comparacion con el grupo control. Este gen suele
expresarse de manera temprana ante una infeccion, en este caso el aumento en su
transcripcion puede deberse a la exposicion continua al patégeno en condiciones de

campo, causando reinfecciones en nuevos animales.

En el trabajo realizado, el gen que codifica IL-6 mostré la mayor expresion,

incrementandose 318 veces mas en el bazo de truchas naturalmente infectadas por Y.
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ruckeri, en comparacion con las truchas clinicamente sanas. De la misma manera,
Harun et al. (2011) observaron incremento en la expresion relativa del gen 1L-6 en el
bazo a las 24, 48 y 72 horas post desafio con Y. ruckeri, viéndose la mayor expresion
(casi 500 veces mas, en relacion al grupo control) a las 24 horas post infeccion. Raida y
Buchmann (2008) también hallaron un incremento significativo en la expresion del gen
que codifica IL-6 en el bazo de truchas arcoiris que fueron infectadas
experimentalmente con Y. ruckeri, al dia uno (10 veces mas) y al dia tres (20 veces mas)
post inyeccion con el patdgeno, en comparacion con el grupo control. El efecto de la
infeccion experimental con otras bacterias sobre la expresion del gen que codifica IL-6,
también ha sido estudiado en truchas arcoiris. Asi, por ejemplo, Zante et al. (2015)
estudiaron la expresion relativa de este gen en truchas arcoiris infectadas con una dosis
alta (1x10” UFC) de Aeromonas salmonicida, bacteria Gram negativa de importancia en
la acuicultura peruana, encontrando un incremento significativo en la expresion de este
gen en el bazo a tan solo seis horas post infeccion (38 veces mas, en comparacion al
grupo control de peces inyectados con PBS). También observaron un incremento
significativo temprano en la expresion del gen IL-6 en higado y branquias, demostrando
que el gen que codifica IL-6 es activado en diferentes tejidos en la etapa inicial de la

infeccion.

En el presente estudio, con relacidn a la expresion de este gen en rifion anterior y piel, la
falta de deteccion de la expresion del gen que codifica IL-6 en las truchas clinicamente

-AACT
2

sanas (controles) no nos permitio6 utilizar el método , €sto pudo deberse a un nivel

de expresion constitutiva extremadamente bajo para este gen en células del rifion
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anterior y piel, relacionado a la inactividad o reposo de células como las células
dendriticas en caso de piel. Sin embargo, el hecho de que la expresién del gen que
codifica esta citoquina solo fuera detectada en las muestras provenientes de peces
infectados, presupone un aumento en la expresion de este gen tanto en rifidén anterior
como en piel producto de la infeccion bacteriana. Un experimento futuro en laboratorio
seria necesario para verificar los niveles de expresion basal de IL-6, asi como los

niveles de expresion incrementados tras la exposicion con Y. ruckeri.

Cabe resaltar el marcado incremento en la expresion de los genes que codifican las tres
citoquinas proinflamatorias estudiadas (IL13, TNFa e IL6) en el bazo, similar a lo
observado en estudios experimentales (Harun et al., 2011; Raida y Buchmann, 2008;
Wiens y Vallejo, 2010). Esto se relacionaria a la replicacion bacteriana y flujo de
células inmunes durante la Yersiniosis en el bazo, considerado un o6rgano linfoide

secundario de gran importancia en peces (Wiens et al., 2006).

El tamafio del bazo también puede asociarse a la progresion de la enfermedad y a la
respuesta frente a ella. En este sentido, Wiens y Vallejo (2010) encontraron una
correlacion significativa y positiva entre el tamafio del bazo y la carga de Y. ruckeri en
este 6rgano (UFC por mg de tejido). Estos autores observaron que el bazo mostrd un
aumento de tamafo desde el tercer dia post infeccion, y esto estuvo influenciado por la
dosis de inyeccién. Asimismo, hallaron una correlacién positiva y significativa entre el
tamario del bazo y la transcripcion de los genes proinflamatorios IL-1B y TNF-a. En el

presente estudio se observd esplenomegalia como uno de los principales hallazgos en
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peces infectados por Y. ruckeri, sin embargo, estudios de correlacion con la carga
bacteriana, usando qPCR para titular la bacteria, serian necesarios para demostrar esa
asociacion. Por otro lado, factores genéticos, independientes de la enfermedad, pueden

también asociarse al tamafio del bazo (Hadidi et al., 2008).

No se encontraron estudios previos disponibles del efecto de infecciones por Y. ruckeri
sobre la transcripcion de genes de citoquinas proinflamatorias en el rifién anterior y piel
de peces. Sin embargo, otros investigadores han estudiado el efecto sobre estos genes
tras infecciones con otras bacterias Gram negativas. Este es el caso del estudio realizado
por Henriksen et al. (2013) en el que se muestra como la infeccion por inmersion con
Flavobacterium psychrophilum, bacteria Gram negativa de importancia mundial en la
acuicultura, provoca un incremento significativo en la expresion del gen que codifica
IL-1PB en el rifion anterior de alevines de trucha arcoiris (casi cuatro veces mas, en

comparacion con el grupo control) a las cuatro horas post desafio.

Por otro lado, Wu et al. (2015) encontraron incremento significativo en la transcripcion
del gen que codifica IL-1f en el rifion anterior de la corvina azafrén, con un pico a las
12 horas (14 veces mas, en comparacion al grupo control) post infeccion via
intraperitoneal con Vibrio alginolyticus. Tras el desafio con A. salmonicida atipica
tratada con formalina, en el bacalao coman, Feng et al. (2009) hallaron un incremento
significativo en la expresion del gen IL-1B en comparacion con el grupo control de
peces inyectados con PBS, observandose la mayor expresién a las seis horas post

infeccion (684 veces mas en bazo y 356 veces mas en rifién anterior).
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Tras la infeccion experimental con Photobacterium damselae subsp. piscicida en cobia,
Tran et al. (2019) hallaron un incremento en la expresion del gen TNF-a (11 veces mas)
a las tres horas post desafio, aumento en la transcripcién del gen IL-6 a las tres horas y
un pico en su expresion a las 48 horas (12 veces méas) post inyeccion, e incremento en la
expresion del gen IL-1B a las 48 horas (45 veces méas) y 96 horas (33 veces méas) post
infeccion, en el rifion anterior; en comparacion con el grupo control. Orieux et al.
(2013) mostraron que el gen IL-1B sobre expresa en el rifion, bazo, higado y branquias
de truchas arcoiris naturalmente infectadas con F. psychrophilum, en comparacion con
truchas aparentemente sanas, y sugieren a este gen como un buen marcador genético

para flavobacteriosis.

El rifidn anterior es un 6rgano linfoide primario en peces teledsteos donde se encuentran
abundantes macrofagos, considerados los principales productores de IL-1f y TNF-a
(Vega-Ramirez et al., 2010; Zapata et al., 1996; Zou, 2003). El presente estudio muestra
también un aumento significativo en la expresion relativa de los genes que codifican IL-
18 y TNF-a en el rifién anterior de truchas naturalmente infectadas con Y. ruckeri
respecto a las truchas clinicamente sanas, lo que enfatiza la respuesta sistémica frente a

esta infeccion bacteriana.

Chaves-Pozo et al. (2005) sugirieron que el reclutamiento y la activacion de linfocitos
tras una infeccion ocurre en el bazo, mientras que el rifidn anterior actta principalmente
como un tejido hematopoyético que provee y reemplaza células durante infecciones
bacterianas, sin embargo, no descartaron que este 6rgano también este asociado a la

respuesta inmune. En un estudio realizado por Raida y Buchmann (2007), se observo
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que la expresion del gen que codifica IL-1p fue mayor en bazo que en rifion anterior tras
la vacunacion intraperitoneal de truchas arcoiris con una bacterina de Y. ruckeri. Esto es
coherente con los resultados obtenidos, al observarse un mayor incremento en la
expresion relativa de los genes que codifican IL-1f y TNF-a en bazo, en comparacion

con rifién anterior.

La respuesta inmune en piel ha sido mayormente estudiada frente a infecciones
parasitarias. Zhang et al. (2018) encontraron que tras la infeccion experimental con
Ichthyophthirius multifiliis (Ich) en truchas arcoiris, la expresion relativa del gen TNF-o
en piel se vio incrementada a los siete dias post desafio, en comparacion con el grupo
control. En el caso del bazo, la expresion de este gen se vio incrementada a las 48 horas

post infeccion.

En carpas comunes infectadas con Argulus japonicus, Forlenza et al. (2008) hallaron un
aumento significativo en la transcripcion del gen TNF-o en piel (zonas lesionadas y
zonas sin lesion), en comparacion con el grupo control, a los seis dias post desafio. Para
IL-1PB no se encontro6 diferencia significativa respecto a los controles. Asimismo, Chettri
et al. (2014) encontraron un aumento significativo en la expresion relativa de los genes
que codifican IL-1B, TNF-a e IL-6 en piel de alevines de truchas arcoiris infectadas con

Ichthyobodo necator, en comparacion con alevines no infectados.
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Mufoz-Atienza et al. (2019) demostraron que en el caso de infeccion natural por F.
psychrophilum en truchas arcoiris la respuesta inmune local es vital, ya que se encontro6
un incremento significativo en la expresion de diferentes genes asociados a la respuesta
inmune en la piel lesionada de peces sintomaticos, en comparacién con los peces
asintomaticos. Por el contrario, no se encontro diferencia significativa en la expresion

de estos genes en el bazo de peces sintomaticos respecto a los controles.

En el caso de piel, 6rgano seleccionado por su papel como tejido linfoide y de primera
barrera de defensa frente a los patogenos, y por la falta de estudios asociados a su
respuesta frente a Y. ruckeri, los resultados hallados en el presente estudio muestran un
incremento significativo en la expresion de los genes que codifican IL-1f y TNF-a en
truchas arcoiris naturalmente infectadas con Y. ruckeri respecto a las truchas
clinicamente sanas, demostrando la importancia de SALT y la respuesta inmune local

frente a este patdgeno.

Existen estudios referentes a la expresion de genes de citoquinas proinflamatorias en
distintos drganos frente a la infeccion por Y. ruckeri en truchas arcoiris. Raida y
Buchmann (2009) encontraron un pico de incremento en la expresion relativa de los
genes IL-1B (67 veces mas), TNF-a (13 veces més) e IL-6 (1100 veces mas) en el
higado de truchas arcoiris a los tres dias post desafio con Y. ruckeri mediante inyeccion
intraperitoneal, en comparacion a su expresién en truchas arcoiris no infectadas. Chettri
et al. (2012) encontraron un incremento en la expresion de los genes que codifican

IL-1B y TNF-a en 6rganos internos (mezcla de bazo, higado, rifion, branquias, intestino,

43



etc.) de alevines infectados con Y. ruckeri mediante bafio de inmersion, en comparacion
con el grupo control. El gen IL-1p mostrd incremento en su expresion desde las 24 hasta
las 96 horas post infeccidn, donde se observo el pico de expresion (21 veces mas, en
comparacion con el grupo control). La expresion del gen TNF-a se vio incrementa a las
72 y 96 horas post infeccidn, respecto al grupo control. A los 25 dias post infeccion no
se encontro diferencia significativa en la expresion relativa de ninguna de las dos

citoquinas con relacion al grupo control.

Sobre estudios en MALT, Evenhuis y Cleveland (2012) hallaron un incremento
significativo en la expresion del gen TNF-o (casi dos veces mas) en el intestino de
truchas acoiris al noveno dia post desafio por inmersion con Y. ruckeri, en comparacion
con el grupo control. Harun et al. (2011), por otro lado, encontraron un incremento en la
transcripcion del gen TNF-a en branquias a tan solo seis horas post inyeccion
intraperitoneal con Y. ruckeri, en comparacion con truchas no infectadas. En el mismo
estudio, a las 24 horas post desafio, los autores observaron un incremento en la
expresion de los genes IL-6 y TNF-a, y a las 48 horas post infeccion vieron un aumento
en la expresion de los genes que codifican IL-1B, TNF-o e IL-6 en branquias, en

comparacion con el grupo control.

Tobback et al. (2009) reaislaron Y. ruckeri de branquias, piel, intestino, higado, rifién y
bazo de truchas arcoiris previamente desafiadas por inmersion con este patdgeno;
encontrando mayor cantidad de bacterias en las branquias inmediatamente post

infeccion. Su hallazgo sugiri6 a las branquias como puerta de entrada para Y. ruckeri,
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aungue mencionaron que la bacteria también podria colonizar otras superficies como la
piel e intestino para luego ingresar al hospedero. El incremento en la expresion de genes
de citoquinas proinflamatorias en piel, observado en el presente estudio, podria sugerir
que esta es otra ruta de ingreso del patdgeno, sin embargo, mayores estudios deben ser

realizados al respecto.

Sobre la respuesta de genes de citogquinas proinflamatorias, Raida y Buchmann (2009)
encontraron incremento significativo en la expresion relativa de los genes IL-1p, TNF-a
e IL-6 en higado tras la primera infeccion con Y. ruckeri en truchas arcoiris, en
comparacion con el grupo control, observandose una posible induccion del gen que
codifica la proteina amiloide sérica A (SAA) asociada a la expresion del gen IL-1p. Sin
embargo, tras la reinfeccion con la misma dosis del patdégeno, no se encontraron
diferencias significativas en la expresion de los genes que codifican estas tres
citoquinas, en comparacién a los controles. Es importante resaltar que la transcripcion
del gen SAA si se vio incrementada de manera temprana (a las ocho horas y al dia post
infeccion) tras la reinfeccion. De manera similar, Raida y Buchmann (2008) hallaron
incremento en la transcripcion de los genes que codifican IL-1p e IL-6 en el bazo de
truchas arcoiris tras la infeccion primaria con Y. ruckeri, pero no tras la infeccion
secundaria, en comparacion con el grupo control, proponiendo que el desarrollo de la
respuesta inmune adaptativa explicaria la rapida eliminacion del patdégeno y la poco

pronunciada activacion de citoquinas.

45



Por otro lado, otros estudios evaluaron la respuesta inmune en truchas vacunadas contra
Y. ruckeri, tras la infeccion con el mismo patégeno. Harun et al. (2011) encontraron
incremento significativo en la expresion de los genes IL-1B, TNF-a e IL-6 en bazo de
truchas arcoiris vacunadas y posteriormente desafiadas, en comparacion con el grupo
control, sin embargo, la expresion fue mucho menor comparada con las truchas no
vacunadas que fueron desafiadas. La respuesta observada fue temprana y la expresion
de los genes IL-1B e IL-6 se vio incrementada en bazo a las seis horas post desafio en
peces vacunados, en comparacién con el grupo control. A las 48 horas, ya no se observd
diferencia significativa en la expresion de los genes de citoquinas proinflamatorias en
comparacion con el grupo control. En el caso de branquias se observo lo contrario, a las
48 horas la transcripcion de estos genes fue mayor en los peces vacunados y desafiados,
por lo que estos autores mencionan que la respuesta adaptativa puede variar de acuerdo

al lugar y estadio de infeccion.

IL-1B es sintetizada como una proteina precursora que no posee un péptido senal,
necesitando ser procesada para su posterior liberacion como proteina activa. En
mamiferos, diversas proteasas como caspasa 1, elastasa y catepsina G reconocen
secuencias especificas en la region central de prolL-1f, separando el péptido maduro
del precursor. La caspasa 1, también llamada enzima convertidora de IL-1pB (ICE), es la
principal proteasa procesadora de IL-1P. Para que este mecanismo ocurra se requiere el
ensamble y activacién de un gran complejo multiproteico conocido como inflamasoma,
cuya funcion es producir IL-1p madura a través de la activacion de caspasa 1 (Ogryzko

et al., 2014; Zou y Secombes, 2016). Aunque en los ortélogos de IL-1p en peces, no se
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ha identificado un sitio de corte para ICE, evidencia emergente ha demostrado que la
IL-1pB de teledsteos puede ser anclada por caspasas y que el procesamiento de prolL-13

en su forma activa puede darse por la activacion canonica y no candnica de caspasas
efectoras 1 y 8 en el inflamasoma. Asimismo, distintos sitios de corte en una region
pequefia central de prolL-1p han sido reportados en distintas especies (Zou y Secombes,
2016). Hong et al. (2004) detectaron una proteina nativa IL-1 precursora de un tamafo
aproximado de 29 kDa y una proteina IL-1p madura de aproximadamente 24 kDa,

usando la linea celular RTS-11 de macrofagos de trucha arcoiris.

En el ensayo piloto realizado, los resultados observados en el Western blot para IL-1
muestran la presencia de dos bandas de proteina de aproximadamente 25 kDa de tamafio
en suero de truchas con infeccion natural por Y. ruckeri que presentaban signos clinicos
de enfermedad, las cuales podrian corresponder a la proteina IL-1 madura. Estas
bandas no se aprecian en el suero de truchas sin signos clinicos de enfermedad. Sin
embargo, estudios de secuenciamiento de proteinas a partir de estas bandas deben ser
realizados para la determinacion de la presencia de la proteina, y estudios de
cuantificacién de la proteina por medio de ELISA evidenciarian el comportamiento real

de la proteina activa.

Interesantemente, a diferencia de la familia IL-1 de mamiferos, expandida a partir de un
solo locus, se presume que, durante la duplicacién del genoma de pez, el locus IL-1 se
duplicé a el mismo generando multiples genes IL-1 en diversas especies de peces.

Existe evidencia a partir del alineamiento de secuencias, filogenética y comparacién
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sinténica que apoya la conclusion de la existencia de dos distintas proteinas IL-1p,
parélogas, en peces (Ogryzko et al., 2014), lo que explicaria la presencia de las dos

bandas ligeramente diferentes en el Western blot realizado.

En el caso de la proteina TNF-a, la liberacion de su forma soluble requiere la remocion
de la regidn precursora, cuyo proceso es facilitado por la enzima convertidora de TNF-a
(TACE) que ancla a proTNF-a en el sitio especifico. A diferencia de IL-1p, existe un
sitio de corte previsto para TACE en todas las secuencias de TNF-o en peces, lo que
sugiere que el mecanismo de procesamiento y liberacion para TNF-o es conservado en
todos los vertebrados (Zou y Secombes, 2016). Tres proteinas TNF-a paralogas han
sido descritas en peces teledsteos; TNF-al, cuya forma precursora tiene un tamafo de
27.11 kDa y la forma madura un tamafio predicho de 17. 83 kDa (Laing et al., 2001);
TNF-a2, con un tamafio de 28.17 kDa en su forma precursora y un tamafio predicho de
17.89 kDa en su forma madura (Zou et al., 2002); y TNF-a3, con un tamafio de 26.78
kDa en su forma precursora y un tamafio predicho de 19.35 kDa en su forma madura
(Hong et al., 2013). EI Western blot realizado para TNF-a en el ensayo piloto, mostro la
presencia de 2 bandas proteicas ligeramente mayores que 25 kDa de tamafio en el suero
de truchas con infeccién natural por Y. ruckeri que presentaban signos clinicos de
enfermedad, las cuales podrian corresponder a dos de las tres isoformas proteicas en su
forma precursora. También cabe la posibilidad de que algunas de las bandas detectadas
contenga mas de una proteina y que el método de separacion no fue suficientemente
sensible para separar y visualizar bandas de tamafios muy cercanos. Ademas, se

visualiz6 una banda cercana a 15 kDa de tamafio que podria corresponder a la proteina

48



madura. Esta proteina seria mas pequefia que las predichas en la literatura. Sin embargo,
el sitio del corte proteolitico de TNF-a en peces no ha sido estudiado
experimentalmente y solo se ha predicho de manera tedrica mediante alineacion de
secuencias con las TNF-a de mamiferos (Hong et al., 2013). Estas bandas no se
aprecian en el suero de truchas sin signos clinicos de enfermedad, no obstante, se

requieren mayores estudios para su confirmacion.

Se conoce muy poco sobre la funcion y caminos de sefializacion de IL-6 en peces. La
proteina IL-6 de trucha arcoiris tiene un peso molecular predicho de 23.8 kDa (Costa et
al., 2011; lliev et al., 2007). Sin embargo, como en otras citoquinas de peces, la familia
IL-6 puede tener multiples pardlogos (Zou y Secombes, 2016). Aunque en nuestros
resultados las bandas que se encontraron fueron cercanas a 15 kDa de tamarfio, los
patrones proteicos fueron diferentes para peces enfermos y peces clinicamente sanos,

por lo que mayores estudios son requeridos para identificar la identidad de estas bandas.

Diferentes investigaciones han estudiado el efecto local de IL-1p en el sistema inmune.
Hong et al. (2003) mostraron que la inyeccion intraperitoneal de IL-1pB recombinante en
truchas arcoiris tuvo un efecto significativo en la supervivencia post exposiciéon a
A. salmonicida, sugiriendo que esta citoquina tiene propiedades inmunoestimulantes.
Wu et al. (2015) obtuvieron resultados similares tras la inyeccion intraperitoneal de IL-
1B recombinante en la corvina azafran, observando mejora en la tasa de supervivencia y
reduccién de la carga bacteriana en tejidos luego de la infeccion con V. alginolyticus.

Asimismo, Wang et al. (2019) demostraron que la proteina recombinante IL-1p del pez
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gato americano es eficaz como un potencial adyuvante en la vacunacién contra agentes
bacterianos, al observarse un aumento en la respuesta inmune de este pez al ser
coinyectada con una vacuna contra Streptococcus iniae. Por otro lado, al administrarse
directamente proteina recombinante IL-1p en el intestino de carpas chinas se observo
una inflamacion intestinal severa (Bo et al., 2015). Los resultados encontrados en el
presente estudio muestran la importancia de IL-1p en la respuesta frente a la infeccion
por Y. ruckeri, por lo que seria interesante evaluar su potencial como adyuvante e

inmunoestimulante.

En algunos casos, una respuesta inflamatoria exacerbada puede resultar negativa, por lo
que la regulacién de la inflamacion resultante del balance entre citoguinas
proinflamatorias y antiinflamatorias es de vital importancia (Raida y Buchmann, 2008).
En futuros estudios seria importante incluir la evaluacion de la expresion de genes de
citoquinas antiinflamatorias, y su correlacion con la expresion de genes de citoquinas

proinflamatorias, frente a la infeccion natural por Y. ruckeri.

Es importante tener en cuenta que, aunque los peces suelen portar a Y. ruckeri, la
enfermedad solo es detectada cuando el estrés asociado al cultivo intensivo (mal
manejo, altas densidades, etc.), pobre calidad de agua y altas temperaturas superan las
defensas inmunes, causando pérdidas para el productor (Horne y Barnes, 1999). En el
Per(, las condiciones de manejo en el cultivo de truchas adn son deficientes, lo que
promueve la presencia de esta y otras enfermedades bacterianas como Furunculosis por

A. salmonicida y Flavobacteriosis por F. psychrophilum en los sistemas productivos.
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Asimismo, pueden darse infecciones multiples por estos tres agentes, por lo que
estudios tras infecciones naturales resultan mas complejos y son necesarios luego de

conocer la respuesta frente a infecciones experimentales.

Los resultados obtenidos aportan conocimiento para una mejor comprension de la
respuesta inmune en truchas arcoiris frente a la infeccioén natural por Y. ruckeri, sin
embargo, se requieren aun otros estudios para entender la interaccion hospedero-
patégeno, lo que permitira el desarrollo de herramientas que contribuyan a la

sostenibilidad del cultivo de trucha arcoiris en el pais.
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IX. CONCLUSIONES

El incremento altamente significativo en la expresion relativa de los genes que codifican
IL-1B, TNF-a e IL-6 en bazo, rifion anterior y piel muestran la importancia de la

respuesta inmune sistémica y local frente a esta enfermedad.

El mayor incremento en la expresion de los genes evaluados (IL-1p, TNF-a e IL-6) en el

bazo, muestran la importancia de este 6rgano inmune secundario en peces teledsteos.

El incremento significativo en la expresion de los genes que codifican IL-1p, TNF-a e
IL-6 en respuesta a la infeccién natural por Y. ruckeri, indica claramente que los peces

infectados montan una fuerte respuesta inflamatoria frente al patdgeno.

El gen que codifica IL-1p fue el que mostré una mayor expresion en los tejidos rifion
anterior y piel, y junto a IL6 fue el que mostro la mayor expresion en bazo, pudiendo
considerarse de importancia para el desarrollo de mejores regimenes de tratamiento y
vacunacion en la truchicultura, por lo que, mayor investigacion al respecto es requerida
para determinar si la expresion observada en este tipo de estudios es apropiada o

excesivamente inflamatoria.

En los Western blot realizados para las proteinas IL-1p, TNF-a e IL-6, se obtuvieron

patrones de bandas diferentes entre las truchas clinicamente sanas y aquellas con signos
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clinicos e infectadas por Y. ruckeri, esto sugeriria la participacién de las proteinas
mencionadas en truchas enfermas, siendo necesaria la secuenciacion para determinar su

identidad.
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ANEXOS

Anexo 1. Truchas arcoiris con signos clinicos e infectadas por Y. ruckeri, segin su
procedencia.

Trucha infectada | Departamento Provincia
1 Junin Jauja
2 Junin Jauja
3 Junin Jauja
4 Junin Jauja
5 Junin Jauja
6 Junin Jauja
7 Junin Jauja
8 Junin Jauja
9 Junin Jauja
10 Junin Jauja
11 Junin Jauja
12 Junin Jauja
13 Junin Jauja
14 Ancash Huaraz
15 Ancash Huaraz
16 Ancash Huaraz
17 Junin Huancayo
18 Junin Huancayo
19 Junin Huancayo
20 Junin Huancayo
21 Junin Huancayo
22 Junin Huancayo
23 Junin Huancayo
24 Junin Huancayo
25 Junin Huancayo
26 Lima Huaura
27 Lima Huaura
28 Ancash Huaraz
29 Ancash Huaraz
30 Junin Concepcion
31 Junin Concepcion
32 Junin Concepcion




Anexo 2. Truchas arcoiris clinicamente sanas, segun su procedencia.

Trucha clinicamente sana | Departamento Provincia
1 Junin Jauja
2 Junin Jauja
3 Junin Jauja
4 Junin Jauja
5 Junin Jauja
6 Junin Jauja
7 Junin Jauja
8 Junin Jauja
9 Junin Jauja
10 Junin Jauja
11 Junin Jauja
12 Junin Jauja
13 Ancash Huaraz
14 Ancash Huaraz
15 Ancash Huaraz
16 Junin Huancayo
17 Junin Huancayo
18 Junin Huancayo
19 Junin Huancayo
20 Junin Huancayo
21 Junin Huancayo
22 Junin Huancayo
23 Junin Huancayo
24 Junin Huancayo
25 Lima Huaura
26 Lima Huaura
27 Ancash Huaraz
28 Junin Concepcion
29 Junin Concepcion
30 Junin Concepcion
31 Junin Huancayo
32 Junin Huancayo
33 Junin Huancayo
34 Lima Huaura
35 Lima Huaura




