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RESUMEN

La francisellosis en tilapias (Oreochromis spp) es una enfermedad emergente
causada por el cocobacilo, Gram negativo, intracelular facultativo Francisella
noatunensis subsp. orientalis (FNO), que afecta a varios paises donde el cultivo de
peces de género tilapia es importante. Esta enfermedad de manifestacion crénica
se caracteriza por la ausencia de signos clinicos y baja mortalidad, lo que asociado
al dificil aislamiento de la bacteria en medios de cultivo bacteriol6gicos
convencionales, dificultan su diagndstico, por lo que su deteccién se realiza de
manera complementaria mediante andlisis macroscopico, histopatologia y técnicas
moleculares como PCR para amplificar el gen 16s rRNA y el gen de crecimiento
intracelular iglC (intracellular growth locus C). Sin embargo, no se ha determinado
la sensibilidad de PCR Punto Final y PCR Anidada. En el presente trabajo se
desarroll6 un ensayo de PCR Anidada y se comparo la sensibilidad de esta técnica
con PCR Punto Final en muestras de tilapias vivas de una granja con antecedentes
de francisellosis. Las muestras fueron sometidas a analisis clinico macroscopico e
histopatolégico y finalmente complement6 con PCR Punto final y PCR Anidada. Los
resultados obtenidos demuestran que la técnica de PCR Anidado es la que presenta
la sensibilidad mas alta con un 100%, a diferencia de la PCR Punto Final con 86%.
Los resultados obtenidos son importantes, ya que por ser una enfermedad
emergente que se caracteriza por la ausencia de signos clinicos y la dificultad para
el aislamiento del agente causal, por lo que se deben buscar diferentes
metodologias para mejorar su diagndéstico y ayudar a disminuir las perdidas en la
produccion.

Palabras Clave: Francisellosis, FNO, sensibilidad, PCR Punto final, PCR Anidado,
Tilapia.

viii



Comparacion de técnicas de diagndstico de Francisella sp. en muestras de Tilapia (Oreochomis sp.)

ABSTRACT

The francisellosis in tilapia (Oreochromis spp.) is an emerging disease caused by
cocobacilli, Gram negative, facultative intracellular Francisella noatunensis subsp.
orientalis (FNO), affecting several countries where tilapia fish farming gender is
important. This disease of chronic manifestation characterized by the absence of
clinical signs and low mortality, which associated with the difficult isolation of the
bacteria in conventional bacteriological media culture, making diagnosis difficult.
Their detection is performed by complementary manner using macroscopic analysis,
histopathology and molecular techniques such as PCR to be able to amplify the
16s rRNA gene and the IgIC gene of intracellular growth (growth intracellular locus
C). However, Nested PCR and Endpoint PCR sensitivities have not been determined
yet. In this paper, Nested PCR assay was analized and its sensitivity was compared
with Endpoint PCR in samples of live tilapia farm with a francisellosis history.
Samples were subjected to clinical microscopic and histopathologic analysis and
finally supplemented with Nested and Endpoint PCR. Results demonstrated that
Nested PCR technique is of the highest sensitivity 100%, unlike Endpoint PCR with
86%. These results are important, since being an emerging disease which is
characterized by the absence of clinical signs and the causative agent isolation
difficulty, finding different methodologies to improve diagnosis are essential, thus
helping to reduce the production lose.

Keywords: Francisellosis, FNO, sensitivity, Endpoint PCR, Nested PCR, Tilapia.
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1. INTRODUCCION

En las Ultimas tres décadas la produccibn mundial de peces comestibles
procedentes de la acuicultura se ha multiplicado por 12, con un indice de
crecimiento promedio anual del 8.8%. Durante la Ultima década la actividad se ha
ido intensificando, en el 2004 la produccion mundial fue de 45,5 millones de
toneladas; el 43% de la cantidad total de pescado destinado al consumo humano
procedio de este sector (Estado mundial de la pesca y acuicultura, 2012).

A nivel mundial la piscicultura es el sistema de produccion de alimentos que ha
tenido la mayor tasa de crecimiento en las Ultimas décadas. En lo que se refiere a
América Latina y el Caribe, este crecimiento ha sido del orden promedio anual de
un 14.5%; siendo la tilapia (Oreochomis spp) una especie que ocupa uno de los
lugares primordiales de cultivo, presentdndose como la alternativa mas ventajosa
para la produccién de proteina de origen animal sana y barata, por su alto
rendimiento, su mayor crecimiento en comparacion con otras especies en sistemas
de cultivo intensivo y porque su carne es de excelente calidad y tiene buena
aceptacion en los distintos mercados. En cuanto a produccion se refiere los
principales productores de esta especie en Latinoamérica son: Brasil, Honduras,
Colombia, Ecuador, Costa rica, Pert y México (Toledo y Garcia, 2000).

En México la piscicultura se ha desarrollado desde hace varias décadas, debido a
gue el Gobierno de México promovio la acuicultura a partir de la formacion de
centros acuicolas en varios estados de la Republica con el fin de cultivar diversas
especies y sembrar las crias en presas, cuerpos de agua temporales y lagos.
Actualmente en numerosas presas del pais se desarrollan pesquerias de diferentes
especies tales como la tilapia, carpas (Cyprinus carpio), lobina (Dicentrarchus
labrax), mojarra de agallas azules (Lepomis Machrochirus), bagre (Ictalurus
punctatus) entre otras, lo que implican fuentes de trabajo y alimentacion a
poblaciones que no tienen acceso a productos de alto valor proteico (Chavez, 1992).

Tilapia es un término genérico que se usa para designar a un grupo de peces de
importancia comercial pertenecientes a la familia Cichlidae. Los ciclidos son peces
clasificados en el orden de los grandes perciformes; que habitan en aguas dulces
y salobres de Africa, Oriente Medio, el litoral de la India, América Central y América
del Sur. Las especies comerciales mas importantes son: la tilapia de Mozambique
o Java (Oreochromis mossambicus o Tilapia mossambica), la tilapia azul (O. aureus
o Tilapia aurea), la tilapia del Nilo (O. niloticus o nilotica), Zanzibar o Wami tilapia
(O. hornorum o Tilapia Urolepis) y la tilapia Redbelly (O. zilli o Tilapia zilli) (Soto et
al., 2010).

Los cultivos de tilapia en México se realizan en sistemas extensivos, semi-intensivos
e intensivos presentando grandes expectativas de desarrollo. Para este fin la
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infraestructura utilizada son: bordos, estanques rusticos, de concreto y jaulas. El
éxito del cultivo de esta especie se debe principalmente a la gran resistencia fisica
a condiciones adversas para otras especies y a las enfermedades, su crecimiento
acelerado, elevado potencial reproductor y a su facil adaptacion al cautiverio; sin
embargo, las enfermedades son el factor de riesgo mas importante por el impacto
directo que estas pueden ocasionar a la produccion de esta especie (Toledo y
Garcia, 2000; CONAPESCA SAGARPA, 2009).

La intensificacion de la produccion y las préacticas de produccién en sistemas de
reutilizacién del agua son un factor de riesgo, debido a que provocan reduccién en
la calidad del agua, generando altos niveles de estrés en los peces, y al mismo
tiempo dan lugar a un aumento en la incidencia de agentes patégenos; entre los
gue podemos encontrar comunmente a bacterias de género Francisella sp. Las
bacterias pertenecientes a este género afectan a tilapias tanto cultivadas como
silvestres, procedentes de diversas regiones geograficas en todo el mundo (Mauel
etal., 2007; Chen et al., 1994; Cherny Chao, 1994; Mauel y Miller, 2002; Colguhoun
y Duodu, 2011).

Los miembros del género Francisella son bacterias Gram-negativas, pleomorficas,
intracelulares facultativas, no moviles, aerobias obligadas, de dificil crecimiento en
medios de cultivo tradicionales, que producen una enfermedad de curso agudo o
cronico en una amplia variedad de especies de peces cultivados y silvestres de agua
dulce o salada. Los brotes de francisellosis en tilapia se han reportado en Taiwan
Chern etal., (1994), Japon Kamaishi et al., (2005), Reino Unido Jeffery et al., (2010);
Hawai Mauel et al., 2003, Estados Unidos Soto et al., (2011) y América Latina Soto
et al., (2009). En la mayoria de los casos de tilapias enfermas el diagndstico ha sido
confirmado mediante el analisis macroscopico e histopatologico de los tejidos
afectados y la amplificacion y secuenciacion del gen 16S rRNA. Solo en algunos
casos se ha realizado la amplificacion del gen IgIC (intracellular growth locus C)
especifico de la subespecie que afecta a tilapia (Soto et al., 2010).

Hsieh et al., (2007) realizaron la comparacion de diferentes técnicas para el
diagnostico de francisellosis en ciclidos ornamentales que habian cursado con
enfermedad similar a la producida por miembros del género Francisella en tilapia, la
cual producia lesiones macroscopicas y microscopicas con la formacion de
granulomas, las muestras analizadas fueron cortes histolégicos de casos
presentados con anterioridad, los cortes histolégicos fueron analizados por
Hibridacion in situ (ISH), Histopatologia y PCR; obteniendo como resultado que la
técnica de ISH ofrece mejores resultados para el diagndstico de la enfermedad en
muestras histologicas y teniendose mayor probabilidad de diagnosticar casos
positivos de la enfermedad, en comparacion con la técnica de PCR realizada a las
mismas muestras.
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En México existen algunos antecedentes o registros de estudios sanitarios en
peces del pais; sin embargo no existen reportes de enfermedad asociada a
miembros del género Francisella en tilapia (Oreochromis sp.). Durante el segundo
semestre del afio 2012 se presentaron los primeros casos de la enfermedad en
muestras de tilapia de una granja de reproduccion del estado de Morelos y
posteriormente en otras granjas de diferentes municipios de ese estado (Mancera
et al., 2013a). Aun cuando la mortalidad en granjas fue baja, la morbilidad fue alta,
facilitando la diseminacion la infeccion. Durante el tiempo que ha transcurrido desde
los primeros casos hasta el presente afio la enfermedad se ha diseminado a otros
estados del pais (Mancera et al., 2013b). Sin embargo, no se conoce su distribucion
real.

El diagndstico de francisellosis puede realizarse utilizando distintas técnicas que
tienen diferente nivel de sensibilidad; tales como el diagndstico clinico macroscopico
mediante observacion de los signos clinicos, lesiones macroscopicas y el analisis
histopatoloégico por la observacion de lesiones microscopicas, confirmandose
mediante la técnica de PCR Punto final, amplificando el gen 16s rRNA especifico
del género bacteriano.

En el presente trabajo se realizo una comparacion de la sensibilidad de las técnicas
de diagnostico: PCR Punto final y PCR Anidada para determinar cual de estas
ofrece mayor sensibilidad para el diagnostico de francisellosis en muestras de tilapia
(Oreochromis sp.), también se realizo el analisis clinico macroscépico, analisis
histopatolégico de las muestras obtenidas. Se observdé que el PCR Anidado
presenta un 100% de sensibilidad contra el 86% del punto final al analizar muestras
de tilapias que no presentan signos clinicos de enfermedad aparente.

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Acuicultura en el mundo

Ante el crecimiento sostenido de la produccién de pescado y la mejora de los
canales de distribucion, el suministro mundial de alimentos pesqueros ha
aumentado considerablemente en las Ultimas cinco décadas, con una tasa media
de crecimiento del 3,2% anual en el periodo de 1961 a 2009. En 2009, los productos
de pesca representaron un 16,6 por ciento del aporte de proteinas animales a la
poblacién humana y el 6,5 por ciento de todas las proteinas consumidas. De esta
manera, los productos pesqueros representan una fuente muy valiosa de proteinas
y nutrientes esenciales para tener una nutricion equilibrada y disfrutar de buena
salud (El estado mundial de la pesca y la acuicultura, 2012).

En el ambito mundial, el pescado proporciona a unos 3 000 millones de personas
cerca del 20 % de su aporte de proteina de origen animal y a otras 4 300 millones
les aporta el 15% de dicha proteina. Sin embargo, tanto en los paises en vias de
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desarrollo como en los desarrollados esta proporcion ha disminuido ligeramente en
los ultimos afios al haber aumentado con mayor rapidez el consumo de otras
proteinas de origen animal (El estado mundial de la pesca y la acuicultura, 2012).

En el afio 2010, la pesca de captura y la acuicultura aportaron al mundo unos 148
millones de toneladas de pescado, con un valor total de 217 500 millones de USD.
De lo anterior, aproximadamente 128 millones de toneladas se destinaron al
consumo humano, incrementandose la produccion para 2011 hasta alcanzar los 154
millones de toneladas, de los cuales 131 millones de toneladas se destinaron a
alimentacién humana.

A nivel mundial la produccién acuicola se encuentra distribuida dentro de los cinco
continentes. Asia representa el 88.39% de la produccion mundial, tan solo China
genera el 61.69% de ese total. El continente americano participa con un 4.78%, en
donde América latina tiene la mayor participacion; Europa produce 4.32%, Africa el
2.23% y en ultimo lugar Oceania con menos del 1% del total mundial (El estado
mundial de la pesca y la acuicultura, 2012).

2.2 Acuicultura en México

La acuicultura en México constituye una fuente importante de alimentos, y un apoyo
en la generacion de empleos, recreacion, comercio y bienestar econdmico para el
pais, tomando en cuenta que ha sido una actividad muy productiva en el pasado y
con los principios de sostenibilidad para las generaciones futuras.

Durante muchos afos la pesca en México se considerd una actividad casi de
autoconsumo; realizandose la comercializacién de productos de mejor calidad que
tenian como principal destino el mercado de Estados Unidos. Durante los ultimos
afos la actividad se ha diversificado encontrando un mercado mas amplio ofertando
productos de mayor calidad (Anuario, 2011).

En Meéxico, la acuicultura naci6 como una actividad de apoyo social a las
comunidades rurales, con lo cual se pretendia incrementar el consumo de proteina
animal y mejorar asi los niveles nutricionales de la poblacion. Aunque esta actividad
se ha diversificado mas hacia peces de agua dulce también se lleva a cabo en
especies marinas, ya que la acuicultura es una alternativa viable ante la creciente
demanda de alimentos de origen proteico para el consumo humano. A partir de
1989 la piscicultura marina empez6 a desarrollarse de manera experimental,
iniciAndose basicamente con los estudios bioldgico-reproductivos de especies de
alto valor comercial como la cabrilla, pargo, rébalo, huachinango, corvina, pampano,
totoaba y lenguado (Avilés, 2000).
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Desde sus inicios, la acuicultura ha pasado por diferentes etapas de desarrollo
siguiendo tres vertientes principales: 1) la acuicultura de fomento en pequefios
cuerpos de agua y unidades de produccién para autoconsumo, destinadas al cultivo
de variedades de tilapia y carpa; 2) las que realizan siembras en embalses de
medianas y grandes dimensiones principalmente de carpa, tilapia, bagre y lobina o
enfocadas al manejo de existencias silvestres de crias de peces, postlarvas de
langostino, ajolotes y similares; y 3) los sistemas controlados principalmente de
camardén, mojarra, trucha, atun, ostibn y bagre, practicada con fines de
comercializacion (Ramirez y Sanchez, 1998).

En el afio 2011 el valor de la produccién acuicola fue de 554 391 520 délares con
un volumen de 257 509 toneladas, donde las tres especies de mayor produccién
fueron: camarén con 108 971 toneladas, la mojarra con 68 438 toneladas y el ostion
con 42 591 toneladas. La produccién generada por las pesquerias derivadas de la
acuicultura representaron un volumen de 129 142 toneladas de peces vivos, en
donde la mojarra con 61 053 toneladas y el ostion con 41 794 toneladas fueron las
especies que presentaron mayor produccion. En cuanto a los sistemas controlados
el volumen fue de 133 713 toneladas de peces vivos, donde la especie de mayor
produccion fue el camaron con 109 815 toneladas (Anuario, 2011).

2.3 Piscicultura mundial

En 2010 la piscicultura mundial aportd 59,9 millones de toneladas de peces de
diferentes especies, o que supone un incremento del 7,5 por ciento con respecto a
los 55,7 millones de toneladas registrados en 2009. Entre los organismos
comestibles cultivados figuran peces de escama, crustaceos, moluscos, anfibios
(ranas), reptiles acuaticos (excepto cocodrilos) y otros animales acuaticos. Algunos
datos sefialan que la produccién procedente de la piscicultura se destina casi en su
totalidad al consumo humano, siendo las especies mayormente producidas en el
mundo la carpa, seguida por la tilapia. La mayor produccion se concentra en Asia,
siendo China el pais que mas produce, representando mas del 60% del volumen
total mundial, seguida por la India con 6.3%, Vietham e Indonesia con 4.6% y
Bangladesh con 2.6%. En lo que respecta a Europa, Noruega produce el 2%, y en
América, Chile aporta el 1.6% de la produccién piscicola mundial (El estado mundial
de la pesca y la acuicultura, 2012).

2.4 Piscicultura en México

En México la piscicultura es una industria reportada en todo el pais, utilizandose
diferentes métodos de produccién, que van de la repoblacion extensiva a la
produccion en sistema intensivo; se cuenta con el cultivo de especies de gran
importancia social como las carpas y la tilapia, y también el cultivo de especies de
mayor valor comercial como el bagre, la trucha, el langostino y el camarén. Asi
mismo, en el pais se cuenta con centros de produccion de crias, postlarvas y
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semillas con el fin de satisfacer la demanda de organismos acuéticos para su cultivo
(Chavez, 1992).

Entre las especies mayormente producidas en el 2013 en México en primer lugar
se encuentra el camardn con un crecimiento anual del 0.15%, en segundo lugar del
atan con un aumento en su produccion anual de 1.07% y en tercer lugar la tilapia,
siendo esta Ultima la que ha tenido un mayor incremento en la produccion durante
la Ultima década del 3.28% anual. El éxito de este tipo de peces se debe a su alta
capacidad de adaptacién y la posibilidad de ser criada en diferentes sistemas de
cultivo, al sabor y las caracteristicas nutricionales de su carne (Anuario, 2011,
Chavez, 1992; Fitzsimmons, 2000).

2.5 Peces del género tilapia

Tilapia es un término genérico utilizado para designar a un grupo de especies de
peces de valor comercial, pertenecientes a la familia Cichlidae; estos ciclidos se
clasifican en el Orden Perciformes que habitan las aguas dulces y salobres de
Africa, Medio Oriente, las zonas costeras de la India, América Central, del Sury el
Caribe, incluyendo a Cuba. Sin embargo, las verdaderas tilapias son solo nativas
de Africa y el Medio Oriente. En este grupo se incluye a los miembros de 3 diferentes
géneros: Sarotherodon, Oreochromis y Tilapia, peces comercialmente importantes
para consumo humano, que se conocen por su gran robustez, fecundidad, eficiencia
alimenticia y rapido crecimiento. Debido a esto, la tilapia y sus hibridos son el grupo
mas importante en diferentes de piscifactorias en el mundo (Toledo y Garcia, 2000).

De acuerdo a la clasificacion de Trewavas (1983), las tilapias se clasifican de la
siguiente manera:

Phyllum: Chordata
Subphylum: Craneata
Superclase: Gnathostomata
Serie: Pisces

Clase: Actinopterygii
Orden: Perciformes
Suborden: Percoidei

Familia: Cichlidae
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Género
1) Tilapia Especie a) rendalli
b) zillii
2) Oreochromis Especie a) aureus
b) niloticus
C) mossambicus
d) urolepis hornorum

Estas especies de Ciclidos son bien aceptadas por su gran capacidad de adaptacion
a diferentes condiciones ambientales. También muestran un comportamiento
reproductivo especializado; una de las caracteristicas distintivas de los géneros que
integran el grupo de tilapias son sus habitos reproductivos, referidos al tipo de
cuidado que los progenitores brindan a sus crias.

En el Género Sarotherodon los padres (hembras y machos) incuban los huevos en
la boca y una vez nacidos, cuidan a la descendencia por un tiempo adicional
(incubadores bucales); en el Género Oreochromis, sélo la hembra realiza la
incubacion. El género tilapia realiza la incubacion sobre un sustrato fijo en el fondo
del medio acuatico o construyendo un "nido" de vegetacion sobre los huevecillos
(Toledo y Garcia, 2000).

Habitos alimenticios

Todas las tilapias tienen tendencia hacia habitos alimenticios herbivoros a diferencia
de otros peces que se alimentan de pequefios invertebrados o son piscivoros. A
pesar de la heterogeneidad en relacion a sus habitos alimenticios y a los alimentos
gue consumen, las tilapias se pueden clasificar en tres grupos principales:

1. Especies Omnivoras: 0. mossambicus es la especie que presenta mayor
diversidad en los alimentos que ingiere. 0. niloticus, 0. spilurus y 0. aureus presentan
tendencia hacia el consumo de zooplancton.

2. Especies Fitoplanctofagas: S. galilaeus y 0. macrochir son especies que se
alimentan principalmente de fitoplancton (algas microscopicas). S. melanotheron
consume células muertas de fitoplancton, 0. alcalicus consume algas que crecen
sobre la superficie de las piedras y rocas.
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3. Especies Herbivoras: T. rendalli, T. sparmanni y T. zilii consumen vegetacion
macroscopica. Para poder cortar y rasgar plantas y hojas fibrosas poseen dientes
faringeos especializados, asi como un estbmago que secreta acidos gastricos.

Los requerimientos nutricionales al igual que los habitos alimenticios de los juveniles
difieren considerablemente de los adultos. Los juveniles casi siempre son
zooplanctéfagos (mayor requerimiento de proteina) y posteriormente su
alimentacion se vuelve fitoplanctéfaga o detritivora (Hurtado, 2001).

2.6 El cultivo de tilapia

La tilapia es una de las especies mas importantes en produccion, siendo cultivada
en diferentes condiciones por su alta tolerancia a diferentes condiciones de salinidad
y temperatura. Algunos autores mencionan que esta especie en particular puede
ser cultivada en agua dulce, salobre o Marina, y que también toleran diferentes
temperaturas en el agua que pueden variar entre los 25°C y 32 °C mismas que se
prefieren en cultivo intensivo, pero puede sobrevivir en un mayor rango de
temperatura que puede ir de los 17°C hasta los 35°C. Debido a esto la produccion
de esta especie ha aumentado considerablemente durante las tUltimas dos décadas
en el mundo; desarrollandose principalmente en regiones tropicales. En el
continente americano se ha dado mayor auge en regiones como el Caribe y
Centroamérica, incluyendo a México (Alston, 2009; Awal et al., 2011).

Los cultivos de estos organismos pueden desarrollarse en diferentes tipos de agua
con caracteristicas de bajo contenido de oxigeno y ademas tienen la ventaja de que
su carne es de excelente sabor y calidad, mostrandose como una especie ideal para
el desarrollo de su cultivo en México (CONAPESCA SAGARPA, 2009; Chavez,
1992; Toledo y Garcia, 2000; Alston, 2009).

2.7 El cultivo de tilapia en México

El cultivo de tilapia en México se inicié desde 1964, con la importacion de ejemplares
procedentes de Alabama USA, confinandose en el Centro Acuicola de Temascal en
Oaxaca. Las especies introducidas fueron Tilapia rendalli, Oreochromis
mossambicus y O. aureus. Posteriormente fueron distribuidas en una amplia
cantidad de cuerpos de aguas naturales y artificiales en las zonas tropicales,
semitropicales y templadas del pais. También en 1978, se importaron de Panama
crias de O. niloticus y en 1981, las primeras crias de O. hornorum y al mismo tiempo
una linea albina de O. mossambicus. La ultima introduccién de organismos de esta
especie fue en 1985 tras la importacion de 500 ejemplares de una linea pura de O.
niloticus donados por el Instituto de Acuicultura de la Universidad de Stirling en
Escocia (Chavez, 1992).
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La tilapia es una especie de gran oferta y demanda en México, su consumo es el
mas alto entre las especies del agua dulce. La mejor aceptacion en el mercado lo
tiene la tilapia O. niloticus y O. mossambicus, que son las que se comercializa en
mayor volumen, sin embargo se considera que la tilapia roja serd la que podré
atender el nicho mas amplio de la sociedad debido a su rapidez de crecimiento
(Toledo y Garcia, 2000).

El sistema de produccion que actualmente se encuentra mas distribuido en México
es el sistema de produccion semiintesivo en estanques rusticos, de concreto o en
estanques de tierra. Los estanques empleados tienen dimensiones de 90 a 1 600
m2 o estanques rusticos de 1500 a 5000 m? y se manejan densidades que van de
4 a 6 individuos por m? obteniendo rendimientos que van de 5 a 8 ton/ha en 8 a 10
meses de cultivo, utilizando fertilizacion y alimentacién complementaria (Toledo y
Garcia, 2000).

Actualmente los cuatro estados que mas producen en México son: Jalisco 20.51%,
Chiapas 16.12%, Veracruz 11.25% y Michoacan 9.45%, que juntos produjeron el
57.33% de la produccion nacional en el 2013(Anuario, 2011; Anuario, 2013).

En México el cultivo de tilapia se ha utilizado como una fuente de proteina de alta
calidad y no solo para el consumo local sino para su comercializacion, lo que ha
llevado a este tipo de explotacion pecuaria a impulsar las economias locales de
donde es producida. Las 5 especies que fueron introducida a México en la década
de los 70’s; se enlistan en la Figura 1 (Chavez, 1992).
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a) Tilapia Rendalli

Figura 1: imagenes de las primeras especies de tilapia introducidas a México en la década de los 70°s
(Chévez, 1992)

a).- Mojarra herbivora: Tilapia rendalli

b).- Mojarra azul: Oreochromis aureus
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C).- Mojarra del nilo: Oreochromis niloticus.
d).- Mojarra mosambica: Oreochromis mossambicus
e).- Oreochromis urolepis hornorum.

De las primeras especies introducidas se realizaron cruzamientos dando origen a
las 3 especies hibridas que se mencionan a continuacion:

O. niloticus x O. aureus = “Rocky mountain”
O. mossambicus x O. uroleptis hornorum = hibrido rojo
O. niloticus x O. niloticus stirling = chocolate

2.8 Enfermedades que afectan a la tilapia en el mundo

Aun cuando la tilapia se considera una especie resistente a diferentes factores que
se podrian considerar adversos para otras especies, la produccion de esta especie
en condiciones intensivas y de alta densidad puede ser la causa detonante de
diferentes factores de riesgo e incluso enfermedades, debido al estrecho contacto
entre individuos.

Las condiciones medio ambientales como la baja cantidad de oxigeno, sdlidos
totales, turbidez, etc. convirtiéndose en un factor de riesgo debido a que provocan
reduccion en la calidad del agua, alterando el confort del pez y beneficiando el
desarrollo de condiciones Optimas para el crecimiento de microorganismos
infeccioso. Entre los agentes infecciosos mas comunes estan: Flavobacterium
columnare, Edwardsiella tarda, Aeromonas sp., Vibrio sp., Francisella sp.,
Streptococcus iniae y Streptococcus agalactiae, causantes de enfermedades
especialmente en aquellas explotaciones en las que su sistema de produccién se
realiza con recirculacion de agua, lo que facilita la diseminacién de estos agentes
inficciosos (Soto et al., 2010).

Entre los agentes infecciosos que afectan a la tilapia se encuentran las bacterias
del género Francisella que durante las décadas pasadas se aislé y encontré6 como
agente causal de enfermedad y que ocasiono alta mortalidad en tilapia y otras
especies de peces cultivadas en aguas templadas en Estados Unidos Soto et al.,
(2011), Taiwan Chen et al., (2000), Reino Unido Jeffery et al., (2010), Costa Rica
Soto et al., (2009a) y otras regiones de Latino América Mauel et al., (2007) durante
la década pasada.

Entre las especies afectadas por la francisellosis se encuentran las tilapias
(Orechromis sp. y sus hibridos) Soto et al., (2009), el three line grunts (chicken grunt
o Parapristipoma trilineatum) Kamaishi et al., (2005), el hybrid striped bass (Morone
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chrysops y M. saxatilis), el salmén del atlantico (Atlantic salmo salar) Birkbeck et al.,
(2007), el bacalao del atlantico (Atlantic cod) Mikalsen et al., 2007 y asi mismo ha
sido encontrado en peces silvestres y ciclidos como en el denominado jaguar
(Parachromis managuensis). En analisis realizado al genoma bacteriano se ha
encontrado gran similitud filogenética entre las bacterias del género Francisella
patdgenas para el ser humano y mamiferos y las bacterias que afectan a los peces
Sjodin et al., (2012).

2.9 Historia y antecedentes del género Francisella sp.

Las bacterias miembros del género Francisella sp. son pequefios cocobacilos
pleomorficos, Gram negativos, intracelulares facultativos, de dificil crecimiento en
medios de cultivo tradicionales, pertenecientes al grupo de las
Gammaproteobacterias. Son de un tamafo de aproximadamente 0.5 — 1.7 pum, y
presentan con especial dependencia al aminoacido cisteina y a la hemoglobina
(hierro) para su crecimiento, son capaces de replicarse en los macréfagos y en
diversos tipos de células de seres humanos, conejos, roedores, primates no
humanos y peces. Se ha encontrado también que la bacteria puede existir como
endosimbionte de amibas y artropodos (Colquhoun y Duodu, 2011).

Las primeras bacterias del género Francisella sp.; Que fueron descritas se aislaron
en 1912 durante el estudio de una plaga en roedores en Tulare, California, del que
se deriva el nombre “tularensis”. Sin embargo, este género bacteriano pasé muchas
décadas clasificado dentro del género Pasteurella, siendo reclasificado en 1974 en
un nuevo género denominado como Francisella, llamado asi por Edward Francis,
médico del servicio de salud publica de Estados Unidos quien fue el primero en
cultivarlo y describir su transmision y el sindrome clinico resultante de la infeccion.
Los primeros miembros de este género que fueron aislados tenian aspecto
cocobacilar, pleomérfico, y con caracteristicas intracelulares facultativas, aerobias
obligadas, inmoviles, oxidasa negativo y débilmente catalasa positivo,
caracteristicas semejantes a los miembros del género Pasteurella. Asi mismo, se
determind que era un microorganismo de dificil aislamiento en medios comunes y
normalmente requeria de Cisteina para su crecimiento (Gleen y Post, 2005; Hirsh
et al., 2004; Quinn et al., 2008).

Recientemente se ha descrito a Francisella asiatica y Francisella noatunensis como
miembros del género y como los agentes causales de la enfermedad de
francisellosis en una amplia variedad de especies de peces cultivados y silvestres
en distintas partes del mundo (Chen et al., 1994; Chern y Chao, 1994; Hirsh et al.,
2004; Ottem et al., 2007, 2009; Mikalsen et al., 2009; Soto et al., 2010).
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2.10 Bacterias del género Francisella que afectan a animales terrestres
Historicamente el género contenia solo dos especies reconocidas; Francisella
tularensis y F. philomiragia (Tabla 1); ademas de varias especies de Francisella que
se habian detectado en muestras ambientales, como habitantes simbiéticos de
diferentes especies de roedores y otros organismos tales como garrapatas y amibas
gue se encontraban en ellos y que son el medio de transmision de la enfermedad a
las diferentes especies afectadas por estas bacterias (Colquhoun y Duodu, 2011;
Sjodin et al., 2012; Hirsh et al., 2004).

La Francisella tularensis, es el agente causal de la tularemia, enfermedad altamente
infecciosa que puede llegar a afectar a mamiferos silvestres y domeésticos e incluso
al ser humano. Aunque hasta hace poco tiempo los miembros del género Francisella
publicados y que causaban enfermedad en los mamiferos pertenecian al género de
F. tularensis y F. philomiragia hoy en dia se ha descrito un tercer linaje que
comprende a la F. hispaniensis (Tabla 1) (Colquhoun y Duodu, 2011; Barns et al.,
2005).

2.11 Bacterias del género Francisella que afectan peces

Las enfermedades causadas por bacterias de dificil aislamiento en medios de cultivo
convencionales y que afectan peces han existido por muchos afos. Al principio las
bacterias del género Francisella fueron confundidas con bacterias pertenecientes a
otros géneros bacterianos. Algunos autores mencionan enfermedades provocados
por miembros del género Piscirickettsia-like organisms (PLOs) descritas en cultivos
de tilapia de Taiwan, Jamaica e Indonesia, asi como varias entidades de Estados
Unidos, incluyendo Hawai, Florida, Carolina del sur y el sur de California, ya que
morfolégicamente son similares a la bacteria Piscirickettsia salmonis y que
posteriormente se demostré que fueron producidas por miembros de género
Francisella (Mauel et al.,2005).

Estudios realizados por Mauel et al., (2007) concluyeron que esta enfermedad era
causada por miembros PLOs y que no era provocada por Piscirickettsia salmonis al
realizar un ensayo de PCR con primers especificos para la deteccion de P. salmonis
y técnicas de cultivo estandar en donde no se logré el aislamiento de este agente
patégeno. Se pudo determinar también que algunas infecciones que parecen ser
causadas por un PLOs en realidad eran causadas por un nuevo patdégeno
intracelular llegando a la conclusion que el agente causal de estas nuevas
enfermedades que afectaban a los peces era una bacteria del género Francisella
spp. (Ostland et al., 2006; Mauel et al., 2002; Mauel et al., 2003; Mauel et al., 2005;
Mauel et al., 2007).

Durante las ultimas décadas se han presentado epizootias en tilapias (Oreochromis
sp.) causada por FNO que distintos autores han divulgado con la presencia de esta
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bacteria como agente causal en distintos lugares como Taiwan, Hawai y los Estados
Unidos, asi mismo se ha publicado sobre la presencia de bacterias similares en
cultivos europeos de lubina Dicentrarchus labrax (robalo) y lubina Atractoscion
nobilis, three-line grunts Parapristipoma trilineatum, Bacalao del Atlantico Atlantic
cod Gadus morhua, salmén del atlantico salmo salar y otras especies de peces
(Kamaishi et al., 2005; Kamaishi et al., 2010; Chen et al., 2001).

En las epizootias de la enfermedad en tilapia la mortalidad ha oscilado entre el 1%
y mas del 90% del total de los peces en las granjas afectadas (Mauel et al., 2005;
Mauel et al., 2007; Hsieh et al., 2006; Chen et al., 1994, Chern y Chao, 1994).

2.12 Relacidon entre las bacterias de género Francisella que afecta a los
animales terrestres y alos peces

Se ha demostrado la existencia de una similitud genética de hasta un 99% entre los
aislados de Francisella patogena para los peces con el genotipo oportunista en los
humanos denominado F. philomiragia. De las bacterias patdogenas de los peces se
proponen los aislamientos obtenidos de bacalao de Noruega como una subespecie
de F. philomiragia es decir F. philomiragia subsp. noatunensis, posteriormente se
establecié una nueva especie denominada F. piscicida aislada de bacalao del
Atlantico y después de realizar la secuenciacion de esté nuevo aislamiento se pudo
determinar que era 100% semejante F. philomiragia subsp. noatunensis
considerandose como sindnimos heterotipicos (Ottem et al., 2007).

En estudios posteriores se propuso la elevacion de F. philomiragia subsp.
noatunensis como F. noatunensis. En estudios realizados a cepas de Francisella
aisladas de tilapia y trhee lined grunt (Parapristipoma trilineatum) se propusieron
para representar a una subespecie de FNO. Con el aislamiento de una bacteria del
género Francisella de salmén, se establecié que esté nuevo aislado pertenecia a
una especie independiente llamada Francisella asiatica siendo publicado solo un
aislamiento por Mickalsen et al., (2007) de salmones de agua dulce cultivados en
chile determinandose que se trata de una bacteria idéntica a las anteriores e incluso
gue se puede tratar de Francisella noatunensis subsp. noatunensis (Tabla 1)
(Colquhoun y Duodu, 2011; Berrada y Telford, 2010; Mikalsen et al., 2007; Mikalsen
et al., 2009; Hsieh et al., 2006; Ottem et al., 2007; Ottem et al., 2009).

2.13 Taxonomia del género Francisella

La situacién taxonomica dentro del género Francisella es muy compleja y en la
actualidad ha sido relativamente dinadmica. Mientras F. novicida ha sido
recientemente reclasificada como subespecie de F. tularensis como F. tularensis
subsp. novicida, antes de la descripcion de las primeras especies patégenas de
peces, el género contenia dos especies, F. tularensis y F. philomiragia, hasta que
comenz6 la descripcion del aislamiento de nuevos miembros de este género y
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patdbgenos para diferentes especies de peces, proponiéndose una nueva
nomenclatura para la clasificacion de las diferentes especies y subespecies del
género Francisella (Tabla 1). (Colquhoun y Duodu, 2011; Huber et al., 2010; Berrada
y Telford, 2010; Gleen y Post, 2005; Hirsh et al., 2004, Quinn et al., 2008).

Tabla 1. Especies del género Francisella publicadas (Colquhoun y Duodu, 2011;

Gleen y Post, 2005; Hirsh et al., 2004; Quinn et al., 2008; Huber et al., 2010)

Linaje Francisella tularensis
(afecta a mamiferos)

Linaje Francisella philomiragia
(afecta a mamiferos y peces)

Linaje Francisella hispaniensis

Francisella tularensis subsp.
tularensis tipo A altamente
patégena, afecta a animales
domeésticos y roedores
silvestres, en Norteamérica

Francisella philomiragia, a
menudo se encuentran en
aguay causa enfermedad sélo
en pacientes
inmunosuprimidos

Francisella hispaniensis,
aislada de sangre humana.

Francisella tularensis subsp.
Holartica tipo B altamente
patégena, afecta a animales
domeésticos y roedores
silvestres, en Europa, Asia y
Norteamérica

Francisella noatunensis subsp.
noatunensis, afecta a especies
de peces como son:
Parapristipoma trilineatum,
(Bacalao del Atlantico) Atlantic
cod Gadus morhua, (salmon
del atlantico) salmo salar

Francisella tularensis subsp.
mediasiatica, afecta a
animales silvestres, no ha sido
aislada de personas enfermas,

Francisella noatunensis subsp.
orientalis, afecta a diferentes
especies de peces como son:
Dicentrarchus labrax (robalo) y

lubina  Atractoscion nobilis,
three-line grunts y diferentes
especies de ciclidos.

distribuida en Asia central

Francisella tularensis subsp.
novicida, de baja
patogenicidad en el hombre,
reportado en casos de Estados
Unidos y Canada

2.14 Francisellosis en Peces.

La francisellosis es una enfermedad granulomatosa cuyos agentes causales son
bacterias del género Francisella que afectan a diferentes especies animales tanto
terrestres como acuaticos. Entre las especies de peces afectadas por esta
enfermedad se encuentra la tilapia (Oreochromis sp. y sus hibridos). Los primeros
casos de la enfermedad en esta especie se presentaron en el afio de 1994 en
tilapias de cultivo y silvestre de Taiwan (Chen et al., 1994; Chern et al., 1994).

Otros casos semejantes que se presentaron en 1994 ocurrieron en tilapias de
género Oreochromis mossambicus y Sarotherodon melanotheron silvestres y en
poblaciones cultivadas en Oahu, Hawaii donde los animales comenzaron a morir
de una enfermedad desconocida que era similar pero no idéntica a la
piscirickettsiosis de los salmonidos. Los ejemplares que enfermaron presentaban
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nado erratico y aparecian muertos en la superficie. En la mayoria de los casos los
peces fueron encontrados muertos y sin signos clinicos de enfermedad. A la
necropsia se observaba la formacion de multiples nédulos en las muestras
analizadas, estas lesiones al microscopio fueron identificadas como formacién de
multiples granulomas presentes en branquias, bazo, rifidn, glandulas coroides y
testiculos, excepto en el higado. Las mortalidades se presentaron soélo durante los
meses mas frios (octubre a abril) del afio con temperaturas de 20 a 25°C (Mauel et
al., 2003).

Durante la ultima década se han presentado brotes de la enfermedad de
francisellosis en las tilapias de Estados Unidos Soto et al., (2011); Costa rica Soto
et al., (2009); Reino Unido Jeffery et al., (2010); Brasil Leal et al., (2014) y mas
recientemente en México aunque no se ha dado el reporte oficial (Mancera et al.,
2013a).

En México el primer caso de la francisellosis de presentd a finales de diciembre
del 2012 en una granja de reproduccion del estado de Morelos, y posteriormente se
observo en otras granjas del mismo estado durante los primeros meses de 2013.
Estos casos se caracterizaron por la presencia de nddulos blancos en bazo y rifion
principalmente, aumento de tamafno de diferentes 6rganos y por la presencia de
adherencias y ascitis en cavidad abdominal; histolégicamente se observaba
inflamacion granulomatosa con formacion de granulomas en bazo y rifidn, la
mortalidad que se presentd en granjas afectadas fue de hasta un 40%, los peces
mas afectados era los que tenian un peso de entre 200 y 350 grs. (Mancera et al.,
2013ay 2013b).

2.15 Signos clinicos de francisellosis

Los signos clinicos producidos por la enfermedad de francisellosis en las distintas
especies de peces se pueden resumir como infecciones sistémicas agudas o
cronicas, con presencia de granulomas que producen grados variables de
mortalidad que van desde el 1% al 90% dependiendo de la especie y etapa
productiva afectada. Las manifestaciones clinicas mas evidentes son: peces
letargicos, flotando, incoordinacion natatoria, exoftalmia, anorexia o disminucion del
consumo de alimento, abdomen abultado. Es importante comentar que estas
observaciones se han encontrado comiunmente en bacalao del Atlantico, three-lined
grunt, hybrid striped bass y en ciclidos ornamentales (Nylund et al., 2006; Zerihun
et al., 2011; Kamaishi et al., 2005).

En la tilapia (Oreochromis sp) la enfermedad puede presentarse como un sindrome
agudo con pocos signos clinicos no especificos y altas tasas de mortalidad o
también como un sindrome subagudo o crénico con signos clinicos inespecificos
como pueden ser anorexia, exoftalmia, anemia, abdomen distendido e
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incoordinacion (Kamaishi et al., 2005; Mikalsen et al., 2007; Fukuda et al., 2002;
Chen et al., 2000; Soto et al., 2009).

La bacteria tiene una tasa alta de infectividad en alevines de tilapia ya que 1 a 10
UFC inyectadas por via intraperitoneal pueden causar colonizacion como lo
describen Soto et al., (2010), y puede producir dafios significativos a la parte anterior
del rifidn y el bazo, también se ha publicado que con una dosis tan baja como 23
bacterias puede llegar a producir altas mortalidades (Soto et al., 2009)

2.16 Lesiones macroscopicas

2.16.1 Externas

Las principales lesiones externas que se presentan son hemorragias petequiales en
la superficie de las aletas, aletas deshilachadas, Ulceras y hemorragias en la piel de
los peces afectados (Mauel et al., 2005; Mauel et al., 2007; Jeffery et al., 2010; Leal
et al., 2014).

2.16. 2 Internas

Las lesiones internas mas sobresalientes en peces enfermos son: la presencia de
varios nodulos (granulomas) de diferentes tamafios en el bazo, rifibn e higado
(Figura 2 Ay B), también como cambios macroscépicos asociados a la enfermedad
se describe la presencia de nddulos en el corazon, branquias, testiculos,
musculatura, cerebro y ojo siendo afectado cualquier 6rgano. Asi mismo se pueden
encontrar cambios morfoldgicos como son: aumento de tamafo de bazo, higado y
rifidn; presencia ascitis sero-hemorragica, engrosamiento de las hazas intestinales,
adherencias con presencia de fibrina en cavidad abdominal y en diferentes érganos
(Mauel et al., 2003; Mauel et al., 2007; Olsen et al., 2006; Nylund et al., 2006).
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Figura 2 Ay B. Francisellosis en Bacalao del Atlantico; A) nddulos blanquecinos en
bazo (S), B) nédulos blanquecinos en higado (L) y rifién (K) (tomado de Francisella
sp. (Family Francisellaceae) causing mortality in Norwegian cod (Gadus morhua)
farming, Nylund et al., 2006).
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Figura 3 A, B'Y C. A) Nddulos blanquecinos en branquias de tilapia (tomado de A
piscirickettsiosis-like syndrome in cultured Nile tilapia in Latin America with
Francisella spp. as the pathogenic agent, Mauel et al., 2007), B) No&dulos
blanquecinos en bazo y branquias de tilapia (tomado de Characterization of a
piscirickettsiosis-like disease in Hawaiian tilapia, Mauel et al., 2003), C) Nodulos
blanquecinos en rifidn (K) y bazo (S) ciclidos ornamentales (tomado de PCR and in
situ hybridization for the detection and localization of a new pathogen Francisella-
like bacterium (FLB) in ornamental cichlids, Hsieh et al., 2007).

2.17 Hallazgos histopatoldgicos

El examen microscopico de los tejidos afectados es el procedimiento de diagnéstico
mas utilizado en la investigacion de las enfermedades de los peces (Mauel et al.,
2007).

El principal hallazgo histopatologico que se describe en los peces afectados es una
extensa inflamacion granulomatosa crénica con formacion de multiples granulomas
en distintos érganos, con presencia de pocas 0 numerosas bacterias cocobacilares,
muy pequeias y Gram negativas al realizarles la tincion de Gram. En el interior de
los granulomas se pueden observar infiltrados inflamatorios mixtos de células
mononucleares y neutréfilos, los granulomas pueden contener macrofagos
vacuolados, con presencia de liquido o con aspecto espumoso, las capsulas que
envuelves a los granulomas son fibrosas, delgadas y con pequefas cantidades de
linfocitos y neutréfilos. Los centros de los granulomas estan completamente
necroticos o con pequefas areas de necrosis (Figuras 4 Ay B, 5 Ay B).
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Figura 4 Ay B. A) Corte histologico de rifion anterior de tilapia mostrando la
formacién de multiples granulomas, B) Formacion del tipico granuloma en rifion
anterior, con un nuacleo necrético rodeado por macréfagos, linfocitos y células
necréticas (tomado de Francisella asiatica as the causative agent of piscine
francisellosis in cultured tilapia (Oreochromis sp.) in the United States Soto et al.,

Figura5 Ay B. A) Corte histologico de bazo mostrando la formacién de multiples
granulomas (tomado de Characterization of a piscirickettsiosis-like disease in
Hawaiian tilapia, Mauel et al., 2003), B) Frotis de rifién con tincion de Gram donde
se observan multiples microorganismos Gram negativos dentro del citoplasma de
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un fagocito (tomado de Enzootics of visceral granulomas associated with
Francisella-like organism infection in tilapia (Oreochromis spp.), Hsieh et al., 2006).

En las branquias a menudo se puede observar una respuesta proliferativa
granulomatosa tanto en la base como en el arco branquial, estas a su vez pueden
presentar un gran numero de células inflamatorias mixtas o predominar las
mononucleares que a menudo contienen numerosos cuerpos intracitoplasmicos
basdfilos Figura 6 (Mauel et al., 2003; Mauel et al., 2007).

Figura 6: Corte Histolégico de branquias donde se observan las laminas primarias
y secundarias de branquia de tilapia con signos agudos de francisellosis, también
se puede observar la hiperplasia y consolidacion grave de las laminillas secundarias
(tomado de Characterization of a piscirickettsiosis-like disease in Hawaiian tilapia,
Mauel et al., 2003).

En sangre al examen citolégico se puede evidenciar la presencia de bacterias
pleomdrficas en macréfagos y libres en el plasma (Mauel et al., 2007; Soto et al.,
2011).

Otros hallazgos que se presentan en los 6rganos afectados son necrosis focal y
difusa con presencia de vasculitis necrotizante y coagulacién intravascular
especialmente en rifion y bazo. La lesion se ve acompafiada por un infiltrado
inflamatorio cronico de células mononucleares y la formacion de granulomas de
distribucion diseminada (Mauel et al., 2007; Soto et al., 2011).

La infiltracion granulomatosa se ha observado también en otros 6rganos como
testiculos, tejido ovarico, higado, corazon y cerebro (Mauel et al., 2007; Soto et al.,
2011).

21



Comparacion de técnicas de diagndstico de Francisella sp. en muestras de Tilapia (Oreochomis sp.)

Formacion de granulomas en el parénquima del higado. La fase aguda de la
infeccidén se caracteriza por la acumulacion de macréfagos y focos de necrosis.
Durante las etapas cronicas, se observan la formacién de granulomas rodeados de
tejido conectivo fibroso con presencia de lipidosis hepatica (Mauel et al., 2007).

En el corazon las lesiones se caracterizan por una grave infiltracion de células
mononucleares principalmente macréfagos, formacién de granulomas en el
pericardio y miocardio. Otros hallazgos histopatoldgicos presente son epicarditis y
endocarditis con un infiltrado inflamatorio y la fragmentacion de algunas fibras del
miocardio (Mauel et al., 2007, Soto et al., 2011).

En cerebro se puede observar Infiltracion severa de macréfagos en las meninges
con la formacion de granulomas y en algunos casos se observa la formacién de
granulomas en el tejido neural (Mauel et al., 2007).

En ojo las lesiones se encuentran principalmente en la glandula coroides con una
alta infiltracion de macrofagos y formacion de multiples granulomas.

En el aparato digestivo se puede encuentrar linfocitos y macrofagos en la lamina
propiay la submucosa del estbmago e intestino. Solo en algunos casos se observan
granulomas en la serosa del estbmago y los intestinos (Soto et al., 2011).

Se pueden ver granulomas e infiltrados inflamatorios en musculo, las fibras
musculares pueden presentar necrosis con una infiltracion severa por macréfagos
y linfocitos, neutrdéfilos y células gigantes (Mauel et al., 2007).

En piel hay pérdida de la epidermis, necrosis e infiltracion inflamatoria mixta
constituida por neutréfilos y células mononucleares; formacion de granulomas,
caracterizado por un area de necrosis central con infiltracion de macrofagos y tejido
conectivo alrededor de la lesién (Mauel et al., 2007).

Estos hallazgos se han encontrado en casos de francisellosis en tilapia de distintas
edades, progresando hacia la formacién de granulomas de acuerdo con la edad del
pez. En algunos trabajos se determind la presencia de granulomas en un 15% en
alevines, 75% en peces de tamafio de mercado y 100% en reproductores (Mauel et
al., 2007). También se puede observar la presencia de bacterias Gram negativas
pleomoérficas en el interior de las lesiones, en casos de enfermedad crénica y en
caso de granulomas maduros o calcificados. Estos hallazgos pueden observarse en
cualquier 6rgano o tejido, incluyendo las meninges en infecciones severas (Mauel
et al., 2007; Mikalsen et al., 2007; Ostland et al., 2006; Chern y Chao 1994).

Algunos autores han observado un cuadro de francisellosis que no produce
granulomas; asociado con el primer reporte de la enfermedad en abulén (Haliotis
gigantea) en febrero del 2005 en una granja de Japén, donde la mortalidad aumento
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hasta un 84%. Al realizar el analisis del gen 16s se determino que la cepa de la
bacteria involucrada en este brote era filogenéticamente idéntico a la bacteria
causante de la enfermedad en los peces. También se ha documentado que la falta
de formacion de granuloma en abulon se debe al sistema inmunoldgico innato de
los moluscos que les confiere proteccién y no a la diferencias filogenéticas en la
bacteria infectante (Colquhoun y Duodu, 2011; Kamaishi et al., 2010).

2.18 Morbilidad en infecciones causadas por bacterias del género Francisella
sp.

Estudios han determinado que la morbilidad de francisellosis esta influenciada por
distintos factores predisponentes, entre los que se destaca la alta densidad y el
contacto directo entre peces, y se relaciona directamente con el tipo de unidad
productiva; por lo que un sistema de explotacion intensiva generalmente presenta
un mayor grado de infeccion, y mientras menor sea el grado de intensidad del
cultivo menor sera el porcentaje de morbilidad; entre mas estrecho sea el contacto
entre peces infectados y sanos, mayor sera la transmision de la bacteria (Jeffery et
al., 2010; Little et al., 2008).

Jeffery et al., (2010) reporto mayor porcentaje de morbilidad de la enfermedad en
granjas cerradas donde se utiliza recirculacion de agua, encontrando peces
infectados en las diferentes etapas de produccion; pero, siendo mayormente en
alevines y peces en etapa de engorda en los que su vez también se han reportado
el mayor porcentaje de mortalidad.

2.19 Porcentaje de mortalidad en las diferentes especies afectadas

Se han reportado mortalidades asociadas con las infecciones en forma natural de
bajo nivel en Robalo y de 5-20% en salmon del Atlantico (Bohle et al., 2009). La
francisellosis en bacalao se ha asociado con diferentes niveles de mortalidad. Se
han descrito mortalidades de 40% que raramente se presentan en enfermedad
aguda en el campo y a nivel experimental se han obtenido porcentajes de mortalidad
de hasta de un 100%.

En el caso de tilapia se han observado mortalidades de hasta un 95%, aunque
existen muchas condiciones medio ambientales que pueden influir en el porcentaje
de mortalidad, una de ellas es la temperatura, la cual parece desempefiar un papel
significativo en la tasa de mortalidad seguin Muel et al., 2007 (Colquhoun y Duodu,
2011).

Colquhoun y Duodu, (2011) mencionan que en cultivos de peces, en general cuanto
mayor sea la temperatura, la enfermedad se presentard en forma mas aguda; por
ello es probable que los niveles de mortalidad aumenten conforme la temperatura
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también aumenta. Se ha establecido, que cuando se alcanza una temperatura de
26°C, la bacteria alcanza su maxima patogenicidad.

Otro factor que influye directamente en la mortalidad es la presencia de infecciones
mixtas o en simbiosis con otras bacterias patdgenas de peces. (Birkbeck et al.,
2007, Jeffery et al., 2010, Hsieh et al., 2007).

2. 20 Potencial zoondtico

Algunas pruebas de laboratorio sugieren que es poco probable que los miembros
de este generd patdgenos para los peces representen un riesgo de infeccion
zoonGtica debido a que las temperaturas de crecimiento de estas bacterias es
menor que la temperatura normal del cuerpo humano lo que les impide su
crecimiento y replicacién (Colquhoun y Duodu, 2011).

Si bien se han encontrado algunas variaciones genéticas dependientes de la cepa
gue afecta a las diferentes especies animales; Francisella tularensis es ampliamente
reconocida como un agente zoonotico altamente virulento y Francisella
philomiragia, con la cual estan estrechamente relacionadas las especies patdogenas
de los peces, puede también presentar un ligero potencial zoondtico especial y
particularmente en personas con inmunodepresion (Quinn et al., 2008).

A diferencia de especies patdgenas para los peces, las bacterias Francisella
tularensis y Francisella philomiragia son capaces de crecer en medios de cultivo a
una temperatura de 37° C, temperatura a la que ninguna de las especies patogenas
para peces puede crecer (Colquhoun y Duodu, 2011).

Francisella noatunensis subsp. orientalis tiene una temperatura optima de
crecimiento de hasta 28°C, siendo la especie que se ha identificado como causante
de enfermedad en tilapias en el mundo (Colquhoun y Duodu, 2011).

De los peces del género tilapia poseen puntas muy agudas en las aletas que a
menudo causan lesiones en la piel de los productores durante la manipulacion o la
preparacion, pudiendo ser el medio de entrada y transmision de infecciones
zoonoticas como las producidas por Streptococcus iniae bacteria que ha sido
identificada en las lesiones producidas por estas puntas. Considerando estos datos
puede deducirse que la bacteria del género Francisella sp. que afecta a tilapia es
incapaz de producir zoonosis, de lo contrario serian cientos de miles los infectados
por este agente, durante su manipulacién, preparacion o incluso la ingestion de
alimentos preparados con peces infectados. (Olsen et al., 2006; Friis-Moller et al.,
2004; Mikalsen et al., 2009; Weinstein et al., 1997).
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2. 21 Diagnéstico de enfermedades producidas por bacterias del género
Francisella sp.

El diagnostico de francisellosis se puede realizar de diferentes formas; aunque hoy
en dia se ha optado por técnicas moleculares que han hecho més eficiente el
diagnéstico de enfermedades producidas por microorganismos de dificil
aislamiento. Sin embargo, no deben quedar en el olvido las formas tradicionales de
diagnéstico que se ha realizado por afios, empezando desde la historia clinica en la
gque se pueden encontrar datos importantes que puede llevar al diagnostico
oportuno de la enfermedad, asi como también debemos tomar en cuenta la forma
en coOmo se realiza la recoleccion y envié de muestras al laboratorio para su estudio
lo que puede facilitar o dificultar el diagnostico de la enfermedad de origen
bacteriano u otro agente de dificil diagnéstico en el laboratorio (Vasquez et al.,
2011).

2.21.1 Signos clinicos de la enfermedad

El diagnostico de las distintas enfermedades comienza con la observacion de los
signos clinicos que presentan los peces enfermos, que orientan a identificar la
enfermedad mediante la busqueda de signos caracteristicos o patognomonicos. En
el caso de las enfermedades causadas por los miembros del genero Francisella sp.
gue afectan a peces se han identificado signos especificos presuntivos en todas
las especies que afectan. Los signos iniciales incluyen adelgazamiento progresivo,
anemia, coloracion palida y con nédulos hemorragicos o ulceraciones visibles en la
piel, abultamiento del abdomen, exoftalmia, incoordinacion natatoria y branquias
palidas y de aspecto desigual. Asi mismo, los cambios visibles macroscopicamente
como la presentacion de ascitis, adherencias en 6rganos internos y cambios que
estan dominados por el desarrollo de formaciones nodulares multiorganicas. En
todos los estudios publicados, los peces muestran lesiones y signos clinicos
similares (Mauel et al., 2007; Mikalsen et al., 2009; Bohle et al., 2009).

2. 21. 2 Cultivo bacterioldgico
La prueba de oro para el diagnéstico de Francisellosis, al igual que cualquier otra
enfermedad bacteriana sistémica en los peces, es el aislamiento de la bacteria.

Los miembros del género Francisella generalmente son de dificil aislamiento
(fastidiosos), por los requerimientos para crecer en medios de cultivo comunes, ya
gue todas las bacterias del genero tienen como requerimiento comuin para su
crecimiento el aminoacido cisteina y hemoglobina (ion Fe), siendo el medio de
cultivo mas utilizado el medio Cysteine Heart agar con inclusion de 5% de sangre
ovina Figura 7.
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Figura 7: a) Aislamiento de Francisella noatunensis en medio de cultivo Cysteine
Heart agar + 5% ovine blood (tomado de Francisella infections in farmed and wild
aquatic organisms, Colquhoun y Duodu, 2011)

Se han utilizado varios tipos de medios de cultivo para el aislamiento primario de
Francisella sp. de peces (La Tabla 2). Cabe sefialar que estas bacterias no pueden
ser cultivadas en forma rutinaria en medios de cultivo que normalmente utilizan en
el diagndstico bacteriologico para enfermedades de los peces (Soto et al., 2011).

Asi mismo, se han descrito diferentes temperaturas para el crecimiento 6ptimo de
Francisella aisladas de diferentes especies de peces. La FNO, puede crecer a 28°C,
también se describe una temperatura Optima de crecimiento de 22°C. También se
ha reportado su aislamiento a una temperatura de 15-19°C, pero no crece a
temperaturas cercanas a los 30° C, lo que sugiere que la composicion del agar
puede ser importante en relacion con el crecimiento a diferentes temperaturas (Soto
et al., 2011, Birkbeck et al., 2007; Mauel et al., 2007; Mikalsen et al., 2007; Hsieh et
al., 2006; Nylund et al., 2006; Bohle et al.,2009).

Tabla 2. Medios utilizados para el aislamiento de Francisella sp. en peces
(Colquhoun y Duodu, 2011; Soto et al., 2011; Birkbeck et al., 2007; Hsieh et al.,
2006).

Bacteria Especie de pez Medio Referencia

Francisella noatunensis | Atlantic cod, Salmo salar cysteine heart agar + 5% ovine blood Olsen et al.
subsp. noatunensis

Francisella noatunensis | Atlantic salmon Salmo salar | cysteine heart agar + 5% ovine blood Birkbeck et al.
subsp. noatunensis

26



Comparacion de técnicas de diagndstico de Francisella sp. en muestras de Tilapia (Oreochomis sp.)

Francisella noatunensis | Tilapia Oreochromis sp. cysteine heart agar + 5% ovine blood Mikalsen et al.
subsp. orientalis

Francisella noatunensis | Three-lined grunt | cysteine heart agar + 1% haemoglobin Kamaishi et al.
subsp. orientalis Parapristipoma trilinineatum
Francisella sp. Tilapia Oreochromis sp. Thayer-Martin agar Blood agar, brain— | Hsieh et al.

heart infusion agar (containing 5% sheep
red blood cells) and blood—cysteine—
glucose agar

Francisella sp. Tilapia Oreochromis sp. Modified  Mueller—Hinton 1l cation | Soto et al.
adjusted broth supplemented with 2%
IsoVitaleX and 0.1% glucose (MMH)

2. 21. 3 Hibridacion in situ

La hibridacion in situ (ISH) utiliza sondas marcadas con digoxigenina (DIG) como
marcador de los oligonucledtidos complementarios a sitios destino unicos dentro del
16s rRNA (DNAr). Es una técnica util para la deteccion e identificacion de diferentes
microorganismos. Estas sondas especificas pueden ser disefiadas para localizar
microorganismos que no pueden ser cultivados o visualizados por métodos
convencionales, tales como virus, clamidias y Mycobacterium paratuberculosis. La
ISH ademas de identificar el tipo de agente patdgeno, se ha convertido en una
herramienta cada vez mas popular para localizar microorganismos patdégenos en
los tejidos blanco. EI método detecta el sitio de unidén de los oligonucleétidos al
tejido, y que posteriormente se analizan utilizando un microscopio con luminiscencia
Yy No necesariamente se tiene que marcar las sondas radiactivamente (Hsieh et al.,
2007).

Este método ha sido realizado en muestras de tejido previamente analizadas por
metodos histolégicos, presentando grandes ventajas; asi como una alta sensibilidad
y puede ser una buena opcion para el diagnostico de Francisella sp. si se utiliza una
sonda que se una a la secuencia especifica del gen 16S rRNA, asi como a la
secuencia del ADN genomico de la bacteria (Hsieh et al., 2007).

2.21. 4 PCR

La estrecha relacion que existe entre los miembros del género Francisella sp.
patégenos para los peces y la gran similitud con F. philomiragia ha ocasionado el
desarrollo de pruebas de PCR especificas para determinar las subespecies
involucradas. En los ultimos afios se han desarrollado varias pruebas de PCR mas
especificos para la deteccion de miembros del género Francisella sp. que afectan a
peces. Las investigaciones realizadas durante las décadas pasadas describen
ensayos de PCR convencional y en su mayoria PCR en tiempo real (QPCR) en los
gue se ha amplificado el gene 16S rRNA para la deteccion de F. noatunensis subsp.
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noatunensis y FNO (Figura 8) y proteinas de la membrana externa que pueden
llegar a ser antigénicas como la proteina FopA (deteccién de F. noatunensis subsp.
noatunensis y F. philomiragia) mismas que se han utilizado para la deteccién
especifica de cualquier patdégeno de peces aumentando la especificidad cuando
estos ensayos son utilizados conjuntamente (Berrada y Telford, 2010; Forsman et
al., 1994).

n 1. 253 45 6 -7 (18U 301D

4.0-
2.0-
1.0-

Figura 8: Producto de PCR utilizando los iniciadores F5 y F11 para amplificar el gen
16s de Francisella sp. en gel de agarosa y tefiido con bromuro de etidio (tomado de
Analysis of 16s Ribosomal DNA Sequences of Francisella Strains and Utilization for
Determination of the Phylogeny of the Genus and for Identification of Strains by
PCR, Forsman et al., 1994).

Se han desarrollado ensayos de PCR tiempo real para amplificar genes de
supervivencia intracelular, de sitios dentro del gen que contienen mutaciones
especificas para cada una de las diferentes subespecies de Francisella patégenos
de los peces, al respecto se puede mencionar la deteccion especifica de F.
noatunensis subsp. noatunensis por medio de amplificacion del gen groEL descrito
por Caipang et al., (2010) y también los ensayos para la amplificacién del gen de
crecimiento intracelular el iglC Soto et al., (2009a), especifico para FNO. Aun queda
mucho por investigar debido a que esta subespecie del género Francisella puede
infectar y producir enfermedad tipos de ciclidos como los reportados por Hsieh et
al., (2007), que podrian estar estrechamente relacionadas con las especies
patégenas, y también debe tenerse especial atencidn a la identificacion de nuevas
subespecies que puedan causar la infeccion en peces tanto de cultivo como
silvestres.

2. 22 Diagnéstico diferencial
Existen diferentes enfermedades bacterianas que pueden presentarse de manera
similar a la francisellosis. Las enfermedades mayormente caracterizadas por
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provocar lesiones granulomatosas son las producidas por bacterias del genero
Mycobacterium, que provocan lesiones que pueden ser visibles macroscépicamente
y han sido identificadas en varias especies de peces cultivados y silvestres.
Mycobacterium puede ser de dificil aislamiento y no siempre son facilmente
observables en las preparaciones histologicas incluso cuando se realiza la tincion
de Ziehl-Neelsen. Otra de las bacterias que pueden llegar a producir lesiones
semejantes a Francisellosis son las enfermedades producidas por Nocardia sp. que
también se pueden presentar en una forma granulomatosa, encontrandose como
elementos sapréfitos en agua dulce y salada por lo que los peces pueden estar en
contacto directo con este género bacteriano (Colquhoun y Duodu, 2011; Chen et al.,
2001).

La enfermedad producida por Piscirickettsia salmonis también puede presentarse
de una forma similar a francisellosis pero estda mas cominmente asociada con
peces salmoénidos, sin embargo, se ha identificado en una gama cada vez mas
amplia de especies de peces que pueden ser afectados, como por ejemplo en la
lubina Dicentrachus labrax (Colquhoun y Duodu, 2011; McCarthy et al., 2005;
Arkush et al., 2005).

Una de las infecciones bacterianas sistémicas mas comunes que afectan a las
poblaciones o cultivos de bacalao en Noruega es la Furunculosis atipica, causada
por cepas atipicas de Aeromonas salmonicida, este tipo de infeccidon puede resultar
en una enfermedad que macroscopicamente se presenta en forma muy similar a
Francisellosis. Aunque ambas enfermedades dan lugar al desarrollo de granulomas
difundidos extensamente, pueden diferenciarse facilmente por examinacion
histoldgica a la tincion de Gram (Colquhoun y Duodu, 2011; Holm, 2009).

Algo importante de resaltar es que entre las enfermedades que afectan a los peces
se pueden encontrar infecciones mixtas o concomitantes, en las cuales los agente
comunmente involucrados pueden ser F. noatunensis, A. salmonicida (Furunculosis
atipica) y Vibrio anguillarum sin que se pueda determinar cual es el agente
desencadenante de las mismas y cuya presentacion es cada vez mas frecuente
(Colguhoun y Duodu, 2011; Kamaishi et al., 2010; Holm, 2009).

2. 23 Prevencién y Control

El cultivo de cualquier especie acuicola se debe realizar con responsabilidad para
alcanzar a cumplir con el codigo de Buenas Practicas de la actividad. Los cultivos
de organismos acuaticos deben ser operados con una buena asistencia en cuanto
a sanidad, acompafiados de un adecuado manejo de la produccioén. Las larvas y
juveniles deben estar libres de enfermedades y se debera cumplir obligatoriamente
con las indicaciones de la Organizacion Internacional de Epizootias (OIE). El
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crecimiento de los organismos debe monitorearse para evitar y combatir la
diseminacion de las enfermedades. (Ortega y Martinez, 2007).

En general la OIE establece medidas para la prevencién y control de enfermedades
como son:

> El sitio, disefio y construccién deberan ser acordes a la especie que se
produce, el cultivo debera realizarse en lugares donde los riesgos de
contaminacion quimica, fisica y microbiolégica sean minimos, los estanques
deberan tener entrada y salida de agua por separado y que el cultivo no
impacte en la salud humana.

» Las condiciones de agua deben ser éptimos para que los productos finales
sean sanos para el consumo humano, los estanques deberan estar
instalados en donde el riesgo de contaminacion del agua sea minimo.

> El abastecimiento de “semilla” (post-larvas, larvas, alevines y juveniles)
debera realizarse de forma que se evite el traslado de potenciales agentes
peligrosos, productores de enfermedades o parasitismos, en las poblaciones
destinadas al cultivo.

» Los alimentos utilizados en produccion acuicola deben cumplir con los
lineamientos del Codex de Préacticas de Buena Alimentacion.

» Limpieza y desinfeccion de los estanques cuando haya terminado un ciclo
productivo y se vayan a repoblar las instalaciones.

» Los desechos generados por la produccion acuicola deberan ser eliminados
bajo los lineamientos internacionales.

El cumplir con estos lineamientos establecidos en el Codigo Buenas Practicas de la
actividad acuicola ayudara a minimizar el impacto que las enfermedades pueden
traer a la explotacion o granja.

2. 24 Tratamiento

Debido a las caracteristicas propias de la bacteria como son; la capacidad de
crecimiento intracelular, alta prevalencia de peces infectados, alta morbilidad, baja
dosis infectiva y anorexia en peces severamente afectados, resulta dificil establecer
un programa adecuado para el tratamiento de peces enfermos. Sin embargo
algunos autores mencionan que tratamientos por un periodo de 10-14 dias con
oxitetraciclina en dosis de 30-50 mg/kg puede ser un probable tratamiento efectivo
para francisellosis. Soto et al., (2010) reporta que otra opcién efectiva para combatir
la enfermedad y disminuir el porcentaje de mortalidad ocasionada es el tratamiento
con florfenicol a dosis de 15mg/ kg peso por un periodo de hasta 10 dias, aunque
sera necesario realizar un estudio de los efectos que este pueda tener en los peces
ya que se puede llegar a presentar efectos indeseables debido a la citotoxicidad que
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el medicamento puede ocasionar durante tratamientos prolongados y con dosis mas
altas.

El control de la enfermedad mediante vacunacién ha sido dificil ya que adn no se
ha desarrollado una vacuna efectiva. Soto et al., (2011) elaboraron una vacuna por
inmersion utilizando el gen IgIC de FNO obteniendo resultados favorables; en los
peces en los cuales se realiz6 la vacunacién presentaron hasta un 90% de
supervivencia al ser desafiados, en comparacion con los peces que no recibieron la
vacunacion mismos que presentaron alta mortalidad apartir del dia 7 despues del
desafio, estos resultados dependian del tratamiento aplicado, y se relacionaban
directamentes con la cantidad de UFC aplicadas y el tiempo de inmersién en la
solucién vacunal utilizada (Colquhoun y Duodu, 2011; Soto et al., 2009; Soto et al.,
2010).
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3. JUSTIFICACION

Durante las Ultimas décadas, se han reportado epizootias de una enfermedad
causada por bacterias intracelulares facultativas pertenecientes al género
Francisella en tilapia (Oreochromis sp) en Hawai, Taiwan, Costa rica, Inglaterra y
Estados Unidos, provocando grandes estragos a la produccién en estos paises. En
México la enfermedad producida por miembros de este género se diagnosticé por
primera vez a finales del afio 2012 en una granja de reproduccion del estado de
Morelos; en los meses posteriores la enfermedad se presentd en granjas de
diferentes municipios del estado provocando mortalidades que llegaban al 40%.
Desde la presentacion de los primeros casos hasta ahora la enfermedad se ha
presentado en diferentes estados del pais. Ademas, pueden existir infecciones
subclinicas crénicas; que llegan a afectar a los peces hasta la etapa adulta y que
constituyen una fuente de trasmisién a etapas mas tempranas en las que causa
mayores afecciones, sobre todo en granjas en las que se utilizan sistemas de
recirculacion de agua. En vista de que la enfermedad se esta propagando
rapidamente en el territorio Mexicano, es necesario identificar peces que estan
infectados y no presentan signos clinicos de enfermedad (portadores
asintomaticos), mediante técnicas de laboratorio mas rapidas, mas sensibles,
especificas y rapidas para el diagnostico oportuno de esta enfermedad. Para
responder a esta necesidad; en el presente trabajo se realizo la comparacion de la
sensibilidad que ofrecen las técnicas de diagnostico PCR Punto Final y PCR
Anidado, realizandose complementariamente el andlisis clinico macroscopico e
histopatoldgico para determinar la técnica con la cual se obtiene mayor posibilidad
de diagnosticar peces infectados que no presentan signos clinicos de enfermedad.
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4. HIPOTESIS
La técnica de PCR anidada ofrece mayor sensibilidad para la identificacion de FNO

en tilapias con o sin signos clinicos de enfermedad en comparacion con la técnica
de PCR Punto final.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la presencia de FNO en muestras de tilapia (Oreochromis sp.) y
comparar la sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR Anidado con PCR
Punto final, complementdndolas con analisis clinico macroscopico y andlisis
histopatolégico para el diagnéstico de francisellosis en tilapias con y sin signos
clinicos de enfermedad.

5.2 Objetivos especificos
e Determinar la presencia de FNO en muestras de tilapia (Oreochromis sp.).

e Estandarizar las técnicas PCR punto final y PCR Anidada para el diagnostico
de FNO en México.

e Determinar la sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR punto final y
compararla con la técnica de PCR Anidada.
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6. MATERIAL Y METODO

6.1 Material
Tilapias de una granja diagnosticada como positiva a francisellosis.

Termocicladores: Multigene Mini Labnet y Techne Genius
Transluminador: DNr Bio Imaging System Mini Pro

Centrifuga: Hermle Z 233 mk-2

Camara de electrophoresis: Mupid-Exu Electrophoresis System
Kit de Extraction de DNA: Winzar Genomic DNA Purification Kit
Pipetas: RAININ 100-1000 pl

RAININ 20-200 pl
RAININ 10-100 pl

RAININ 0.5-10 p
Puntas: Corning 10 pl

Corning 100 pl
Corning 200 pl

Corning 1000 pl
Guantes: Ambioderm Nitrilo Soft
TAE 10Xy 1X
Agarosa: LE Analytical Grade
Viales para PCR: Corning 200 pl
Viales de 1.5 ml

6.2 Método

6.2.1 Andlisis clinico macroscépico

El analisis clinico macroscopico se inicié con la inspeccion externa de los peces,
buscando signos clinicos aparentes de enfermedad; posteriormente, se realizé el
sacrificio y necropsia de los animales, comenzando con un corte en el opérculo para
dejar al descubierto las branquias; seguido de una incision inicial en la parte ventral
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partiendo en posicion anterior al orificio anal y dirigido cranealmente hacia la base
del opérculo; se continuo con una segunda incision longitudinal sobre la linea lateral
para dejar al descubierto los 6rganos internos y asi poder realizar su inspeccion y
comprobar la presencia de lesiones nodulares u otras lesiones sugestivas de
enfermedad.

6.2.2 Andlisis Histoldgico

Se recolectaron pequefios fragmentos de bazo, higado, rifién y corazén con y sin
lesiones sugerentes de enfermedad y se fijaron en formol al 10% para posterior
procesamiento e inclusion en parafina; posteriormente se realizaron los cortes del
bloque parafina con el micr6tomo y se colocaron en laminillas y finalmente fueron
tefiidas con H&E para su posterior observacion al microscopio.

6.2.3 Anélisis por latécnica de PCR Punto final y PCR Anidada

6.2.3.1 Extraccion de ADN

Pequefios fragmentos de bazo con a sin nddulos fueron colocados en tubos de 10ml
gue contenian 5ml de etanol absoluto y fueron mantenidos en refrigeracion a 4°C.
Para la extraccion de ADN se tomo6 un fragmento de aproximadamente 30 mg de
tejido, se macero y se realizd la extraccion de ADN bacteriano con el kit de
extraccion Wizard Genomic DNA Purification Kit (Isolating Genomic DNA from Gram
Positive and Gram Negative Bacteria, PROMEGA) siguiendo las instrucciones del
fabricante, obteniéndose un volumen total de muestra de 100 pl, mismos que fueron
colocados en refrigeracion a 4°C durante una noche para su hidratacién y posterior
utilizacion.

6.2.3.2 PCR Punto final

Para la amplificacion del PCR punto final fueron utilizados los iniciadores y el
protocolo descrito por Forsman et al., 1994 para amplificar el gen 16s del genero
Francisella sp. cuya secuencia de iniciadores es: (F11 5- TAC CAG TTG GAA ACG

ACTGT-3'yF55-CCTTTT TGA GTT TCG CTC C-3) estos iniciadores amplifican
un fragmento de 1131 pb.

Para realizar esta reaccion de PCR se colocé la mezcla de los siguientes reactivos
(PROMEGA), dentro de un vial de 200 pl.

Componentes Volumen
Mix PCR: 5X Go Taq Flexi buffer, | 10ul
2.5mM MgCl2, 12.5uM de cada
iniciador, 4uM dNTPs, 2.5UTaq
Polimerasa.

Agua libre de nucleasas 13ul
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Templado (125 ng/ul) 2l
Volumen total 25 pl

La reaccion fue desarrollada en un termociclador (Techne Genius) con el siguiente
perfil térmico de amplificacion: desnaturalizacién inicial a 94°C por 3 minutos,
seguido por 35 ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por 1 minuto y 72°C 1 minuto por ciclo
y un ciclo de extension final por 5 minutos a 72°C. El producto de PCR se coloco
en gel de agarosa al 1% y se corrid a 100 volts por 30 minutos en una cadmara de
electroforesis (Mupid-Exu Electrophoresis System) para su posterior observacién en
el transiluminador de rayos UV (DNr Bio Imaging System Mini Pro).

6.2.3.3 PCR anidado

También realizé el PCR para amplificar el gen 16S de Eubacterias, del ADN total
extraido de las muestras utilizando los iniciadores universales UN y EB descritos
por Barry et al., 1990, cuya secuencia de iniciadores es: (EB: 5'-AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG-3" y UN 5-ACG GAT ACC TTG TTA CGA GTT- 3') y que
amplifican un producto final de 1534 pb.

Para la reaccion de PCR se colocaron dentro de un vial de 200ul los siguientes
reactivos (PROMEGA).

Componentes Volumen
Mix PCR: 5X GoTaq Flexi buffer, 3mM | 11.2ul

de MgCI2, 4 uM de dNTPs, 25 mM de
cada primer (UN y EB) y 1U Taq

polimerasa. 12.8ul
Agua libre de nucleasas 1.0pl
Templado (100 ng)

Volumen total 25.0ul

La reaccion de PCR fue desarrollada en termociclador (Multigene Mini Labnet) con
el siguiente perfil térmico: desnaturalizacién inicial de 94°C por 5 min, seguido por
35 ciclos de 94°C por 1 min, 57°C por 1 min'y 72°C por 1 min, con una extension
final de 72°C por 5 min.

Para el PCR Anidado se utilizaron los iniciadores descritos por Soto et al., (2010)
para amplificacion del gen iglC de FNO cuya secuencia de iniciadores es la
siguiente: igICF 5- GGG CGT ATC TAA GGA TGG TAT GAG -3 eigICR 5- AGC
ACA GCA TAC AGG CAA GCT A -3, los iniciadores utilizados amplifican un
producto de 101 pb; para la reaccion se utilizd como templado el producto de la
reaccion anterior.
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Para realizar esta reaccion de PCR se colocaron en un vial de 200ul los siguientes
reactivos (PROMEGA).

Componentes Volumen
Mix PCR: 5X GoTaq Flexi buffer, 3mM | 11.2pl
de MgCI2, 4uM de dNTPs, 25mM de
cada primer (iglICF e igICR) y 1U Taq
polimerasa.

Agua libre de nucleasas 12.8ul

Producto de PCR anterior como
templado 1.0ul
Volumen total 25.0ul

Las muestras se colocaron en un termociclador (Multigene Mini Labnet) con el
siguiente perfil térmico: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguido por
35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 59°C por 1 minuto y 72°C 1 minuto por cada ciclo
y un ciclo de extension final por 5 minutos a 72°C. El producto de PCR se coloco
en gel de agarosa al 3% y se corrio a 100 volts por 45 minutos en una camara de
electroforesis (Mupid-Exu Electrophoresis System) para su posterior observacion en
el transluminador de rayos UV (DNr Bio Imaging System Mini Pro).

Cuando se obtuvieron los resultados del total de muestras analizadas por cada
proceso de diagnostico, se realizé la comparacion de la sensibilidad de las técnicas
por medio de cuadros de contingencia, utilizando el programa Graph Pad Prism 6.0.
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Comparacion de técnicas de diagndstico de Francisella sp. en muestras de Tilapia (Oreochomis sp.)

SUMMARY

The Francisellosis in tilapia (Oreochromis spp) is an emerging disease caused by facultative
intracellular bacterium Francisella noatunensis subsp. orientalis. The present study
describes the confirmation of the first case of francisellosis in Mexico, associated with an
outbreak in late 2012 in a breeding farm, causing a 40% mortality, characterized by the
presence of white nodules in different organs, primarily spleen and kidney. Histologically
the lesions corresponded to granuloma formation. From DNA obtained from infected tissue
and pure culture achieved between Cystine Heart Agar supplemented with hemoglobin,
Francisella noatunensis subsp orientalis was initially confirmed by amplification and
sequence analysis of 16S and ITS of Eubacteria genes and specific 16S gene bacteria of the
genus Francisella; Phylogenetic analysis of these genes amplicons demonstrated sequences
closely related to Francisella noatunensis subsp. orientalis diseased tilapia isolated from
different countries; the subspecies was confirmed using the gene targeting IglC sequence,
indicating a 100% identity to reference strains Francisella noatunensis subsp. orientalis; this

evidence confirms for the first time the occurrence of francisellosis in tilapia of Mexico.

Key words: Tilapia (Oreochromis spp.), Francisella, 16S and ITS, Farm breeding Mexico
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Comparacion de técnicas de diagndstico de Francisella sp. en muestras de Tilapia (Oreochomis sp.)

INTRODUCCION

El cultivo de peces del genero tilapia en México es una actividad relativamente nueva;
Oreochromis mossambicus y Oreochromis aureus fueron introducidas en 1964,
posteriormente ingresaron otras especies que se han distribuido con propdsitos de
subsistencia en embalses naturales y artificiales de practicamente todo el pais (Fitzsimmons
2000).

En los dltimos afios, México se ha convertido en uno de los principales paises
productores y consumidores de tilapia de Latinoamérica (Fitzsimmons 2000). En el afio 2011
se logré una produccion de 81.250 ton. de las cuales 76.986 se derivaron de actividades de
acuacultura, ubicandose en el 5° lugar de produccidn pesquera nacional y en el 3er lugar por
valor de venta. Entre 2002 a 2011 la actividad crecié a una tasa media anual de
1.44%(Anuario Estadistico 2012; 2013), y se estima que en el futuro el crecimiento sera
mayor, asociado a disponibilidad de mejores alimentos, desarrollo del cultivo en diferentes
espacios, uso de animales de mejor calidad genética, y a la profesionalizacion de la actividad.

La tilapia producida en México se destina principalmente al mercado interno
(Anuario Estadistico 2013); sin embargo, la proximidad al mercado norteamericano y el
hecho de contar con grandes recursos hidricos representan una oportunidad para convertirse
en uno de los paises mas importantes en la produccién y comercio internacional de la especie.
Sin embargo, para aprovechar esta oportunidad, la acuicultura de México debera contar con
las herramientas necesarias para favorecer la permanencia y extension de la actividad,
enfrentando retos inherentes a la produccion, entre los que resalta el diagndstico oportuno de
enfermedades de distinta etiologia. Pese a que las tilapias tradicionalmente se han
considerado especies resistentes a enfermedades, recientemente la francisellosis ha emergido
causando enfermedad y mortalidad en peces silvestres y de cultivo en practicamente todo el
mundo.

La francisellosis en tilapias es causada por el cocobacilo Gram negativo, Francisella
noatunensis subsp. orientalis una bacteria intracelular facultativa, inmovil, aerobia estricta y
altamente infectiva, que ha sido reportada en varias partes del mundo, afectando a peces del
genero tilapia de diferentes etapas de desarrollo tanto en condiciones de agua dulce como
salobre; se ha informado que 23 bacterias son suficientes para iniciar infeccion y desarrollar
enfermedad (Soto y col 2009a; 2009b).
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Comparacion de técnicas de diagndstico de Francisella sp. en muestras de Tilapia (Oreochomis sp.)

Los peces afectados por francisellosis inicialmente muestran disminucion de
actividad y nado lento, dejan de comer pero no muestran anormalidad externa. Conforme la
infeccion avanza, los peces se pueden observar en la superficie de la columna del agua o
cercanos a la fuente de aireacion, boqueo; pueden mostrar lesiones en piel y aletas
deshilachadas. Al inspeccionar la cavidad corporal se puede observar agrandamiento de bazo
con presencia de nodulos blanquecinos de distinto tamafio, los cuales se pueden observar
también en rifidn e higado, con menor frecuencia en corazén, génadas, intestino y branquias.
A la fecha la enfermedad no ha sido informada en México. En este trabajo se describen los
signos clinicos, las lesiones macro y microscopicas encontradas en muestras de tilapias
afectadas por francisellosis en granjas del centro de México; la enfermedad fue confirmada
por el aislamiento del agente e identificado por medio de la técnica de PCR utilizando
partidores especificos para Francisella noatunensis subsp. orientalis, y significa el primer

caso de esta enfermedad emergente para peces de pais.

MATERIAL Y METODO

Durante el segundo semestre del afio 2012, se registr0 la manifestacion de una
enfermedad granulomatosa en una granja del centro de Meéxico dedicada a la reproduccion
de tilapia (oreochromis sp.), en la cual no se habia tenido reporte previo de la existencia de
enfermedades importantes. Los responsables de la granja informaron la ocurrencia de un
proceso de enfermedad en un lote de tilapias de entre 200 a 350 gr, mantenidos en estanques
de concreto de 10x4 mts, con 10% de recambio diario de agua, temperatura promedio de
26°C. Los peces iniciaron con disminucién del consumo de alimento, baja actividad, nado en
la superficie del agua, distension abdominal, oscurecimiento y mortalidad de
aproximadamente 40% de la poblacidn; sin embargo, al momento de visitar la granja para
obtener las muestras no se observo mortalidad, pero los peces del lote afectado presentaban

emaciacién severa.
Obtencion de muestras

Se colectaron muestras de peces que presentaban reaccion de huida retardada y/o mala
condicién corporal, y fueron transportados vivos al laboratorio en bolsas de plastico con

oxigeno. Durante la necropsia se realizaron preparaciones himedas de piel, aletas y branquias
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para diagnostico de parasitos. Internamente se reviso el aspecto, color y contenido de la
cavidad corporal, y bajo condiciones de esterilidad se obtuvieron fragmentos de bazo, higado
y rifidn para intentar aislamiento de agentes bacterianos en medios convencionales y en
medio Cystine Heart Agar suplementado con Hemoglobina bovina al 2%; también se
realizaron improntas del bazo y rifion afectados. Para estudio histologico se tomaron
pequefios fragmentos de higado, bazo, rifidn, corazén, branquias, cerebro e intestino que
fueron depositados en frascos con formol buferizado al 10% para posterior procesamiento
para tincion con H&E e interpretacion histoldgica.

Extraccion de ADN

Para la identificacion del género y especie de Francisella, se procedié a extraer el
ADN desde muestras de bazo y rifion de 10 peces con granulomas y se depositaron en tubos
de 10 ml conteniendo 5 ml de etanol absoluto. Asimismo, se extrajo DNA total desde las
colonias aisladas en el medio Cystine Heart Agar suplementado con Hemoglobina bovina al
2%, utilizando el kit E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek) segun las instrucciones

del fabricante. EI DNA eluido se conservo a -20°C hasta su utilizacion.
Amplificacion del gen 16S especifico del género Francisella sp.

Para confirmar la presencia de Francisella sp. en las muestras, se realizé un PCR
confirmatorio para deteccion del gen 16S de este genero bacteriano (Forsman y col 1994)
en un volumen de reaccion de 25ul, integrada por 5X flexi buffer, 25uM MgCI2, 12.5uM
de cada uno de los primers (F1 y F5 Tablas 1, 2), dNTPs mix 10uM, 2.5U de GoTaq flexi
DNA (PROMEGA) y 250 ng de DNA. Las muestras se colocaron en termociclador con el
siguiente perfil térmico: desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 minutos, seguido por 35
ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por 1 minuto y 72°C 1 minuto por cada ciclo y un ciclo de

extension final por 5 minutos a 72°C.

Amplificacidn del gen 16S de Eubacterias y del Espaciador Intergénico 16S-23S
(ITS1) de Francisella sp.

En paralelo, el gen 16S especifico de Francisella sp. se realizo se amplifico del gen

16S de Eubacterias del ADN total extraido de las muestras de tejido y de las colonias
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obtenidas en medio de cultivo, utilizando partidores universales UN y EB (Tablas 1, 2) (Barry
y col 1990), que da origen a un producto de PCR de 1500 pb. La reaccion de PCR se realiz6
usando GoTag DNA Polymerase (Promega) en un volumen final de 25 pl conteniendo 50 ng
de templado, 5X GoTag® Flexi buffer, 200 mM of MgCl2, 10 mM of dNTPs, 25 mM de
cada primer (UN y EB). Lareaccién de PCR fue desarrollada usando un MultitiGene gradient
thermal cycler and the following settings: 94°C for 5 min, followed by 35 cycles at 94°C for
1 min, 57°C for 1 min, and 1 min at 72°C, with a final extension at 72°C for 10 min.

Para la amplificacion del espaciador 16S-23S se desarroll6 con el protocolo descrito
por (Barry y col 1991) con ligeras modificaciones. La mezcla de PCR fue desarrollada usando
GoTag DNA Polymerase (Promega) en un volumen final de 25 pl conteniendo 100 ng de
DNA genomico total como templado, 5X GoTag® Flexi buffer, 200 mM of MgClI2, 10 mM
of dNTPs, 25 mM de cada primer Al y B1 (Tablas 1, 2), que originan un producto de 280 pb
aproximadamente. La amplificacion del producto de PCR fue desarrollado usando un
MultiGene gradient thermal cycler and the following settings: 94°C for 5 min, followed by
35 cycles at 94°C for 1 min, 50°C for 1 min, and 1 min at 72°C, with a final extension at

72°C for 10 min. Los productos de PCR fueron resueltos en un gel de agarosa al 1,5%.
Real time PCR

Para determinar la especie de Francisella presente tanto en las muestras de tejido
como en las colonias obtenidas en el medio de cultivo enriquecido, se realizé una reaccion
de PCR para amplificar parte del gen iglC de Francisella noatunensis subsp. orientalis en un
volumen de reaccion de 25 pl conteniendo 5X flexi buffer, 25uM MgCI2, 25uM primers
(igICF e igICR; Tabla 2), dNTPs mix 10uM, 1U de GoTaq flexi DNA (PROMEGA) y 200
ng de DNA de acuerdo al protocolo descrito por (Soto y col 2010). El termociclador fue
programado con el siguiente perfil térmico: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos,
seguido por 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 59°C por 1 minuto y 72°C 1 minuto por cada

ciclo y un ciclo de extension final por 5 minutos a 72°C.

Todos los productos de PCR obtenidos fueron resueltos en un gel de agarosa al 1.5%
y sometido a 100 volts por 30 minutos en camara de electroforesis para posterior observacion

en transluminador UV (MiniBis Pro Bio-Imaging Systems). Los productos de PCR fueron
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purificados utilizando el kit “E.Z.N.A. Gel Extraction”, (Omega BIO-TEK), de acuerdo a las
especificaciones del fabricante y fueron enviados a secuenciacion (Macrogen, Korea). Las
secuencias obtenidas se compararon con las secuencias incluidas en la base de datos del
GenBank, utilizando la herramienta BLASTN (http://blast.ncbi.nim.nih.gov), para
determinar su identidad.

Anélisis filogenético

Una vez determinada la identidad de las secuencias obtenidas, éstas fueron alineadas
y se realiz6 un andlisis filogenético utilizando el programa MEGA 5.2 (Tamura y col 2007),
generando valores de bootstrap de 1000 “arboles” para generar un arbol de consenso para las
secuencias 16S rRNA e ITS-1, utilizando el método de méxima probabilidad (Maximum
likelihood method).

El anélisis del gen 16S se incluyeron 14 secuencias nucleotidicas para el gen 16S de
cepas de genero Francisella descritas anteriormente, analizandose 792 posiciones en el grupo
de datos final. En el caso de la region ITS, el andlisis involucro a 11 secuencias nucleotidicas

descritas, analizdndose 192 posiciones en el grupo de datos final.
RESULTADOS
Aspectos clinicos y necropsia

Los signos clinicos y lesiones observados en los peces de la granja afectada no habian
sido previamente reportados en peces de cultivo o silvestres de México. EI 50% de los peces
remitidos presentaron palidez branquial, ligera exoftalmia y distencion abdominal moderada;
un menor porcentaje de animales presento nddulos blanquecinos en branquias, acortamiento
de laminillas primarias, areas de consolidacion, coloracion obscura, con necrosis y exceso de
mucus. Parte de los animales también se observaron emaciados, con inactividad e
incoordinacién para nadar. A excepcién de la pérdida de escamas, en piel no se observaron
lesiones externas. Las preparaciones humedas de mucus evidenciaron la presencia del

monogeneo Dactilogyrus sp. y los protozoos Trichodina sp. y Apiosoma sp.

Internamente, los peces presentaron ascitis serosa moderada y adherencias en cavidad

celémica y entre los 6rganos internos; mesenterio y mesovarium con nédulos blanquecinos.
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El bazo mostro severo aumento de tamafio y formacién difusa de nédulos blanquecinos de
distinto tamafio y nivel de profundidad; en menor nimero nodulos de mayor tamafo
estuvieron presentes en rifion sin patron de distribucion definido. El higado, presento
coloracion irregular, predominando la palidez, adherencias y escasos granulomas. Los
nddulos también fueron evidentes en menor frecuencia en corazon y ovarios. Improntas de
6rganos afectados mostraron presencia de cocobacilos pleomorficos Gram negativos,
intracelulares; sin embargo, pese a varios intentos inicialmente fue infructuoso el aislamiento
de bacterias en medios de cultivo bacteriologico convencionales. Cuarenta y cinco dias
después del primer muestreo, al utilizar el medio de cultivo suplementado con L-cysteina,
Francisella sp. fue aislada del bazo de peces de una nueva muestra del lote original.

Histologia

Las secciones de tejido tefiidas con H&E presentaron multiples areas de inflamacion
granulomatosa severa y en distinto grado de evolucion en bazo, rifion e higado; en menor
grado los granulomas también estuvieron presentes en corazon, branquias, ovario e intestino.
En los casos mas severos se presentan amplias areas de necrosis difusa y vasculitis
necrotizante con infiltracion de células mononucleares. En la mayoria de las secciones es
posible notar la presencia de bacterias de pleomorficas entre el material necrdtico, células
tipo macrofagos, fibroblastos. En higado es posible evidenciar la tipica lesion de poliarteritis
granulomatosa referida en casos de francisellosis. Las lesiones histoldgicas no habian sido

observadas previamente en casos de enfermedad de tilapias de México.

Amplificacion y analisis de las secuencias 16S e ITS1 de Francisella sp.

El PCR realizado de muestras obtenidas tanto de tejido como de colonias aisladas en
medio enriquecido amplificd un producto de aproximadamente 1.100 pb, especifico para
deteccidn del gen 16S de bacterias del género Francisella (Figura 1). Asimismo, tanto del

DNA extraido de tejido como del obtenido de las bacterias cultivadas se amplifico el gen16S
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completo de 1500 pb, cuyo analisis nucleotidico determino que no existen diferencias entre
las distintas fuentes de DNA.

El andlisis de la secuencia del gen 16S de nuestra bacteria con la secuencia de otras
cepas, obtuvo 99,5% de identidad con cepas de Francisella noatunensis subsp. Orientalis,
incluyendo a la cepa Ehime-1, aislada de Parapritipoma trilineatum en Japon (Accesion no
EU683030), la cepa Toba04 de tilapia (Accesion no NR_07581.1; Indonesia) y de Taiwan
AF206675; AF385857. Estos hallazgos también fueron confirmados al analizar la secuencia
del producto de PCR correspondiente a ITS1 de las colonias aisladas, que mostro 98.78% de
similitud con el ITS1 de la cepa Ehime-1. Adicionalmente, se determind un 97% de identidad
con Francisella philomiragia subsp. philomiragia cepa ATCC 25017, lo cual sugiere a
Francisella noatunensis subsp. orientalis, como agente causal de la enfermedad observada

en las tilapias analizadas.
Filogenia

El andlisis de las secuencias de los productos de PCR del gen 16S e ITS-1 obtenidas,
confirmaron la identidad de los productos como secuencias del genero Francisella, especie
noatunensis subsp. orientalis. En el caso del gen 16S, todas la secuencias del genero
Francisella se agruparon en un mismo clado, y nuestra secuencia se relaciona mas
estrechamente en un subclado con Francisella noatunensis subsp. orientalis (NR_074581.1),
con un bootstrap de apoyo de 99% (Fig. 2). El analisis filogenético de las secuencias ITS-1,
lo anterior confirma al ubicar a nuestra secuencia en el clado del genero Francisella,
estrechamente relacionada con Francisella noatunensis subsp. orientalis (EU683030.1) con
un bootstrap de apoyo de 85 % (Fig. 3). Con esta informacidn, se elaboré una matriz de
identidad de secuencias para estimar su divergencia evolutiva (Tabla 3 y Tabla 4). La
comparacion de las secuencias del gen 16S e ITS-1 de Francisella descrita en este estudio,
muestran que no existen diferencias con las regiones analizadas en la cepa de Francisella

noatunensis subsp. orientalis, con un 100% de identidad (Tabla 3 y Tabla 4).
PCR tiempo real

De las muestras para confirmar la presencia de Francisella noatunensis subsp.

orientalis mediante los partidores especificos para amplificar el gen iglC presente en esta
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especie, obteniéndose valores de Ct entre 16-20 para las colonias y para las muestras de bazo
con lesiones granulomatosas el Ct fue entre 26-30. Asimismo, cada reaccion origind una
Unica curva de melting (dato no mostrado), reflejando en un producto especifico de 100 pb
en gel de agarosa al 1.5% (Figura 4A), cuya secuencia nucleotidica tanto para colonias como
para tejido infectado, mostré un 100% de identidad con iglC de la cepa de F. noatunensis
subsp. orientalis LADL 07-285A (Soto et al., 2010) (Figura 4B), corroborando la presencia
de esta bacteria emergente en peces en México.

DISCUSION

Las lesiones granulomatosas en peces pueden ser causadas por distintos patégenos
(Colguhoun y Duodu, 2011); sin embargo, el analisis macroscopico, microscépico y
molecular realizado en las muestras de tilapias de este caso confirman la presencia en México
de francisellosis, enfermedad que en peces del género tilapia es ocasionada por bacterias
intracelulares, Gram negativas del género Francisella (Colquhoun y Duodu, 2011; Birkbeck
y col 2007; Soto y col 2009a; Mauel y col 2003; 2005), que también han sido reportadas
afectando a otras especies de peces (Nylund y col 2006; Olsen y col 2006).

Las patologias asociadas a francisellosis se caracterizan por ausencia 0 escasa
presencia de signos clinicos y lesiones externas en los peces afectados. Los peces de este
estudio presentaron caquexia, emaciacion, anorexia, anemia y nado lento, pero no
presentaron hemorragias, ulceraciones externas o dafio muscular descritas por (Mauel y col
2007) en tilapias afectadas por esta enfermedad; la distencion abdominal (Soto y col 2011)
no fue marcada. Si bien la mortalidad en casos de francisellosis es alta, tanto los signos
clinicos, las lesiones macroscépicas y el nivel de mortalidad pueden variar, dependiendo de
los factores involucrados en la triada epizootioldgica y del estadio en que se analice el

proceso de enfermedad.

A decir de los responsables de la granja, al remitir la muestra, la enfermedad tenia
aproximadamente 6 meses de haber aparecido, por tanto, este caso describe un proceso
cronico de la enfermedad que en algin momento pudo manifestar signos mas dramaticos, ya
que inicialmente se registrd 40% de mortalidad, acorde con los reportes previos (Kamaishi y
col 2005, Olsen y col 2006, Ostland y col 2006)
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La temperatura es un factor determinante en la manifestacion clinica de la enfermedad
y del niel de mortalidad (Mauel y col 2007). Mauel y col 2005 informaron que se registra
mayor mortalidad a temperatura entre 21.5 a 26.3°C. por tanto la mortalidad reportada en
este brote de enfermedad podria explicarse porque su ocurrencia se registré6 cuando la
temperatura del agua en la zona es de alrededor de 26°C en el invierno mexicano. Otro factor
critico en la transmision de la enfermedad es la recirculacion de agua en sistemas con alta
biomasa que favorece el contacto de peces y eliminacién de desechos (Jeffery y col 2010),
situaciones que convergen en la granja de este estudio, donde la alta mortalidad observada
también esté asociada al manejo de constante de los animales utilizados como reproductores
(Mauel y col 2003; Mauel y col 2007; Soto y col 2009b). Si bien no se ha demostrado una
transmision vertical, la enfermedad también se ha diagnosticado en crias, aparentemente
facilitada por el sistema de reutilizacion de agua y alta biomasa. Sin embargo, el origen de la
enfermedad es desconocido; extraoficialmente, meses atras se introdujo a esta granja un lote
de tilapias provenientes de Centroamérica. La cantidad y lugares a donde se sembraron no se
han aclarado.

La francisellosis esta relacionada con la formacion de nodulos blanquecinos,
predominantemente en bazo y rifion, pero también puede estar presentes en otros drganos
(Soto y col 2011; Mauel y col 2007); en nuestro caso, Unicamente no se observaron en el
cerebro. Las lesiones histologicas observadas en los tejidos afectados son consistentes con lo
reportado por Mauel y col 2003; Mauel y col 2007, caracterizadas por formacion de
granulomas con infiltrado inflamatorio mixto con predominio de macréfagos de aspecto
esponjoso, linfocitos y neutrofilos rodeados por una capsula fibrosa, areas de necrosis y
presencia intracelular de bacterias pleomdrficas, Gram negativas; también se destaca
vasculitis necrotizante y trombosis; en higado una tipica arteritis granulomatosa con
infiltracion de macrofagos, linfocitos y células necroticas( Mauel y col 2007; Soto y col
2011).

En una primera instancia el agente causal de la enfermedad fue confirmado en diez
muestras estudiadas mediante PCR usando los partidores F5 y F11, los cuales han permitido
identificar 31 cepas del genero Francisella mediante amplificacion de un producto especifico
de 1131 pb del rRNA 16S de este generd (Forsman y col 1994).
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El anélisis filogenético de las secuencias del gen 16S identificado en nuestra bacteria,
la ubica en estrecha relacién con el gen 16S de aislados obtenidos de Parapristipoma
trilineatum, cepa Ehime-1, de Japon y la cepa Toba04 identificada en tilapia en Indonesia,
con los que tiene més de 99,5% de similitud de nucleétidos. Desde el afio 2006 estos aislados
se han descrito como organismos Francisella-like, asociados a mortalidades en distintas
especies de peces (Soto y col 2010; Hsiehy col 2006), ubicandolos actualmente dentro de una
nueva subespecie de F. noatunensis, denominada F. noatunensis subsp. orientalis (Mikalsen
y col 2007; Mikalsen y Colquhoun, 2009; Ottem y col 2007; Ottem y col 2009;
Schrallhammer y col 2011). Resultados similares se obtuvieron al analizar el ITS-1 de
colonias puras aisladas de la bacteria confirmando su relacién filogenéticas con la cepa
Ehime-1. Concomitante con estos hallazgos, es interesante descartar que los andlisis de
divergencia evolutiva respaldan la identidad del aislado mexicano descrito en este estudio

con las secuencias 16S e ITS-1 de F. Noatunensis subsp. orientalis.

La aplicacion de PCR en tiempo real utilizando partidores especificos para el gen iglC
de Francisella noatunensis subsp. orientalis (Soto y col 2010), confirmo la identidad del
agente etiologico aislado. Esto es mas real dado que muchas especies del genero Francisella
comparten alto porcentaje de identidad (>95%) a nivel del gen 16S; esto se puede comprobar
al realizar el alineamiento entre F. noatunensis subsp. orientalis LADL 07-285A y F.
noatunensis subsp. noatunensis, entre los que existe mas de un 99% de identidad. pero
cuando se compara el gen iglC de las dos cepas, el porcentaje de identidad baja a un 90%.
Al alinear la secuencia del producto de PCR del gen iglC de nuestra bacteria con las
secuencias contenidas en el GenBank fue 100% idéntico a la descrita para Francisella
noatunensis subsp. orientalis por (Soto y col 2010), lo que permite confirmar a esta bacteria

como la causante de la enfermedad en las tilapias de este caso informado en México.
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Tabla 1. Especies y cepas bacterianas utilizadas en este estudio y los nimeros de

acceso de GenBank para su 16S rDNA y sus secuencias de ADN.

Table 1. Species and bacterial strains used in this study and the GenBank accession
numbers for 16S rDNA and their DNA sequences.

Species / strain GenBank Location | Original DNA
accession isolation sequence
number source/Strain

Francisella tularensis subsp. | AY968231.1 | USA FSC 257 16S

holarctica rDNA

Francisella tularensis subsp. | AY968225.1 | USA FSC 199 “

tularensis

Francisella tularensis subsp. | AY968236.1 | USA FSC 149 “

mediasiatica

Wolbachia persica M21292.1 - ATCCVR331 |*“

Francisella philomiragia Z21933.1 USA Homo sapiens | «

Francisella noatunensis subsp. | NR_074581. | Indonesia | Tilapia «“

orientalis 1

Francisella noatunensis subsp. | EU683030.1 | Japan Parapristipoma |

orientalis trilineatum

Coxiella burnetii AY342037.1 | Korea Haemaphysalis | «

longicornis

Legionella pneumophila M59157.1 - ATCC 33152 «“

Piscirickettsia salmonis LF-89 | U36941.1 Chile Oncorhynchus |

kisutch

Pseudomonas aeruginosa M34133.1 USA strain 25330 «“

Aeromonas salmonicida subsp. | X60405.2 UK NCIMB 1102 |
salmonicida

Proteus vulgaris X07652.1 Germany | IFAM 1731 «“

Agrobacterium tumefaciens AY972446.1 | USA Sludge «
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ITS-1rDNA
Francisella tularensis subsp. | CP003862.1 | USA FSC200 “
holarctica
Francisella tularensis subsp. | CP000439.1 | USA U112 “
novicida
Francisella tularensis subsp. | CP000915.1 | USA FSC147 “
mediasiatica
Francisella philomiragia | CP000937.1 | USA ATCC 25017 «
subsp. philomiragia
Francisella noatunensis subsp. | EU683030.1 | Japan Parapristipoma |
orientalis trilineatum
Cf. Francisella sp. AF385857.2 | Taiwan Tilapia «“
Francisella piscicida DQ309246.2 | Norway Gadus morhua | “
Piscirickettsia salmonis LF-89 | AF205383.1 | Chile Oncorhynchus |
kisutch
Bacillus subtilis JQ518353.1 | Chine Chinese «“
fermented
soybean food
Photobacterium damselae | FN646576.1 | Spain Dicologoglossa | «

subsp. piscicida

cuneata
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Tabla 2. Secuencias y especificidad de los primers utilizados para amplificar el gen

16S rRNA y el espaciador intergénico (ITS) para PCR y secuenciacién. F: forward; R:

reverse

Table 2. Sequence and specificity of the primers used to amplify the 16S rRNA gene

and intergenic spacer (ITS) for PCR and sequencing. F: forward; R: reverse

Localizacion Secuencia (5°-3°) Amplicon  Especificidad Referencia
del primer (bp)
UN (27F)a  AGAGTTTGATCCTGGCTC 1.534 Eubacterial 16S Barry y col
EB(1487R)a AG 1990
ACGGATACCTTGTTACGA
GTT
Al (1493)b  AGTCGTAACAAGGTAGCC 300 Eubacterial Barry y col
B1 (23)b G ITS 1991
CCGTTGCCAAGGCATCCA
CC
F11(149)a TACCAGTTGGAAACGACT 1.100 Genero Forsman vy
F5(1290)a GT Francisella col 1994
CCTTTTTGAGTTTCGCTCC
igICF GGGCGTATCTAAGGATGG 100 F. noatunensis Soto y col
iglCR TATGAG subsp. 2010
AGCACAGCATACAGGCA orientalis.
AGCTA

a Corresponde al gen 16S rRNA de Escherichia coli

b Al corresponde al gen 16S rRNA de Escherichia coli y B1 para el gen 23S

a Corresponds to the 16S rRNA of Escherichia coli

b Al corresponds to the 16S rRNA gene of Escherichia coli and B1 gene for 23S

57



Comparacion de técnicas de diagndstico de Francisella sp. en muestras de Tilapia (Oreochomis sp.)

bp M {+) Colonas bazos infectados -1

1300
1000

1o

Fig. (1} Andlisis por electroforesis del amplicon del gen 168 de muestras de colonias v bazos de
tilpias infectados Cada linea muestra la amplificacidén de producios de PCR utilizando los cebadores
descritos por Forsman e all, 19%4 con un tamanoe estimado de 1100 ph, M, marcador moelecular; (=),
control negative de PCE; (+), Control positive usando ADN de tejido infectado.

Fig. (1) Electrophoretic analyzes of the PCR amplification of 165 gene from DNA samples of
coelonies and infected spleen tilapias. Each line shows the PCR product amplification using the
primers described by Forsman e al. 1994 with an estimared size of 1100 bp. M, molecular marker,
{C), negative control of PCE; (+), positive contrel using DMNA from infected tissue.
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Fig. (2) Relaciones filogendticas de secuencia parciales de gen 165 rOMA obtenidos en este
estudio con miembros de los géneros Frandsella v una seleccion de patogenos conacidos de
peces, inferidos a partir del método de neighbour-joining utilizande Agrobacterium
tumefaciens como outgroup, Con valores de Bootstrap de 1000 repeticiones,

Fig. |2) Phylogenetic relationships of partial 165 rDMNA sequence obtained in this study with
membres of the genera Francisella and a selection of known fish pathogens, inferred fram
the neighbour-joining method wusing Agrobacterium tumefaciens as ocutgroup. Bootstrap
values fram 1000 replicates
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Fig. (3] Relaciones filogenéticas de secuenclas parciales de IT5-1 cbtenidos en este estudio con miembros de
los géneros Francisella, inferida a partic del métede neighbour-jeining con el uso de Bacillus subtilis ¢
Fhotobacterium damselae subsp. piscicida como outgroup. Valores de Bootstrap de 1000 repeticiones.

Fig. (3} Phwlogenetic relationships of partial 1ms-1 sequence obtained in this study with membres of the
genera Francisella, inferred from the neighbour-jeining method using Bacillus subtilis and Photebacterium
damselas subsp, plscicida as cutgroup, Bootstrap values fram 1000 replicates
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e muestra el mimero de sustincdones de bases por site de entre las secuenciss. Los andlisls se reallzason wtilizando &
modelo de Maximnm Conrposite Likelibood (Tanvara ¥y col 2004). El asdlizis incluyd a 14 sscuenctas de neelediidos
Todas les posicioness que conbenen gaps ¥ o datos faltante fieron eliminodos, Hubo un total de 792 posicionss en el
comjunte de datos finales, El analisis evoliivo se realingd en MEGAS (Tamurm ¥ col 2011).

The womber of base substifutions per site from betwesn sequences are shown, Aralyses wese conducted nshe e
Maxinmom Compesite Likelihood model (Tammera v col 2004). The analysls bwoled 14 mecleotkde sequences. All
positions containing gaps and missing datn were eliminated. There were a tofal of 792 positions in the final dataset,
Evohdtionary analyses were conductedin MEGAS (Tamura ¥ ool 2001,
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Table 4. Esttmaciones de b divergencis evolutiva entre las sscuenciss de [TS-1

Tabls 4, Estimates of Evohdtionary Divergencs betawssn Saquences of [TS-1

1 2 3 4 3 & 7 £ ks 1o
| Eramciselin relarenss subsp. medimsiaticn
1 FBranciselin twlarenss subsp. bolarctica 0,000
3 Franclselin ruloremsls subsp. movicida 0o 0,000
4 Franciselio noanmensis subsp. ovizmnl s o0y 00T QT
5 Fronciselio noghmensis subsp. ofemalis mex. Q02T 0027 Q02T 0,000
6 Franclselin philordmpio sebip, philoselropie 0016 0016 0016 0,010 000
T Fromciredla gp 4TES 4TR4 ATEE 40938 4538 4935
8 Cramciselim piscicid 4TE2  4TEI  4TED 4035 453F 4052 0o
0 Flselichernla saimonls AT 4T 48T 5099 RiGe R00D Q307 035
0 Baciilus subnll 1008 12008 12006 1245F 1243 114457 E0F] E05] 6558
I

Fhotobacterion domseloe swbep. piscicidn 1087 10876 10876 10518 10818 10527 6920 6935 AT44 E9T2

Se muestra ol mimero de sustiteciones de bases por sitio de entre las seceencias, Los analisis so realizaron whilizandoe
el models de Maximum Composite Likelibood (Tamera v <ol 2004), El apalisis icleyd a 11 secuencias de
nucledtidos, Todas las posiciones que contienen gaps ¥ datos faltantes fueron eliminados. Hubo un total de 154
posicionss en el cogjunto de datos finales. El apalisis evolutive se realizd en MEGAS (Tamuera v col 20117

The number of base substitutions per site from betescen sequences are shown, Analyses were conducted vsing the
Maximvm Composite Likelihood model (Tamuora y col 2004), The apalysis involved 11 nucleotide sequences, All
positions contaimng gaps and missing data were eliminated, There were a total of 194 positions i the final dataset
Exolutionary snalyses were conducted in MEGAS (Tamura ¥ ool 20013,

4a) bp M- Colonias bazos infectados

100

100

4B)

LEDLOT-2058 Igle ATATCTAT TERTEFECT TR AR TTC ARG TRECTT GOCTETATSCTETECT
F. Hoat crliabt Max ATADCTAD TRATCCCCTCAC AR TTC ACAACE TASCTT GO CTATRCTCR TRIT

Fig. {43 4A) Electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados de colonias v bazo
infectado de tilapia, utilizande primers especificos para amplificar el gen IglC de Framcizelia
roafumensis subsp. arientalis. M: marcador molzcular; {-1: control negativo. 4B) Las secuencias del
producto de PCR especifico de colonias se compararon con 1glC (GenBank FIZEe38E) a través de
les alineamientos de las secuencias wiilizande ClustalW, Los asteriscos ilustran consenso enfre
SEClRnNciag

Fiz. (4} 4A) Agarose gel electrophoresis of the amplified products from the colomes and infected
spleen of tlapia, using specific pnmers for 1glC of Francisella noatunensis subsp. cnentalis. Lane
B 100 bp DNA molecular tmarker; Lane (-1 negative control. 4B) Sequences of specific PCR
product of colonies were compared with iglC (GenBank FI386388) via sequence aligenments
using Clustal®, Asterisks illustrate consensus among sequences,
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7.2 Resultados de investigacion

7.2.1 Diagnaostico clinico macroscopico

Al realizar la visita a la granja, los peces no presentaban signos clinicos de
enfermedad, se mostraban activos y presentaban reaccién normal de huida dentro
del estanque, lo que denotaba un buen estado de salud; de igual manera se
comportaban al sacarlos de las bolsas en que se trasladaron al laboratorio. Al
realizar la inspeccion externa de las muestras, estos no presentaban ningun signo
clinico o lesién aparente, un 30% del total de los peces tenian presencia de mucus
en exceso en piel y branquias.

A la necropsia, 17 de las 30 muestras se encontraban delgados; la presencia de
nddulos blanquecinos en bazo estuvo presente en 19 de las muestras, y solo en
tres casos en rifién. Otros cambios morfologicos fueron 10 peces con higado de
aspecto moteado, branquias pdlidas; ocho muestras con higado, bazo, rifién
aumentados de tamafio; en cinco muestras se present6 la formacién de adherencias
en diferentes 6rganos, especialmente en aquellas que presentaban formaciones
nodulares mas severas; ocho muestras con aspecto irregular en bazo; el corazén
e intestinos sin cambios aparentes. Todos estos cambios se presentaron en
diferente nimero de muestras como se observa en la Figura 9, Figura 10y Tabla
3.
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Figura 9 A, B, C y D. A) Tilapias con lesiones en diferentes érganos las flechas
indican; una formacion nodular ocupando mas del 50% del bazo (b), higado (h) con
aspecto moteado y aumentado de tamafio en tilapia; B y C Multiples formaciones
nodulares de diferente tamafio en rifién (r); D) Multiples formaciones nodulares de
diferentes tamafios en bazo (b) de tilapia.

= Peces delgados

= Nédulos en bazo

= Bazo con superficie
irregular

= Nodulos en riiidn

m Higado moteado

= Organos aumentados de
tamano

m Adherencias

Figura 10: Muestras con distintos cambios morfolégicos en diferentes 6rganos.
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Tabla 3: Resultados de analisis clinico macroscopico.

NUumero Dx clinico y macroscépico
de
muestras
1. delgado, nédulos en bazo +++ y rifibn ++,adherencias, higado
moteado y aumentado de tamafio
2. delgado, nédulos en bazo +++, higado moteado y aumentado de
tamano y otros 6rganos aparentemente normales
3. delgado, nédulos en bazo ++, y otros Organos aparentemente
normales
4. normal, nédulos en bazo + y otros 6rganos aparentemente normales
5. normal, nédulos en bazo + y otros rganos aparentemente normales
6. normal, nédulos en bazo + y otros rganos aparentemente normales
7. normal, nédulos en bazo + y otros rganos aparentemente normales
8. delgado, nodulos en bazo ++ y otros Organos aparentemente
normales
9. delgado, adherencias, nodulos en bazo y rifion +++, adherencias y

otros 6rganos aparentemente normales

10. | normal, 6rganos internos aparentemente normales

11. | normal, bazo con superficie irregular y otros érganos aparentemente
normales

12. | normal, bazo superficie irregular y otros Organos aparentemente
normales

13. | normal, nédulos en bazo ++ y otros 6rganos aparentemente normales
14. | normal, nédulos en bazo ++ y otros 6rganos aparentemente normales

15. | delgado, nddulos en bazo ++ y otros O6rganos aparentemente
normales

16. | delgado, nddulos en bazo ++ y otros O6rganos aparentemente
normales

17. | normal, nédulos en bazo ++, Higado aumentado de tamafio y moteado
y otros 6rganos aparentemente normales

18. | normal, érganos internos aparentemente normales

19. | delgado, bazo con superficie muy irregular y otros 6rganos
aparentemente normales

20. | normal, bazo y rifion aumentados de tamafio y bazo con superficie
irregular, higado moteado y corazén con hematoma

21. | normal, bazo con superficie irregular y otros 6rganos aparentemente
normales

22. | delgado, bazo con superficie muy irregular, higado moteado y otros
Organos aparentemente normales

23. | delgado, nédulos en bazo ++ y otros 6érganos aparentemente
normales
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24. | delgado, bazo con superficie irregular, higado moteado y otros
organos aparentemente normales

25. | delgado, bazo e higado aumentado de tamafio y otros Organos
internos aparentemente normales.

26. | delgado, bazo con superficie irregular, higado moteado y otros
organos aparentemente normales

27. | delgado, nédulos en bazo ++ y rifion +,adherencias, higado moteado
y otros O0rganos aparentemente normales

28. | delgado, nddulo en bazo ocupando un 80% de la superficie, higado
aumentado de tamafo, adherencias y otros 6rganos aparentemente
normales

29. | delgado, nédulos en bazo ++, rifion aumentado de tamafio, higado
moteado

30. | delgado, nédulo en bazo +++, adherencias, higado moteado y
aumentado de tamafio

7.2.2 Diagnostico histopatoldgico

Al andlisis histopatoldgico se pudo constatar la formacion de multiples granulomas
de diferente grado de evolucion en drganos como bazo, higado y rifion (Figura 11).
En los casos mas severos se encontraron areas extensas de necrosis,
predominantemente en higado; también se observo la presencia de células
mononucleares y células tipo macrofagos en la periferia de los granulomas. En
algunos casos se observd la presencia de bacterias cocobacilares pleomorficas
Gram negativas dentro de los granulomas y zonas de necrosis en el centro de los
granulomas (Figura 12).

Figura 11: Mdltiples granulomas en bazo de tilapia (Oreochromis sp.) asociado a
francisellosis tincion de H&E 100x.
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Figura 12 Ay B: A) Formacion de multiples granulomas (G) en Higado H&E 100x.
B) Granuloma de gran tamafio, en su interior se puede observar la presencia de una
extensa area de necrosis tincion de H&E 400x.

7.2.3 PCR Punto final

De las muestras analizadas por medio de la técnica de PCR Punto final se
obtuvieron productos de amplificacion de 1131 pb que corresponden a las
amplificaciones esperadas para el gen 16s especifico de Francisella sp. utilizando
los iniciadores F5 y F11, obteniéndo un total de 25 muestras positivas a Francisella
(Tabla 4 y Figura 13).

Tabla 4. Numero de muestra y resultado positivo o negativo por muestra para la
técnica de PCR Punto final.

Numero de | Resultado | Niumero de | Resultado | Numero de | Resultado
muestra muestra muestra

1 + 11 + 21 +
2 + 12 + 22 +
3 + 13 + 23 +
4 + 14 + 24 -
5 + 15 + 25 -
6 + 16 + 26 -
7 + 17 + 27 +
8 - 18 + 28 +
9 + 19 + 29 +
10 - 20 + 30 +
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1500 pb
1000 pb

500 pb

Figura 13: Deteccion de Francisella sp. de tejidos de tilapia por PCR Punto Final,
utilizando los iniciadores F5 y F11 para amplificar el gen 16s, producto final de
1131pb. M: marcador, C+: control positivo, C-: control negativo, 1-10: muestras
analizadas, en gel de agarosa al 1.5%.

7.2.4 PCR Anidado
En el PCR Anidado se obtuvo un primer producto de amplificacion de 1500 pb que
corresponde al gen 16s de Eubacterias y una segunda amplificacion con iniciadores
internos (igICR E igICF) obteniéndose un producto final de 101 pb correspondiente
al gen igIC (intracellular growth locus C) de la especie FNO obteniéndose un total
de 29 muestras positivas (Tabla 5 y Figura 14).

Tabla 5: Numero de muestra y resultado positivo 0 negativo por muestra para la
técnica de PCR Anidado.

Numero de | Resultado | NiUmero de | Resultado | Numero de | Resultado
muestra muestra muestra

1 + 11 + 21 +
2 + 12 + 22 +
3 + 13 + 23 +
4 + 14 + 24 +
5 + 15 + 25 +
6 + 16 + 26 +
7 + 17 + 27 +
8 + 18 + 28 +
9 + 19 + 29 +
10 - 20 + 30 +
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Figura 14: PCR anidado para la deteccion de FNO, utilizando los iniciadores igICR
e igICF, para amplificar el gen igIC (intracellular growth locus C), especifico de la
subespecie que afecta a tilapia. M: marcador, C-: control negativo, C+: control
positivo, 1-10: muestras analizadas en gel de agarosa al 3%.

8. ANALISIS DE LOS DATOS
Los datos obtenidos se ordenaron en una tabla (Tabla 6) y se determiné la cantidad
de muestras positivas y negativas segun la técnica utilizada.

Tabla 6: Numero total de muestras analizadas por diferentes técnicas de
diagnéstico, los numeros refieren las muestras +y - por cada técnica de diagnéstico.

Numero de
Muestras

Dx Clinicoy
Macroscopico

Histopatologia

PCR punto
final

PCR Anidada

1

[ERN

RIRRINNN R IRIR R IR R (R (-

RRR RPN RRR RN R R PP

RRRRRINRIN R RR R |R| -

RRRRRNRPRR R R, R R,
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16 1
17 1
18 2
19 2
20 2
21 2
22 2
23 1
2
2
2
1
1
1
1
1

24
25
26
27
28
29
30
Total (30)

1 1 1
1 1 1
2 1 1
2 1 1
2 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
2 2 1
2 2 1
1 2 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
2 2 2

9/30 3/30 5/30 9/30

% de positivos | 63% 76% 83 a 86% 97 a 100%
1.- Positivo  2.- Negativo

Los datos obtenidos se analizaron para comparar la sensibilidad y especificidad de
las técnicas de PCR Punto final y PCR Anidada para el diagndstico de francisellosis,
obteniéndose los resultados que se muestran en la Figura 15.

PCR Anidada + PCR Anidada -

Sensibilidad 86% IC (71-97%) Especificidad 100% IC (73-100%)
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Figura 15: Cuadro de contingencia para comparar la sensibilidad y especificidad del
diagnoéstico de francisellosis por la técnica de PCR Punto final con la técnica de PCR
Anidada; los nimeros representan las muestras positivas (+) y negativas (-) por
cada una de las diferentes pruebas de diagnéstico.

Los resultados obtenidos indican que la técnica de PCR Anidada ofrecid mayor
sensibilidad en comparacion con la técnicas de PCR Punto final, por lo que se infiere
gue de cada 100 muestras analizadas y diagnosticadas como positivas por PCR
Anidada, se obtendrian 86 muestras positivas por PCR Punto Final; asi mismo, se
observa también que el diagnéstico clinico macroscoépico e histopatolégico son
menos sensibles ya que solo se pudieron detectar 63% y 76% de peces enfermos,
respectivamente utilizando estas técnicas, en comparacion con las técnicas de
PCR, al menos para el presente trabajo y tamafio de muestra utilizados.

9. DISCUSION GENERAL

Durante las dltimas tres décadas las bacterias del género Francisella sp. han
causado epizootias de curso agudo o cronico en peces silvestres y de cultivo,
afectando entre otras especies a la tilapia (Oreochromis sp.) (Colquhoun y Duodu,
2011). La presentacion clinica de francisellosis depende de distintos factores que
puede influir en el equilibrio de la triada epidemiolégica. En casos agudos, la
enfermedad se caracteriza por la ausencia de signos clinicos y altas mortalidades,
a la necropsia de los peces se observa formaciéon de nddulos blanquecinos en
diferentes o6rganos; en cambio, en la presentacion cronica, si bien no hay signos
clinicos o son inaparentes, la mortalidad es muy baja o de poca significancia (Soto
et al., 2009a, b).

Los hallazgos observados en este estudio, son concordantes con una presentacion
cronica de la enfermedad, ya que si bien se trabajé con animales de una granja con
antecedentes de francisellosis; los peces analizados no presentaban signos clinicos
de enfermedad y la mortalidad en la granja era baja, lo que puede estar relacionado
con las caracteristicas genéticas y antigénicas del agente que le permite el vivir y
replicarse intracelularmente; gracia a que contienen dentro de su estructura,
proteinas que le confieren la capacidad de evadir la respuesta inmune (Soto et al.,
2010), favoreciendo la presentacion de enfermedad de curso cronico.

Los agentes bacterianos intracelulares han desarrollado mecanismos que les
permiten estar presentes en los tejidos sin desencadenar respuesta inmune (Soto
et al., 2010), esta caracteristica ha hecho que estos microorganismos sean capaces
de replicarse y destruir a la célula huésped de manera controlada ocasionando la
formacion de granulomas, que causan lesiones extensas; que al transcurrir el
tiempo hacen que la funcion de los 6rganos vitales sea incompatibles con la vida;
aun cuando el bazo y rifidn tienen una capacidad de compensacion muy alta. En
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este estudio, la mortalidad observada se asocié a un dafio mayor del bazo, rifién u
otros 6rganos vitales.

Algunos dafios como la caquexia presentada en casos de francisellosis, puede estar
asociada a la anorexia producida por la infeccién, aunque no se considera un signo
exclusivo de esta enfermedad puede estar asociada. Sin embargo otros factores
que pueden favorecer la mala condicion progresiva de los peces pueden ser las
malas practicas de alimentacién, aportes de alimentos de baja calidad o la
existencia de otras enfermedades septicémicas o concomitantes que casi siempre
se encuentran presentes en los sistemas de produccion (Hsieh et al., 2007; Soto et
al., 2009a)

Tipicamente, la fransicellosis se caracteriza por la formacion de ndédulos en
diferentes érganos, principalmente en el bazo, rifidn e higado (Mauel et al., 2007);
sin embargo, los nodulos se pueden encontrar diseminados a otros tejidos como;
intestino, corazon, testiculos, branquias e incluso cerebro en casos cronicos (Soto
et al., 2009a, b). En este estudio, los nédulos Unicamente estuvieron presentes en
bazo y rifion; la literatura sobre el tema refiere que el bazo es el 6rgano blanco de
esta enfermedad, por lo que generalmente se ve afectado cuando existe la
infeccion; esto es concordante con nuestro estudio, ya que el bazo presento estos
nodulos en la mayoria de las muestras, mientras que en el riidn solamente se
encontraron en tres peces. Esta manifestacion podria ser debido a que se traté de
una enfermedad de curso crénico; ya que se ha informado que en casos agudos se
presenta una mayor afectacion que involucra a otros 6rganos (Maeul et al., 2007;
Soto et al., 2009a, b). Ademas de los nddulos también se pudo notar el aumento de
tamafo en rifidn, bazo e higado; asociado a la intensa inflamacién que se produjo
por la replicacion de la bacteria dentro de la célula en los diferentes 6rganos.

Los miembros del genero Francisella son bacterias exigentes para su aislamiento
por ser microorganismos dependientes del aminod&cido cisteina para su crecimiento
lo que dificulta su aislamiento en medios de cultivo de uso comun en el laboratorio
(Soto et al., 2009a, b; Mauel et al., 2007). Esto ha hecho que se busquen otros
procedimientos que permitan el diagndstico oportuno de la enfermedad o la
identificacion del agente (Hsieh et al., 2007; Soto et al., 2011; Mauel et al., 2007).
Actualmente el diagnéstico de francisellosis se puede realizar utilizando diferentes
técnicas o procedimientos entre las que se incluyen histopatologia, hibridacion in
situ (Hsieh et al., 2007), ELISA, inmunohistoquimica (Soto et al., 2012) y PCR en
diferentes modalidades (Forsman et al., 1994, Soto et al., 2009a, b).

La facilidad de realizar estas técnicas de diagndstico depende de las propias
caracteristicas de cada laboratorio; sin embargo, en los Ultimos afios se ha
enfatizado el uso de técnicas moleculares para realizar el diagnéstico de
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practicamente todas las enfermedades, conocer la relacion entre los miembros de
diferentes generos y para muchos otros usos (Forsman et al., 1994).

Las técnicas moleculares como la PCR se considera una prueba de eleccién porque
pueden hacerse en menos de 24 horas y una vez estandarizadas son relativamente
faciles y baratas; se caracterizan por realizar la amplificacion de un segmento génico
caracteristico y exclusivo del agente causal, para lo cual se utilizan iniciadores
especificos.

En el campo sanitario, la PCR es una herramienta muy sensible, utilizada para
identificar diferentes agentes patdégenos, incluyendo aquellos de dificil aislamiento
(Chen et al., 1994, Berrada y Telford, 2010). Debido a lo anterior, se ha convertido
en un método muy importante para el diagnéstico de las epizootias causadas por
Francisella sp. en tilapias. En este caso el proceso se realiza complementariamente
con iniciadores que amplifican el gen 16s (Forsman et al., 1994) y el gen igIC
(Intracellular grown locus C) de Francisella noatunensis subsp. Orientalis (Soto et
al., 2009a, b).

Actualmente se han desarrollado diferentes protocolos, aunque hasta ahora no se
ha realizado la comparacion de la efectividad entre PCR Anidada y PCR Punto Final.
Se ha informado que esta Ultima es eficaz para la deteccion de distintas
enfermedades, teniendo mayor eficacia cuando existen un gran numero de
particulas bacterianas (Hsieh et al., 2007), en este caso fue muy sensible para el
diagnostico de Francisella de curso crénico en donde se presentan granulomas, ya
gue amplifica en forma exponencial el ADN de la bacteria presente dentro de las
lesiones. En el presente estudio se obtuvieron 25 muestras positivas a PCR Punto
Final, lo que representa el 86% de sensibilidad. Sin embargo la literatura reporta
gue la PCR Anidada es un método que ofrece mayor eficiencia y efectividad a
diferencia del PCR punto final, sobre todo en casos agudos en los cuales aun no
hay formacion de granulomas aparentes o donde la replicacién de la bacteria aun
no es lo suficientemente alta para ser detectada por PCR Punto Final. En este
sentido, en el presente estudio se obtuvo una diferencia de 14% entre las dos
modalidades de PCR, ya que en algunas muestras en el producto de PCR Punto
Final no se observoé ningun fragmento amplificado en gel de agarosa probablemente
porque la carga bacteriana en los peces era baja; en cambio, estas muestras
negativas resultaron positivas por PCR Anidada. Estos resultados concuerdan con
lo reportado por Tavares et al., (2014), quien realiz6 el diagnéstico de enfermedades
virales por medio de PCR Punto Final y PCR Anidada y al comparar los resultados,
obtuvo mayores resultados positivos por PCR Anidada y atribuye los resultados a
las caracteristicas propias del agente y la cantidad de particulas infectivas
excretadas, lo que hace que la extraccion de ADN de las muestras sea baja,
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representando una desventaja al realizar el diagnostico de los agentes por PCR
Punto Final.

Como ya sea expuesto hasta ahora no existen antecedentes de comparacion entre
protocolos de PCR como lo realizado en el presente trabajo. Al evaluar solo el
desempeiio de un PCR punto final en peces de ornato afectados por una
enfermedad similar a la producida por Francisella en tilapia y utilizando muestras
previamente evaluadas por histopatologia Hsieh et al., (2007) reportaron un
porcentaje de sensibilidad por PCR de 39%, histopatologia 86% y 100% de
hibridacién in situ a lo que los autores comentan que estos resultados se atribuyen
a la degradacion del ADN bacteriano dentro del tejido causado por el contacto con
formaldehido y alcoholes utilizados durante el proceso histolégico. EI mayor
porcentaje de sensibilidad obtenido en el presente trabajo, tiene relacion con el
hecho de que se utilizaron muestras frescas obtenidas de peces infectados y en
diferente curso de la enfermedad, lo que hace mas eficiente el diagndstico por la
técnica de PCR Punto Final; ya que al momento de tomar las muestras el proceso
de replicacion bacteriana aun estaba activo y no hubo nada que pudiera degradar
el ADN de la bacteria.

Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con lo reportado por
diferentes autores, quienes comentan que la PCR Anidada ofrece mayor ventaja
para realizar el diagnéstico de distintos agentes, y que han demostrado que esta
técnica es capaz de amplificar un nimero muy bajo de ADN blanco, y es muy
eficiente aun en casos en los que la carga bacteriana y viral es muy baja dentro de
las muestras obtenidas para su andlisis (Tavares et al., 2014; Osorio et al., 1999).
Asi mismo, se ha reportado que es un método capaz de detectar un gran niamero
de peces que albergan la bacteria en un estado de portador asintomatico, y en
peces que han sido capaces de sobrevivir a los brotes de enfermedad y que pueden
permanecen secretamente infectados (Osorio et al., 1999). En este trabajo se logré
el diagndstico de 29 muestras de tilapia; obteniéndose el 97% de casos positivos y
una sensibilidad del 97 al 100%. Siendo detectadas incluso algunas muestras con
lesiones que no eran presuntivas de la enfermedad.

De acuerdo a lo anterior, la utilizacion de esta técnica representa un ventaja para el
diagndstico oportuno de distintas enfermedades de curso agudo o cuando el agente
causal es de dificil aislamiento.

El examen histopatolégico es uno de los métodos comunmente utilizado en
laboratorios donde se realiza el servicio de diagndstico veterinario; aunque es una
técnica de mucha ayuda en ocasiones requiere otros recursos para la confirmacién
o identificacion del agente causal. En el caso de francisellosis, la inflamacion y la
formacion de granulomas en los érganos internos no son lesiones patognomaonicas
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de esta enfermedad (Hsieh et al.,, 2007); los miembros de los géneros
Mycobacterium, Nocardia, Francisella, Edwardsiella, Photobacterium,
Piscirickettsia, Renibacterium y Streptococcus también han sido descritos como
agentes etiolégicos capaces de inducir enfermedad granulomatosa en diferentes
especies peces silvestre y cultivados (Soto et al., 2010). Por lo que las lesiones
encontradas en este estudio podrian ser facil de confundir con otros agentes (Soto
et al., 2010; Hsieh et al., 2007). De hecho, en un principio las infecciones por
Francisella sp. fueron atribuidas a organismos Piscirickettsia-like que habian sido
reportadas afectando a diferentes especies de tilapia y otros peces (Chen et al.,
1994; Chern et al., 1994; Mauel et al., 2003; 2005).

Chen et al., (1994); Mauel et al., (2007); Soto et al.,, (2009a, b); describen la
presencia de bacterias intracelulares Gram negativas, de forma pleomdérfica en
macrofagos encontrados en las formaciones granulomatosas. En este estudio la
observacion de bacterias semejantes fue sugerida al realizar la tincion de Gram a
las muestras analizadas; de la misma forma se observaron células inflamatorias en
la periferia de los granulomas y zonas de extensa necrosis. Una lesion que se ha
reportado en casos severos de francisellosis es una poliarteritis granulomatosa en
higado; esta lesiobn no fue encontrada en las muestras de este estudio, lo que
sugiere que el curso de la enfermedad en los peces analizados se encontraba en
proceso avanzado de la infeccion, encontrando Unicamente la lesion
granulomatosa.

En resumen, en el presente trabajo se comprobo la utilidad de las técnicas de PCR
para identificar peces afectados por Francisella sp. aun en etapas en las que los
signos clinicos no son evidentes y donde la mortalidad es baja. En este caso la PCR
Anidada fue mas sensible. Sin embargo, es necesario realizar otras investigaciones
en las que se involucre PCR en Tiempo Real y otras técnicas moleculares como:
hibridacion in situ, inmunohistoquimica y ELISA; para determinar cual ofrece mayor
sensibilidad para diagnosticar animales con caracteristicas similares a las
presentadas por los peces analizados en este estudio.

10. CONCLUSIONES

El presente trabajo permitié conocer la sensibilidad de las técnicas que comunmente
se utilizan para el realizar el diagnostico de francisellosis en muestras de tilapia
(Oreochromis sp.), asi mismo se realiz6 el diagndstico de pece enfermos por PCR
Anidado, técnica que hasta ahora no habia sido utilizada para diagnoéstico de
francisellosis.

En este trabajo se demostré que las técnicas mas sensibles para el diagnostico de
esta enfermedad son las moleculares ya que tienen la capacidad de detectar hasta
el 100% de los pacientes infectados y con curso agudo de la enfermedad, siendo la
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mejor opcion para el diagnodstico de francisellosis aun en etapas tempranas de la
enfermedad en las que los signos clinicos de la enfermedad aun no son
perceptibles.

Se comprobd6 que la técnica de PCR Anidado por si sola es la mejor opcién para el
diagnéstico de francisellosis cuando no existen signos clinicos o lesiones, y cuando
no se ha podido aislar el agente causal.
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