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l. RESUMEN GENERAL
La acuicultura es el sector de produccién animal con mas rapido crecimiento, se
estima que en un futuro suministrara la mayor parte de las proteinas alimentarias de
origen marino y dulceacuicola. No obstante, las enfermedades de tipo bacteriano
causan pérdidas significativas durante los -cultivos. Entre las enfermedades
bacterianas mas comunes en el cultivo de peces de agua dulce a nivel mundial, son
identificadas las Aeromonas spp. Para su tratamiento se emplean antibioticos
administrados en el alimento, lo que resulta ineficaz por la pérdida de apetito en los
peces. La fagoterapia como una alternativa, se basa en el uso de los virus
bacteriéfagos o fagos, predadores naturales de las bacterias para el tratamiento de
las infecciones bacterianas. Esta terapia presenta numerosas ventajas ambientales y
terapéuticas, en comparacion al empleo tradicional de antibiéticos. En México falta
aun evaluar su uso potencial para la piscicultura. Con el objetivo de hacer frente a la
crisis mundial debida a la contaminacion por los antibiéticos y alcanzar una
acuicultura sustentable, se plantean alternativas de biocontrol, como el uso de la
fagoterapia. En el presente estudio se identificaron molecularmente diferentes
especies de Aeromonas de granjas truticolas, asi como los factores de riesgo-
proteccién asociados con la presencia de dichas bacterias. Ademas se obtuvieron los
perfiles de resistencia antimicrobiana y se cuenta actualmente con una coleccién de
bacteriéfagos, para el biocontrol de cepas epidemiol6gicamente relevantes de
Aeromonas spp. y Plesiomonas shigelloides en granjas truticolas de Michoacan.
Para el aislamiento de los bacteri6fagos se colectaron muestras del medio acuatico y
se utilizaron 10 cepas de Aeromonas spp. y una de P. shigelloides del estudio
epidemioldgico previo como hospederos. Finalmente se obtuvieron un total de 56
bacteriéfagos contra Aeromonas spp. y P. shigelloides, de estos 5 bacteriéfagos
liticos son candidatos para el biocontrol de Aeromonas spp. en la piscicultura de

México.

Palabras clave. Fagoterapia, biocontrol, acuicultura, resistencia antimicrobiana,

epidemiologia.



Il ABSTRACT

Aquaculture is the fastest-growing animal production sector, it is estimated that in the
future, it will supply most of the food proteins of freshwater and marine origin.
However, diseases cause significant production losses in aquaculture systems. One
of the most common diseases in freshwater fish farming worldwide is caused by
Aeromonas spp. For its treatment, antibiotics are used, which are ineffective due to
the loss of appetite of sick fish. Phage therapy is based on using viruses, natural
predators of bacteria, “bacteriophages or phages” to treat of bacterial infections. This
therapy has numerous environmental and therapeutic advantages compared to the
traditional use of antibiotics. In Mexico, its potential for fish farming has not yet been
evaluated. To face the world crisis due to antibiotic contamination and achieve
sustainable aquaculture, biocontrol alternatives are proposed, such as phage therapy.
In this study, Aeromonas spp. from trout farms were molecularly identified, as well as
the risk-protection factors associated with the presence of these bacteria. In addition,
antimicrobial resistance profiles were obtained, and a collection of bacteriophages for
the biocontrol of epidemiologically relevant strains of Aeromonas spp. and
Plesiomonas shigelloides in trout farms in Michoacan was obtained. Samples were
collected from the aquatic environment to isolate bacteriophages, and ten strains of
Aeromonas spp. and one of P. shigelloides from the previous epidemiological study
were used as hosts. Finally, 56 bacteriophages against Aeromonas spp. and P.
shigelloides were isolated, from which five lytic bacteriophages are candidates for the

biocontrol of Aeromonas in fish farming in Mexico.

Keywords: Phage therapy, biocontrol, aquaculture, antimicrobial resistance,

epidemiology.



Il INTRODUCCION

Las bacterias del género Aeromonas son ubicuas en la naturaleza, particularmente
en el ambiente acuatico (Ryan et al.,, 2017). Dichas bacterias son capaces de
colonizar rapidamente y causar infecciones oportunistas en sus hospederos (Lamy et
al.,, 2021). En los humanos, la infeccion por Aeromonas spp. se presenta en
personas con sistema inmunodeprimido. Se considera que las especies de
Aeromonas son patdgenos entéricos humanos emergentes. Sin embargo, se carece
de un analisis sistematico de la infeccion por especies de Aeromonas en la
gastroenteritis humana en comparacion con otros patégenos bacterianos entéricos.
Estudios recientes reportan a las Aeromonas como el tercer género bacteriano
patdgeno como responsable de la gastroenteritis humana en Australia durante un
periodo de cuatro afios, precedido de otros géneros bacterianos como
Campylobacter y Salmonella (Yuwono et al., 2021). Asimismo, en investigaciones
realizadas en Taiwan sobre aislamientos de Aeromonas procedentes de pescados a
la venta en los mercados y de Aeromonas de pacientes, mostraron que las especies
de Aeromonas causantes de enfermedades clinicas, tales como A. dhakensis, A.
hydrophila, A. veronii y A. caviae, pueden aislarse también de los pescados y
comparten propiedades de virulencia, asi como perfiles de resistencia antimicrobiana
similares con los aislados de origen humano (Wu et al., 2019).

Las infecciones en los peces y animales marinos por Aeromonas generalmente se
presentan bajo condiciones de estrés asociadas a las practicas inadecuadas en el
cultivo (Gongalves et al., 2019). Al menos ocho especies de Aeromonas moviles
patégenas, entre ellas A. hydrophila, A. veronii, A. jandaei, A. caviae, A. sobria, A.
bestiarum, A. dhakensis y A. schubertii son responsables de pérdidas econémicas
importantes en la acuicultura mundial, ya que durante los brotes infecciosos
causaron mortalidades significativas (Dien et al., 2022). Particularmente en los
salmonidos las Aeromonas spp. causan mortalidades altas (FeCkaninova et al., 2017,
Fuentes et al., 2022) e incluso mortalidades masivas en los ciclidos (Shayo et al.,
2012; Assane et al., 2021). Otra bacteria acuatica que se asocia a la piscicultura

comercial es Plesiomonas shigelloides, la cual es de forma bacilar, Gram- negativa y



oxidasa positivo, perteneciente a grupo de Enterobacterias (Janda et al., 2016). En
conjunto con los miembros del género Aeromonas y Fusobacterium mortiferum, se
indican como las bacterias mas comunes del tracto intestinal de algunos peces
dulceacuicolas como son de los oOrdenes: perciformes (Micropterus salmoides y
Lepomis macrochirus); siluriformes (Hypostomus auroguttatus, Ictalurus punctatus,
Pimelodus maculatus) y del orden Characiforme (Prochilodus argenteus) (Silva et
al., 2005; Duarte et al., 2014; Larsen et al., 2014). No obstante, en la trucha arco iris,
Plesiomonas shigelloides provoco un brote con una mortalidad alta del 40% en peces
adultos de 1-2 afios de edad, los cuales se observaron delgados, débiles y
presentaron ano prominente con exudado amarillento. Internamente los peces
presentaron petequias y ascitis (Cruz et al., 1986). Asimismo, en la carpa herbivora
(Ctenopharyngodon idellus), los peces con infeccibn mostraron erosién muscular (Hu
et al., 2014). En la carpa plateada (Hypophthalmichthys molitrix), la bacteria ocasion6
un 60% de mortalidad y externamente los peces enfermos se observaron con
exoftalmia y con manchas difusas hemorragicas (Behera et al., 2018). Incluso P.
shigelloides en los ciclidos ornamentales resultd ser letal ya que se causoé el 100%
de mortalidad (Nisha et al., 2014). Por lo que las pérdidas de produccion
relacionadas con las enfermedades, son indeseables para cualquier industria
acuicola, no solo por los impactos econdémicos, sino ademas por los efectos
ambientales negativos y facilitar la transmision de las enfermedades a otros sistemas
acuicolas (Pincinato et al., 2021). También la industria de los peces ornamentales es
impactada por las Aeromonas spp., particularmente por A. hydrophila que se aisla
frecuentemente. En consecuencia Malasia, que es el principal productor y exportador
mundial de peces ornamentales, intensifica los esfuerzos mediante la aplicacion del
Programa de Transformacién Economica y otras medidas de bioseguridad para
abordar los problemas de la acuicultura (Anjur et al., 2021).

Recientemente se considera que las Aeromonas se encuentran en la interfaz entre
los componentes de “Una sola salud”, ya que son capaces de promover los
intercambios genéticos de resistencia a los antibidticos, entre las bacterias asociadas
a humanos, a los animales y el ambiente (Lamy et al., 2021). La resistencia a los

antibioticos de microorganismos patdégenos asociados a la acuicultura es de gran



interés en la salud humana. Se reconoce al ambiente acuatico como una de las
principales fuentes de microorganismos resistentes a los antimicrobianos, entre ellos
las fluoroquinolonas y las tetraciclinas, las cuales persisten en el ambiente por
periodos largos de tiempo (Pereira et al., 2015; Changotra et al., 2022).

El uso frecuente de los alimentos suplementados con antibiéticos en la piscicultura,
para reducir los brotes de las enfermedades y manejo de las infecciones, proporciona
una presion selectiva muy peligrosa para la salud humana. Dicha presién forma
reservorios bacterianos multirresistentes a los medicamentos y favorece la seleccion
de genes de resistencia, los cuales son transferibles hacia los patdégenos de los
peces y hacia otras bacterias del medio acuatico, por lo que la terapia antibidtica
resulta ineficaz, lo que dificulta el control de las infecciones bacterianas (Heuer et al.,
2009; Ture et al., 2022).

Las bacterias presentan distintas estrategias de resistencia a los antibiéticos. Entre
ellas se incluye la transferencia vertical de genes, es decir, la transmision de la
informacion genética modificada que se localiza en el cromosoma bacteriano a las
generaciones siguientes y la transferencia horizontal de genes (HGT), la cual es
mediada por los elementos genéticos méviles, como los pladsmidos, transposones,
integrones y los bacteriéfagos (Pazda et al., 2019). En las bacterias Gram negativas
dependiendo del tipo de antibidtico, pueden observarse cuatro mecanismos
principales de la resistencia antimicrobiana: la inactivaciéon enzimatica del farmaco,
modificacion del lugar de accion del antibiético y la eliminacion activa del antibiético
de la célula bacteriana mediante una bomba de eflujo (expulsion); asi como el
desarrollo de una ruta alternativa que realice una funcion similar o idéntica a la de la
via inactivada por el farmaco o limitar la necesidad de la célula de los metabolitos
producidos en la via que se inhibié. Dichos mecanismos pueden ser propios de los
microorganismos (innatos) o adquiridos a partir de otros microorganismos (Reygaert,
2018; Pazda et al., 2019).

Los reportes de multirresistencia a los antibiéticos en bacterias procedentes de la
piscicultura comercial, se incrementaron en los ultimos 10 afios y se identificé que el
50% de las bacterias aisladas presentaron multirresistencia antimicrobiana. Entre las

especies bacterianas patdégenas, que presentaron una resistencia mayor al esquema



de antibioticos que se evalud, se encuentran las Aeromonas caviae, Aeromonas
hydrophila, Escherichia cloacae, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas luteola,
Yersinia ruckeri y Vibrio anguillarum (Capkin et al., 2017). Las estimaciones recientes
proyectan que, de continuar con el uso frecuente de los antibiéticos en la acuicultura,
para el 2030 se incremente hasta el 33% del consumo global de los antibidticos (Dien
et al.,, 2022). La liberacion de los antibiéticos en el medio ambiente, puede tener
graves repercusiones ecoldgicas ya que hasta el 90% de estos antibioticos se
excretan sin cambios (Pereira et al., 2015), dichos residuos pueden contaminar el
ambiente acuatico, las aguas superficiales, subterraneas y los sedimentos (Heuer et
al., 2009), asi como afectar el desarrollo de los microorganismos, animales, plantas y
humanos. La exposicion crénica a los antibioticos es un problema de salud publica,
ya que puede tener un efecto generacional, debido a que se reportan un total de 34
antibioticos tipicos en muestras de orina de tres generaciones de familias diferentes
de China, que incluye a los padres, nietos y abuelos que comparten el mismo hogar
(Zhang et al., 2020; Sosa et al., 2021). Con el objetivo de hacer frente a la crisis
mundial debida a la contaminacién por los antibidticos y con ello alcanzar una
acuicultura sustentable, se plantean alternativas de control como es el caso de la
fagoterapia.

La fagoterapia se basa en el uso de los virus, predadores naturales de las bacterias
(bacteriofagos o fagos) para el tratamiento de las infecciones bacterianas, los cuales
infectan y destruyen a las bacterias para el caso de los bacteri6fagos de ciclo litico
(Catalao et al., 2013; Dien et al., 2022). El interés en el uso de los bacteriéfagos para
el control de enfermedades es cada vez mayor principalmente debido al incremento
de las bacterias resistentes a varios tipos de antibiéticos en los distintos sectores de
produccion animal. Aungue la terapia con bacteriéfagos no cuenta con autorizacion
para su uso global, ya existen formulaciones comerciales de bacteriéfagos para la
industria alimentaria (Fuentes et al.,, 2021). La fagoterapia presenta numerosas
ventajas en comparacion al empleo tradicional de los antibiéticos. Los bacteri6fagos
son ubicuos en el medio ambiente, diversos, econdmicos e inofensivos para los
animales y especificos a sus bacterias hospederas (Ruchi et al., 2014, Carvalho et

al., 2017; Fuentes et al., 2021). Se considera que el facil aislamiento de fagos nuevos



contra los patdgenos bacterianos resistentes o nuevos permite una adecuada
seleccion de bacteriofagos para el control de bacterias patégenas. Incluso la
fagoterapia resultaria especialmente util en la camaronicultura, ya que los camarones
carecen de un sistema inmunologico especifico y, por tanto, no pueden beneficiarse

de las vacunas (Culot et al., 2019).

En la dltima década existe un interés en las endolisinas derivadas de los
bacteriofagos, las cuales son enzimas liticas capaces de hidrolizar de manera
especifica, la pared celular de peptidoglicano, desde el interior y el exterior de los
patébgenos bacterianos (Barrera et al., 2015; Murray et al.,, 2021; Rahman et al.,
2022). Dichas enzimas presentan una accion selectiva que permite distinguir un solo
agente patdgeno de una cohorte de bacterias y evita la eliminacién innecesaria de
los comensales (Murray et al., 2021). Asimismo, las endolisinas son de accién rapida
y de bajo riesgo para el desarrollo de resistencias bacterianas, por lo que se
considera que las endolisinas se encuentran entre los mejores agentes terapéuticos
alternativos para tratar a bacterias multirresistentes (Rahman et al., 2022). Las
endolisinas son consideradas como enzibidticos debido a que son enzimas
hidroliticas de la pared celular bacteriana y tienen un efecto letal sobre las bacterias.
Aunqgue la terapia con las endolisinas aun se encuentra en fases de investigacion,
algunas empresas de Europa y Ameérica, iniciaron con la utilizacion de productos

comerciales basados en endolisinas para la salud humana (Murray et al., 2021).

La mayoria de las investigaciones sobre la fagoterapia en la acuicultura global, se
dirigen principalmente para tres patdgenos bacterianos como Vibrio spp.,
Flavobacterium spp. y Aeromonas spp. y se localizan principalmente en Asia (Culot
et al.,, 2019). Para el caso de Meéxico, son escasas las investigaciones de la
fagoterapia para su aplicacion en la acuicultura, al momento se reportan para la
camaronicultura en el biocontrol de Vibrio parahaemolyticus (Lomeli y Martinez,
2014; Makarov et al., 2019). Otra ventaja de la fagoterapia es su versatilidad en las
vias de aplicacion para la acuicultura. Se ha evaluado su efectividad con las

administraciones directamente en el agua de cultivo, por inmersion, inyeccion



(intramuscular e intraperitoneal) en los peces e incorporacion en el alimento (Silva et
al., 2016; Culot et al., 2019; Kunttu et al., 2021; Xu et al., 2021; Donati et al., 2022).

Por las numerosas ventajas reportadas de la fagoterapia, el objetivo de la presente
investigacion fue obtener una coleccion de bacteriéfagos para el biocontrol de cepas
epidemiologicamente relevantes de Aeromonas spp. en granjas truticolas de

Michoacan.



V. HIPOTESIS

Los bacteri6fagos aislados a partir del medio acuético son utiles para el biocontrol de
cepas epidemioldgicamente relevantes de Aeromonas spp. y Plesiomonas shigelloides
en granjas truticolas de Michoacan.



V. OBJETIVOS:

GENERAL

Obtener una coleccion de bacteriéfagos para el biocontrol de cepas
epidemiologicamente relevantes de Aeromonas spp. en granjas truticolas de

Michoacan.

PARTICULARES

Identificar la prevalencia y los factores de riesgo asociados con Aeromonas
spp. procedentes de cultivos de la trucha arco iris en Michoacan, México.
Determinar  los perfiles de resistencia antimicrobiana de las especies
bacterianas.

Aislar y caracterizar los bacteriéfagos a partir de muestras de agua.

Evaluar la efectividad in vitro de los bacteri6fagos en cepas
epidemiolégicamente relevantes de Aeromonas spp. Yy Plesiomonas
shigelloides.
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VI. RESULTADOS
A) CAPITULO 1:

PREVALENCIA, PERFIL DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS Y FACTORES
DE RIESGO Y PROTECCION ASOCIADOS CON Aeromonas spp. EN EL
CULTIVO DE LA TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus mykiss) EN MICHOACAN,
MEXICO.

Highlights

e Prevalencia del 70% de Aeromonas spp. en las granjas de trucha arco iris del
Estado Michoacan, mayor a la reportada en el 2010 (49% nacional, 4% en
Michoacan).

e Se aislaron Aeromonas spp. (94.5%) y otras especies de bacterias como
Serratia fonticola (3.6%), Pseudomonas spp. (0.9%) y Plesiomonas
shigelloides (0.9%).

e Aeromonas sobria fue la especie con mayor prevalencia en el cultivo de la
trucha.

e Primer reporte de Aeromonas rivipollensis, Aeromonas finlandiensis y Serratia
fonticola en granjas truticolas.

e Se identificaron como factor de riesgo, la presencia de gallinas en la granja y
como factor protector el desecho de los residuos biolégicos fuera de la granja

asociados a la presencia de Aeromonas spp.
Palabras clave:

Aeromonas, Serratia, epidemiologia, resistencia antimicrobiana.
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RESUMEN

La trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) es uno de los principales productos de la
acuicultura con valor en el comercio mundial. Una de las enfermedades bacterianas
mas comunes en el cultivo de peces es producida por las Aeromonas spp. Los
objetivos del presente estudio fueron identificar la prevalencia, factores de riesgo y
proteccion asociados con la presencia de Aeromonas spp. en granjas truticolas de
Michoacan, asi como obtener los perfiles de resistencia antimicrobiana. Se
colectaron peces y sedimentos de 64 granjas de trucha arco iris. Para la
identificacion de las especies bacterianas se amplificO y secuencié el gen rpoD,
asimismo, se realiz6 un analisis sobre las variables de riesgo con el software Epilnfo.
En las granjas truticolas se identificé una prevalencia del 70% de Aeromonas spp.,
se obtuvieron un total de 110 aislamientos bacterianos, de los cuales 104
corresponden para Aeromonas spp. (95%), también se aislaron Serratia fonticola
4/110 (4%) y Pseudomonas spp. 1/110 (1%). Se reporta por primera vez la presencia
de Aeromonas rivipollensis, Aeromonas finlandiensis y Serratia fonticola en las
granjas truticolas. Se requiere la mejora de las medidas de bioseguridad, ya que se
identific6 como factor de riesgo la presencia de gallinas en la granja y como factor
protector el desecho de residuos biolégicos fuera de la granja. En los perfiles de
resistencia antimicrobiana se detectaron bacterias resistentes para los 21 antibioticos
que se evaluaron, principalmente para los antibiéticos betalactamicos del tipo
penicilina, tal como la Ampicilina-sulbactam, Amoxicilina-acido Clavulanico y la
Piperacilina-Tazobactam del 97%, 72% y 56% respectivamente. Ademas para la
Cefazolina, una Cefalosporina de primera generacion, el 78% de los aislamientos
procedentes de las instalaciones piscicolas presentaron resistencia. La frecuencia y
el tipo de resistencias encontradas sugieren que la adquisicién de determinantes de
resistencia antimicrobiana puede provenir de otras bacterias del entorno e indica la
necesidad inmediata de estrategias nuevas para el manejo de las infecciones

bacterianas en la piscicultura.
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ABSTRACT

Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) is one of the leading aquaculture products with
a value in world trade. One of the most common bacterial diseases in fish farming is
produced by Aeromonas spp. This study aimed to identify the prevalence, risk, and
protection factors associated with the presence of Aeromonas spp. in trout farms in
Michoacan. Antimicrobial resistance profiles were also obtained. Fish and sediments
were collected from 64 rainbow trout farms. The rpoD gene was amplified and
sequenced to identify bacterial species. An analysis of the risk variables was also
carried out with the Epilnfo software. A prevalence of 70% of Aeromonas spp. was
identified in the trout farms, and 110 bacterial isolates were obtained, of which 104
correspond to Aeromonas spp. (95%), Serratia fonticola 4/110 (4%) and
Pseudomonas spp. 1/110 (1%) were also isolated. The presence of Aeromonas
rivipollensis, Aeromonas finlandiensis and Serratia fonticola are reported for the first
time in trout farms. Improved biosecurity measures are required, as some risk factors,
such as keeping chickens and off-farm biowaste disposal as protective factors, were
identified. In the antimicrobial resistance profiles, resistant bacteria were detected for
the 21 antibiotics evaluated. These antimicrobial resistances mainly for beta-lactam
antibiotics of the penicillin type, such as Ampicillin-sulbactam, Amoxicillin-Clavulanic
acid, and Piperacillin-Tazobactam were 97%, 72% and 56%, respectively. In addition,
for a first-generation cephalosporin, Cefazolin, 78% of the isolates from the fish
production systems showed resistance. The frequency and antimicrobial resistance
reported suggest that the acquisition of antimicrobial resistance determinants may
come from other environmental bacteria. This indicates the immediate need for new

strategies to control bacterial infections in fish farming.
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1.- INTRODUCCION

Las enfermedades bacterianas representan una limitante para el cultivo de peces
dulceacuicolas de importancia comercial ya que se estima que causan el 50% de las
pérdidas en la produccion (Assefa y Abunna, 2018). Una de las enfermedades
bacterianas mas comunes en la piscicultura a nivel mundial es producida por
Aeromonas spp. (Mzula et al., 2019). Los miembros del género Aeromonas son
bacilos Gram- negativos (Janda y Abbot, 2010), habitantes naturales de diferentes
ambientes acuaticos tales como los dulceacuicolas, marinos y salobres (Hossain y
Heo, 2020). Las Aeromonas spp. se dividen en dos grupos de acuerdo a sus
caracteristicas morfoldgicas y las condiciones para su crecimiento 6ptimo (Janda y
Abbot, 2010). La mayoria de las Aeromonas spp. son moviles y mesofilicas, por otro
lado estan las especies no moviles las cuales se desarrollan en condiciones
psicrofilas  (Horneman y Ali, 2011). La composicién estructural de la célula
bacteriana tiene una gran influencia en el proceso infeccioso (Pessoa et al., 2019).
Como otras Proteobacterias, las Aeromonas presentan un sistema flagelar dual
(polares y laterales) responsables de su motilidad, codificados por diferentes genes
estructurales y reguladores; por ejemplo en A. hydrophila se reportan un grupo
completo de genes flagelares laterales que contiene 38 genes (Wilhelms et al., 2009;
Noonin et al., 2010; Beaz y Figueras, 2013). Estudios confirman que todas las
Aeromonas producen un flagelo polar, que permite a las bacterias nadar en
ambientes liquidos (Wilhelms et al., 2009). Cuando las bacterias crecen en medios o
superficies viscosas, desarrollan multiples flagelos laterales que mejoran su
adherencia y la formacion de biopeliculas, tal es el caso de Aeromonas hydrophila
(Canals et al., 2006; Noonin et al., 2010). Los flagelos ademas de desempefiar
funciones relacionadas con la adhesion celular también favorecen la formacion de
biopeliculas y la persistencia durante el proceso infeccioso (Liu, 2015).
Recientemente se identific6 que la movilidad natatoria de los aislados clinicos de
Aeromonas spp. es inferior en comparacién a la de aislados ambientales; sin
embargo, la capacidad de formacion de biopeliculas es mayor en aislados clinicos
de Aeromonas (Miyagi et al., 2023). Ademas las Aeromonas presentan otras

caracteristicas estructurales (por ejemplo, pili, capsulas, capas S, lipopolisacéaridos y
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proteinas de la membrana externa) que contribuyen a su movilidad y supervivencia.
Asimismo, secretan diversas toxinas, enzimas y otros productos que mejoran su
invasion de las células huésped y la evasion de la respuesta inmunitaria del huésped
(Noonin et al., 2010; Liu, 2015).

También es frecuente el aislamiento de Aeromonas a partir de diferentes productos
alimenticios como: la carne de pollo, leche, vegetales y en los mariscos (Praveen et
al., 2016; Stratev y Odeyemi, 2016; Lee et al.,, 2020). La identificacion de las
Aeromonas a nivel especie se considera compleja y problematica debido a su
heterogeneidad fenotipica y genotipica (Puthucheary et al., 2012). El uso de los
genes de mantenimiento y metabolismo primario es ampliamente utilizado para la
identificacion de las especies bacterianas que no se identifican a través de las
técnicas bioquimicas y moleculares tradicionales (Duman et al., 2018). Dichos genes
codifican para las proteinas con funciones esenciales para la sobrevivencia
bacteriana. Los genes gyrB y el rpoD, se consideran una herramienta fiable y
estandar para la identificacion correcta de las especies dentro de este género
(Fernandez y Figueras, 2020).

Al momento se reportan un total de 36 especies de Aeromonas (Fernandez y
Figueras, 2020) las cuales pueden actuar como patdgenos primarios y/u oportunistas
de los animales acuéticos y terrestres (Janda y Abbot, 2010; Chang et al., 2019; Jung
et al., 2019) incluyendo el ser humano. El género Aeromonas también es
responsable de infecciones intestinales y extraintestinales en el humano (Praveen et
al., 2016). Del total de Aeromonas spp., 12 se reportan patdgenas de peces (Austin y
Austin, 2012; Zepeda et al., 2017; Austin, 2019). Entre los signos clinicos causados
por las infecciones de Aeromonas spp. en los peces se encuentran Ulceras cutaneas,
pérdidas de escamas, exoftalmia, hemorragias en la superficie corporal y la
distension abdominal (Dong et al., 2017; Hossain y Heo, 2020; Salem et al., 2020;
Azzam et al., 2021; Fuentes et al., 2022). Dichas infecciones causan mortalidades de
hasta el 90% en los salmonidos (Feckaninova et al., 2017; Fuentes et al., 2022) e
incluso mortalidades masivas en los ciclidos (Shayo et al.,, 2021; Assane et al.,

2021). El estrés se considera uno de los factores predisponentes asociados con las
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enfermedades bacterianas, originado principalmente por los cambios de la
temperatura, calidad de agua inadecuada, altas densidades de cultivo y una nutricion
deficiente, asi como la manipulacion brusca de los peces y la fertilizacion con
estiércol (Lewbart, 2001; Goharrizi et al., 2015; Wanja et al., 2020; Azzam et al.,
2021). Investigaciones recientes en el cultivo de la tilapia, sefialan que durante el
verano, particularmente en junio y agosto, se presenta una prevalencia alta de
Aeromonas moviles con mortalidades altas que podrian relacionarse con una calidad
del agua inadecuada y con practicas deficientes de produccion acuicola como es el
uso del estiércol de aves de corral sin un tratamiento previo. Asimismo, se reportan
aislamientos de Aeromonas en muestras de peces y en el agua, con frecuencias del
33% y 13% respectivamente (El-Gohary et al., 2020). Dentro de los factores de
riesgo asociados con la prevalencia de A. hydrophila en las granjas de Clarias
gariepinus en Nigeria, las cuales manejan estanques de cultivo de concreto o tierra,
se reportan la edad de los organismos de 1-9 meses y peso de los mismos de 200-
600g (Adah et al., 2021). Otros factores asociados significativamente a dicha bacteria
se encuentran el tamafio de la granja, donde a mayor superficie, el riesgo de un brote
bacteriano es mayor; ademas el uso de sal a concentraciones inferiores de 135 ppm
y la utilizacion compartida de las artes de pesca entre las granjas de bagres en los
Estados Unidos, sin una previa desinfeccion de las mismas, lo que podria
representar una forma de introduccién bacteriana en los estanques (Bebak et al.,
2015). En particular, entre los pardmetros de calidad de agua se encontr6 al amonio
(>0.05 mg/l) como factor de riesgo significativamente asociado con Aeromonas spp.
en las granjas de trucha arco iris de Espafna (Ortega et al., 1996). Por lo cual los
productores requieren mejorar las practicas de produccion acuicola con el fin de
disminuir el riesgo del desarrollo de la enfermedad (Bebak et al., 2015; Azzam et al.,
2021). En la piscicultura comercial de diferentes paises se reporta la prevalencia de
Aeromonas spp. tal es el caso en granjas de trucha arco iris en Espafia con una
prevalencia del 20% (Ortega et al., 1996). Duman et al., (2018), emplearon el gen
gyrB para identificar 90 aislamientos de Aeromonas procedentes de granjas de
trucha arco iris en Turquia, los cuales corresponden a 10 especies: A. sobria, A.

salmonicida, A. media, Aeromonas sp. (A. molluscorum o A. diversa), A. veronii, A.
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bestiarum, A. hydrophila, A. encheleia, A. dhakensis, A. hydrophila subsp. hydrophila.
En las granjas de trucha arco iris en siete estados de México se reportan Aeromonas
spp. como el género predominante encontrado en el 49% de los aislamientos
bacterianos, con la identificacion de dos especies (A. hydrophila y A. salmonicida)
mediante métodos bioquimicos estandarizados. En particular para Michoacan en el
analisis de 21 granjas truticolas se reporté a Aeromonas spp. y A. hydrophila con el
4% y 1% de frecuencia respectivamente (Salgado et al., 2010). En otro estudio en
México se realiz6 la identificacion de las Aeromonas spp. con el uso de herramientas
moleculares a través de la amplificacion de dos genes que se consideran de
mantenimiento y metabolismo primario como son el gyrB y el rpoD, se identificaron
10 Aeromonas spp. con las siguientes prevalencias: A. veronii (29.2%), A. bestiarum
(20.8%), A. hydrophila (16.7%), A. sobria (10.4%), A. media (8.3%), A. popoffii
(6.2%), A. allosaccharophila (2.1%), A. caviae (2.1%), A. salmonicida (2.1%) y
Aeromonas lusitana (2.1%) (Vega et al., 2014).

La trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) es uno de los principales productos de la
acuicultura con valor en el comercio mundial ya que, junto con el salmon,
representaron el 18.4% del valor de todos los productos acuaticos exportados en el
2020 (FAO, 2022). Particularmente, en México por su volumen se encuentra
posicionada en el lugar 33 de la produccion pesquera; sin embargo, por su valor la
encontramos en el lugar 23. Michoacan es el tercer estado productor de trucha arco
iris con una aportacion del 15% a la produccién nacional con 197 instalaciones
truticolas (CESAMICH, 2018; Comision Nacional de Acuacultura y Pesca, 2021).

A pesar de la informacion sobre el aislamiento y caracterizacion molecular de
Aeromonas spp. aisladas de peces en diferentes paises, existe poca informacion
sobre los estudios epidemiologicos que permitan identificar factores de riesgo y /o
proteccion asociados en las granjas de trucha arco iris. Por lo que el objetivo de la
presente investigacion es identificar la prevalencia, factores de riesgo asociados con
Aeromonas spp. procedentes de cultivos de la trucha arco iris en Michoacan, México

dada su importancia zoonotica.

17



2.- MATERIALES Y METODOS
2.1 Seleccion de las granjas a muestrear

La seleccion de las granjas de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) se determiné
por un muestreo aleatorio de distribucion proporcional, en el que se consideraron las
granjas presentes en microcuencas con mas de tres granjas segun datos del Comité
Estatal de Sanidad e Inocuidad Acuicola de Michoacan (CESAMICH). Para la
determinacién del numero de granjas representativas para muestreo, se utilizo el
programa Win Epi de la Facultad de Veterinaria, de la Universidad de Zaragoza
©2006 con los siguientes parametros: prevalencia esperada del 49% de Aeromonas
(Salgado et al., 2010), un error esperado del 10% y un nivel de confianza del 95%,
con lo cual resultd un muestreo aleatorio de 57 granjas. Ademas se realiz6 un
muestreo dirigido en siete unidades de cuarentena adicionales, por lo que se
muestrearon 64 granjas en total. Adicionalmente se analizaron muestras de trucha
dorada mexicana (Oncorhynchus chrysogaster) ya que se reportd en campo un brote
sospechoso de Aeromonas spp. en una de las granjas de trucha arco iris
muestreada. En la regionalizacion de las instalaciones acuicolas se consideraron las
zonas establecidas previamente por el CESAMICH, de acuerdo a los criterios de
cuencas hidrogréficas, distribucidbn municipal, ubicacion de las instalaciones de
trucha arco iris y las condiciones climaticas. Las seis regiones que se muestrearon
son las Regiones Oriente Hidalgo y Zitacuaro con 25 y 24 instalaciones
respectivamente; Region Centro-Patzcuaro con siete instalaciones. Asimismo, las
regiones de Uruapan, Huetamo y Centro-Morelia con cinco, dos y una granja de

trucha arco iris muestreada respectivamente.
2.2 Aislamiento e identificacion molecular de Aeromonas spp.

Para la deteccion de Aeromonas (Septicemia por Aeromonas moviles (MAS) y de
Aeromonas salmonicida) el PROYECTO de Norma Oficial Mexicana NOM-020-
PESC-1993, indica la colecta de al menos cinco peces moribundos de cada
instalacion de cultivo afectada; en ausencia de ejemplares moribundos, es suficiente

la colecta de organismos muertos recientemente. Por lo que en el presente estudio,
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se colectaron un total de seis peces de cada granja y en caso de ausencia de signos
clinicos tipicos de aeromoniasis también se muestrearon organismos. Los peces se
transportaron dentro de hieleras en bolsas de plastico llenas con agua del estanque y
oxigeno. Asimismo, se adicion6 hielo para el transporte de los organismos vivos y se

procesaron el mismo dia de la colecta.

Se tomaron muestras de sedimentos de las mismas granjas en recipientes estériles.
El aislamiento bacteriano de los peces se realizé conforme a lo descrito por Whitman,
2004 y se muestrearon asépticamente el higado, bazo y rifidbn, érganos donde
comunmente suelen alojarse las Aeromonas spp. Se obtuvieron un total de 1287
muestras para aislamiento bacteriano. El cultivo primario se realizd en medio
selectivo agar Glutamato rojo de fenol y almidén (GSP). Las colonias amarillas en
agar GSP, que presentaron bacilos Gram-negativos y oxidasa-positivos se les
realizaron pruebas de fermentacion de glucosa y movilidad. Los aislamientos puros
se almacenaron en agar infusion cerebro corazén (BHI) a -80°C con glicerol al 15%.
Todos los aislamientos presuntivos de Aeromonas spp. se identificaron
molecularmente, para lo cual un fragmento de aproximadamente 820 pb del gen
rpoD se amplific6 mediante PCR como se describe por Soler et al., 2004. Los
productos de PCR obtenidos se purificaron mediante el Kit QIAquick PCR Purification
(Qiagen) y se enviaron a la empresa Macrogen (Korea) para su secuenciacion por el
método de Sanger. Las secuencias se ensamblaron mediante el programa DNA
BASER v5.15 (Heracle Biosoft Romania, 2018) para obtener la secuencia consenso
y se realiz6 la busqueda de las secuencias similares en el programa Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) del National Center of Biotechnology (NCBI).

2.3 Analisis filogenéticos de las secuencias de rpoD

Las secuencias de rpoD se utilizaron para evaluar la relacion filogenética de las
Aeromonas spp., para lo cual se construyé un arbol de similitud de las secuencias
mediante el software Molecular Evolutionary Genetics Analysis MEGA version X
(Kumar et al., 2018). Asimismo, se incluyeron especies de referencia de la base de
datos del NCBI en el alineamiento para determinar la distancia genética dentro y

entre las especies bacterianas. La relacion evolutiva se infirio utilizando el método de
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vecino mas cercano (Saitou y Nei, 1987). Los valores de confianza se estimaron con
una prueba bootstrap con 1000 réplicas (Felsenstein, 1985) y las distancias

evolutivas con el método de parametros Kimura-2 (Kimura, 1980).
2.4 Andlisis epidemioldgico

Para la estimacion de los riesgos asociados a la presencia de Aeromonas spp. se
aplicé una encuesta estandar en cada instalacion acuicola, la cual consto de 197 y
49 preguntas para la granja truticola y el trabajador respectivamente (Anexo 1). La
encuesta presentd predominantemente preguntas cerradas y cada entrevista duro
aproximadamente 30 min. Dicha encuesta se contrastd con la presencia y/o ausencia
de Aeromonas spp. en los peces, mediante el software Epi info'™ versién 7.2.2.6
(CDC, 2018) para la construccion de los cuadros de contingencias, analisis de la
razén de productos cruzados o razén de momios (RM) y la prueba estadistica de Chi-
cuadrado (p < 0.05). Para la interpretacion de los resultados se consideroé el valor de
la razén de productos cruzados o razén de momios (RM) <1 indicaba asociacion
negativa por lo que se consider6 un factor protector, valor de RM=1 no existe
asociacion entre la enfermedad y la exposicién al factor; valor de RM >1 indicaba
asociacion positiva, el factor al que el individuo esta expuesto es un factor de riesgo
(Moreno et al., 2000; Universidad de Zaragoza, 2006), ademéas de la significancia
estadistica por la prueba de x-cuadrada, correccion de Mantel y Haenszel (p <0.05)

gue se calculé con el mismo software.
2.5 Calidad de agua en las granjas truticolas Michoacanas

Se determinaron un total de 18 parametros fisicoquimicos en el agua de las granjas
para identificar si cumplen con las especificaciones para el cultivo de la trucha (Tabla
1). En campo se determinaron cuatro parametros: pH, Oxigeno disuelto, temperatura
y conductividad con el medidor multiparamétrico portéatil HACH. Sin embargo, debido
a una falla en el equipo no fue posible realizar las mediciones en algunas granjas.
Otros 14 parametros se determinaron en el Laboratorio de Calidad de Agua del

CESAMICH, A.C. con las siguientes técnicas:
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e Parametros determinados por titulacién: Dureza y Alcalinidad.

e Parametros determinados a través de espectrofotometria (HACH DR 2700):

Bario, zinc, cobre, manganeso, sulfatos, nitritos, nitratos, hierro y amonio.

e Los sdlidos disueltos (SD) y solidos suspendidos (SS) por gravimetria, los

solidos totales mediante SD+SS.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos y sus especificaciones para el cultivo de la

trucha arco iris

NUmero de Especificaciones Referencia
prueba i . o para la trucha
Parametro fisicoquimico

1 Nitratos (mg/L) <400 Timmons y Ebeling,
2010**

2 Sulfatos (mg/L) <50 Timmons y Ebeling,
2010**

3 Cobre (mg/L) <0.006 FAO,2022*

4 Hierro (mg/L) <1.0 FAO,2022*

5 Bario (mg/L) <5 Timmons y Ebeling,
2010**

6 Nitritos (mg/L) <0.55 Klontz, 1991*

7 Manganeso (mg/L) 0.01 FAO, 2022*

8 Zinc (mg/L) 0.05 FAO, 2022*

9 Dureza (mg/L) 20-300 FAO, 2010**

10 Alcalinidad (mg/L) 10-400 FAO, 2022*
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11 Oxigeno Disuelto (mg/L)™ | 6-9 Department of
conservation, 2021
12 pH” 6.5-85 FAO, 2022*
13 Temperatura (°C) » 12-21 FAO, 2022*
14 Solidos Totales (mg/L) 0.0000-480
15 Sdlidos Suspendidos | 0-80 Klontz, 1991*
(mg/L)
16 Solidos Disueltos (mg/L) | 50-200 Klontz, 1991*
17 Conductividad 100-2000 Stone y Thomforde,
(umhos/cm)” 2004
18 Amonio (mg/L) <1 Timmons y Ebeling,
o . 2010***
Nitrégeno amoniacal total

APardmetro determinado en campo. *Especificaciones para la trucha

**Especificaciones para la piscicultura **Requerimiento para peces de aguas frias.

Con base en las especificaciones para el cultivo de la trucha, las mediciones se
establecieron en tres categorias: baja, Optima y alta, segun los intervalos de los

parametros.

2.6 Evaluacion del grado de cumplimiento de Buenas practicas de produccion
acuicola (BPPA)

De la encuesta se consideraron 33 preguntas para revisar preliminarmente el grado
de cumplimiento de las Buenas Practicas de Produccion Acuicola (BPPA), un
porcentaje superior al 80 % se consider6 con aprobacion. La encuesta consider6
aspectos sanitarios de las instalaciones acuicolas para identificar: la frecuencia de la

limpieza y desinfeccion de estanqueria, sistemas de desinfeccion en el acceso; el
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protocolo para la eliminacion de los desechos y la presencia de animales domésticos
y/o silvestres en la instalacion acuicola. Asimismo, la aplicacion de la cuarentena a
los organismos y si proporciona farmacos o sustancias quimicas aprobados por la
FDA, con la finalidad de identificar de forma preliminar las actividades destinadas a
garantizar que los productos acuicolas mantengan las especificaciones de calidad
sanitaria e inocuidad requeridas para el consumo humano y conservacion del
ambiente establecidas en las BPPA de la trucha en México (SENASICA-CIAD, 2003).

2.7 Resistencia bacteriana a los antibioticos

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana se realizaron por el método de difusion
de disco y se interpretd con base en la guia del CLSI Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2016 y 2021 (Manuales M45, M100; VET03 y VETO04 para
bacterias aisladas de animales acuéticos). En la prueba se evaluaron 21 antibioticos
(ug): Amoxicilina - Acido Clavulanico (20/10), Ampicilina-sulbactam (10/10),
Piperacilina-Tazobactam (100/10), Cefazolina (30), Cefepima (30), Cefotaxima (30),
Cefoxitina (30), Ceftazidima (30), Ceftriaxona (30), Cefuroxima sédica (30),
Cloranfenicol (30), Aztreonam (30), Amikacina (30), Gentamicina (10), Tetraciclina
(30), Ciprofloxacina (5), Levofloxacina (5), Sulfametoxazol-trimetoprima (1.25/23.75),
Ertapanem (10), Imipenem (10) y Meropenem (10). Un cultivo bacteriano de 24 hrs
procedente de caldo infusién de cerebro/corazén se ajustd a una absorbancia de 0.5-
0.7 a una longitud de onda de 610 nm. EIl in6culo que se ajustd previamente se
sembro por dispersiéon con un hisopo estéril en agar Mueller Hinton y se ret6 con los
sensidiscos de la marca Oxoid. La medicién de los halos de inhibicion para cada

antibiotico se realizé con un calibrador Vernier y se registré en milimetros.
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3.- RESULTADOS
3.1 Distribucion de las Aeromonas spp.

En las granjas de trucha arco iris se identific6 una prevalencia del 70% de
Aeromonas spp., de granjas truticolas positivas para Aeromonas spp. en las
muestras de peces y sedimentos fue del 36% y 47% respectivamente. Se obtuvieron
un total de 110 aislamientos bacterianos a partir del analisis de 1289 muestras de
peces y sedimentos. De los cuales 104 aislamientos corresponden para Aeromonas
spp. (94.5%), también se aislaron otras especies de bacterias como Serratia fonticola
4/110 (3.6%), Pseudomonas spp. 1/110 (0.9%) y Plesiomonas shigelloides 1/110
(0.9%). Las bacterias mas abundantes a partir de muestras de peces y sedimentos
fueron A. sobria 31/104 (29.8%), A. rivipollensis 15/104 (14.4%) y A.
allosaccharophila 14/104 (13.5%) (Tabla 2). Un aislamiento procedente de sedimento
se asigno a nivel de género, ya que presentd el 91% de identidad y una homologia
de 814/896 nucleétidos con Aeromonas sp., la especie mas cercana fue Aeromonas
rivipollensis con valores bajos de identidad del 89% y de homologia 849/950 (NCBI,
2020). En el caso sospechoso de infeccion por Aeromonas spp. en la trucha dorada

se confirmé su presencia junto con Plesiomonas shigelloides.

Tabla 2. Prevalencia de especies identificadas en 64 granjas truticolas de

Michoacan
NUMERO (%) ORIGEN DE AISLAMIENTOS
T_otal d_e
Aeromonas spp. Hospedero Higado (n=19) rl]B_alz;: Ei_ﬁzéln Cur:ézea 1isI;r$1}gIn?§s de Se?}i_m“e;to Slosrlamlem(
(n=17) (n=21) (n=4) peces (n=61) (n=43) GRANJAS
(n=104)
Trucha arco
iris/Trucha dorada 31
Aeromonas sobria mexicana 9 (29) 6 (19) 8 (26) 23 (37.7) 8 (26) (29.8)
15
Aeromonas rivipollensis Trucha arco iris 2 (19) 1(6) 3(4.9) 12 (75) (14.4)
Aeromonas 14
allosaccharophila Trucha arco iris 1(7) 2 (14) 2 (14) 1(7) 6(9.8) 8 (57) (13.5)
12
Aeromonas hydrophila Trucha arco iris 3 (25) 1(8) 2 (17) 2 (17) 8(13.1) 4(33) (11.5)
Trucha arco
iris/Trucha dorada
Aeromonas bestiarum mexicana 1(14) 3 (43) 2 (29) 1(14) 7 (11.5) 7(6.7)
Aeromonas eucrenophila Trucha arco iris 3(4.9) 2 (40) 5(4.8)
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1 (20)

2 (40)
Aeromonas hydrophila
subsp. hydrophila Trucha arco iris 1(33) 1(1.6) 2 (67) 3(2.9)
Aeromonas veronii Trucha arco iris 1(33) 1(1.6) 2 (67) 3(2.9)
Aeromonas encheleia Trucha arco iris 1(33) 1(33) 1(33) 3(4.9) 3(2.9)
Aeromonas popoffii Trucha arco iris 1(33) 2 (67) 3(4.9) 3(2.9)
Aeromonas hydrophila
subsp. ranae Trucha arco iris 1 (50) 1(1.6) 1 (50) 2(1.9)
Aeromonas media Trucha arco iris 1 (100) 1(1)
1
Aeromonas piscicola Trucha arco iris (100) 1(1.6) 1(1)
Aeromonas aquatica Trucha arco iris 1 (100) 1(1)
1
Aeromonas finlandiensis Trucha arco iris (100) 1(1.6) 1(1)
Aeromonas lacus Trucha arco iris 1 (100) 1(1)
Aeromonas sp. Trucha arco iris 1(100) 1(1)
Total de
Otras especies bacterianas Hospedero Higado Bazo Rifién aislamientos Sedimento  Total
p p (n=1) (n=1) (n=1) de peces (n=3) (n=6)
(n=3)
4
Serratia fonticola Trucha arco iris 1(25) 1(25) 2 (66.7) 2 (50) (66.7)
1
Pseudomonas spp. Trucha arco iris 1 (100) (16.7)
Trucha dorada 1
Plesiomonas shigelloides mexicana 1(100) 1(33.3) (16.7)

Las regiones Oriente-Hidalgo y Zitacuaro presentaron el mayor nuamero de
Aeromonas spp. con 11 y ocho especies respectivamente. Para las regiones Centro-
Patzcuaro y Uruapan se identificaron cinco y cuatro especies respectivamente. Las
dos regiones con el menor nimero de especies de Aeromonas fueron Centro
Morelia y Huetamo. En cinco regiones las dos especies de Aeromonas presentes
fueron A. allosaccharophila y A. sobria. Las especies de A. lacus, A. media, A.
veronii y A. aquatica solamente se aislaron de granjas de la region Hidalgo. Las A.
hydrophila subsp. hydrophila y A. piscicola se aislaron exclusivamente de granjas de
Zitacuaro y A. finlandiensis solo se aisl6 de la region Centro Patzcuaro (Tabla 3).

Tabla 3. Prevalencia de Aeromonas spp. por regiones

Region Regioén Regién Centro - Regioén Regién Centro- | Regién
Regién Hidalgo Zitacuaro Patzcuaro Uruapan Morelia Huetamo
Numero de granjas
analizadas por region 25 24 7 5 1 2
NUmero de especies (%)
Especie
Aeromonas
allosaccharophila 6 (12.8) 2(5.4) 4 (33.3) 1(16.7) 0 1 (100)
Aeromonas aquatica |1 (2.1) 0 0 0 0 0
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Aeromonas bestiarum | 2 (4.3) 5(13.5) 0 0 0 0
Aeromonas encheleia |0 3(8.1) 0 0 0 0
Aeromonas
eucrenophila 1(2.1) 4 (10.8) 0 0 0 0
Aeromonas hydrophila |9 (19.1) 0 2 (16.7) 1(16.7) 0 0
Aeromonas hydrophila
subsp. hydrophila 2(4.3) 1(2.7) 0 0 0 0
Aeromonas hydrophila
subsp. ranae 2(4.3) 0 0 0 0 0
Aeromonas lacus 1(2.1) 0 0 0 0 0
Aeromonas media 1(2.1) 0 0 0 0 0
Aeromonas popoffii 1(2.1) 2(5.4) 0 0 0 0
Aeromonas
rivipollensis 2(4.3) 8 (21.6) 2 (16.7) 3 (50) 0 0
Aeromonas sobria 16 (34) 11 (29.7) 2(16.7) 1(16.7) 1 (100) 0
Aeromonas veronii 3 (6.4 0 0 0 0 0
Aeromonas sp. 0 0 1(8.3) 0 0 0
Aeromonas
finlandiensis 0 0 1(8.3) 0 0 0
Aeromonas piscicola |0 1(2.7) 0 0 0 0
Totales de aislamientos 47 37 12
Numero de especies 11 8 5

Se analizaron 387 peces de los cuales resultaron positivos para Aeromonas spp. el
13% (52/114) y negativos el 87% (335/387). Las especies de Aeromonas mas
frecuentemente que se aislaron en peces corresponden para A. sobria (38.5%), A.
allosaccharophila (11.5%) y A. hydrophila (11.5%) (Tabla 4).

Tabla 4. Frecuencia de Aeromonas spp. por peces positivos

Cantidad de peces positivos
Especie de Aeromonas (Frecuencia % por pez)
Aeromonas sobria 20 (38.5)
Aeromonas allosaccharophila 6 (11.5)
Aeromonas hydrophila 6 (11.5)
Aeromonas bestiarum 5 (9.6)
Aeromonas eucrenophila 3(5.8)
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Aeromonas popoffii 3(5.8)
Aeromonas rivipollensis 3(5.8)
Aeromonas encheleia 1(1.9)
Aeromonas hydrophila subsp.

hydrophila 1(1.9)
Aeromonas hydrophila subsp. ranae 1(1.9)
Aeromonas veronii 1(1.9)
Aeromonas finlandiensis 1(1.9)
Aeromonas piscicola 1(1.9

Total de peces: 52

De los 387 peces analizados las bacterias con las prevalencias globales mayores

fueron Aeromonas sobria con 5.2%, A. allosaccharophila con 1.6%, A. hydrophila
1.6% y A. bestiaurm con 1.3% (Tabla 5).

Tabla 5. Frecuencia de Aeromonas spp. por peces analizados

Prevalencia global (%) de
Peces Aeromonas spp. por peces
Catalogo de especies positivos analizados
Aeromonas sobria 20 5.2
Aeromonas

allosaccharophila 6 1.6
Aeromonas hydrophila 6 1.6
Aeromonas bestiarum 5 1.3
Aeromonas eucrenophila 3 0.8
Aeromonas popoffii 3 0.8
Aeromonas rivipollensis 3 0.8
Aeromonas encheleia 1 0.3
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Aeromonas hydrophila

subsp. hydrophila 1 0.3

Aeromonas hydrophila
subsp. ranae 1 0.3
Aeromonas veronii 1 0.3
Aeromonas finlandiensis 1 0.3
Aeromonas piscicola 1 0.3
Total 52 13.9

La identificacion molecular con el gen rpoD permitié identificar Aeromonas spp.
patbgenas de peces y otras especies no asociadas a peces de cultivo como

Aeromonas rivipollensis y Aeromonas finlandiensis.

3.2 Andlisis filogenético

Se obtuvo el arbol de similitud de las secuencias nucleotidicas de las Aeromonas
spp. obtenidas de las truchas arco iris y dorada, asimismo se incluyeron 42 especies
de referencia de la base de datos del NCBI para determinar la distancia genética
dentro y entre las especies mediante el andlisis del vecino mas cercano (Fig.1). Cada

aislado se agrupd con su respectiva especie de referencia, a excepcion de 9

aislamientos.
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Fig 1. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen rpoD de las Aeromonas
spp. de dos especies de truchas y Aeromonas spp. de referencia (sin vifieta). En
vifieta azul se indican los aislamientos de la trucha arco iris y en vifieta naranja los
aislamientos de la trucha dorada. Los niumeros de cada nodo indican los valores de
confianza. La barra de distancia es el numero de sustituciones de nucleotidos por
sitio.

3.3 Identificacion de los factores asociados con Aeromonas spp.

En el estudio epidemiologico se identificO un factor de riesgo con asociacion
estadistica para la presencia de Aeromonas spp. en las granjas truticolas,
corresponde al trabajador cuando tiene aves de corral en su casa. Ademas se

identificaron dos factores de la granja asociados a proteccién, el abastecimiento de
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agua a partir de manantial y la disposicion de los desechos de los peces fuera de la
instalacién acuicola (Tabla 6). También se identificaron factores neutros para la
granja 37 y para el trabajador 20 respectivamente. En dichos factores los intervalos
de la razon de momios (RM) no fueron validos, ya que incluy6 al 1 y las pruebas
estadisticas resultaron no significativas; por lo que estos 57 factores pueden ser
considerados como de riesgo, pero también puede ser de proteccion (ANEXO 2).
Entre los factores neutros asociados a la granja se encontraron los referentes a los
procedimientos de bioseguridad, como son la ausencia de sistemas de desinfeccion
en los accesos de la granja, frecuencia de limpieza de estanqueria y el uso de cal.
Asimismo, la presencia de animales silvestres (ajolotes, caracoles, mapaches, ranas,
tejones y viboras) y animales domésticos (perros, gallinas, guajolotes y vacas).
Respecto a los factores neutros asociados al trabajador se identificaron la presencia
de animales domésticos en su hogar (cerdos, borregos, gatos, guajolotes y vacas),
las referentes a su estado de salud e higiene personal como es el lavado de sus
manos. Finalmente se analiz6 el grado de cumplimiento de las Buenas practicas de
produccion acuicola (BPPA) de las 64 granjas muestreadas, una granja cumplié con
las BPPA.

Tabla 6. Factores de riesgo y proteccion asociados a la presencia de

Aeromonas spp. en las granjas truticolas

Factor de riesgo asociados al trabajador

Exposicién Riesgo Razdn de productos Chi Prueba
relativo cruzados cuadrada | bilateral
(IC 95%) (IC 95%) Mantel
Haenszel
(p)

Animales domésticos

Tiene gallinas 1.48 3.28 4.48 0.03
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(1.03-2.14) | (1.07-10)

Factores de proteccion de la granja

Exposicion Riesgo Razon de productos | Chi Prueba
relativo cruzados cuadrada bilateral
(IC 95%) (IC 95%) Mantel
Haenszel
(p)

Abastecimiento de agua

La fuente de agua | 0.64 0.31 4.52 0.03

es manantial
(0.41-1.01) (0.10-0.92)

Manejo de desechos

Los desechos de | 0.65 0.30 477 0.02
los peces son
(0.43-0.97) (0.10-0.89)
enterrados fuera

de la granja

IC=indice de confianza

3.4 Calidad de agua en las granjas truticolas Michoacanas

Las unidades de produccion acuicola presentaron sistemas semicerrados de cultivo,
ya que existio un cierto control sobre el agua con un paso en el sistema de
produccion y posteriormente su efluente fue descartado (Wheaton, 1993; OIE, 2022).
Cabe sefialar que no fue posible contar con todas las mediciones de los parametros
de campo, por tal motivo para el analisis cualitativo de los datos se analizaron el

resto de los 14 parametros.
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Con base en las especificaciones para el cultivo de la trucha arco iris, las mediciones
se establecieron en tres categorias: baja, 6ptima y alta, segun los intervalos de los
paradmetros analizados por cada granja. El valor representa el nimero de parametros
fisicoquimicos que se presentaron en cada granja dentro de los valores considerados

como bajo, 6ptimo o alto (Tabla 7).

Tabla 7. Categorias de pardmetros fisicoquimicos por granja

No. Granja | Baja | Optima Alta
1 5 8 1
2 3 10 1
3 4 9 1
4 3 9 2
5 3 9 2
6 1 11 2
7 4 10 0
8 4 8 2
9 4 8 2
10 4 9 1
11 5 8 1
12 5 8 1
13 4 8 2
14 4 8 2
15 3 10 1
16 3 9 2
17 4 9 1
18 5 8 1
19 4 8 2
20 3 9 2
21 3 11 0
22 1 11 2

32




10

10
10

11

10

11
11
10

10
10
10
10

10
10

23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

33
34

35

36

37

38
39

40

41

42

43

44
45

46

47

48

49

50
51

52

33



53 3 9 2
54 3 9 2
55 3 11 0
56 3 10 1
57 3 10 1
58 4 9 1
59 3 10 1
60 3 9 2
61 5 8 1
62 4 9 1
63 5 7 2
64 5 9 0

De acuerdo a los intervalos de las especificaciones para la trucha arcoiris
(Onchorynchus mykiss), de los 14 parametros evaluados en el laboratorio para las 64
granjas, 212 mediciones fueron bajas, 585 estan dentro de los optimas y 99 tienen un

valor alto.

Los nitratos, sulfatos, el hierro, amonio y los sélidos (totales y suspendidos) fueron
los principales parametros fisicoquimicos 6éptimos, mientras que el porcentaje de
saturacion del oxigeno disuelto se encontrd6 bajo en el 14% de las granjas. El
manganeso, cobre y zinc en el 100, 77 y 66 % de las granjas se encontraron altos. El
valor representa el nimero de granjas de trucha arco iris por parametro fisicoquimico
establecidas dentro de los valores considerados como bajo, 6ptimo o alto, segun las

especificaciones de calidad de agua para el cultivo de la especie (Tabla 8).

Tabla 8. Calidad de agua por parametro

Parametro Baja Optima Alta
Nitratos 0 64 0
Sulfatos 0 64 0
Cobre 0 15 49
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Hierro 0 64 0
Bario 0 28 36
Nitritos 0 62 2
Manganeso 0 0 64
Zinc 0 22 42
Dureza 4 60 0
Alcalinidad 2 62 0
*Oxigeno Disuelto 5 29 1
*pH 7 42 3
*Temperatura 7 47 0
Solidos Totales 0 63 1
Sdélidos Suspendidos 0 62 2
Solidos Disueltos 9 53 2
*Conductividad 11 10 0
Amonio 0 64 0

*Determinaciones incompletas

3.5 Evaluacion del grado de cumplimiento de Buenas practicas de produccion
acuicola (BPPA)

La evaluacién de las 33 preguntas acerca del grado de cumplimiento de las Buenas
practicas de produccion acuicola en cada granja de trucha arco iris se adjuntan en el
ANEXO 3. La encuesta consider6 los principales aspectos sanitarios de las
instalaciones acuicolas en caso de aplicarse se consider6 positivo, considerandose 1
punto para cada pregunta, en caso contrario se otorgo 0. Derivado del total de las 33
preguntas se consideré como el 100%, de tal manera que cada granja obtuvo un total
de aciertos que se utilizaron para el célculo porcentual para cada una de ellas. Del
analisis del grado de cumplimiento de BPPA en materia de aspectos sanitarios por
granja se obtuvieron porcentajes <80% en 64 granjas de trucha arco iris por lo que
no aprobaron; una granja aprobd ya que obtuvo >80% de cumplimiento de los

aspectos sanitarios que se evaluaron (Tabla 9).
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Tabla 9. Grado de cumplimiento por granja truticola

TOTAL DE PREGUNTAS 33
N° DE
GRANJA GRADO DE CUMPLIMIENTO (%) APROBACION
1 58 NO APROBADO
2 61 NO APROBADO
3 45 NO APROBADO
4 61 NO APROBADO
5 70 NO APROBADO
6 76 NO APROBADO
7 64 NO APROBADO
8 76 NO APROBADO
9 79 NO APROBADO
10 45 NO APROBADO
11 45 NO APROBADO
12 45 NO APROBADO
13 42 NO APROBADO
14 58 NO APROBADO
15 42 NO APROBADO
16 58 NO APROBADO
17 70 NO APROBADO
18 45 NO APROBADO
19 58 NO APROBADO
20 58 NO APROBADO
21 39 NO APROBADO
22 58 NO APROBADO
23 45 NO APROBADO
24 64 NO APROBADO
25 70 NO APROBADO
26 64 NO APROBADO
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27 58 NO APROBADO
28 67 NO APROBADO
29 36 NO APROBADO
30 64 NO APROBADO
31 55 NO APROBADO
32 33 NO APROBADO
33 39 NO APROBADO
34 52 NO APROBADO
35 76 NO APROBADO
36 42 NO APROBADO
37 79 NO APROBADO
38 70 NO APROBADO
39 64 NO APROBADO
40 70 NO APROBADO
41 52 NO APROBADO
42 64 NO APROBADO
43 73 NO APROBADO
44 73 NO APROBADO
45 45 NO APROBADO
46 70 NO APROBADO
47 79 NO APROBADO
48 76 NO APROBADO
49 82 APROBADO

50 79 NO APROBADO
51 67 NO APROBADO
52 73 NO APROBADO
53 67 NO APROBADO
54 79 NO APROBADO
55 76 NO APROBADO
56 70 NO APROBADO
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57 76 NO APROBADO
58 73 NO APROBADO
59 55 NO APROBADO
60 55 NO APROBADO
61 67 NO APROBADO
62 45 NO APROBADO
63 70 NO APROBADO
64 45 NO APROBADO

3.6 Perfiles de susceptibilidad antimicrobiana

Los aislamientos bacterianos se evaluaron contra 21 antibidticos se especifica la
concentracion y resultados para cada uno de ellos (Anexo 4). Actualmente se
cuentan con los perfiles de resistencia del 34% (36/106) de los aislamientos
bacterianos de la trucha arco iris; de estos el 50% presentaron sensibilidad al
esquema de antibidticos aplicado, observandose resistencias para los antibioticos
beta-lactdmicos del tipo de penicilinas, como son la Ampicilina-sulbactam del 97%,
Amoxicilina-acido clavulanico del 72% y Piperacilina-tazobactam del 56% (Tabla 10).
Asimismo el 78% de los aislamientos presentaron resistencia a una cefalosporina de
primera generacion la Cefazolina. También se observaron resistencias del 50-60%

para tres antibioticos carbapenémicos como el Ertapenem, Imipenem y Meropenem.

Tabla 10. Perfil de resistencia antimicrobiana de las especies bacterianas de la

trucha arco iris para distintas clases de antibidticos.

CONTENIDO AISLAMIENTOS
DEL DISCO RESISTENTES DE LA
ANTIBIOTICO (Mg) TRUCHA ARCO IRIS (%)
B-lactamicos-Penicilinas
Amoxicilina-acido clavulanico 20/10 72
Ampicilina-sulbactam 10/10 97
Piperacilina-Tazobactam 100/10 56
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B-lactamicos- Cefalosporinas

Cefazolina 30 78

Cefepima 30 19

Cefotaxima 30 25

Cefoxitina 30 25

Ceftazidima 30 25

Ceftriaxona 30 19

Cefuroxima soédica (parenteral) 30 25

B-lactamicos- Carbapenémicos

Ertapanem 10 53

Imipenem 10 56

Meropenem 10 47

B-lactamicos- Monobactamicos
Aztreonam 30 19
Aminoglucésidos

Amikacina 30 44

Gentamicina 10 33
Tetraciclinas

Tetraciclina 30 22
Quinolonas

Ciprofloxacina 5 11

Levofloxacina 5 3

Inhibidores de folato

Sulfametoxazol-trimetoprima 1.25/23.75 17
Anfenicoles

Cloranfenicol 30 8

En relaciébn con los valores de susceptibilidad antimicrobiana el 80-90% de las
especies bacterianas mostraron sensibilidades para los antibidticos: Aztreonam,

Ciprofloxacina, Levofloxacina, Sulfametoxazol-trimetoprima y el Cloranfenicol. Por
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otra parte, se identific6 que el 30% de los aislamientos bacterianos presentaron

susceptibilidades intermedias para los antibidticos: Meropenem y Gentamicina
(Fig.2).

PERFIL DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANADE LAS ESPECIES BACTERIANAS AISLADAS DE LA TRUCHA ARCO IRIS

00 |I| III IIII II
s =z = a s =
4 g g £
3B
E g B
3 H g E
§ s 2
2 g

Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana
8 3 g g 3 8 2 g

8

0
s £ = 5 = e € E z 3 5 e 5
£ H £ B £ £ £
3 g § H H £ g £ 5 £ g § g H s s 3 & E
z H i H K g H H g L H i £ E H £ H
H H 2 H b 2 3 é H g £ H £ £ 3 E H H H
< H & < S S 3 & u H < < H & 2 3 £ s
3 H F H 5 3 s s
£ z 2 2 2
£ g 8 H £
H < g H E
=1 a H £
’ S
r H a
3
Penicilinas Cefalosporinas Carbapenems Monebactamicos Inhibidores
B-lactamicos B-actamicos B-lactamis B-actamic de folate Anfenicoles

mSensible = Intermedia mResistente

Fig.2 Perfil de resistencia antimicrobiana de las especies bacterianas aisladas

de la trucha arco iris.
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4. DISCUSION

En el presente estudio se aislaron Aeromonas spp. de peces aparentemente sanos y
enfermos, ademas de sedimentos, con una frecuencia de aislamiento del 36% y 47%
respectivamente. Dichos valores son mayores a la frecuencias que se reportan para
Michoacan por Salgado y colaboradores (2010), en donde se obtuvo una frecuencia
del 20% con un analisis de peces aparentemente sanos procedentes de 21 granjas
de trucha arco iris. Salgado y col. (2010) consideraron en el muestreo el 5% de las
granjas de trucha arco iris de los principales estados productores en México, con el
andlisis final de 65 granjas.

El disefio experimental de la presente investigacion se apega a un muestreo aleatorio
de distribucion proporcional, basado en las prevalencias previamente reportadas por
Salgado y col. (2010). La diferencia en la frecuencia de aislamientos puede deberse
a que el numero de granjas seleccionadas en la presente investigacion fue
representativo, ya que se muestrearon aleatoriamente 57 instalaciones acuicolas
ubicadas en zonas de microcuencas con mas de tres instalaciones acuicolas.
Adicionalmente, se realiz6 el muestreo dirigido en siete unidades de cuarentena
productoras de crias dada la importancia desde el punto de vista sanitario, ya que de
estos Centros de produccién depende la calidad de crias distribuidas en Michoacan.
Asimismo, hay diferencia en los 6rganos de los peces analizados, en la presente
investigacion para el aislamientos de Aeromonas spp. se analizaron el higado, bazo
y rifidn, dichos 6rganos son los recomendados para el aislamiento de estas bacterias
(Austin y Austin, 2012). Ademas de que el riibn y bazo son Organos que se
consideran hematopoyéticos, por las funciones importantes en la implementacién de
respuestas inmunitarias necesarias para un estado homeostatico (Liu et al., 2019).
Cabe sefialar que también se tomaron muestras a partir de lesiones cutaneas de los
peces en caso de presentarse. Ademas de revisar los 6rganos hematopoyéticos,
Salgado y colaboradores, analizaron de cada pez, branquias e intestino. No obstante,
reportaron resultados negativos para el aislamiento bacteriano a partir de rifidn,
organo del cual nosotros obtuvimos 21 aislamientos de Aeromonas, dicho érgano se

considera el principal 6érgano hematopoyético en la mayoria de peces teledsteos
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(Kondera et al., 2013; Harjula, et al.,, 2020). Otra diferencia, es el numero de
Aeromonas spp., en la presente investigacion a través de la identificacion molecular
se identificaron 14 especies y 2 subespecies de Aeromonas; Salgado y col. 2010
discriminaron a nivel de especie basandose en pruebas bioquimicas, por lo que
reportaron sélo dos especies, A. hydrophilay A. salmonicida , a nivel nacional. Por lo
anterior, sugerimos que el muestreo realizado en nuestro trabajo fue adecuado y
representativo.

Las Aeromonas spp., comunmente son causantes de infecciones en la piscicultura
de agua dulce, sin embargo, son escasas las investigaciones de epidemiologia
molecular de este patdgeno. Es necesario realizar investigaciones que permitan
identificar variables de riesgo asociadas a la presencia de Aeromonas spp. Yy
disminuir el impacto econdémico al sector productivo piscicola. Actualmente no
existen reportes previos en México, sobre los factores de riesgo asociados con la
presencia de Aeromonas spp. en las granjas truticolas, por lo que este trabajo es el
primer estudio epidemioldgico formal que se realiza. En el presente estudio se
identificd un factor de riesgo, la presencia de aves de corral en la granja. Estudios
recientes en las granjas de tilapia demuestran una prevalencia alta de Aeromonas
durante el verano, que se relaciona a una calidad del agua mala y el uso de estiércol
de aves de corral lo que representa factores de estrés para los peces y los hace mas
susceptibles a las enfermedades (El-Gohary et al.,, 2020; Salem et al., 2020).
Particularmente, el estiércol de pollos se incorpora como abono organico animal para
la fertilizacion de la estanqueria en las instalaciones piscicolas, ya que contiene una
mezcla de materia organica y nutrientes minerales (FAO, 2006). Los fertilizantes
organicos se consideran econdémicos y aumentan la produccién de peces, en
comparacion a los fertilizantes inorganicos (FAO, 2006; Boyd, 2018). Asimismo, el
abono organico animal es util como alimento directo y reemplaza parcialmente los
alimentos complementarios; incrementa la productividad microbiana acuatica, lo cual
acelera la descomposicion de la materia organica y sirve como alimento para
el zooplancton, que a su vez resulta mas abundante. Dentro de los abonos animales,
el estiércol de pollo se considera el mas rico en nutrientes, por la cantidad de

nitrogeno, fosforo y potasio que aporta al agua (FAO, 2006). No obstante, aportes
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excesivos de estiércol pueden causar agotamiento del oxigeno disuelto como
resultado de la demanda de oxigeno para descomponerlo (Boyd, 2018). Por lo que
es recomendable vigilar frecuentemente el estanque, durante la fertilizacion con los
abonos animales, con la finalidad de evitar pérdidas de peces (FAO, 2006).

Las Aeromonas spp. son frecuentemente aisladas de vertebrados y otros hospederos
gue son los reservorios para la introduccion e intercambio de Aeromonas spp. en el
ambiente (Janda y Abbot, 2010). Por ejemplo, se reporta la prevalencia de cepas
patbgenas de Aeromonas en heces de pollos que podrian diseminarse a través de
animales y del mismo personal (lgbinosa, 2014). Respecto a los factores de
proteccion, se identificé el manantial como abastecimiento de agua, sin embargo
existe evidencia que indica que el agua actia como un vehiculo para la diseminacion
de esta bacteria (Pablos et al., 2011). En investigaciones previas se reporta el
aislamiento frecuente de Aeromonas del ambiente acuético (Miyagi et al., 2016;
Ferndndez y Figueras, 2020;). Miyagi y colaboradores, (2016), realizaron
aislamientos de Aeromonas de los manantiales, presas y pozos en Okinawa Japon,
con lo que encontraron que el agua de manantial fue la segunda fuente de
aislamiento de Aeromonas spp. En el 61% de las granjas de trucha arco iris que se
muestrearon en la presente investigacion la fuente de agua correspondié a un
manantial. Otro factor de proteccidon que se reporta por primera vez asociado con
Aeromonas spp. son los desechos de los peces que son enterrados fuera de la
granja, en fosas profundas, probablemente al estar lejos de los perros se impide que
el material biolégico se disperse a la instalacion piscicola. Ademéas de las
implicaciones sanitarias de este material en descomposicion dentro de la zona,
también atrae plagas, moscas y otros animales domésticos (FAO, 1999). En
cantidades bajas de residuos de peces, la FAO recomienda que se entierren bajo
tierra en fosas de al menos dos metros de profundidad y cubrirse con un minimo de
200 mm de tierra, para evitar la infestacion de plagas y acelerar el proceso de
putrefaccion. Este método no es adecuado cuando las capas freaticas estan cerca de
la superficie. Ademas de que el compostaje de animales acuaticos no inactiva a
todos los patdgenos, por lo que en el Codigo Sanitario para los Animales Acuaticos
de la Organizacion Mundial de Salud Animal (OMSA, 2022) se recomienda antes del
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proceso de compostaje, en residuos de consideracién de riesgo alto como son
aquellos que constituyan, un riesgo grave para la salud de los animales acuaticos o
de las personas, que los residuos deben calentarse (85°C durante 25 minutos o una
combinacion equivalente de temperatura y tiempo). Otros procesos que recomienda
para la eliminacion de los residuos de animales acuéticos de riesgo alto y bajo, son la
incineracion asi como la esterilizacion. En el caso de residuos de animales acuéticos
de bajo riesgo, se puede llevar a cabo también el compostaje sin tratar térmicamente
los residuos antes de su eliminacidon (OMSA, 2022). Particularmente, las BPPA de
trucha en México, indican que los peces muertos y visceras pueden ser incinerados
en la granja, en un lugar adecuado para este proposito o implementar el
enterramiento de los desechos en areas adecuadas (SENASICA-CIAD, 2003).

Ademas, se contrastaron los parametros de calidad de agua con mediciones
completas, asi como el aspecto de cumplimiento de BPPA (aprobadas y no
aprobadas) en el programa Epi-Info ™ ,no obstante, no se observaron resultados
respecto al andlisis de factores (riesgo y/o proteccién) asociados con Aeromonas
para estas variables. Del andlisis de la encuesta para la granja truticola y el
trabajador respectivamente, se identificaron un total de 57 factores neutros, para los
cuales los intervalos no fueron validos ya que incluyé al 1 y las pruebas estadisticas
resultaron no significativas, dichos factores pueden ser considerados como de riesgo,
pero también pueden ser de proteccion.

En el presente estudio se identificaron 14 especies de Aeromonas (A.
allosaccharophila, A. aquatica, A. bestiarum, A. encheleia, A. eucrenophila,
A.hydrophila, A. lacus, A. media, A. popoffii, A. rivipollensis, A. sobria, A. veronii, A.
finlandiensis, A. piscicola) y dos subespecies en las granjas de trucha arco iris (A.
hydrophila subsp. hydrophila y A. hydrophila subsp. ranae). Dicha diversidad de
Aeromonas spp. es mayor a la que se reporta previamente en México, ya que se
identificaron dos especies A. hydrophila y A. salmonicida para México con 23% y 2%
de frecuencia respectivamente (Salgado et al., 2010). Para Michoacan Salgado y
colaboradores, reportaron Aeromonas spp. Y A. hydrophila con 4% y 1% de

frecuencia correspondientemente. También la diversidad de especies de Aeromonas
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es mayor a la que reportaron Duman y colaboradores, (2018) para granjas de trucha
arco iris en Turquia ya que mencionan 11 especies.

La especie mas prevalente en las muestras de peces correspondié para Aeromonas
sobria con el 38% de los aislamientos, resultados similares se reportan en un estudio
realizado por Duman et al., (2018), quienes indican un 39% de aislamientos para A.
sobria. La segunda especie prevalente en peces fue A. hydrophila, mientras que
Duman et al., (2018), reportan A. salmonicida, dicha bacteria no se aislé en el
presente estudio. Este es el primer reporte mundial de Aeromonas finlandiensis en
muestras de peces, en investigaciones previas se aislaron de lagos y rios de
Finlandia (Beaz et al., 2015), en el presente estudio solo se obtuvo un aislamiento del
bazo de una trucha procedente de la region de Centro Patzcuaro. Los principales
organos de aislamiento de las Aeromonas spp., fueron el rifién y el higado, Duman et
al., (2018), identificaron también el higado como el principal érgano de aislamiento.
En las muestras de sedimento la especie mas prevalente fue A. rivipollensis con el
28%, este es el primer reporte de dicha bacteria en sedimentos. Se aisl6 ademas en
higado y rifidn de la trucha arco iris y, ademas, recientemente Reyes y colaboradores
(2019), la aislaron en muestras de bazo e intestino de trucha arco iris silvestre en
México.

En cinco de las regiones truticolas, las dos especies de Aeromonas presentes
fueron A. allosaccharophila y A. sobria, lo cual sugiere que ambas especies estan
ampliamente distribuidas en granjas truticolas de Michoacan, ambas especies estan
asociadas con infecciones en humanos (Figueras y Beaz, 2014) y peces (Austin y
Austin, 2012).

Algunas especies de Aeromonas se identificaron exclusivamente en ciertas regiones
truticolas, tal es el caso de A. lacus, A. media, A. veroniiy A. aquatica las cuales se
aislaron de granjas de la region Hidalgo. Existen reportes previos de A. lacus y A.
aguatica de aislamientos ambientales (Beaz et al., 2015), por lo que este es el primer
reporte de dichas especies en muestras de peces. Las A. media y A. veronii estan
asociadas con infecciones en humanos (Figueras y Fernandez, 2020) y trucha arco
iris  (Rehulka, 2002; Reyes et al., 2019). Las A. hydrophila subsp. hydrophila y A.

piscicola se aislaron exclusivamente de granjas de Zithcuaro. Recientemente A.
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piscicola se aislé de trucha arco iris silvestre en el parque corral de Piedra en México
(Reyes et al., 2019). Existen reportes de A. hydrophila en el cultivo de la trucha arco
iris causante de la septicemia motil por Aeromonas y tasas altas de mortalidad
(Zhan et al., 2015). Algunas cepas de A. hydrophila también se reportan patégenas
para otros animales como los anfibios y reptiles (Huys et al., 2003; Janda y Abbot,
2010). En la encuesta realizada a las granjas de trucha arco iris, se reporto la
presencia de anfibios (ranas y ajolotes), asi como de reptiles (tortugas) en los
estanques en el 44% de las instalaciones (28/64), los cuales podrian ser reservorios
de Aeromonas. No obstante, durante el muestreo no se observaron estos animales
silvestres en los estanques. En el presente estudio se reporta por primera vez A.
hydrophila subsp. hydrophila en el cultivo de la trucha arco iris.

Se identificaron otros dos géneros bacterianos en el cultivo de las truchas arcoiris
correspondientes a Serratia fonticola y Pseudomonas spp. con cuatro y un
aislamientos respectivamente, aunque su frecuencia fue baja tienen potencial
patdbgeno tanto para peces como para los mismos seres humanos. Diversas
Pseudomonas spp. causan severas pérdidas en la acuicultura, en particular P.
fluorescens , P. putida y P. tructae , se encuentran como patégenos de la trucha arco
iris. P. tructae en un brote infeccioso en trucha arco iris de granja en Corea ocasioné
el 15% de mortalidad (Oh et al., 2019). De acuerdo al gen rpoD que se amplifico
para la identificaciébn de las Aeromonas spp., no fue posible identificar a nivel de
especie la Pseudomonas, por lo que se requiere de estudios moleculares
adicionales. Salgado y colaboradores (2010), aislaron también Pseudomonas en
granjas truticolas de Michoacan. En estudios previos Serratia fonticola se aislé del
intestino de la carpa (Carassius carassius) (Kacaniova et al., 2019) y rifidon de paiche
en acuario (Arapaima gigas) (Choresca et al., 2008), en el presente estudio S.
fonticola se aislé de higado y rifidbn de trucha arco iris, este es el primer reporte
mundial de dicha bacteria para la trucha arco iris. En la trucha dorada mexicana se
identificaron tres especies: A. sobria (1), A. bestiarum (1) y Plesiomonas shigelloides
(1) este es el primer reporte bacteriol6gico para esta trucha nativa que se considera
amenazada (Ruiz et al., 2017), por lo que las enfermedades representan un riesgo

alto dado su estado de conservaciéon. Aislamientos de P. shigelloides se reportan
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para la trucha arco iris en Michoacan (Salgado et al., 2010). Es importante mencionar
que los individuos de trucha arco iris de las cuales se aislaron los diferentes géneros
bacterianos, no presentaron patologias macroscoépicas y posterior a los muestreos,
no se reportaron brotes infecciosos en las granjas que se analizaron. Resultados
similares se reportan en las granjas de carpa y bagre donde no se observé una
correlacion positiva entre el aislamiento bacteriano y patologias en los peces (Syrova
et al., 2018; Adah et al., 2021). Para el desarrollo de la enfermedad en los peces
estan involucrados distintos factores como que el agente infeccioso sea capaz de
ocasionar desordenes, el sistema inmune del hospedero, las condiciones
ambientales, la virulencia del agente bacteriano y las practicas de manejo (Johnson
y Paull, 2011; Pekala, 2018; Adah et al., 2021).

La vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos (AMR) es de suma importancia
en los entornos acuaticos y en particular su aparicion en los peces de cultivo es uno
de los principales retos a los que se enfrenta la acuicultura moderna (Grilo et al.,
2020; Preena et al., 2020). Algunos ejemplos se reportan en diversas investigaciones
sobre los perfiles de resistencia antimicrobiana de Aeromonas spp. aisladas de
granjas piscicolas para el consumo humano y en peces ornamentales con
resistencias de 80-100% de los aislamientos a distintas familias de antibioticos entre
ellos los Betalactamicos del tipo penicilina (Jacobs y Chenia, 2007; Borella et al.,
2020, , Saengsitthisak et. al., 2020). Asimismo en el presente estudio se identificaron
aislamientos de Aeromonas resistentes para los betalactamicos del tipo penicilina, tal
como la Ampicilina-sulbactam, Amoxicilina-acido Clavulanico y la Piperacilina-
Tazobactam del 97%, 72% y 56% respectivamente. Ademas para la Cefazolina, el
78% de los aislamientos presentaron resistencia. La resistencia intrinseca a los
antibidticos B-lactamicos se debe principalmente a la produccién de multiples e
inducibles betalactamasas (CLSI, 2016). Recientemente se reporta un incremento de
este tipo de resistencia en Aeromonas de origen clinico y ambiental (Piotrowska et
al., 2017; Wu et al., 2019;). Incluso las Aeromonas se consideran como agentes para
la diseminacion de la resistencia antimicrobiana en los ambientes acuéticos en

particular en fuentes de agua residual al entorno natural (Baron et al., 2017;
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Piotrowska et al., 2017; Grilo et al., 2020) debido a la capacidad de adquirir

mecanismos de resistencia antimicrobiana.

Nuestros resultados muestran que el 80-90% de los aislamientos de Aeromonas de
la trucha arco iris presentaron sensibilidades para dos Quinolonas (Ciprofloxacina y
Levofloxacina), el Aztreonam, Sulfametoxazol-trimetoprima y el Cloranfenicol.
Hallazgos similares se reportan en granjas de tilapia (Oreochromis niloticus) en la
India donde encontraron una sensibilidad del 86-100% de los aislamientos de
Aeromonas para las Quinolonas, Aztreonam y el Cloranfenicol (Preena et al., 2021).
Asimismo, en peces silvestres, de cultivo en lItalia y de ornato en Tailandia, se
observaron sensibilidades a las Aeromonas spp. para el Cloranfenicol (Borella et al.,
2020; Saengsitthisak et. al., 2020). Aunque el Cloranfenicol esta prohibido en
acuicultura, el tnico derivado de los fenicoles con autorizacion es el Florfenicol. Entre
otros antibioticos que se permiten en acuicultura se encuentran la Oxitetraclina, la
Sulfamerazina y Sulfadimetoxina-ormetoprim (FDA, 2020). En el presente estudio se
observaron que el 50-60% de los aislamientos bacterianos fueron resistentes para
los antibiéticos carbapenémicos (Ertapenem, Imipenem y Meropenem), lo que
coincide con Preena et al., (2021), quienes reportan que el 71% de los aislamientos
de Aeromonas de Tilapia (Oreochromis sp.) presentan resistencia al Imipenem.
Previos estudios reportan que la resistencia de las Aeromonas spp. a los
carbapenémicos se debe principalmente a la expresiéon de las carbapenemasas,
enzimas que hidrolizan a este tipo de antibiéticos (Sinclair et al., 2016; Wang et al.
2021; Conte et al., 2020;).

Actualmente solo existe un estudio previo por Capkin et al.,(2015), sobre los perfiles
de resistencia de Serratia fonticola aisladas de muestras de agua y sedimento en
granjas truticolas de Turquia. En dicho estudio se reportan aislamientos resistentes
para los betalactamicos del tipo penicilina (Ampicilina), Carbapenémicos (Imipenem)
y para el Monobactamico Aztreonam. No obstante, en el presente estudio se reportan
aislamientos de la trucha arco iris, con una resistencia mas amplia para otras clases
de antibibticos, entre los cuales estan la Tetracilina y los Aminoglucésidos, ademas
de la resistencia a los betalactamicos del tipo penicilina/ Carbapenémicos. Hallazgos

similares se reportan para miembros del género Serratia ya que poseen resistencias
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intrinseca y adquirida para una variedad de familias de antibiéticos que incluyen a los
betalactamicos, aminoglucésidos, quinolonas y polipéptidos. Por lo que las
infecciones por Serratia spp. se consideran un importante problema sanitario debido
a su multirresistencia elevada (Sandner et al., 2018). Nuestros resultados muestran
qgue el aislamiento de Serratia fonticola de la trucha arco iris presenté sensibilidad
para diferentes cefalosporinas aplicadas como la Cefepima, Cefotaxima, Ceftazidima,
Cefuroxima y a una Quilonona la Levofloxacina. A diferencia del estudio por Capkin
et al., (2015), en el presente trabjo el aislamiento fue sensible para el Aztreonam.
Los resultados de la resistencias antimicrobianas en las bacterias aisladas de la
trucha arco iris se reportan también ampliamente en otros peces de cultivo, dichas
resistencias representan una probleméatica para la salud de éstos (Zdanowicz et al.,
2020) y uno de los mayores retos para la acuicultura (Preena et al., 2020), por lo que
urgen estrategias para el biocontrol de las bacterias multirresistentes como es el
posible uso de los bacteriéfagos.

Otro factor de vigilancia en la piscicultura es la calidad del agua ya que algunos
pardmetros fisicoquimicos pueden comprometer la produccion de una granja
acuicola. Existe un intervalo adecuado de factores fisicoquimicos y biol6gicos que
son necesarios para garantizar el éxito en el cultivo de los organismos (Arredondo y
Ponce, 1998). Es importante mencionar que las unidades de produccion acuicola
presentaron sistemas de produccion semicerrados, asimismo la mayoria de los
parametros fisicoquimicos de las granjas se encontraron dentro de la categoria
optima. Welker et al., 2019 menciona que el oxigeno disuelto parece ser el principal
pardmetro limitante para el cultivo de la trucha arco iris. En la presente investigacion
el porcentaje de saturacion de oxigeno disuelto en el agua se encontrd bajo (<60%)
en 5 de las granjas para los que se determind, cabe sefalar que en dos de ellas se
aislaron Aeromonas spp. a partir del andlisis microbiolégico de los peces, no
obstante no se presentaron brotes infecciosos en las granjas truticolas. Los
productores de las cinco granjas indicaron que realizaban la limpieza de la
estanqueria semanal (2/5), quincenal (1/5), diaria (1/5) o mensual (1/5). Sin embargo,
las concentraciones de oxigeno bajas se pueden asociar a la presencia de materia

organica en los estanques, por lo que es necesario implementar una limpieza
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correcta y periddica de la estanqueria. Ademés con el incremento de densidad de
organismos (nimero de peces por m?), las concentraciones de oxigeno disminuyen
(Segner et al., 2012).

La eutroficacion de los cuerpos de agua también acarrea un incremento explosivo en
algunas poblaciones microbianas entre las que se pueden seleccionar alguna de las
especies descritas. En una granja con el 49% de saturacion de Oxigeno disuelto en
el agua se observaron macroscopicamente los peces con las branquias inflamadas,
no obstante no se aislaron Aeromonas spp. En peces de la familia Mormyridae se
reporta que una superficie branquial mayor podria representar una técnica
compensatoria para las limitaciones fisiolégicas de la hipoxia (Chapman y Hulen
2006). En un estudio previo en el cultivo de la trucha arco iris se reporta que una
exposicion prolongada a condiciones de baja saturacion de oxigeno (52%) resulta en
el incremento de estrés, reduccion del crecimiento y la sobrevivencia en los
organismos (Welker et al., 2019). Por lo que es necesario el monitoreo frecuente del
oxigeno disuelto en las granjas truticolas al ser un pardmetro limitante para la
produccién. Por otro lado en una granja truticola se detecté moderada
sobresaturacion de oxigeno disuelto, ya que presentd 102% lo que indica una
presencia superior de productores primarios (algas y fitoplancton), desarrollados
gracias a un exceso de nutrientes y a la disponibilidad de la luz, no obstante puede
ocurrir agotamiento parcial del oxigeno disuelto por la noche cuando el fitoplancton
reduce a cero la fotosintesis (Taylor y Miller 2001). A pesar de la sobresaturacion de
oxigeno en el cultivo de la trucha arco iris no se presentaron efectos negativos,
hallazgos similares se reportan por Ritola et al., (1999) en cultivos de trucha arco iris

con moderada sobresaturacion de oxigeno en el agua <140%.

En el estudio de calidad de agua en las granjas también se detectaron metales como
el Manganeso, Cobre y Zinc por arriba de las especificaciones para el cultivo de la
trucha arco iris en el 100, 77 y 66% de las granjas respectivamente. Actualmente se
considera que la presencia de metales en el ambiente acuatico como los rios es una
forma de contaminacion, en particular los ambientes dulceacuicolas se contaminan

rapidamente debido a la actividad antropogénica (Ehiemere et al.,, 2022). No

50



obstante, se requieren estudios en los sedimentos y peces de las granjas para
determinar el impacto de la contaminacion por los metales mencionados con
anterioridad, ya que el sedimento se reporta como la ruta principal de ingreso y
reservorio de este tipo de contaminacion en el ambiente acuatico y en los peces de
cultivo (Bai et al., 2018; Ehiemere et al., 2022).
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5. CONCLUSIONES

Debido a que se identificaron Aeromonas spp., Serratia fonticola,
Pseudomonas spp. y Plesiomonas shigelloides, las cuales estan implicadas en
infecciones en humanos, se debe mantener un monitoreo constante en el
sistema de granjas de produccion por el potencial de afectar la salud publica.
Es de especial interés la prevalencia alta de las Aeromonas spp. ya que
algunas especies se reportan como patdgenos primarios de peces y

mamiferos.

Se requiere la mejora de las medidas de bioseguridad para proteger a la
trucha arcoiris de infecciones por Aeromonas spp., ya que se identificaron
algunos factores de riesgo. Se identificaron también factores neutros que
pueden ser considerados como de riesgo, pero también pueden ser de
proteccion, por lo que se requiere de estudios epidemiologicos adicionales

para identificar su participacion.

La identificacion de bacterias resistentes a una amplia variedad de antibioticos
en los sistemas de produccién piscicola, sugieren que la adquisicion de
determinantes de resistencia a antibioticos puede provenir de otras bacterias
del entorno e indica la necesidad inmediata de estrategias nuevas para el

control de las infecciones bacterianas.
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Abstract

Background: Bacterial infections are responsible of high economic losses in aquaculture. Mexican golden trout
(Oncorhynchus chrysogaster) is a threatened native trout species that has been introduced in aquaculture both for
species conservation and breeding for production and for which no studies of bacterial infections have been reported.

Case presentation: Fish from juvenile stages of Mexican golden trout showed an infectious outbreak in a farm in
co-culture with rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), showing external puntiform red lesions around the mouth and
caudal pedunculus resembling furuncles by Aeromonas spp. and causing an accumulated mortality of 91%. Isolation
and molecular identification of bacteria from lesions and internal organs showed the presence of Aeromonas
bestiarum, Aeromonas sobria, Plesiomonas shigelloides and Ichthyobodo necator isolated from a single individual. All
bacterial isolates were resistant to amoxicillin-clavulanic acid and cefazoline. P. shigelloides was resistant to third
generation B-lactamics.

Conclusions: This is the first report of coinfection by Aeromonas bestiarum, Aeromonas sobria, Plesiomonas shigelloides
and Ichthyobodo necator in an individual of Mexican golden trout in co-culture with rainbow trout. Resistance to
B-lactams suggests the acquisition of genetic determinants from water contamination by human- or
livestock-associated activities.
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Highlights

1. This is the first report of a coinfection by Aeromonas bestiarum, Aeromonas sobria, Plesiomonas shigelloides and the
ectoparasite Ichthyobodo necator in a Mexican golden trout (Oncorynchus chrysogaster), a threatened native species.
2. The antibiotic resistance profiles suggest the influence of the water source contaminated by human activities.

Keywords: Salmonids, Oncorhynchus chrysogaster, Bacterial coinfection, Antimicrobial resistance

Background

Mexico has a high diversity of endemic trout species
which are considered the most southerly salmonids com-
pared to the natural distribution of other salmonids [1-
3]. Mexican golden trout (Oncorhynchus chrysogaster) is a
native species living at heights greater than 1900 m over
the sea level, in the basins of the Sinaloa, Culiacdn and
El Fuerte rivers in the Sierra Madre Occidental in Méx-
ico. Mexican golden trout is the most important source
of food protein for surrounding human populations [1, 4].
Mexican golden trout is considered either a threatened or
a near threatened native species by International Union
for the Conservation of Nature and Natural Resources
(IUCN) [4] or national NOM-059-SEMARNAT-2010 [5]
regulatory organisms, respectively. The threatened condi-
tion is due to deforestation, habitat degradation, climate
change and overexploitation [2]. Another threat for Mex-
ican golden trout is the current hybridization with an
exotic salmonid, the rainbow trout (Oncorynchus mykiss)
which is considered one of the more harmful to native fish
exotic species [4, 6].

The genetic background of native trout provides this
species with a unique adaptation to environment that are
not favourable to other salmonids, so commercial breed-
ing programs have been proposed [1, 2] to avoid loss of
genetic background for the native species [7, 8]. Impor-
tant threats for aquaculture are also illnesses; accounting
for 50% of the decrease in production, being those caused
by bacteria the most significant [9, 10].

Aeromonas spp. are important pathogens for aqua-
culture [11]. They are Gram-negative, oxidase positive
bacilli [12]. All species but A. media and A. salmoni-
cida are motil due to the presence of a polar flagellum
and all are ubiquitous of brackish water and freshwa-
ters [13]. A. salmonicida, A. hydrophila, A. caviae, A.
veronii biovar sobria, A. veronii biovar veronii, A. dhak-
ensis, A. encheleia, A. allosaccharophila, A. schubertii, A.
bestiarum, A. sobria, A. piscicola and A. jandaei have been
reported as pathogens in fish culture [14—16]. Particu-
larly important are A. hydrophila, A. caviae and A. veronii
which cause sepsis and ulcerative syndrome with a high
economic impact on production [17]. A. salmonicida has
been recognized as the causal agent of the so-called “Ulcer

disease” or “Red-Sore disease” [18] which may reach mor-
talities to about 90% in fish farms [19]. To date, there are
no reports of Aeromonas spp.-related disease in Mexican
golden trout.

Plesiomonas shigelloides is also a Gram-negative, oxi-
dase positive, motile Enterobacteriaceae [20]. Along with
Aeromonas spp. and Fusobacterium mortiferum, they
are common pathogens in the gastrointestinal tract of
freshwater fish from orders Perciformes (Micropterus
salmoides, Lepomi macrochirus), Siluriformes (Hyposto-
mus auroguttatus, Ictalurus punctatus, Pimeolodus mac-
ulatus), Salmoniformes (O. mykiss) and Characiformes
(Prochilodus argenteus) among others [21-23]. In rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) P. shigelloides infections has
been associated with thin, weak, 1-2 year old fish show-
ing yellowish exudate from anus, petechiae and ascites
in internal organs and 40% mortality [24]. In grass carp
(Ctenopharyngodon idellus) P. shigelloides causes muscu-
lar erosion [25] while in silver carp (Hypophthalmichthys
molitrix) 60% mortality showing exophthalmia and dif-
fuse haemorrhagic spots [26]. In ornamental cichlids P
shigelloides may cause up to 100% mortality [27].

Infestations by parasites from the genus Ichthyobodo,
have been reported in salmonids from the genus
Oncorhynchus [9, 28—33]. In particular, Ichthyobodo neca-
tor can cause mortalities of up to 40% [28, 32]. Fish
showing Ichthyobodosis usually show a grayish layer over
the skin, loss of epidermis and small ulcers, which have
been related to secondary infections [34]. The goal of the
present study was to identify bacteria associated with an
apparent outbreak of Red-Sore disease in a farm cultivat-
ing both Mexican golden trout and rainbow trout.

Case presentation

Case history

In a rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) production
farm in the municipality of Pucuato, in the State of
Michoacidn de Ocampo, México, located at 19°39'N,
100°45’°0 and 2,511 m.a.s.l, Mexican golden trout
(Oncorhynchus chrysogaster) is also cultivated as an exper-
imental approach for domestication and farming. Rain-
bow trout is cultivated in concrete tanks fed with water
from the “El Retranque” dam in Pucuato. This facility also
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contains an experimental area with PVC gutters and glass
aquariums. The water source for this area is from a spring
shared with the nearest human settlement in the town
of Pucuato. In September, 2019, the experimental Mex-
ican golden trout showed an outbreak of an infectious
disease with a duration of 35 days that caused 91% of accu-
mulated mortality, with 12 of 131 individuals surviving.
On the 33rd day, 6 specimens were collected with mean
lengths and weighs of 11.33 cm and 53.9 g, respectively.
The specimens were transported to the laboratory alive
for clinical descriptions of pathological signs and micro-
biological analysis. Specimens showed normal swimming
with preferent location at the borders of the container. Red
and inflamed lesions were observed in the abdomen and
mouth, fins were haemorrhagic and gills were inflamed

Fig. 1 Lesions in Mexican golden trout. External lesions: a Ulcer and
grayish layer over the skin; b Mouth lesion and scale loss; € Skin ulcer
in peduncle. Internal lesions. d Kidney inflammation with abnormal
firmness; e necrotic kidney; f gelatinous yellow faeces and spleen
presenting black spots; g stomach with low food content Arrows

point to the lesions
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with petechiae (Fig. 1). An ectoparasite, Ichthyobodo neca-
tor, was identified from fresh samples of skin and gills.
Stomachs showed low content of chyme. The bowel
showed either soft brown (4 individuals) or gelatinous
yellow (2 individuals) faeces. Gallbladders were yellow.
Spleens with black spots, abnormal firmness and presence
of fat. Kidneys showed mild inflammation, abnormal firm-
ness and in one individual it was necrotic. For microbio-
logical analysis, samples from skin, inflamed fins, gelati-
nous faeces, kidney, spleen, brain, heart and gallbladder
were collected with a cotton swab [35] and plated in rich
(Soybean Trypticase, Brain-Heart Infusion) and selec-
tive (McConkey, Salmonella-Shigella, Cefsulodin-irgasan-
novobiocin — CIN -, Cetrimide, Glutamate-starch-phenol
red — GSP - and Sabourad) solid culture media. Isolates
were obtained from rich media and GSP agar which is
a selective medium for Aeromonas spp. Since signs were
similar to Red Sore Disease, we proceed to analyse only
GSP agar isolates for the search of Aeromonas spp.

At the 3", 5 and 7% day of the beginning of the out-
break, the volume of water in the tanks was reduced to
50% and 25 ml/l of 10% of commercial aldehyde prod-
uct (Paraguard, Seachem) were added. On day 8 and 10,
25mg/l of kanamycin sulfate (Kanaplex, Seachem) was
applied. From days 12 to 16, 20 mg/l of a mixture of
Sulfamethoxypyridacin (125 mg), Trimethoprim (25 mg)
and tylosine (30 mg) per g of product (Koryn Triple,
Tornel). On days 17 to 19, Kanaplex was applied again
but mixed with 10 g/l NaCl. From days 21 to 28, oxyte-
tracycline (20 mg/kg of fish weight) was applied until
mortality stopped. Florfenicol (Florfen 10, Preveson) 10
mg/kg of live weight was then incorporated in the food for
6 additional days, until fish do not take the food anymore.

Bacterial isolation was performed as described in Whit-
man et al. (2004). Liver, spleen and kidney from five
individuals with Red Sore disease signs were aseptically
collected and samples were inoculated in GSP culture
medium which is selective for the genus Aeromonas. Yel-
low colonies formed by Gram-negative oxidase positive
bacilli were further analysed for motility and glucose fer-
mentation. Isolates that fit to Aeromonas spp. phenotype
were stored in Brain-Heart infusion (BHI) added with 15%
glycerol at -75°C for further characterization. Molecu-
lar identification of presumptive Aeromonas spp. isolates
was performed by sequencing an 820 bp fragment from
rpoD gene [36]. Sequences were obtained from Macro-
gen (Korea) and assembled with Unipro UGENE v39.0
sequence assembly software v5.15 [37]. Sequences were
registered under GenBank numbers MZ668583 (RSDI-
X6), MZ668586 (RSDI-P6), MZ668585 (RSDI-R6) and
MZ668584 (RSDI-Q6). Similarity search was performed
with Basic Local Alignment Research Tool (BLAST) at
the National Center of Biotechnology Information (NCBI,
USA). Four bacterial isolates were obtained. Two of them
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correspond to Aeromonas bestiarum isolated from oral
lesion (RSDI-X6) and spleen (RSDI-P6) with 99.27% and
99.05% of sequence identity for each sequence. One isolate
(RSDI-R6) sequence was 98.61% identical to Aeromonas
sobria isolated from kidney, and the last one (RSDI-Q6)
showed also 99.29% identity with a P, shigelloides sequence
and was isolated from spleen. Isolates RSDI-P6, RSDI-R6
and RSDI-Q6 were recovered from the same individual.
To assess evolutionary relatedness of the bacterial species,
a similarity tree (Fig. 2) was constructed using MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version X
software [38]. Evolutionary relatedness was inferred using
the Neighbour joining method [39]. Confidence values
were estimated with a bootstrap test with 1000 replicates
[40] and evolutionary distances with the Kimura-2 param-
eter method [41]. Figure 2 shows strong evolutionary
relatedness of our A. bestiarum (RSDI-X6, RSDI-P6, 100%
of confidence) and A. sobria (RSDI-R6, 100% of confi-
dence) isolates with reference sequences. Isolate RSDI-Q6
identified as P. shigelloides, also associated with a reference
sequence with 100% of confidence.

Antimicrobial sensitivity tests were performed accord-
ing to the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, USA) manuals M45 and M100 for disk dif-
fusion tests [42, 43]. Isolates were tested against 21
antibiotics at their specified concentration (Table 1).
Briefly, 24 h cultures at 28°C were adjusted to an
ODg10mm of 0.5-0.7 and plated with a cotton swab
in Muller-Hinton agar over which sensidiscs (Oxoid)
were placed. After 24h, the inhibition zone was mea-
sured with a Vernier calibrator. The three Aeromonas
spp. isolates were resistant or intermediate resistant to
Amoxicillin-clavulanic acid, ampicillin-sulbactam, cefa-
zolin and cefoxitin. RSDI-X6 and RSDI-P6 A. bestiarum
isolates were resistant to piperacillin-tazobactam while A.
sobria (RSDI-R6) showed intermediate susceptibility. The
three Aeromonas spp. Isolates were resistant to carbapen-
ems (ertapenem, imipenem, meropenem). Aeromonas
spp. Isolates were sensitive to cefepime, cefotaxime, cef-
tazidime, ceftriaxone, cefuroxime sodium, aztreonam,
tetracycline, ciprofloxacin, levofloxacin, trimethoprim-
sulfamethoxazole and chloramphenicol.

P shigelloides (RSDI-Q6) isolate showed resistance to
cefazolin, cefotaxime, meropenem, amikacin, gentamicin,
intermediate resistance to amoxicillin-clavulanic acid, cef-
tazidime and meropenem, and was sensitive to the rest of
the antibiotics.

For the identification of ectoparasites, wet mount exam-
ination of gill clips and skin scrapes taken from several
sites on the fish were examined by light microscopy. I
necator was identified in skins and gills samples. Due to
the high mortality rate and the late moment in which
samples were collected for analysis, it was not possible to
analyse healthy fish from this outbreak for the search of
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ectoparasites. However, in august 2018, in sick rainbow
trouts from the same farm, A. hydrophila, A. sobria, or A.
allosaccharophyla were isolated from internal organs, but
no ectoparasites were observed. In December 2018, nei-
ther of the above-mentioned bacteria nor ectoparasites,
were found in healthy fish from the same farm.

Discussion and conclusions

Although Mexican golden trout is an endangered
species ongoing transition to commercial exploitation, no
research is available on its bacterial pathogens. This is the
first report of coinfection of Mexican golden trout with A.
bestiarum, A. sobria, P. shigelloides and the ectoparasite
Ichthyobodo necator.

I necator is a common parasite of the genus
Oncorhynchus, infesting species such as O. mykiss, O.
tshawytscha, O. masou, O. gorbuscha, O. keta'y O. nerka [9,
28-33]. In this report, A. bestiarum RSDI-X6 was isolated
from an external lesion. Epithelial destruction by ectopar-
asites causes an imbalance in osmoregulation followed
by hyperplasia and lamellar fusion of the gills followed
by respiratory malfunction [28, 44]. Synergistic effects of
ectoparasites and bacteria co-infecting salmonids, have
been described [45-47], but has also been suggested that
ectoparasites may act as vectors of bacteria in fish infec-
tions [48-50]. Further studies are necessary to demon-
strate that . necator has a role as a vector of bacterial
infections in Mexican golden trout.

Aeromonas spp. are well known to cause high mor-
tality in salmonids [18, 51].In the aquatic environment,
fish are exposed to a great variety of pathogens [52] with
co-infections as a factor increasing susceptibility [53]. Co-
infections can be a challenge for diagnosis and treatment
[52]. To the best of our knowledge, there is only a report
on bacterial co-infections for the genus Oncorhynchus.
In a study of pathogen prevalence in Chinook salmon
(O. tshawytscha) several bacterial pathogens were iden-
tified, but a significant association was only observed
for Renibacterium salmoninarum and aeromonads; R.
salmoninarum and A. salmonicida were the most abun-
dant pathogens with prevalence values about 25% and
15%, respectively [54]. Bacterial co-infections are com-
mon in other fish species in aquaculture and may alter
prevalence, severity and impact on fish disease or success
of vaccination strategies due to the synergistic effect of the
pathogens [53]. In Nile tilapia (Oreochromis niloticus), co-
infections have been described with Streptococcus agalac-
tiae, Streptococcus iniae, Francisella noatunensis subsp.
orientalis, A. hydrophila, P. shigelloides and Edwardsiella
tarda [55].

A. bestiarum, A. sobria and P. shigelloides identified in
Mexican golden trout in this work, are common inhab-
itants of aquatic ecosystems. Aeromonas spp. and P
shigelloides are also considered as emergent pathogens of
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Fig. 2 Similarity tree of bacterial isolates. Black dots represent the position in the tree of the isolates reported in this work. Numbers in each node are
the confidence values. Distance bar is the number of nucleotide substitutions per site
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Table 1 Antibiotic sensitivity test results
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Antimicrobial agent Concentration (n.g) Isolates
RSDI-X6 RSDI-R6 RSDI-P6 RSDI-Q6
Aeromonas Aeromonas Aeromonas Plesiomonas
bestiarum sobria bestiarum shigelloides
Interpretative critera of sensitivity
Penicillins in combination with other -lactamics / 3-lactamase inhibitors
Amoxicillin- clavulanic acid AMC 20/10 R R |
Ampicillin - sulbactam SAM 10/10 R R
Piperacillin - tazobactam TZP 100/10 R | R
Cephalosporins
Cefazolin KZ 30 R R R R
Cefepime FEP 30 S S S S
Cefotaxime CTX 30 S S S R
Cefoxitin FOX 30 R R R S
Ceftazidime CAZ 30 S S S |
Ceftriaxone CRO 30 S S S S
Cefuroxime sodium CXM 30 S S S S
Carbapenems
Ertapanem ETP 10 R
Imipenem IPM 10 R |
Meropenem MEM 10 R R
Monobactams
Aztreonam AZT30 S S S S
Aminoglycosides
Amikacin AK 30 S S | R
Gentamicin CN 10 S | | R
Tetracyclines
Tetracycline TE 30 S S S S
Quinolones
Ciprofloxacin CIP5 S S S |
Levofloxacin LEV5 S S S S
Folate pathway inhibitors
Trimethoprim/sulfamethoxazole SXT 1.25/23.75 S S S S
Phenicols
Chloramphenicol C30 S S S S

intestinal and extraintestinal diseases [56—58]. Aeromonas
spp. and P. shigelloides were previously isolated from fish,
amphibians, molluscs, crustaceans, reptiles and mam-
mals [12, 59-61]. Aeromonas spp. have been proposed as
indicators of the presence and development of microbial
resistance to antibiotics both in fish farms and natural
environment, and as a potential source of transmission
of resistance determinants to human pathogens, as they
are zoonotic [58, 62]. Aeromonas spp. are also com-
monly found in vegetables, foods of animal origin, faeces
of animal and human origin and contaminated water as
important sources of transmission to humans [63]. In

intestinal outbreaks, frozen foods or insufficiently cooked
meals have also been associated with Aeromonas spp.
transmission [64]. In some foods, Aeromonas spp. cell
densities may reach up to 10° bacteria-g~! or ml~! [57].
Due to the presence of antimicrobial resistance, viru-
lence and biofilm producing gene markers in isolates from
aquaculture and abattoir environments, Aeromonas spp.
are becoming good indicators of water and food quality
(65, 66].

P shigelloides, previously classified as Aeromonas shigel-
loides, share several features with Aeromonas spp. It is also
commonly found in foods of animal and plant origin [57].
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P shigelloides has high clinical relevance because it has
been ranked as the third and fourth causes of gastroen-
teritis in Nigeria and China, respectively [67, 68], being
water its most common source of transmission [64]. P
shigelloides may grow easily in a great variety of foods
[57]. Ingestion of seafoods as oysters and uncooked fish
meals have been associated with outbreaks of P shigel-
loides infections [64]. So, since Aeromonas spp. and P,
shigelloides are both considered as good indicators of food
contamination and as emergent pathogens in aquacul-
ture, the finding of these two pathogens in co-infection
in an outbreak in Mexican golden trout suggest external
contamination of water sources.

In this report three of the Aeromonas spp. isolates
from Mexican golden trout were resistant to S-lactamic
antibiotics, particularly to first and second generation
cephalosporins (cefazolin and cefoxitin) and S-lactamase
inhibitors (clavulanic acid and sulbactam). Amoxicillin
and ampicillin resistance were also reported for rain-
bow trout (O. mykiss), tilapia (O. mossambicus) and Koi
carp (Cyprinus carpio) Aeromonas spp. isolates in South
Africa [69]. Resistance to B-lactams have been increasing
in Aeromonas spp. from clinical and environmental origin
[70, 71]. In México, Aeromonas spp. isolates from rainbow
trout contained extended spectrum S-lactamases (ESBL)
encoding genes (blasyy y blacyna/muis) [72]. Aeromonas
spp. isolates from this report were susceptible to third
generation cephalosporins and monobactam, suggesting
the absence of ESBL gene determinants, as has been
reported for trout, tilapia and Koi carp isolates [69]. Sus-
ceptibility to monobactams, tetracyclines, quinolones and
phenicols in our Aeromonas spp. isolates are in accor-
dance with a previous study [12].

Our Plesiomonas shigelloides isolate showed resistance
and intermediate resistance to cefotaxime, ceftazidime
respectively, third generation cephalosporins for which
ESBL bacteria are resistant. ESBLs are common in
Escherichia coli and other Enterobacteriaceae [73], which
were found in isolates from intestinal samples in fish
from India and Switzerland [74, 75]. Since third gener-
ation cephalosporins are not commonly recommended
for treatment of bacterial infections in aquaculture, it is
possible that ESBL genetic determinants may be mobi-
lizing from contaminating enterobacteria from the envi-
ronment that are horizontally transferring their genes to
P shigelloides. High prevalence of cephalosporin resistant
P shigelloides suggest also high level of contamination of
water [76], although isolates from other sources (humans,
dogs, aquarium) were susceptible to cephalosporins [77].
P shigelloides isolate RSDI-Q6 also showed intermediate
resistance to S-lactams (amoxicillin-clavulanic acid) and a
first-generation cephalosporin (cefazolin). Resistance to a
wide variety of B-lactams in P, shigelloides isolates is com-
mon [78]. This result is in contrast to that reported for
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P, shigelloides isolates from tilapia which were susceptible
to amoxicillin-clavulanic acid, ceftazidime and gentamicin
[79]. These same authors also reported resistance to tetra-
cycline and chloramphenicol, for which our isolate was
susceptible. Aeromonas spp. and P. shigelloides isolates in
this work were either resistant or intermediate-resistant to
amoxicillin-clavulanic acid and cefazolin, a S-lactam/gB-
lactamase inhibitor, a first-generation cephalosporin and
carbapenems. Neither of these antibiotics are approved by
the Food and Drug Administration from USA which are
also applied in Mexican regulations, so genetic resistance
may be acquired from other bacterial species from ani-
mal or human origin contaminating the water. Although it
has been suggested that there may be some intrinsic resis-
tance to these antibiotics for these species [79]; evidence
is also reported that describe sensitive and resistant iso-
lates both from clinical and environmental origin [80] for
Aeromonas spp. It is suggested that variation in antimi-
crobial susceptibility may be due to different genetic
backgrounds in the environment and the selective pres-
sures by antibiotics contaminating the water sources [70],
reinforcing the hypothesis that antibiotic resistance deter-
minants in bacteria from aquatic environments may be
a consequence of anthropogenic contamination [62]. The
presence of Aeromonas spp. showing antibiotic resistance
may be used as indicators of contamination in vulnera-
ble aquatic environments [81]. According to this, presence
of integrons and other mobile genetic elements are fre-
quently found that encode antibiotic resistance determi-
nants in Aeromonas spp. [82]. Antibiotics are commonly
used in anthropogenic activities related to aquaculture,
animal production and even in treatment of compan-
ion animals, so its presence is frequent in the environ-
ment and they become a risk for public health [83, 84].
Resistance to antibiotics not commonly used in aqua-
culture is also frequent in other fish pathogenic bacteria
[85]. Antimicrobial resistance is considered an important
health risk in aquaculture [86], particularly for Mexican
golden trout and their cross breeds due to their threat-
ened condition. This particular threat for Mexican golden
trout is added to others as geographic isolation, habitat
transformation, chemical contamination from pesticides
and industrial and mining activities in the surrounding
environment [87, 88].

This report describes the co-infection of Aeromonas
spp. and P. shigelloides in a Mexican golden trout opera-
tion and outlines their antibiotic resistance to S-lactams
and third generation cephalosporines which suggests an
infection from contaminated waters. Due to the emerg-
ing importance of these bacterial species as environmental
quality markers and as emergent zoonotic pathogens, it
is important to make a continuous surveillance of these
pathogens in aquaculture. To complement surveillance,
it is necessary to perform studies on the presence of
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virulence factors, haemagglutination patterns, infectivity
in cellular models, and biofilm forming abilities, among
others, to better understand the pathogenic potential of
each isolate. Studies with multilocus sequence typing
(MLST) [89] and macro-restriction analysis in pulse-field
gel electrophoresis (PFGE) [90] will also help to under-
stand Aeromonads pathogen diversity and the possible
relation of particular clones as human or fish pathogens
or as environmental strains [91]. Comparative genome
analysis of our Aeromonas spp. and P. shigelloides iso-
lates against others from different sources will also allow
understanding differences in pathogenic potential and
host specificity and how are they contributing to the
co-infection process.
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B) CAPITULO 2.

AISLAMIENTO DE BACTERIOFAGOS LITICOS CONTRA Aeromonas Spp.y
Plesiomonas shigelloides PROCEDENTES DE GRANJAS TRUTICOLAS DE
MICHOACAN

RESUMEN
El tratamiento con antibioticos contra bacterias patdgenas en pisicultura resulta
ineficaz por la pérdida de apetito. En ese sentido, la fagoterapia puede ser una
alternativa viable ya que se trata del uso de virus bacteriéfagos, virus que lisan
bacterias. En este estudio se obtuvo una coleccion de bacteri6fagos para el
biocontrol de cepas epidemioldgicamente relevantes de Aeromonas spp. y P.
shigelloides en granjas truticolas de Michoacan. Se colectaron muestras de agua y
sedimento de Lazaro Céardenas y de una planta de tratamiento de aguas residuales
en Morelia. Se utilizaron 10 cepas de Aeromonas spp. y una de P. shigelloides, de un
estudio epidemiolégico previo, como hospederos para el aislamiento de los
bacteriéfagos mediante el método de enriquecimiento. Se realiz6 la deteccion de los
bacteri6fagos mediante una versién modificada del método de agar de doble capa.
Se obtuvieron un total de 56 bacteriéfagos contra Aeromonas spp. y P. shigelloides,
de estos, 5 bacteriéfagos liticos son candidatos para el biocontrol de Aeromonas en

la piscicultura.
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ABSTRACT
Antibiotic treatment is ineffective due to loss of appetite in sickened fish. Phage
therapy may be a viable alternative, which use viruses that lyse bacteria. The present
study aimed to obtain a collection of bacteriophages for biocontrol of
epidemiologically relevant strains of Aeromonas spp. and P. shigelloides from
rainbow trout farms in Michoacan. Water and sediment samples were collected from
Lazaro Cardenas and a sewage treatment plant in Morelia. Ten strains of Aeromonas
spp. and one of P. shigelloides from a previous epidemiological survey were used as
hosts for bacteriophage isolation by enrichment method. Bacteriophages were
detected using a modified version of the double-layer agar method. A total of 56
bacteriophages were obtained against Aeromonas spp. and P. shigelloides, of these
five lytic bacteriophages are candidates for the biocontrol of Aeromonas in fish

farming.
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1. INTRODUCCION

Una amenaza para la productividad de la acuicultura son las enfermedades
infecciosas, las cuales, se estima que causan el 31% de pérdidas en acuicultura
(Olmos et al., 2015). Dentro de las enfermedades infecciosas de origen bacteriano,
se identifican principalmente ocasionada por las bacterias Gram-negativas, entre
ellas, especies del género Aeromonas que se consideran patdogenos importantes
para la acuicultura (FAO, 2016) y con presencia de multirresistencia a
antimicrobianos (Jacobs y Chenia, 2007; Piotrowska et al., 2017; Wu et al., 2019;
Fuentes et al., 2022). Tal es el caso de A. salmonicida, el cual es un importante
patdgeno bacteriano en peces, en particular de los salmonidos, el cual ocasiona la
forunculosis o “enfermedad de la fresa” (Menanteau-Ledouble et al., 2016) y alcanza
mortalidades de hasta 90% en las granjas infectadas (Kirkan et al., 2003). Otra
bacteria acuéatica que se asocia a la piscicultura comercial es Plesiomonas
shigelloides (Janda et al., 2016), la cual es responsable de brotes infecciosos con
mortalidades altas (40-100%) en algunos salmoénidos y en los ciclidos (Hu et al.,
2014, Nisha et al., 2014; Behera et al., 2018). Asimismo recientemente se reporto la
coinfeccién bacteriana entre Plesiomonas shigelloides y dos especies de Aeromonas
en la trucha dorada mexicana (Oncorhynchus chrysogaster) con categoria de riesgo
amenazada, dicha coinfeccion bacteriana fue responsable de mortalidades del 90%
(Fuentes et al.,, 2022). También se reportan aislamientos de Plesiomonas
shigelloides resistentes para una amplia variedad de B-lactamicos (Stock vy
Wiedemann, 2001; Ekundayo y Okoh, 2019). Retoma consideracion especial en la
salud humana que las Aeromonas spp. y Plesiomonas shigelloides se les considera
como patégenos emergentes y estan asociadas con infecciones intestinales y
extraintestinales (Theodoropoulos et al., 2001; Borella et al., 2020). Actualmente se
considera el desarrollo de la resistencia bacteriana como uno de los riesgos mas
graves para la salud publica. Aunado a lo anterior, existe escasez mundial de
antibioticos innovadores, por lo que la OMS sefiala recientemente que ninguno de los
43 antibidticos en fase de desarrollo clinico resuelve suficientemente el problema de

la farmacorresistencia de las bacterias mas peligrosas del mundo (OMS, 2021). En
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particular el ambiente acuatico se considera como una de las principales rutas de
diseminacién de genes de resistencia a los antibidticos, debido a la contaminacion
derivada de las actividades antropogénicas. Se considera que el uso de antibioticos
en la crianza de animales representa aproximadamente el 50% del uso total de estos
y corresponde al sector que mas utiliza antibidticos en comparacion a los que se
prescriben en los humanos (Jian et al., 2021). La acuicultura requiere de sistemas de
cultivo intensivos y un volumen de antibioticos proporcionalmente mayor al que se
aplica en las explotaciones de animales terrestres. Sin embargo, se calcula que
alrededor del 80% de los alimentos medicados con antibidticos no se consumen por
los organismos acuaticos enfermos, por lo que dichos antibiéticos se liberan al
entorno acuatico con su actividad intacta (Cabello et al., 2013; Zhao et al., 2021).
Ademas el uso indiscriminado de los agentes antimicrobianos selecciona a
patégenos resistentes de peces, lo que incrementa la dificultad para el control de las
infecciones bacterianas (Sorum, 2006). Actualmente existen numerosos reportes de
bacterias resistentes a los antibiéticos en el ambiente acuético (Devarajan et al.,
2017; Pérez et al.,, 2020). Por lo anterior, estrategias de biocontrol como los
bacteriéfagos para combatir la infecciones ocasionadas por patdégenos bacterianos
emergentes como son las Aeromonas spp. y Plesiomonas shigelloides son de interés

para sustituir a la brevedad el uso de los antibi6ticos en la piscicultura.

1.1 Caracteristicas generales de los Bacteriéfagos y ciclos replicativos.

Los bacteriéfagos son las entidades bioldgicas mas abundantes en la Tierra superan
aproximadamente 10 veces el nimero de las bacterias (Brissow Yy Hendrix, 2002).
Los bacteri6fagos son virus predadores naturales de bacterias, miden entre 50 y 200
nm (Richter et al., 2018). Los bacteriéfagos fueron descubiertos antes que los
antibioticos, de manera independiente por Frederick Twort en 1915 y Félix d’Hérelle
en 1917 (Salmond y Fineran, 2015). Su descubrimiento se considera uno de los mas
importantes en la historia moderna de la investigacion biomédica, ya que fueron
considerados como una herramienta muy prometedora contra las infecciones

bacterianas. Félix d’Hérelle, en 1919, fue el primer cientifico en administrar los
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bacteriéfagos por via oral a nifios con diarrea ocasionada por una infeccion con
Shigella dysenteriae. Los nifios se recuperaron en 24 horas (Sulakvelidze y Kutter,
2005). No obstante, con el descubrimiento de la penicilina, por Sir Alexander Fleming
en 1928 como el primer antibiotico, y su posterior introduccion en la industria médica
en 1940, marco el inicio de la era de los antibiéticos por lo que los bacteriéfagos
quedaron relegados a un segundo plano. Los bacteriéfagos son abundantes en el
medio acuético, suelo, plantas y en los animales. En los humanos, los fagos se
pueden encontrar en la piel, la boca, el estbmago y el intestino, donde se reportan
hasta 100 millones de particulas virales por ml de filtrados fecales (Hoyles et al.,
2014).

Los bacteriéfagos son parasitos obligados intracelulares de las bacterias y con base
a sus ciclos replicativos se clasifican en liticos y lisogénicos (Salmond y Fineran,
2015), en particular los bacteriéfagos liticos se consideran idoneos ya que causan la
muerte bacteriana, por lo que son una alternativa de biocontrol (Melo et al., 2020) al
empleo de los antibidticos. Entre las ventajas que presentan estan: son ubicuos en el
medio ambiente, diversos, econdmicos, inofensivos para las especies animales y
especificos para las cepas bacterianas. El ciclo litico consta de cinco etapas, inicia
con el reconocimiento del bacteriéfago para lo cual la cola se adhiere a un receptor
especifico de la superficie bacteriana. Estos receptores pueden situarse en las
paredes celulares, en los polisacaridos capsulares, en las proteinas de la membrana
externa, bombas de eflujo o en los apéndices, como los pili y los flagelos. La relacion
de bloqueo entre un bacteri6fago y los receptores bacterianos suele determinar el
rango de huéspedes que el virus es capaz de infectar, y la lista de receptores de los
bacteriéfagos caracterizados crece constantemente (Gordillo y Barr 2019). En
segundo lugar, ocurre la inyeccién del material genético en la bacteria huésped a
través del tubo de cola que penetra a través de la membrana celular. En tercer lugar,
los bacteriéfagos realizan la biosintesis de los componentes virales, posteriormente
ocurre el ensamblaje de la progenie viral nueva (Salmond y Fineran, 2015). Por
altimo, cuando el numero de los bacteriéfagos alcanza un determinado umbral

(Olszak et al., 2017), se lleva su liberaciéon de la célula infectada en un lapso de
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minutos u horas (Guttman et al., 2005) mediante un complejo de lisis conformado por
las endolisinas y las holinas (Fig. 1) (Fuentes et al., 2021). Esta progenie viral es
capaz de infectar a hospederos nuevos y repetir el ciclo litico (Batinovic et al., 2019).
Las endolisinas son enzimas con potente actividad antibacteriana en el tratamiento
de infecciones bacterianas multirresistentes (Schmelcher et al., 2012). Debido a su
naturaleza proteica, en comparacion a los bacteri6fagos, se considera el uso de las
endolisinas mas seguro al ser libres de material genético (Gondil et al., 2020). No

obstante, existe poca informacion sobre este tema en la acuicultura.
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Figura 1. Complejo de lisis de los bacteri6fagos liticos (Tomado de Fuentes et

al., 2021).
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En el ciclo lisogénico los bacteri6fagos temperados o lisogénicos pueden entrar en el
ciclo litico o formar una asociacion estable con el hospedador, denominada lisogenia.
Durante la lisogenia, el genoma viral se denomina profago y se replica integrado al
ADN del hospedador, ya sea en un estado libre, similar al de un plasmido o
integrarse en el cromosoma bacteriano. Los bacteriéfagos lisogénicos pueden pasar
de la lisogenia al ciclo litico de forma espontanea (Mantynen et al., 2021) o en
condiciones de estrés ambiental como la desecacion, exposicion a quimicos
mutagénicos, a la luz UV o a la radiacién ionizante (Rohde et al., 2018; Zhang et al.,
2020), los profagos pueden salir del estado lisogénico y producir mas viriones que se
liberan de la bacteria (Fig 1). Normalmente, la liberacion de la progenie de fagos
provoca la muerte bacteriana por lisis celular (Salmond vy Fineran, 2015). Una
excepcion ocurre con los bacteriéfagos filamentosos los cuales se liberan por
secrecion a traves de la membrana externa bacteriana, por lo que se evita la muerte
de la bacteria pero se produce una infeccion cronica que disminuye el crecimiento de
la bacteria hospedadora (Rakonjac et al.,, 2011). Los bacteri6fagos lisogénicos
generalmente no se recomiendan con propoésitos terapéuticos debido a su capacidad
de transferir genes entre bacterias por transduccion especializada, un evento que
puede aumentar la virulencia bacteriana, por ejemplo, promover la resistencia
antimicrobiana, codificar para toxinas (Monteiro et al., 2018; Gordillo y Barr, 2019;
Melo et al., 2020;), lo cual representa una amenaza para la produccién de alimentos
de origen acuatico y para la inocuidad alimentaria (Rao y Lalitha, 2015). No obstante,
los avances en las tecnologias de secuenciacion y la biologia sintética ofrecen
oportunidades nuevas para explorar el uso de los bacteriéfagos lisogénicos con la
ingenieria de variantes estrictamente liticos (incapaces de establecer el estado
lisogénico) para la terapia contra las infecciones bacterianas. Este tipo de
bacteri6fagos también poseen caracteristicas importantes ya que son muy
abundantes en los genomas bacterianos, por lo que son faciles de encontrar y aislar
(Monteiro et al., 2018).

En los dos tipos de bacteriofagos liticos y lisogénicos se presenta la pseudolisogenia
en la cual el genoma fagico no se integra o propaga, dicho estado se reporta en

condiciones limitantes de nutrientes de la bacteria. Después de entrar en la célula
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huésped, el material genético del bacteriofago permanece inactivo en forma de
episoma circular, por lo que la bacteria es sélo un vector del bacteriéfago (Olszak et
al., 2017).

1.2 Fagoterapia, ventajas y desventajas.

La fagoterapia es el uso de virus bacteriofagos (fagos), que infectan y lisan a
bacterias especificas para el control de las enfermedades infecciosas (Fuentes et al.,
2021). Por lo que la fagoterapia se considera como una alternativa viable para el
tratamiento de infecciones bacterianas en animales en general (Barrera et al., 2015)
y en la acuicultura (Rao y Lalitha, 2015). Los bacteriéfagos son ubicuos en el medio
ambiente por lo que pueden aislarse del agua, las aguas residuales, el suelo, las
granjas, los alimentos. Presentan alta especificidad al huésped y son inofensivos
para animales (Carvalho et al., 2017; Rehman, 2019). Los bacteriéfagos permanecen
en un ambiente sélo cuando sus hospederos estan presentes, cuando todos sus
hospederos son lisados, los fagos se eliminan automaticamente (Loc y Abedon,
2011). Otras ventajas de la fagoterapia: causa menos efectos nocivos en la
microbiota comensal en comparacién con los antibiéticos debido a su alta
especificidad; su alta capacidad de autoréplicarse y autolimitarse; su gran
especificidad, su facil aislamiento; el bajo costo y la rapidez de su produccién (Loc y

Abedon, 2011; Parasion et al., 2014), entre otras (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion entre la terapia antibidtica y la terapia bacteriofagica.

CARACTERISTICA TERAPIA TERAPIA REFERENCIAS
ANTIBIOTICA BACTERIOFAGICA

Especificidad No especifica. Altamente Debarbieux et

bacteriana especifica para su |al., 2010; Loc y

bacteria hospedera: | Abedon, 2011;
minima disrupcién | Khan et al.,
de la microbiota | 2022
normal.
Impacto ambiental | Alto, su liberacion | Bajo, los fagos no | Loc y Abedon,
ambiental puede se adaptan a | 2011; Khan et
llevar a la | factores al., 2022
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contaminaciéon  de
cuerpos de agua y

ambientales

degradadores (luz

el desarrollo de | solar, la desecacién
resistencia a los| o las temperaturas
antibidticos. extremas).
Modo de accién Accioén inhibitoria | Lisis celular. Khan et al.,
sobre el ADN, el 2022

ARN vy la sintesis de
la pared celular.

Aislamiento Dificil Facil debido a que | Loc y Abedon,
son ubicuos, | 2011; Rehman,
constituyen un | 2019; Huang et
recurso inagotable. | al., 2022.

Autolimitacion Ausente Presente Loc y Abedon,

2011; Gordillo y
Barr, 2019.
Autodosificacion Ausente Presente  “terapia | Loc y Abedon,
activa” 2011; Rehman
et al., 2019
Dosis requerida Alta Baja Loc y Abedon,
2011.

Adaptacion a | Ausente Presente, los fagos | Debarbieux et

especies evolucionan en | al., 2010;

bacterianas respuesta a la|Harper et al,

resistentes evolucion de sus | 2021.
bacterias
hospederas.

Efectividad  sobre | Ausente Presente Loc y Abedon,

biopeliculas 2011.

bacterianas

Costos de | Altos Bajos Loc y Abedon,

produccion 2011.

Disponible para | Ausente Presente Gordillo y Barr,

pacientes alérgicos
a los antibidticos

2019.

No obstante, como algunos antibioticos, los bacteriéfagos pueden causar rapida lisis
masiva bacteriana y liberacion de componentes celulares de la pared (por ejemplo
lipopolisacéaridos), lo cual puede provocar un efecto adverso en las respuestas

inmunes en el humano (Gorski et al., 2012), al igual que sucede con los antibioticos.
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Tanto la terapia bacteriofagica como la antibidtica son afectadas por la resistencia
bacteriana (Gordillo y Barr, 2019). Como se menciond anteriormente los
bacteriéfagos estan presentes en todos los ambientes microbianos y la importancia
de la depredacion de los bacteri6fagos sobre las bacterias queda evidente en la
amplia variedad de los mecanismos de defensa antifagica de las bacterias (Sausset
et al., 2020). Actualmente se considera en auge el descubrimiento de los sistemas de
defensa contra los bacteriéfagos (Egido et al., 2022). En estudios previos se reporta
la resistencia a los bacteridfagos in vitro en un corto lapso de tiempo en horas
posteriores al tratamiento con los bacteriéfagos. Tal fue el caso de Pseudomonas
aeruginosa en la que una eliminacion de una region de ADN cromosOmico ocasiond
un fenotipo resistente (Le et al., 2014). Sin embargo, los bacteri6fagos presentan
plasticidad gendmica y replicacion rapida por lo que pueden contrarrestar los
sistemas antivirales de las bacterias (Samson et al., 2013) debido a la acumulacion
de mutaciones que terminan evadiendo los mecanismos de defensa antivirales.
Tanto bacterias como bacteriéfagos co-evolucionan con el huésped y faciimente se
pueden obtener nuevos aislamientos de bacteriéfagos para los que la cepa
bacteriana sea susceptible. Una mezcla de multiples bacteri6fagos liticos conocida
como coctel de bacteriéfagos (Rohde et al., 2018) y otros antimicrobianos permiten

evadir la capacidad de resistencia a los bacteriéfagos (Rao y Lalitha, 2015).

Entre otros mecanismos de defensa antifigica de las bacterias se incluyen la
inhibicion de la adsorcion fagica mediante las modificaciones de la superficie celular
que impiden el reconocimiento de los bacteriéfagos, ya que la multiplicacion de éstos
depende en gran medida de la seleccion adecuada de sus bacterias objetivo
(Sausset et al., 2020). Tales mecanismos de inhibiciébn de la adsorcion pueden
dividirse en al menos tres categorias: el blogueo de los receptores del fago, la
produccion de matriz extracelular o de inhibidores competitivos (Labrie et al, 2010).
Sin embargo, dichas modificaciones pueden representar una desventaja para la
bacteria hospedera, en términos de la reduccién de su virulencia y de la capacidad
de la supervivencia a las presiones ambientales, lo cual se podria aprovechar en la
terapia fagica para generar sinergia con la terapia antibiética o con las defensas

inmunitarias innatas del huésped para ayudar a eliminar las infecciones bacterianas
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(Mangalea y Duerkop, 2020). Otro sistema de defensa de la bacteria hospedera es
la infeccién abortiva, la cual desencadena la muerte bacteriana antes de que los
bacteriéfagos completen su ciclo de replicacion con el fin de proteger al resto de la
poblacion de bacterias (Sausset et al., 2020; Egido et al., 2022;). En estudios previos
se reportan los sistemas de defensa innato e inmune adquiridos en las bacterias
contra las infecciones de los bacteri6fagos. Entre los innatos se encuentran los
sistemas de restriccion/modificacion (R-M), que actian sobre cualquier DNA exdgeno
gue ingrese en la célula, a través del reconocimiento estructural en las secuencias
especificas de bases del ADN invasor y se considera que la mayoria de las bacterias
presentan este tipo de sistema (Dimitriu et al., 2020; Egido et al., 2022). Mediante un
analisis gendmico de las bacterias y Archaea, se identificaron sistemas de defensa
nuevos asociados a la restriccion/modificacion que amplian el arsenal defensivo que
disponen los procariotas contra sus virus, como son las islas de defensa DISARM
(defence island system associated with restriction—modification). Dichas islas estan
conformadas por cinco genes que codifican para una DNA metilasa y proteinas como
la helicasa, fosfolipasa y DUF1998; asi como un gen con funcién desconocida, no

obstante su mecanismo de accion exacto aun no se caracteriza (Ofir et al., 2018).

Actualmente el (nico sistema inmunitario adquirido y hereditario contra los
bacteriéfagos que se conoce en los procariotas es el sistema CRISPR-Cas (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats-CRISPR) (Somerville et al., 2022;
Watson et al., 2021). Estos sistemas se reportan en el 40% y en el 90% de los
genomas bacterianos y Archaea, respectivamente (Makarova et al., 2020).
Brevemente, en el sistema CRISPR-Cas ocurren las siguientes etapas: durante la
exposicién inicial, conocida como adaptacién, se puede grabar una "memoria" de la
infeccion en el ADN de la bacteria hospedera mediante la incorporacién de las
secuencias cortas de ADN de los bacteriofagos u otros elementos genéticos
(denominados espaciadores) en matrices CRISPR especificas que se codifican en el
genoma bacteriano. Al encontrarse con un bacteriéfago, los espaciadores transcritos
se unen al ADN viral y lo dirigen para su degradacion a través de las proteinas Cas
(Koonin y Makarova 2019; Dimitriu et al., 2020; Watson et al., 2021). No obstante, los

bacteriéfagos co-evolucionan para escapar del sistema CRISPR-Cas a traves de
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mutaciones en los espaciadores o incluso por la sintesis de proteinas anti-CRISPR
(Acr) que interfieren con el sistema (Azam y Tanji, 2019). Los sistemas CRISPR-Cas
son altamente diversos por lo que se considera que estamos en el inicio de
comprender su importancia en la defensa de las bacterias contra los bacteriéfagos
(Watson et al., 2021).

1.3 Uso de la fagoterapia en la piscicultura
1.3.1 Antecedentes de la fagoterapia en la piscicultura

El uso indiscriminado de los antibiéticos en la produccion animal es una de las
principales causas de la diseminacion rapida de la resistencia antimicrobiana (Huang
et al.,, 2022), los cuales globalmente se usan como promotores de crecimiento o
como profilacticos para aumentar la productividad (Hao et al., 2014; Aslam et al.,
2022). En algunos paises como la Unidn Europea esta practica se prohibié desde el
2003 (Comision Europea ,2003).

Actualmente en la acuicultura solo tres antibidticos estan aprobados para su uso
terapéutico:  Florfenicol, Oxitetraciclina, Sulfadimetoxina/ormetoprima y la
Sulfamerazina (FDA, 2022). No obstante, se presentan implicaciones importantes en
el uso de antibidticos en la piscicultura debido a la via de aplicacién, la cual es a
través del alimento. Los peces enfermos no obtienen los niveles oOptimos del
tratamiento en sus tejidos a causa de la pérdida de apetito, mientras que los peces
sanos alcanzan niveles altos de los antibiéticos (Bjorklund et al., 1990; Sorum 2006).
En adicion, el ambiente que rodea a los peces como el agua, sedimentos y otros
sistemas bioldgicos son expuestos directamente a los antibiéticos debido a que estos

se disuelven en el agua (Kimmerer, 2009).

Los bacteriéfagos y sus derivados se consideran soluciones antimicrobianas
alternativas al uso de antibiéticos (Carvalho et al., 2017). En particular, los
bacteriéfagos liticos tienen el potencial para el control especifico de bacterias
patdgenas sin un impacto negativo al ambiente en comparacién a los antibiéticos, por
lo que se reconocen como agentes bioterapeuticos (Mahony et al., 2011). Varios

estudios demuestran la utilidad de los bacteridfagos liticos en el control de diferentes
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tipos de bacterias patégenas de peces y organismos marinos. La mayoria de los
fagos que se han empleado pertenecen a las familias virales Siphoviridae,
Myxoviridae y Podoviridae (Rao et al., 2015). Asimismo, se reportan bacteriéfagos
depredadores de vibrios como V. anguillarum, V. harveyi, V. vulnificus y V.
parahaemolyticus (Pelon et al., 2005; Crothers et al., 2010; Higuera et al., 2013;
Lomeli y Martinez, 2014; Wang et al., 2016; Jun et al., 2016).

1.3.2 Fagoterapia para el control de infecciones por Aeromonas spp. en peces.

Ackerman et al. (2007) reportaron un total de 43 fagos contra las Aeromonas spp.
caracterizados mediante microscopia electrénica, los cuales se clasifican como fagos
con cola y pertenecen a tres familias de virus: Myoviridae (33), Siphoviridae (7) y
Podoviridae (3) (Ackermann, 2007). Sin embargo, son pocos los bacteriéfagos con
evaluaciones in vivo para el biocontrol de infecciones de Aeromonas en los peces.
Dichos bacteridfagos se aislaron principalmente del agua, para el control de dos
especies de Aeromonas: A. hydrophila y A. salmonicida (Tabla 2).

Diversas investigaciones en peces reportan la efectividad de la fagoterapia en el
control de A. hydrophila. En organismos de Misgurnus anguillicaudatus se
administraron dos diferentes bacteri6fagos (pAhl-c y pAh6-c), ambos fagos
proporcionaron efectos protectores, ya que incrementaron la tasa de sobrevivencia
de los peces contra la infeccion de A. hydrophila. En un primer experimento no se
registr6 mortalidad en los grupos de peces tratados con ambos fagos y en un
segundo experimento las mortalidades acumuladas fueron de 43.33 + 2.89% con el
fago (pAhl-C)y de 16.67 + 3.82% con el fago pAh6-C. Concluyen que para el éxito
de la fagoterapia una combinacion de ambos fagos puede incrementar la efectividad
(Jun et al., 2013).

En desafios de peces zebra (Danio rerio) con A. hydrophila se identificO una
mortalidad acumulada a las 48 post-infeccion de 96.67 £ 5.77%, dicha mortalidad fue
menor (56.67 +35.11%) cuando se administro el fago pAh-1. La tasa de
supervivencia de los peces se incremento un 43% (Easwaran et al., 2017).

Asimismo, se reportan evaluaciones de la fagoterapia para controlar infecciones

ocasionadas por A. salmonicida subsp. salmonicida en la trucha arco iris. En el
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grupo control (ausencia del bacteriéfago) murieron el 100% de truchas a los dos dias,
mientras que con la aplicacion de los bacteriéfagos se incrementé la sobrevivencia
26.7+2.9% y el promedio de tiempo de muerte 3.3£0.6 dias. Ademas se observaron
efectos protectores significativos con la administracion de la fagoterapia, ya que los
peces sobrevivientes no mostraron lesiones ulcerosas en el lugar de la inyeccion
bacteriana (Kim et al., 2013).

Tabla 2.- Fagoterapia para el control de infecciones por Aeromonas spp. en

peces
Aeromonas hydrophila
Fago Fuente de Administracién Resultados Especie Referencia
aislamiento
pAhl- | Rio Inyeccion Mejoras en la Misgurnus Jun et al.,
c intraperitoneal/via | supervivencia anguillicaudatus | 2013
pAh6- oral en alimento
C
UP87 | Aguas Inyeccion Reduccion de la Oreochromis Cruz et al.,
residuales intraperitoneal cantidad de niloticus 2014
bacterias  en la
sangre
pAh-1 | Agua Inyeccion Supervivencia se Danio rerio Easwaran
intraperitoneal incrementd un 43% etal., 2017
Aeromonas salmonicida
HER | Rio Agua Redujo la mortalidad Salvelinus Imbeault et
110 al 10%. fontinalis al.,2006
Combinaciones de
fagos pueden ser
exitosamente usados
en programas
preventivos en las
granjas.
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O, R, | Embalses Alimento, bafio, | Tratamiento no Salmo salar Verner et

yB inyeccion efectivo. al., 2007
intraperitoneal
PAS- | Sedimento Inyeccion Incremento en la| Oncorhynchus | Kim et al,
1 de granja | intramuscular sobrevivencia mykiss 2013
truticola 26.7+2.9% y

promedio de tiempo
de muerte 3.3x0.6
dias, en el grupo
control  (sin  fago)
murieron el 100% de
las truchas a los 2

dias.
AS-A | Agua Agua Ausencia de Solea Silva et al.,
residuales mortalidad, en el senegalensis 2016

grupo control (sin
fago) mortalidad del
36%

Los cocteles de fagos son una mezcla de multiples fagos que infectan a la misma
bacteria huésped y se pueden emplear para reducir la probabilidad del desarrollo de
resistencia de la bacteria a un fago y para compensar los rangos de hospederos
limitados que pudieran tener los bacteriéfagos individuales. Asi, los cécteles de fagos
amplian el rango hospedero, por lo cual son mas efectivos contra una cepa o

multiples cepas blanco (Doss et al., 2017).

1.3.3 Fagoterapia para el control de infecciones por Plesiomonas shigelloides

en peces.

Plesiomonas shigelloides es otra bacteria Gram negativa patégena para los peces
dulceacuicolas asociadas con mortalidades altas del 60-90% (Behera et al., 2018;
Fuentes et al., 2022), por lo que se investiga el uso de los bacteri6fagos como una
alternativa al empleo de los antibiéticos. Por ejemplo, en el analisis de la comunidad

de los bacteriéfagos presentes en el contenido gastrointestinal del pez dulceacuicola
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Ephippus orbis, procedente de cultivo en China se reportan por primera vez dos
bacteriéfagos liticos para Plesiomonas shigelloides (He y Yang, 2015).
Recientemente se reporta otro bacteriéfago litico del contenido intestinal de
Ctenopharyngodon idella perteneciente a la familia Siphoviridae, asimismo, en dicha
investigacion se evalud in vivo su efecto protector mediante una inyeccion
intraperitoneal en carpas herbivoras que presentaron infeccion por P. shigelloides y

encontraron un aumento en la tasa de supervivencia del 33% (Zhang et al., 2021).

1.4 Potencial de las enzimas liticas de los bacteri6fagos.

En adicion de los cocteles de fagos, las proteinas producidas y aisladas de los
bacteri6fagos se investigan como una alternativa (Doss et al.,, 2017). Los
bacteri6fagos producen holinas (proteinas formadoras de poro) que permiten la
salida de las endolisinas, enzimas que degradan la pared celular bacteriana (Gondil
et al., 2020). Las endolisinas se consideran enzibidticos (enzimas con actividad
antibidtica) con potencial para el tratamiento de infecciones bacterianas
multirresistentes, ya que son de naturaleza proteica, las endolisinas se consideran
aun mas seguras que los bacteriéfagos por ser libres de material genético (Gondil et
al., 2020). Hasta el momento no se identifica desarrollo de resistencia bacteriana a
estas, debido a que las moléculas que degrada tienen estructuras que practicamente
no cambian. Las endolisinas tienen un espectro de accién mas amplio que los
bacteriofagos, lo cual las hace méas atractivas como farmacos. Existen
investigaciones sobre la actividad antimicrobiana de los enzibibticos con diversas
aplicaciones (Tabla 3), sin embargo no existen trabajos sobre el uso de endolisinas
para el tratamiento de infecciones bacterianas en la acuicultura. Ademas no existen

farmacos comerciales que se basen en las endolisinas.
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Tabla 3. Ejemplos de aplicaciones de los enzibi6ticos (Tomado de Fuentes et

al., 2021).
ORGANISMO/
PRODUCTO ] )
uso ALIMENTICIO | ENDOLISINA PATOGENO APLICACION CITA
Medicina Células LysSS Acinetobacter In vitro resulto ser un | Kimetal,
humanay pulmonares . baumannii, P. biocontrol efectivo para | 2020.
veterinaria humanas y (endolisina aeruginosa, bacterias Gram negativas
ratones de ositivas.
bacteriéfago Staphylococcus yp
aureus, .
VS Ausencia de  efectos
Salmonella Enterobacterias | Citotdxicos en las células
enterica) humanas.
Inyeccion intraperitoneal
protegié a ratones con
infeccion por A. baumanii
Tecnologia genética, las During et
Agricult o Erini plantas con el gen de la al., 1993.
gricultura Planta de L|Soz|ma del rwinia carotovora lisozima fueron
papa Bacteriofago resistentes a la infeccion
T4 bacteriana.
Inyeccién intravenosa en
distintos modelos
animales. Reduccién de
ici . bacterias en la sangre.
Medicina Mamiferos SAL200 S. aureus ] g Junetal,
veterinaria Incremento 2013: 2016
significativamente la ' ’
sobrevivencia de los
animales.
Directa en leche
| dad Listeri contaminada, reduccién
FOCU' a Leche de LysZ5 Isteria de la bacteria (3 hrs, Zhang et
alimentaria soya monocytogenes 4°C). al., 2012.

Las endolisinas son Uutiles para el control de las biopeliculas (Love et al., 2018).

También se emplean para la desinfeccidon de equipo hospitalario, asi como en la

elaboracion y empaque de alimentos (Barrera et al., 2015). Dichas proteinas tienen

un potencial importante en la industria alimentaria, como aditivos antimicrobianos o

bien como productos de secrecion por las bacterias acido lacticas en procesos de
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fermentacién. Ademas las endolisinas tienen potencial de aplicacion para el control
de infecciones bacterianas en diversos sectores productivos, tal como el
agropecuario y el acuicola; asi lo demuestran investigaciones recientes (Zdunczyk y
Janowski, 2020; Zermeiio et al., 2018).

La particula viral también posee actividad enzimatica de glicosil-hidrolasa que puede
ser usada para la lisis bacteriana (Barrera et al., 2015; Valdez-Alarcon, 2017). Estas
glicosil-hidrolasas, asociadas a la particula viral (GHPV), permiten la inyeccion del
acido nucleico viral en la bacteria hospedera. A la fecha no existen reportes del uso
de endolisinas y/o GHPVs en la acuicultura. Actualmente en los genomas de nueve
fagos infectivos de Aeromonas salmonicida y Aeromonas hydrophila, se identificaron
10 genes gque codifican para enzimas liticas, 8 y 2 genes respectivamente. En
particular, el fago phiAS7 emplea un sistema dual de lisis durante su ciclo litico y es
el Unico fago perteneciente a la familia Podoviridae. En el genoma de la mayoria de

los fagos estudiados no se presentan genes asociados a virulencia (Tabla 4).

Tabla 4. Genes de enzimas liticas identificadas en fagos de Aeromonas spp.

FAGO FAMILIA TAMANO GENES DE GENES DE REFERENCIA
(bp) ENZIMAS LITICAS | VIRULENCIA
Aeromonas salmonicida
phiAS7 Podoviridae | 41,572 Gen F401_gp25: Ausencia Kim et
endolisina putativa al.,2012;
Genes orf25 y orf29 NCBI, 2017
(lisozima putativa). Vincent et al.,
Probablemente este 2017.
fago emplea un
sistema dual de lisis
durante su ciclo
litico.
25 Myoviridae | 161,475 Gen e (endolisina) Ausencia NCBI, 2017;
Vincent et al.,
2017.
phiAS5 Myoviridae | 225268 | Gen Ausencia Kim et al.,
phiAS5_ORF0333: 2013
lisozima de la cola NCBI, 2017;
(GHPV). Vincent et al.,
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Gen 2017.
phiAS5 ORF0117:
lisozima mureina
hidrolasa
PX29 Myoviridae | 222,006 Gen t: lisozima Ausencia NCBI, 2017
mureina hidrolasa Vincent et al.,
Genb5: 2017
subunidad del cubo
de la placa base gp5
y lisozima de la cola
65 Myoviridae | 235,000 Gen 5: lisozima de | Ausencia Petrov et al.,
la cola (GHPV) 2006; Vincent
et al., 2017
31 Myoviridae | 172,963 Genb5: Ausencia Petrov et al.,
Subunida (GHPV)d 2006; Vincent
de la base de la etal., 2017
placay lisozima de
la cola
44RR2.8t | Myoviridae Genb5: Ausencia NCBI,
subunidad del cubo 2017;Vincent
de la base de la et al., 2017
placa y lisozima de
la cola GHPV
Aeromonas hydrophila
Aehl Myoviridae | 233,234 Gen e: DN Petrov et al.,
Lisozima intracelular 2010
Gen 5: NCBI, 2017
Lisozima de la cola
para la penetraciéon
durante la infecciéon
y la lisis desde
afuera (GHPV)
cc2 Myoviridae | 231,743 Gen F485 gp326: DN Shen et al.,
subunidad del cubo 2012

de la base de la
placa (GPVH)
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2. JUSTIFICACION

El sector acuicola requiere el desarrollo de alternativas al uso de antibiéticos para el
biocontrol de cepas prevalentes de Aeromonas spp. en granjas truticolas de
Michoacan. Por lo que el uso de bacteri6fagos y sus enzibiéticos derivados

constituyen una estrategia prometedora para el control de Aeromonas spp.
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3. HIPOTESIS
Los bacteriofagos aislados a partir del medio acuatico son utiles para el biocontrol de

cepas epidemiolégicamente relevantes de Aeromonas spp. Yy Plesiomonas

shigelloides en granjas truticolas de Michoacan.

101



4. OBJETIVO GENERAL

Obtener una coleccion de bacteriéfagos liticos para el biocontrol de cepas

epidemiologicamente relevantes de Aeromonas spp. y Plesiomonas shigelloides en

granjas truticolas de Michoacan.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Aislar y caracterizar los bacteriofagos a partir de muestras de agua y

sedimentos.

Evaluar la efectividad in vitro de los bacteri6fagos en cepas
epidemiologicamente relevantes de Aeromonas spp. Yy Plesiomonas

shigelloides
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Bacterias hospederas para el aislamientos de los bacteriéfagos.

Se emplearon 11 bacterias patdgenas de peces como hospederas para el producir
las suspensiones de los bacteriéfagos (Tabla 5). Dichas bacterias previamente se
obtuvieron de un estudio epidemiol6gico contemplado en este trabajo de
investigacion en las granjas truticolas Michoacanas. Las cepas se les considerd
epidemiologicamente relevantes debido a la prevalencia que se detectd en los
organos internos. Particularmente, las cepas RSDI- P6, Q6 y R6 fueron responsables

de un brote infeccioso con mortalidades del 91% en la trucha dorada.

Tabla 5. Bacterias procedentes de granjas truticolas de Michoacan utilizadas

para el aislamiento de los bacteriéfagos.

Cepa Especie bacteriana Organo de Fuente de
aislamiento aislamiento
RSDI- Aeromonas sobria Rifdn
A3
RSDI- Aeromonas allosaccharophila Bazo
L3 Trucha arco iris
RSDI- | Aeromonas hydrophila subsp. Bazo O. mykiss
N1 hydrophila
RSDI- Aeromonas rivipollensis Higado
30
RSDI- Aeromonas allosaccharophila Rifdén
E5
RSDI- Aeromonas sobria RiA6n
06
RSDI- Aeromonas hydrophila Rifon
85
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RSDI- Aeromonas hydrophila Bazo
M2
RSDI- Aeromonas bestiarum* Bazo Trucha dorada
P6 O. chrysogaster
RSDI- Plesiomonas shigelloides™ Bazo
Q6
RSDI- Aeromonas sobria* Rifi6n
R6

*Bacterias responsables de mortalidades altas.

5.2 Sitios de muestreo para el aislamiento de los bacteri6fagos.

Se colectaron muestras de agua (1L) del Rio Balsas, Playa Azul, Estero Barra de
Pichi en Lazaro Céardenas y de la planta de tratamiento de aguas residuales del
fraccionamiento Arkos San Pedro, Promotora Sierra del Sur S.A. de C.V. Morelia
(tanque de recepcidn y reactor). Asi como muestras de sedimento (2509) del Estero
Barra de Pichi y del sedimentador de la planta de tratamiento. Todas las muestras se

transportaron en hielo para el aislamiento de los bacteri6fagos.

5.3 Enriquecimiento de muestras de agua para los aislamientos de los

bacteriéfagos.

Para el enriquecimiento de las muestras 140 ml de agua se centrifugaron a 4000 rpm
durante 15 min. Posteriormente el sobrenadante se colecté y filtr6 a través de una
membrana con poro de 0.22 um; se le agreg6 cloroformo (10 ul /ml filtrado) y se dejé
reposar por 10 min. A continuacion 10 ml del sobrenadante se mezclaron con 2 ml
de caldo soya tripticaseina doblemente concentrado (TSA 2x) con MgS04 o CaCl,
(10mM) que contenia una de las cepas hospederas de un total de 11 bacterias, asi
como una mezcla de éstas. Las mezclas se incubaron durante 30 min.
Posteriormente se agregaron 10 ml de TSA 2x y se dejaron en incubaciéon por 1y 7 a

8 dias de crecimiento a 28°C con agitacion suave. Después del tiempo sefialado, el
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cultivo se centrifugd a 4,000 rpm durante 20 min, el sobrenadante se colecto, filtré y
se le agreg6 cloroformo. Después se repitié la centrifugacion a 4,000 rpm por 5 min y
el sobrenadante se almacené a 4°C (Bonilla et al., 2016)

5.4 Deteccion de los bacteriofagos

Para la deteccion de los bacteriofagos se realizé una prueba de gota o con una
version modificada del método de agar TSA 2X de doble capa (Kazimierczak et al.,
2019). En el cual sobre un capa delgada de TSA 2X con 1.5% de agar y CaCl,
(10mM) se vacia una capa de agar de cobertera o top agar (TSA 2X con 0.7% de
agar) a 58°C, con una mezcla de 500 pl de la bacteria hospedera (previamente con
ajuste a una densidad 6ptica de 0.8), mas 85 ul de CaCl, 1M y se dejo solidificar a
temperatura ambiente. A continuacién, se agregaron 3 gotas de 20 pul del
sobrenadante a evaluar para la presencia de los bacteriéfagos y se incub6 a 27°C
por 24 hrs.

La morfologia de las placas liticas de los bacteriéfagos se utilizaron para diferenciar
los bacteriéfagos liticos y lisogénicos; las placas claras o transparentes indicaron la
actividad litica y las placas turbias correspondieron a los bacteriéfagos lisogénicos.
La ausencia de placas indicé la ausencia de los bacteri6fagos en la muestra
evaluada (Kropinski et al., 2009; Manohar et al., 2018; Ramesh et al., 2019). En caso
de observarse placas, se recortaron con puntas de micropipeta estériles que se
utilizaron como sacabocados y para la elucion de los bacteriéfagos se siguio el
procedimiento de Kazimierczak et al., (2019). Brevemente el trozo de agar con la
placa litica se agité en buffer SM (5.8 g NaCl, 2 g MgSO,4, 50 mL 1M Tris-HCI pH 7.5,
0.1 g de gelatina bacteriolégica; aforar a 1L con H,0 destilada) por 1.5 h. Después
se agregd cloroformo 50 ul/ml y se centrifugaron a 9,000 rpm por 5 min, el
sobrenadante se transfirid a un tubo nuevo. Para la propagacion de las zonas de
lisis, se procedi6 a un enriquecimiento de los sobrenadantes con la bacteria
hospedera correspondiente durante 24-48 hrs. Asimismo se realizé la limpieza de los
bacteriéfagos como se menciond previamente. Finalmente, para el aislamiento de las

placas individuales, se realizaron diluciones en el buffer SM sobre el agar de doble
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capa de TSA 2X, se describio la morfologia y se midi6 el diametro de las placas (mm)
con un calibrador Vernier. Ademas, las placas liticas que se aislaron se recortaron
con puntas estériles y se llevo a cabo la limpieza de los bacteriéfagos para su
almacenamiento en el buffer SM a 4°C. Estos sobrenadantes derivados de la plata

litica individual se consideraron como los bacteriéfagos purificados.
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6. RESULTADOS

6.1 Aislamiento de los bacteriéfagos contra Aeromonas spp. y Plesiomonas

shigelloides.

Respecto al andlisis de las muestras para el aislamiento de los bacteriéfagos se

analizaron un total de seis muestras, cuatro correspondientes a muestras de agua,

asi como dos de sedimentos, uno del Estero de Barra de Pichi en Lazaro Cardenas y

del sedimentador de la planta de tratamiento de aguas residuales de Morelia. Se

aislaron bacteriéfagos Unicamente cuando se empled en los enriquecimientos CacCl,

10 mM, en cuatro sitios de muestreo (Tabla 6).

Tabla 6. Sitios de muestreos con bacteriéfagos.

Enriquecimiento de muestras para el

Muestra Tipo de muestra aislamiento de los bacteriéfagos
24 hrs 7-8 dias
1 Agua de Rio Balsas - +
2 Agua de mar Playa azul - -
3A Agua de estero Barra de - -
Pichi
3S Sedimento de estero - -
4 Planta de tratamiento, + +
tanque de recepcion
5 Planta de tratamiento, + +
reactor
6 Planta de tratamiento, + +
sedimentador

Presencia (+), Ausencia (-).
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Se aislaron un total de 31 mezclas con bacteriéfagos de las cuales 28 corresponden

al enriquecimiento con las cepas bacterianas individuales y 3 a los enriquecimientos

con la mezcla de las 11 bacterias. Asimismo se avanz0 en la propagacion de las

mezclas de los bacteriofagos y en el aislamiento de los bacteriéfagos individuales, lo

que permitié obtener 56 bacteriéfagos, de los cuales 45 (80%) son procedentes del

enriquecimiento primario de siete-ocho dias y 11 (20%) del enriqguecimiento de un

dia. La principal fuente de aislamiento de los bacteriéfagos fue la planta de

tratamiento de aguas residuales con el 91% de los bacteriéfagos, particularmente en

la muestra cuatro del tanque de recepcion con 23 bacteriéfagos correspondiente al

41% de los aislamientos. En el reactor y el sedimentador se obtuvieron 13 y 15

bacteriéfagos, con el 23% y 27% respectivamente de los aislamientos (Tabla 7).

Tabla 7. Bacteriofagos obtenidos en las diluciones.

Numero | Identificacion | Dilucion de Tipo de Cepa Muestra Condicién de
fagos aislamiento | bacteri6fago | hospedera enriqu_ecimiento
primario
(dias)
1 8
1 BF1 10™ S R6 5 X
2 AF2 10° S R6 4 X
3 GF1 10° T P6 4 X
4 JF1 10° S P6 5 X
5 IF2 10°A S A3 5 X
6 IF2 10'B S A3 5 X
7 RF1 107 T R6 4 X
8 MF1 10" S E5 4 X
9 NF1 10" S E5 5 X
10 KF 10" S E5 5 X
11 OF1 107cA S P6 4 X
12 OF1 10°cB S P6 4 X
13 OF1 10°cC S P6 4 X
14 OF1 10°cD S P6 4 X

108




15 QF1 10°cA P6 X
16 QF1 10°cB P6 X
17 QF1 10°cC P6 X
18 QF1 10°cD P6 X
19 YF1 10°A A3 X
20 YF1 10'B A3 X
21 WF1 10™A 06 X
22 WF1 10°A 06 X
23 UF1 107 N1 X
24 VF1 10°A N1 X
25 VF1 10°A N1 X
26 VF1 107B N1 X
27 XF1 10°A 06 X
28 XF1 10°B 06 X
29 ZF1 10°A A3 X
30 ZF1 10°B A3 X
31 SF1 10" R6 X
32 XF1 107 06 X
33 XF1 10°A 06 X
34 XF1 107B 06 X
35 HF1 10™A 85 X

36 HF1 10™B 85 X

37 HF1 10°A 85 X

38 HF1 10°B 85 X

39 ACF1 10°A 85 X
40 ACF1 10°B 85 X
41 ABF1R6-3 10° R6 X
42 ABF1P6-3 107 P6 X
43 AAF1-A Q6 X
44 AAF1-B Q6 X
45 ADF1 10°A 85 X
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46 ADF1 10°B S 85 6 X
47 ADF1 10°C S 85 6 X
48 NF1 10°A S E5 6 X
49 NF1 10°B S E5 6 X
50 NF1 10°C S E5 6 X
51 AEF1-N1-1 10° S N1 6 X
52 DF-e10”a 10”7 [ M2 1 Xa
53 DF-e10”a 10”7 [ M2 1 Xa
54 DF-e10”b 10°A S M2 1 Xa
55 DF-e10”b 10°B S M2 1 Xa
56 DF-e107b 10°C S M2 1 Xa
SUBTOTAL 11 45

TOTALES 56

T=Fago Litico, S=Fago Lisdgenico, Xa=7 dias de enriquecimiento.

Figura 2. Placas de los bacteri6fagos en el agar de doble capa:

a) Fagos liticos de Aeromonas sobria, b) Fagos lisogénicos de Aeromonas
bestiarum y c) Diluciones empleadas para el aislamiento del bacteriéfago VF1
de Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila
Los 56 bacteri6fagos fueron aislados a partir de cinco especies bacterianas
procedentes de las granjas truticolas (Fig. 2): Aeromonas hydrophila (19),
Aeromonas sobria (18), Aeromonas bestiarum (11), Aeromonas allosaccharophila (6)

y Plesiomonas shigelloides (2) (Tabla 8). Del total de los bacteriofagos se
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identificaron cinco con actividad litica procedentes de la planta de tratamiento: tres
para Aeromonas sobria, uno para Aeromonas bestiarum y uno para Aeromonas

hydrophila subsp. hydrophila respectivamente.

Tabla 8. Bacteriofagos por bacterias hospederas

c Especie Organo de | Fuente de
epa
g bacteriana aislamiento | aislamiento | Numero de fagos
Aeromonas _
A3 _ Rifdn
sobria 6
Aeromonas
L3 . Bazo
allosaccharophila 0
Aeromonas
hydrophila
N1 yerop Bazo
subsp.
hydrophila 5
Aeromonas ] Trucha arco
30 o _ Higado .
rivipollensis iris 0
Aeromonas . _
ES5 _ Rifi6Gn O. mykiss
allosaccharophila 6
Aeromonas _
06 . Rifi6n
sobria 7
Aeromonas .
85 ) Rifi6Gn
hydrophila 9
Aeromonas
M2 ) Bazo
hydrophila 5
Aeromonas Trucha
P6 _ Bazo
bestiarum dorada 11
Plesiomonas O.
Q6 _ _ Bazo
shigelloides chrysogaster 2
R6 Aeromonas Rifion 5
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| | sobria | |

56

Los bacteridfagos aislados se infectaron nuevamente en las bacterias con las que se
aislaron para incrementar su titulo y continuar con su caracterizacion. Las
concentraciones de los bacteriéfagos liticos se encuentran desde 4.5 x10° — 3.5 x10°
Unidades Formadoras de Placas (UFP)/ml (Tabla 9).

Tabla 9. Concentraciones de los bacteriofagos liticos

Identificacidn Tipo de Cepa Unidades
fagos bacteriéfago hospedera Formadoras
de Placas
UFP/mI
RF1 T R6 4.5 x 10°
WF1 T 06 2.5 x 10’
WF1 T 06 1x10°
VF1 T N1 3.5x10°
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7. DISCUSION

La mayoria de los bacteriofagos se aislan de diferentes fuentes ambientales como
son los rios, suelo y aguas residuales donde las bacterias hospederas se presentan.
Una de las fuentes con numeros altos de particulas similares a virus (VLPS) son las
aguas residuales, ya que presentan concentraciones de 10°-10'%ml™, es decir, de
10-1000 veces la concentracion mas alta de VLP’s en comparacion con los
ambientes acuaticos naturales, por lo que se sugiere como una de las fuentes mas
altas de los bacteriofagos (Tamaki et al., 2012). En el presente estudio el 91% de los
bacteriéfagos se aislaron a partir de las muestras de la planta de tratamiento de agua
residuales particularmente en el tanque de recepcion, lo que coincide con estudios
previos donde se reporta el aislamiento de bacteriofagos para Aeromonas spp. a
partir de este tipo de aguas (Cruz et al., 2014; Silva et al., 2016; Kazimierczak et al.,
2019; Kawbe et al., 2020). Los resultados in vitro permitieron aislar un total de 54
bacteriéfagos para Aeromonas spp., procedentes de granjas truticolas mediante el
procedimiento del enriquecimiento de las muestras de agua con la adicién de un
cation Ca*?, en el cual la muestra ambiental se incuba en presencia de la bacteria
hospedera durante varias horas o dias para amplificar cualquier bacteri6fago
presente en la muestra (Hatfull, 2021; Van Charante et al., 2021). En estudios
previos se reporta que la adicion de los cofactores catiénicos como el Ca*? o Mg*?,
incrementa la adsorciéon de los bacteriéfagos, ya que estos iones estabilizan la
interaccion débil del virion con los correspondientes receptores de la bacteria
hospedadora (Chhibber et al., 2013; Valle, 2016; Yazdi et al., 2018; Raza et al.,
2018). Asimismo, los cationes divalentes juegan un rol importante en las diferentes
etapas del ciclo de infeccién del fago. Incluso cada bacteriéfago tiene su propia
especificidad para un catidon divalente particular, por lo que es esencial identificar que
cation divalente y su concentracion respectiva incrementa el titulo del bacteriéfago
(Chhibber et al., 2013). En particular, solamente se aislaron bacteriéfagos para
Aeromonas spp. y Plesiomonas shigelloides en presencia del Ca*?, lo cual coincide
con lo sefialado por Valle (2016), quien obtuvo una cantidad de bacteriofagos mayor

para Staphylococcus aureus con el empleo de este cofactor y ningin bacteriéfago
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con Mg*?. En el presente estudio se llevé a cabo el enriquecimiento extenso por ocho
dias lo que favorecio la cantidad de los bacteriéfagos aislados, ya que se obtuvieron
45 de los bacteriéfagos en comparacion al enriquecimiento de 24 hrs con 11
bacteriéfagos aislados. Son escasos los estudios con la extension del
enriguecimiento para el aislamiento de los bacteri6fagos de Aeromonas.
Recientemente con el enriquecimiento de cuatro dias se aislaron 10 bacteri6fagos
liticos contra cepas de A. hydrophila (Kawbe et al., 2020). De los bacteriéfagos
aislados resultaron con actividad litica GF1, RF1, WF1A5, WF1A6, VF1 para A.
hydrophila subsp. hydrophila, A. sobria y A. bestiarum. EXxisten reportes previos de
bacteriéfagos liticos para las especies A. hydrophila, A. hydrophila subsp. hydrophila,
A. rivipollensis A. salmonicida, A. veronii, A. sobria y A. caviae (Flint, 1996; Jun et al.,
2013; Cruz et al., 2014; Silva et al., 2016; Easwaran et al., 2017;; Anand 2018; Bai et
al., 2019; Akmal et al., 2020; Leduc et al., 2021; Nithin et al., 2021; Pallavi et al.,
2022). No obstante, este es el primer reporte en México del aislamiento de
bacteriofagos para cepas de Aeromonas presentes en granjas truticolas de
Michoacan. Ademas es la primera vez que se reporta en la literatura un bacteriéfago
infectivo (GF1) para Aeromonas bestiarum, la cual es una bacteria patdgena para los
peces y en la presente investigacion se encontré en una coinfeccion bacteriana
responsable de mortalidades altas en los peces. Otra bacteria Gram negativa de
importancia para la piscicultura es Plesiomonas shigelloides, ya que se reporta
responsable de pérdidas importantes en la piscicultura (Behera et al., 2018; Fuentes
et al.,, 2022). No obstante, son escasos los estudios relacionados al aislamiento de
los bacteri6fagos contra Plesiomonas shigelloides. En el presente estudio, se
aislaron dos bacteriéfagos lisogénicos de Plesiomonas shigelloides a partir del
tanque de recepcion de la planta de tratamiento de aguas residuales. Previamente se
reporta el aislamiento de tres bacteriofagos liticos a partir del contenido
gastrointestinal de dos peces dulceacuicolas en cultivo (Ephippus orbis y
Ctenopharyngodon idella) (He y Yang, 2018; Zhang et al., 2021). De los cuales se
evaluaron in vivo los efectos protectores del bacteri6fago PSP01 procedente de la

carpa herbivora mediante una inyeccion intraperitoneal en carpas herbivoras
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infectadas con P. shigelloides y se reporté un aumento en la tasa de supervivencia
del 33% (Zhang et al., 2021).

El 91% de los bacteri6fagos que se aislaron en el presente estudio se identificaron
como lisogénicos, podrian ser Utiles para la fagoterapia en la piscicultura. No
obstante, se requeriria la utilizacién de la ingenieria genética para la obtencion de
variantes estrictamente liticas como se propone previamente por Monteiro et al.,
(2018). Adicionalmente se requiere realizar la secuenciacion del genoma de los
bacteriéfagos, con el objetivo de identificar las enzimas involucradas en su ciclo litico,
su posterior expresion y evaluacion en el tratamiento de infecciones bacterianas en la
piscicultura. Respecto a los cinco bacteriofagos liticos que se detectaron como
candidatos potenciales para el para el biocontrol de Aeromonas spp. en los peces de
cultivo, se requiere su caracterizacion genOmica para descartar la presencia de
genes lisogénicos, de resistencia a los antibiéticos y de virulencia, con el fin de
establecer la seguridad de estos bacteriéfagos para su uso en la piscicultura.
Asimismo, las concentraciones de los bacteriéfagos liticos que se obtuvieron son de
4.5 x10° — 3.5 x10° dichas concentraciones se encuentran en el intervalo de
concentraciones aplicadas en los estudios in vivo para el biocontrol de infecciones
por Aeromonas spp. en los peces dulceacuicolas (Imbeault et al.,2006 ;Jun et al.,
2013; Kim et al., 2013; Easwaran et al., 2017). Respecto a los aspectos econémicos
de la fagoterapia, existen algunos para la practica clinica en humanos, donde se
concluye que su costo es inferior al de los antibiéticos, con un ahorro del 50% en la
atencion sanitaria (Miedzybrodzki et al., 2007; Miedzybrodzki et al., 2012; Reina y
Reina, 2018). No obstante, en una investigacién reportan que debido a la
personalizacion de la fagoterapia en humanos se considera una terapia costosa
(Kingwell 2015). Recientemente se ha demostrado que para mejorar la fagoterapia
es importante aumentar la disponibilidad de los fagos y reducir los precios (Korinteli
et al., 2022). En la presente investigacion, se realizo la estimaciéon econémica de la
fagoterapia para su aplicacion en granjas piscicolas; se consideré el material de
laboratorio necesario para llevar a cabo la amplificacion de los bacteriéfagos
terapéuticos para su administracion en el agua. Asimismo, para comparar los costos

de la fagoterapia vs. terapia antibidtica se hizo la estimacion considerando la
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administracion de la Gentamicina, el cual es uno de los principales antibi6ticos de
eleccion para el tratamiento de infecciones por Aeromonas spp. en las granjas
piscicolas. En conclusion, la estimacion de los costos de ambas terapias son
similares. Como se menciond anteriormente, la fagoterapia representa numerosas
ventajas ambientales y terapéuticas en comparacion al uso de antibiéticos, no
obstante es necesario realizar la evaluacion in vivo para determinar el costo exacto

de la fagoterapia por estanque.
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8.- CONCLUSIONES

Se aislaron 54 bacteri6fagos nuevos contra Aeromonas spp., de estos se detectaron
5 liticos que son candidatos para el biocontrol de Aeromonas spp. en peces de
cultivo. Sin embargo, se requiere determinar la especificidad rango-hospedero; asi
como una caracterizacion gendmica que permita descartar la presencia de genes
lisogénicos, de resistencia a los antibiéticos y de virulencia, con el fin de establecer la
seguridad de estos bacteriéfagos para su uso. Ademas se requieren estudios in vivo
para reconocer su potencial como estrategia alternativa al uso de antibioticos en la

acuicultura.
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VIl. DISCUSION GENERAL

En la acuicultura existe un interés creciente en el desarrollo de alternativas
ambientalmente amigables para la prevencion y el tratamiento de las infecciones
bacterianas (Donati et al., 2022). Ademas, es la industria de produccién de alimentos
de mas rapido crecimiento (Culot et al., 2019) y se prevé que suministrara la mayor
parte de las proteinas alimentarias de origen acuatico para el 2050 (Stentiford et al.,
2020). Este aumento en la produccién acuicola podria realizarse mediante la
intensificacion de la produccién, lo que aumentara la aparicion y propagacion de
enfermedades bacterianas (Rico et al., 2012; Boyd et al., 2022). Por lo cual, podrian
implementarse estrategias y alternativas al uso de los antibioticos, como la
fagoterapia, para el biocontrol de los brotes infecciosos, con la finalidad de evitar las
pérdidas productivas y disminuir el impacto ambiental. Como una de las estrategias
iniciales de la fagoterapia, es necesaria la identificacion de las bacterias
responsables de los brotes infecciosos, con la finalidad de aplicar los bacteriéfagos
especificos (Culot et al., 2019), dichos virus infectan exclusivamente a las bacterias y
son sus enemigos naturales. Los bacteriéfagos reconocen de manera especifica a
las bacterias que invadiran por lo que dejan intactas a otras bacterias benéficas.
Ademas, no infectan a los humanos, animales o a las plantas (Fuentes et al., 2021).
En el presente estudio se identificaron las Aeromonas spp. y Plesiomonas
shigelloides epidemiolégicamente relevantes en el cultivo de Salmoénidos en
Michoacan, por estar involucradas en los brotes infecciosos donde ocasionaron
mortalidades altas o por aislarse a partir de los érganos internos de los peces y su
frecuencia de aislamiento. Asimismo, se obtuvo una coleccién de los bacteriéfagos
para las Aeromonas spp. y Plesiomonas shigelloides, con la finalidad de conformar

un céctel de bacteriéfagos que pueda ser Gtil en acuicultura.

Recientemente se planted la conformacion de los biobancos de los bacteriéfagos y
sus productos (lisinas) para los patdogenos de peces (Ramos et al., 2021), lo cual es
importante para la implementacion de soluciones rapidas ante el desarrollo inicial del

brote bacteriano. No obstante, en México se requiere todavia de los marcos legales
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gue regulen la fagoterapia. El uso de los bacteriéfagos en algunos paises como en
los Estados Unidos, Canada e Israel se encuentra con autorizacion exclusiva para la
industria alimentaria (Virkram et al., 2022). Desde el 2006, la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de EE.UU (FDA) aprobd el primer producto de
bacteriéfagos con aplicacion directa en los alimentos para el biocontrol del patdgeno
Listeria monocytogenes. No obstante, la aprobacion reglamentaria de las terapias
gue se basan en los bacteridfagos sigue enfrentandose a otros retos, entre ellos la
farmacocinética, seguridad Yy eficacia de la fabricacion; asi como la patentabilidad
(Sarhan y Azzazy, 2015). El codigo de los Estados Unidos considera a los
bacteriéfagos como productos biolégicos (U.S. Government, 2017).

La fagoterapia no s6lo avanza en la obtencioén de la aprobacion reglamentaria, sino
ademas en la realizacion de diversos ensayos clinicos (Fauconnier, 2019). En los
altimos siete aflos existe un incremento de reportes que confirman las
particularidades de los bacteriéfagos en la medicina como una terapia innovadora y
altamente personalizada (Pirnay et al., 2022, Strathdee et al., 2023). Aunque su uso
en los humanos se abandoné en los paises occidentales en favor de las terapias con
antibioticos, la fagoterapia siguié en la practica en el este de Europa (Chanishuvili,
2016). Mientras tanto, algunos clinicos e investigadores exploran soluciones
nacionales para acelerar la disponibilidad de la fagoterapia para el tratamiento de un
namero creciente de pacientes desesperados. Hasta el momento, se registran los
ensayos clinicos de la fagoterapia en los humanos con aprobacion por la FDA y/o la
Agencia Europea de Medicamentos (EMA) en los Estados Unidos, Australia, Francia
y Bélgica donde se administr6 en diversas rutas tales como la oral, nasal,
intravenosa y cutadnea. La legislatura europea considera a la terapia bacteriofagica
como un “Producto Médico de Terapia Avanzada”, es decir, como una terapia no
necesariamente como un producto farmacéutico (Fauconnier, 2019). En la medida en
gue existan un mayor numero de eventos que demuestren el éxito de la terapia
bacteriofagica, sera posible plantear mejores esquemas regulatorios para su
aplicacion (Ruvalcaba et al.,, 2022). No obstante, en algunos paises como
Bangladesh, Georgia y el Reino Unido, se reportan ensayos clinicos en humanos sin
aprobacion por la EMA o FDA (Pirnay et al., 2022).
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Actualmente la EMA actualizé las directrices sobre la calidad, seguridad y eficacia de
los productos veterinarios que se basan en la fagoterapia, los considera como
productos biolégicos que no se propagan en las células eucariotas, y por lo tanto, no
se espera que ejerzan efectos farmacologicos directos en animales diana. Sin
embargo, debido a la posible presencia de contaminacion microbiolégica en los
productos de los bacteriéfagos, como las endotoxinas o exotoxinas que se liberan
durante la lisis bacteriana se consideran un problema de seguridad (EMA, 2023). Por
lo que deben desarrollarse técnicas de purificacion estandar para obtener

preparaciones de los bacteriéfagos con calidad clinica (Sarhan y Azzazy, 2015).

Ademas los bacteriofagos deben caracterizarse, demostrar que son liticos y no
presentar determinantes genéticos que confieran lisogenia al fago, virulencia o
resistencia a los antibiéticos. Por lo tanto, el control de estos aspectos es un
elemento esencial del proceso de manufactura (EMA, 2023), que se lograria a través
de la implementacion de las Buenas Practicas de Manufactura (BPM); ya que se
consideran el estandar de oro para la calidad y seguridad de los medicamentos
(Pirnay et al., 2022). Asimismo, la EMA reconoce que los productos fagicos
necesitaran actualizarse periddicamente debido al desarrollo de resistencias y a los
cambios en la epidemiologia del patdgeno bacteriano (EMA, 2023). Recientemente
se considera que el futuro de la fagoterapia puede avanzar en colaboracion con la
implementacion de centros nacionales de bacteri6fagos y las autoridades
competentes internacionales (Fauconnier, 2019; Pirnay et al., 2022). Ademas la
fagoterapia requiere de acciones globales, como es la participacion de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), lo cual es esencial para el desarrollo de la
fagoterapia en general, para evitar los errores del pasado, como los relacionados con
el uso desconsiderado de los antibiéticos. Como tal, la OMS esta especialmente bien
situada para impulsar este proceso gracias a su red de oficinas regionales y
nacionales (Fauconnier et al., 2020). Por lo que dentro de los obstaculos a la puesta
en marcha de la fagoterapia se incluyen retos logisticos y normativos, pero se

consideran superables (Strathdee et al., 2023).
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Actualmente en México la fagoterapia se encuentra en fase de investigacién para el
sector acuicola, no obstante podria desarrollarse para el control de las bacterias
patdogenas de importancia en la salud humana y en el sector agropecuario en
general, por lo que el futuro de esta terapia parece prometedor en sinergia o
sustitucion de la terapia antibidtica. Asimismo, la terapia con las endolisinas
representa una alternativa por las numerosas ventajas en comparacion al uso de los
bacteriéfagos y los antibidticos, que podria investigarse para la piscicultura. Aunque
la fagoterapia en algunos paises se encuentra autorizada para el uso de alimentos o
animales en Meéxico, por el momento no existe el marco normativo para su
aplicacion. Asimismo, las investigaciones en México se han encaminado
experimentalmente en laboratorios, por lo que es necesario evaluar la fagoterapia en
los sistemas productivos con las condiciones naturales del desarrollo de la

enfermedad.

La formulacién del céctel de bacteriéfagos en estudios previos, se plantea como una
solucion para evitar el desarrollo de resistencia a la fagoterapia. Asi como ampliar el
intervalo de los hospederos bacterianos (Merabishvili et al., 2018; Culot et al., 2019;),
debido a que existen numerosos reportes en la piscicultura sobre la presencia de las
coinfecciones bacterianas (Assis et al., 2016; Abdelsalam et al., 2021; Mohammed y
Peatman, 2018; Puneeth et al., 2021; Sulumane et al., 2021; Fuentes et al., 2022).

Las coinfecciones son comunes en la naturaleza, pueden alterar el proceso de
infeccion de la enfermedad, aumentar las tasas de mortalidad y dificultar los
tratamientos terapéuticos (Wise et al., 2021; Xu et al., 2022). Se considera que en los
sistemas de acuicultura, la situacion real de las enfermedades es mucho mas
compleja que “un patégeno — una enfermedad” (Kunttu et al., 2021). Es importante
sefalar que en el presente estudio, se reportdé una coinfeccion en una de las granjas
analizadas entre los patdgenos bacterianos: Aeromonas bestiarum, Aeromonas
sobria y Plesiomonas shigelloides, con el ectoparasito Ichthyobodo necator (Fuentes
et al., 2022). Se realiz6 el analisis de la susceptibilidad antimicrobiana de los
aislamientos bacterianos para un mejor manejo de las coinfecciones en la

piscicultura, detectandose en las bacterias, la presencia de resistencia a los
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antibidticos del tipo B-lactamicos. Lo cual sugiere la adquisicion de los determinantes
genéticos a partir de la contaminacién del agua por las actividades antropogénicas.

Finalmente la presencia de especies bacterianas en la piscicultura con potencial
patogénico en la salud humana y en animales domesticos, sugiere que es necesario
Su monitoreo constante a través de la identificacion molecular, ya que esto permite la
discriminacion de las especies bacterianas patdgenas. Recientemente las
Aeromonas spp. y Plesiomonas shigelloides se consideran como patégenos
emergentes, por lo que es de suma importancia la vigilancia de su resistencia a los
antimicrobianos. En la presente investigacion se detectaron bacterias resistentes a
una amplia variedad de antibi6ticos en los sistemas de produccién piscicola, lo cual
indica la necesidad inmediata de estrategias nuevas para el control de las
infecciones bacterianas mas comunes. Ya que fue factible el aislamiento de los
bacteriofagos in vitro para las bacterias epidemiolégicamente relevantes en el cultivo
de la trucha arcoiris, se confirma que la fagoterapia presenta un importante potencial
como estrategia alternativa al uso de los antibioticos en el sector piscicola en México.
No obstante, se requiere de investigaciébn adicional, como es la caracterizacion
genodmica de los bacteriéfagos liticos que se identificaron como candidatos al
biocontrol, ya que es una estrategia esencial para evaluar su seguridad, garantizando
la ausencia de genes de resistencia a los antibiéticos o de factores de virulencia, que
puedan ser transducidos a las bacterias receptoras (Merabishvili et al., 2018).
Ademas de realizar el escalamiento de la produccion de los bacteriéfagos e

implementar las evaluaciones de la fagoterapia vs. bacterias patégenas in vivo.

141



VIIl. CONCLUSIONES GENERALES

1) Debido a que se detectdé una prevalencia alta de las Aeromonas spp. y que
algunas especies se reportan como patdégenos primarios de peces y mamiferos, se
requiere la mejora en las medidas de bioseguridad para proteger a los peces de
infecciones por Aeromonas spp. ya que se identifico un factor de riesgo asociado al
trabajador, cuando tiene aves de corral en su casa. Asimismo, se identificaron dos
factores de la granja asociados con la proteccién, como el abastecimiento de agua a
partir de manantial y la disposicion de los desechos de los peces fuera de la

instalacién acuicola.

2) Este es el primer reporte del aislamiento simultaneo de Aeromonas bestiarum,
Aeromonas sobria y Plesiomonas shigelloides en una trucha nativa con categoria de

riesgo.

3) Se detectaron bacterias resistentes para una amplia variedad de antibioticos en
los sistemas de produccién piscicola, que no son de uso para el tratamiento de las
infecciones bacterianas en las granjas. Lo cual sugiere la adquisicibn de los
determinantes genéticos a partir de la contaminacion del agua por las actividades

humanas o relacionadas con el ganado.

4) Se detectaron cinco bacteriéfagos liticos que son candidatos para el biocontrol de
Aeromonas spp. en peces de cultivo. Sin embargo, se requiere determinar la
especificidad o rango-hospedero; asi como una caracterizacibn gendémica que
permita establecer la seguridad de estos bacteri6fagos para su uso. Ademas se
requieren implementar los desafios in vivo para reconocer su efectividad como
estrategia alternativa al uso de antibiéticos para el alcance de una acuicultura

sustentable.
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IX. PERSPECTIVAS GENERALES

Los resultados de la presente investigacién confirman que la fagoterapia es una
estrategia de biocontrol alternativa al uso de los antibigticos en el sector piscicola en
México. No obstante, se requiere de investigacion adicional, como la caracterizacion
genomica de los bacteriéfagos liticos que se identificaron como candidatos al
biocontrol, con el objetivo de establecer su bioseguridad Asimismo, para identificar el
potencial de la fagoterapia en infecciones in vivo, se requiere el escalamiento de la
produccion de los bacteriofagos e implementar las evaluaciones de la fagoterapia
para determinar su efectividad. Ya que la fagoterapia es especifica, es necesario
continuar la investigacion en la caracterizacion de las Aeromonas spp. que se
aislaron y de otras especies bacterianas de importancia en el sector piscicola, con la
finalidad de contar con colecciones bacterianas que permitan el aislamiento rapido de
bacteriéfagos utiles para el biocontrol y conformar los biobancos de los bacteriéfagos

vs. patdgenos bacterianos presentes en México.
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ANEXOS

ANEXO 1. ENCUESTAS PARA LA GRANJA ACUICOLA ESTUDIO
EPIDEMIOLOGICO Aeromonas spp.

A) ENCUESTA GENERAL PARA LA GRANJA ACUICOLA
Datos generales

Nombre de la granja:

Productor: Identificacion de granja CESAMICH:
Localidad: Municipio:
Fecha: Colector:

DATOS POBLACIONALES

Especie (s) que se cultiva(n): Especie (s) que se
muestrea:

Peso promedio: Talla promedio:

Edad: Densidad de animales:

Procedencia de crias:

Fecha de ultima introduccion: Estanque muestreado:

DATOS DE INSTALACIONES

Tipos de estanques: Total de
estanques: Frecuencia de limpieza de estanqueria

Fuente de agua:

Manantial () Pozo () Arroyo () Rio () Otra:

DATOS DE ALIMENTACION

Frecuencia: Cantidad de alimento:
Tipo de alimento: Marca de alimento:
Fecha de elaboracion: Fecha de caducidad:

Lugar de almacenamiento
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¢ Es exclusivo para el alimento? Si( ) No ()

Suplementos: Vitaminas ( ) Antibidticos ( ) Otros:

¢, Qué antibidticos?

SIGNOS

Fecha de reporte de signos o mortalidad:

COMPORTAMIENTO: Normal ( )
Distribucion en el cuerpo de agua:

Bordes () Afluente ( ) Otra:

NADO: Normal ( )

En espiral () Erratico () Superficie () Orilla () Otra:

ACTIVIDAD: Normal ()

Letargico en: Fondo () Superficie ( ) Orillas ( ) Entrada de agua () Malla de los
drenes ( ) Boqueando () Frotandose ( ) Movimientos espasmaodicos ( ) Sefales
de agotamiento () Otra:

MORTALIDAD: Ausencia ()
Presencia ( ): Enmasa ( ) Acumulativa ( ) Esporadica ( )

Dato de mortalidad:

Huevos () Alevines () Crias ( ) Juveniles ( ) Sub-adultos ()
Reproductores ( )

TIPOS DE ENFERMEDADES MAS COMUNES EN LA GRANJA

Paréasitos () Bacterias ( ) Hongos ( ) Nutricionales ( ) Otras
(cudles)

¢, Qué gquimicos o farmacos usa para el control de enfermedades?

¢,Cuenta con bafos en la granja?

¢,Cuenta con agua en los bafos?

¢,Cuenta con jabon en los bafios?
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¢,Cuenta con bafos separados para mujeres y hombres? Si( ) No ()
¢limpia semanalmente los bafios? Si( ) No ()

¢, Tiene cuartos independientes para cambio de ropa? Si( ) No ()

¢Lavan o desinfectan el equipo a utilizar en la granja? Si( ) No ()

¢ Existe un area de limpieza? Si () No ()

¢,Conoce las Buenas préacticas de produccién acuicola BPPA? Si( ) No ()
¢Implementa las BPPA? Si( ) No ( ) Fecha de implementacion de BPPA:
¢,Cuenta con recipientes de basura? Si( ) No ()

¢ Existen sistemas de desinfeccion en los accesos de la granja?:

Vados ( ) Arcos de desinfeccién ( ) Pediluvios ( )

¢ Existen fuentes de contaminacién cerca de la granja?

Industrias ( ) Poblaciones cercanas ( ) Cultivos agricolas ( ) Ganado ( ) Actividad
forestal ( ) Otros:

¢ Existen plagas en la granja? No ( ) Si( ) ¢de qué tipo?:

Cucarachas ( ) Roedores ( ) Mapache () Tején ( ) Nutria ( ) Aves depredadoras (
) Ardilla () Otras:

¢ Entierran los desechos de peces muertos y visceras? Si( ) No ( ) ¢Dénde? :
Dentro de la granja ( ) Perimetro de la granja ( ) Fuera de la granja ( )
¢Usancal?Si () No()

¢, Remueven los peces muertos o moribundos diariamente? Si () No ()

Usa alimento medicado para los peces: Si( ) No ()

Medicamento:

Presencia de animales domésticos:

Perros ( ) Gatos ( ) Gallinas ( ) Vacas ( ) Borregos ( ) Caballos ( ) Guajolotes
( ) Puercos () Patos( ) Pajaros ( ) Otros:

Presencia de animales silvestres en estanques:
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Peces ( ) Ranas ( ) Tortugas ( ) Viboras ( ) Caracoles ( ) Ajolotes ( ) Otros:

Cuando recibe peces nuevos a la granja ¢ lleva a cabo aclimatacion?: Si () No ()

Cuarentena: Si( ) No () ¢Por cuanto tiempo?:

Muestras enviadas al laboratorio

Estadio Cantidad Enfermos | Sanos | Parametros fisicoquimicos del estanque
T°C Oxigeno disuelto | pH

Crias

Juveniles

Adultos

Reproductores

Toma de muestra

Representante de la granja Toma de encuesta

Cargo:
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B) ENCUESTA PARA EL TRABAJADOR DE LA GRANJA ACUICOLA

Nombre:

Horario de trabajo:

Edad: ¢,Desde cuando labora en la granja? :

¢, Cuenta con ropa y equipo exclusivo para el trabajo? Si ( ) No ( ) ¢Cuéles?:

Vestimenta impermeable ( ) Botas ( ) Mandiles ( ) Guantes ( ) Cubierta para la
cabeza () Cubrebocas ( ) Redes ( ) Cubetas ( ) Alimentadores ( )
Otros

Frecuencia de aseo de ropa:

Higiene de manos:

Antes de entrar a la granja ( ) Entre estanques ( ) Antes de comer ( ) Después de
ir al bafio () Al salir de la granja ( ) Otra:

Lugar de consumo de alimentos:

Comedor () Otra:

¢Apoya en otra granja acuicola? Si () No () ¢En cuantas?

¢, Cuales? ¢Algun familiar en casa
trabaja en otra granja acuicola? Si ( ) No ()

¢, Se dedica usted a otra actividad?: Si ( ) No () ¢Cuales actividades, indique
brevemente?

Presencia de animales domésticos en su casa: Si ( ) No ( ) ¢Cuales?:

Perros ( ) Gatos ( ) Gallinas ( ) Vacas ( ) Borregos ( ) Caballos ( ) Guajolotes
( ) Puercos () Patos( ) Pajaros ( ) Otros:

¢,Cuenta con agua entubada en su vivienda? Si ( ) No () Otra:
Frecuencia de bafio:

Respecto a la instalacion sanitaria en casa, cuenta con:

Bafio ( ) Fosa séptica ( ) Otra:
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Salud

¢, Ha presentado recientemente problemas estomacales? : Si ( ) No ( ) ¢Algun
familiar en sucasa?: Si () No ()

Frecuencia:

Otros padecimientos de salud:
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ANEXO 2

FACTORES ASOCIADOS A LA PRESENCIA DE
Aeromonas SPP. EN LAS GRANJAS TRUTICOLAS
FACTORES NEUTROS DE LA GRANJA

Exposicién Riesgo Razon de Prueba Prueba Fisher Prueba
relativo | productos Chi bilateral exact bilateral
(IC 95%) | cruzados cuadrada Mantel Fisher
(IC 95%) Mantel Haenszel exact
Haenszel
POLICULTIVO
Cultiva otra especie 2.01 4.10 2.67* 0.10* 0.52-48- 0.17
piscicola en la granja (0.64- (0.68-24.43) 01
6.34)
Cultiva carpa 1.96 3.80 1.27* 0.25* 0.18- 0.29
herbivora en la granja (0.39- (0.32-44.49) 230.23
9.84)
Cultiva tilapia en la 1.96 3.80 1.27* 0.25* 0.18- 0.29
granja (0.39- (0.32-44.49) 230.23
9.84)
MONOCULTIVO
Cultiva 0.49 0.24 2.67* 0.10* 0.02-1.91 0.17
exclusivamente trucha (0.15- (0.04-1.44)
en la granja 1.55)
Hay estanques 1.57 6.33 0.56* 0.45* 0.01- 1
(2.30- (0.0096- idefinido
1.89) 4189)
PROCEDIMIENTOS DE BIOSEGURIDAD
Limpia los estanques 2.01 4.10 2.67* 0.10* 0.52- 0.17
cada 6 meses (0.64- (0.68-24.43) 48.01
6.34)
Limpia los estanques 1.48 2.59 2.53 0.11
cada 15 dias (0.83- (0.79-8.45)
2.63)
No existen sistemas 1.34 2.25 2.34 0.12
de desinfeccion en los (0.90- (0.79-6.38)
accesos de la granja 2.01)
Limpia los estanques 1.17 151 0.32* 0.56* 0.26-7.94 0.71
cada semana (0.63- (0.36-6.31)
2.17)
Lavan o desinfectan 0.74 0.48 1.24* 0.26* 0.11-2.13 0.32
el equipo a utilizar en (0.40- (0.13-1.73)
la granja 1.34)
Limpia a la semana 0.73 0.39 2.50 0.11
frecuentemente los (0.52- (0.12-1.26)
estanques 1.04)
Existen sistemas de 0.71 0.39 2.97 0.08
desinfeccion en los (0.47- (0.14-1.13)
accesos de la granja 1.07)
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Hay pediluvios en los 0.71 0.39 2.97 0.08
accesos de la granja (0.47- (0.14-1.13)

1.07)
Limpia los estanques 0.67 0.18 2.75* 0.09* 0.004- 0.13
cada tercer dia (0.49- (0.02-1.60) 1.60

0.92)
Usan cal 0.66 0.35 3.61 0.05

(0.40- (0.11-1.04)

1.07)
MANEJOS DE DESECHOS
No entierra los 1.83 3.84 4.57* 0.03* 0.91- 0.050
desechos de peces (0.90- (1.07-13.66) 17.17
muertos y visceras 3.73)
Bafios separados 1.48 2.59 2.53 0.11
para hombres y (0.83- (0.79-8.45)
mujeres 2.63)
No cuenta con bafios 1.30 1.99 1.50 0.21
en la granja (0.81- (0.66-5.98)

2.09)
COMPORTAMIENTO DE LOS PECES
Los peces han 1.18 1.73 0.21* 0.64* 0.12- 1
presentado (0.65- (0.17-17.73) 95.26
comportamiento 2.15)
normal
Los peces han 1.29 1.81 0.17* 0.67* 0.02- 1
presentado (0.31- (0.10-30.51) 146.22
distribucion en el 5.22)
afluente
Presentan un nado en 1.29 1.81 0.17* 0.67* 0.02- 1
la superficie (0.31- (0.10-30.51) 146.22

5.22)
Presentan actividad 1.34 3.05 1.05 0.30 0.30- 0.40
normal (0.89- (0.33-27.89) 150.97

2.02)
Presenta una 1.29 1.81 0.17* 0.67* 0.02- 1
actividad en el fondo y (0.31- (0.10-30.51) 146.22
en las orillas 5.22)
ANIMALES SILVESTRES
Existe presencia de 1.96 3.80 1.27* 0.25* 0.18- 0.29
ajolotes (0.39- (0.32-44.49) 230.23

9.84)
Existe la presencia de 1.30 1.85 0.36* 0.54* 0.12- 0.61
ranas y caracoles (0.47- (0.24-14.14) 27.06

3.52)
Existen mapaches y 1.29 1.81 0.17* 0.67* 0.02- 1
tejones (0.31- (0.10-30.51) 146.22

5.22)
Existe presencia de 0.76 0.39 1.28* 0.25* 0.03-2.27 0.30
viboras (0.52- (0.007-2.03)

1.11)

AREA ALEDANA
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Existen industrias 1.29 1.81 0.17* 0.67* 0.02- 1
cerca de la granja (0.31- (0.10-30.51) 146.22
5.22)
NATURALEZA DE LA ENFERMEDAD
No se han presentado 1.30 1.99 1.50 0.21 0.57-6.84 0.26
enfermedades en la (0.81- (0.66-5.98)
granja 2.09)
La enfermedad 1.29 1.81 0.17* 0.67* 0.02- 1
presentada es (0.31- (0.10-30.51) 146.22
ocasionada por 5.22)
bacterias y hongos
ALIMENTO
Suministra alimento 1.30 1.85 0.36* 0.54* 0.12- 0.61
de la marca Cleyton (0.47- (0.24-14.14) 27.06
3.52)
ANIMALES DOMESTICOS
Tienen perros, 1.29 1.81 0.17* 0.67* 0.02- 1
gallinas, vacas y (0.31- (0.10-30.51) 146.22
guajolotes 5.22)
Tiene perros y vacas 1.29 1.81 0.17* 0.67* 0.02- 1
(0.31- (0.10-30.51) 146.22
5.22)
SUSTANCIAS QUIMICAS Y FARMACOS
No usa quimicos y 1.23 1.75 1.02 0.31
farmacos para el (0.79- (0.59-5.19)
control de 1.93)
enfermedades
ABASTECIMIENTO DE AGUA
La fuente de agua es 1.23 1.71 0.72* 0.39* 0.40-6.99 0.51
un rio (0.72- (0.49-5.90)
2.12)
MORTALIDAD
No han presentado 1.18 1.63 0.72 0.39
mortalidad (0.82- (0.52-5.04)
1.69)
Presenta mortalidad 0.74 0.32 1.05* 0.30* 0.006- 0.40
acumulativa (0.49- (0.03-2.98) 3.25

1.12)




FACTORES ASOCIADOS A LA PRESENCIA DE
Aeromonas SPP. EN LAS GRANJAS TRUTICOLAS
FACTORES NEUTROS DEL TRABAJADOR

Exposicién Riesgo Razén de Prueba Prueba Fisher | Prueba
relativo productos Chi bilateral exact bilateral
(IC 95%) cruzados cuadrada | Mantel Fisher

(IC 95%) Mantel Haenszel exact
Haenszel

ANIMALES DOMESTICOS EN CASA

Tiene cerdos 2.66 (0.48- | 6 (0.58- 2.78* 0.09* 0.43- 0.12
14.69) 61.42) 322

Tiene guajolotes | 1.34 (0.74- | 2.05(0.57- 1.24* 0.26* 0.46- 0.32
2.44) 7.34) 8.9

Tiene borregos 1.32 (0.64- | 1.94 (0.43- 0.77* 0.37* 0.32- 0.44
2.70) 8.66) 11.59

Tiene animales 1.20 (0.76- | 1.80 (0.33- 0.46* 0.49* 0.28- 0.70

domeésticos en 1.87) 9.7) 19.65

su hogar

Tiene gatos 1.18 (0.73- | 1.55(0.48- 0.55 0.45
1.90) 4.9)

Tiene vacas 0.69 (0.50- | 0.25 (0.05- 2.94* 0.08* 0.02- 0.11
0.96) 1.29) 1.40

PROBLEMAS DE SALUD

Familiar con 1.96 (0.39- | 3.80 (0.32- 1.27* 0.25* 0.18- 0.29

problemas 9.84) 44.49) 230.23

estomacales

Presenta 1.96 (0.39- | 3.80 (0.32- 1.27* 0.25* 0.18- 0.29

incontinencia 9.84) 44.49) 230.23

urinaria

Presencia de 1.65 (0.55- | 2.92 (0.45- 1.34* 0.24* 0.30- 0.34

problemas 4.9) 18.95) 37.01

estomacales

recientemente

Presenta algun 1.32 (0.64- | 1.94 (0.43- 0.77* 0.37* 0.32- 0.44

padecimiento de | 2.70) 8.66) 11.59

salud

OTRAS ACTIVIDADES QUE REALIZA

Se dedica 1.65 (0.55- | 2.92 (0.45- 1.34* 0.24* 0.30- 0.34

alguna actividad | 4.9) 18.95) 37.01

forestal

Se dedica al 1.29 (0.31- | 1.81(0.10- 0.17* 0.67* 0.02- 1

comercio 5.22) 30.51) 146.22

VIVIENDA

Cuenta con 1.26 (0.85- | 1.89 (0.67- 1.44 0.22

comedor 1.88) 5.3)

Cuenta con un 1.26 (0.85- | 1.89 (0.67- 1.44 0.22

lugar para 1.88) 5.3)

consumo de

alimentos

EQUIPO EXCLUSIVO PARA EL TRABAJO

Cuenta con 1.21 (0.76- | 1.65 (0.54- 0.77 0.37

guantes 1.92) 5.04)

Cuenta con ropa | 0.58 (0.26- | 0.30 (0.07- 2.93* 0.08* 0.05- 0.14

y equipo 1.27) 1.22) 151
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exclusivo para el
trabajo

Algun familiar 1.31 (0.57- | 1.90 (0.35- 0.55* 0.45* 0.23- 0.65
trabaja en otra 2.98) 10.29) 15.37

granja acuicola

HIGIENE

Lava sus manos | 0.70 (0.43- | 0.41 (0.14- 2.45 0.11

antes de entrar a | 1.14) 1.24)

la granja

Lava sus manos | 0.67 (0.37- | 0.38 (0.11- 2.53 0.11

al salir de la 1.19) 1.25)

granja

Lava sus manos | 0.48 (0.18- | 0.22 (0.04-1) | 4.22* 0.03* 0.03- 0.059
diario 1.23) 1.22

*Variables donde X no son validos se indican de acuerdo a EPI INFO
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ANEXO 3 GRANJA TRUTICOLA
Evaluacion de las granjas en
BPPA
Reactivos 718 1 1 1 1 1
1|12 |3|4]|5
1 | ¢Limpiafrecuentemente ala semanalos 110 0] O 01| O 1
estanques?
2 | ¢Se proporciona alimento balanceado? 1|1 1111 (1
3 | ¢Tiene bodega exclusiva para almacenar el 111 111|000
alimento de los peces?
4 | ¢Proporciona alguna vitamina? o| o0 o|0|0]|]O0]|O
5 | ¢Proporcionaalgin suplemento? o| o0 o|l0|0]|]0]|O
6 | ¢Proporciona farmacos y sustancias 0|0 oOoj(0]J0O0O|O0]O
guimicas aprobados por la FDA?
7 | ¢Proporciona productos de baja prioridad 1|1 o|l0|0]|]0]|O
regulatoria?
8 | ¢Ausencia de signos de enfermedad? 110 0] O 1 1 0
9 | ¢Se hapresentado comportamiento normal? 1|1 1|11 ]1)1
1 | ¢Presentan nado normal? 111 1 (1111
0
1 | ¢Presentan actividad normal? 111 1 (1111
1
1 | ¢Ausencia de mortalidad? 1 1 1 1 0 1 1
2
1 | ¢Ausencia de algun tipo de enfermedad en la 11|10 ojO0|]212|1]|O0
3 | granja?
1 | ¢Cuenta con bafios en la granja? 1|1 oOo|0|0]|]0]|O
4
1 | ¢Tiene cuartos independientes para cambio 1|1 ojo0o|joO0]|]1]0O0
5 | deropa?
1 | ¢Lavan o desinfectan el equipo a utilizarlo en 0|1 o(0|]O0|1]1
6 | lagranja?
1 | ¢Existe un area de limpieza? 0 1 0] O 01| O 1
7
1 | ¢Conoce las buenas précticas de produccion 111 11101 )]0
8 | acuicola BPPA?
1 | ¢Implementa las BPPA? 0|1 1(11]0|0]|O0
9
2 | ¢Cuentacon recipientes de basura? 1 1 1 1 1 1 0
0
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2 | ¢Existen sistemas de desinfeccion en los 1 1 1 0 1 110 0 01| O 0 1 1 0 0] O 0
1 | accesos de lagranja?
2 | ¢Existen plagas en la granja? 1/10(1|]0]0|0]|O0]|12 1,0|0|O0OjOjOfO0]|O 0
2
2 | ¢Entierralos desechos de los peces muertos 1111|011 |1|1|1 o|j1|j1|]1|1]0|1]1 1
3 | y visceras?
2 | ¢Usan cal? 1|11 {of1][1]o0o]1 of1]o]of1]o|1]1 1
4
2 | ¢Remueven los peces muertos o moribundos 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1
5 | diariamente?
2 | ¢Ausencia de uso de alimento medicado 110 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0
6 | paralos peces?
2 | ¢Animales domésticos aislados del sistema o|0|]0O0]|O 1 0] O 0 1 0 0] O 0] O 0] O 0
7 | piscicola?
2 | ¢Presencia de animales silvestres en los 1 1|10 1/10|0]O0 0 1 0 01| O 0 1 01| O 1
8 | estanques?
2 | ¢Lleva acabo aclimatacion de los peces 0 1 1 1 1 110 0 0 1 1 1 0 1 01| O 1
9 | nuevos en la granja?
3 | ¢Lleva acabo el procedimiento de cuarentena 0|0 1 1 1 110 0 0 1 1 1 1 1 0] O 0
0 | paralos peces?
3 Temperatura 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1
3 pH 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
2
3 Oxigeno disuelto ojo|oO0|1|1]0|0]O0 ojo0o|jo0o|joO0o|O0O|O0O|0O0]O 0
3
Suma 2 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1
0(3|5|1|5|2]|5]5 4 1941913 |5]|19]29 5
6
Grado de cumplimiento (%) 6 (7|7 1|6]|7 4 | 4 4|54 |5 |7|4|5]|5 4
1|/0|6|4|6|7|5]|5 218|2|8|0|5]|8]8 5
9
N N | N|N N | N[N N N | N N | N N N N N N
Aprobacion : AlA|IA|IA|IAIAIAIA|IAIAIAIAIA|IA|IAA|IAIA A
Aprobado (A), No aprobado (NA)
GRANJA TRUTICOLA
Reactivos 26 27 28(29(30(31|32(33(34|35|36(37|38(39(40|41|42|43|44|45|46 |47 |48
¢Limpia frecuentemente a la semanalos
1| estanques? 0 1 0|00 olo ojo|jo0jO0Ofl1|j0|O0O|lO|1|0O|0]|1|0|O0O]|O 0
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¢Se proporciona alimento balanceado?

¢ Tiene bodega exclusiva para almacenar el
alimento de los peces?

¢Proporciona alguna vitamina?

¢Proporciona algun suplemento?

o|O| ©

o|O| ©

o|O| ©

¢Proporciona farmacos y sustancias quimicas
aprobados por la FDA ?

¢Proporciona productos de baja prioridad
regulatoria?

¢Ausencia de signos de enfermedad?

¢ Se ha presentado comportamiento normal?

¢ Presentan nado normal?

o |o|Oo| ©

¢ Presentan actividad normal?

¢;Ausencia de mortalidad?

¢SAusencia de algun tipo de enfermedad en la
granja?

¢Cuenta con bafios en la granja?

¢Tiene cuartos independientes para cambio de
ropa?

¢Lavan o desinfectan el equipo a utilizarlo en
la granja?

¢Existe una area de limpieza?

¢Conoce las buenas practicas de produccién
acuicola BPPA?

¢lmplementa las BPPA?

¢Cuenta con recipientes de basura?

¢Existen sistemas de desinfeccién en los
accesos de la granja?

¢Existen plagas en la granja?

¢Entierralos desechos de los peces muertos y
visceras?

¢Usan cal?

¢Remueven los peces muertos o moribundos
diariamente?

O NN NWNINNENONORORNRPRORORARWRNRPRPOR|(O (0 (N

¢Ausencia de uso de alimento medicado para
los peces?
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% séréllrgoa}[ae’)s domésticos aislados del sistema 1 1 11111 ol 1 ol1lolololelelolalaelolslalols LT
g g;r:;;ggg de animales silvestres en los 0 0 ol1lo olo ololslolololelalolslalelele]s ol
2 clleva acabo gﬁ:}'ﬁa%tac'o” de los peces 1 1 ol1|1|glolofofafafafafafa|ajofa|a|2|o|o| .,
g Sél;lrz\llisgaékécé:; procedimiento de cuarentena 1 1 olol1 s ololalalelololalalolalaililols AR
i Temperatura 1 1 tla oo Aot jojoprplpglge
2 pH 1 1 ololololo ojojof1y12jy2j0j0f2|j0f|2j0f{0|2|2|12|1|1
g Oxigeno disuelto 1 0 0j0j0O0j0O]oO ojojojojojoyojojojop1 o 0joj1li1 L)l
Suma 21 19 221122111811 1317|2514 |26 (23|21 |23 |17 (21 |24|24|15[23 (26|25 % 2
Grado de cumplimiento (%) 64 58 67 |36 |64 |55|33]|39 5276142179 /706417052 64)73]|73|45|7079 76 g ;
Aprobacion : NA NA N|IN|N|N[N[N|N|N|N[NIN|N|N[NIN|N|N|[N|[N|N|N A N
Aprobado (A), No aprobado (NA) AlA|A|IA|IA|AIAIA|IAIAIAIAIA|IA|IAIAIA|IAJAIA|A A
GRANJA TRUTICOLA

Reactivos 51 |52 |53]| 54 55 |56 |57 |58 |59|60|61| 62 63 64

1| ¢Limpiafrecuentemente a la semana los estanques? 1 1)1 1 0 1/1]0]0|0]0 0 1 0

2 | ¢ Se proporciona alimento balanceado? 1 1111 1 1 |22ty 1)1 1 1

3| ¢Tiene bodega exclusiva para almacenar el alimento de los peces? 1 |11 1 1 121|111 ]1 1 0

4 | ¢Proporciona alguna vitamina? 0 0|0 0 0 0olo|0]0J0]O 0 0 0

5 | ¢Proporciona algtn suplemento? 0 |o]jo]| o o |ojo|0O|0O]O]O}] O 0 0

6 | ¢Proporciona farmacos y sustancias quimicas aprobados por la FDA? 0 0|1 0 0 0/1]0]0]0]0O 0 0 0

7 | ¢Proporciona productos de baja prioridad regulatoria? 0o |oj1] o0 o |1]1]1]1]0]1| 1 0 1

8 | ¢Ausencia de signos de enfermedad? 1 1|1 1 1 1]1]1]1|1]0 0 0 0

9 | ¢Se ha presentado comportamiento normal? 1 |1]1] 1 1 |12 |1]1]1] 1 1 1

10 | ¢ Presentan nado normal? 1 {121 |1 Jafaftj2rjij2rj2rJ11]1




11

¢Presentan actividad normal?

12

¢Ausencia de mortalidad?

13

¢Ausencia de algun tipo de enfermedad en la granja?

14

¢Cuenta con bafos en la granja?

15

¢Tiene cuartos independientes para cambio de ropa?

16

¢Lavan o desinfectan el equipo a utilizarlo en la granja?

17

¢Existe una area de limpieza?

18

¢Conoce las buenas practicas de produccién acuicola BPPA?

19

¢clmplementa las BPPA?

20

¢Cuenta con recipientes de basura?

21

¢Existen sistemas de desinfeccion en los accesos de la granja?

22

¢Existen plagas en la granja?

23

¢Entierra los desechos de los peces muertos y visceras?

24

¢Usan cal?

25

¢Remueven los peces muertos o moribundos diariamente?

26

¢Ausencia de uso de alimento medicado para los peces?

27

¢Animales domésticos aislados del sistema piscicola?

olo|lolr [k |k |k |k |kl |k ok |k |k |k |k |k o |lo|lo |+

o|lo|lolr |k [k (kP [k |k |k |k |k |k |k F [Pk |kl ok |~

o|lo|o|r |k oo o |k |k |k || [k [k |k |k |k |k |+ 0ol |~

=3 e e T N L L e e T =T T e S T S P e PN Fo N PR TS

RPlrlrRrkr |k ok, [k |k |k [k ook [k |k |k |k |k |k |k |k |k

o|lo|lo|r |k [k [k [k |k oo |k [k [k [k |k |k |k |0 |k o~

olo|r|lkr [k ook |kl |k |k |k |k |k |k |k |k |0k ||k |-

olo|o|lr|r|lolr|r|kr|r|r|lRr|r|rR|rR|Rr[R|Rr|lR|r|o|lRr]|F

o|lo|lo|r|o|lo|lo|r|r|lr|lr|lo|lr|lr|lo|lo|lr|r|o|lr|o|kr |k

olo|lo|r|r|r|o|lr|r|lo|lo|lr|lo|lr|r|r|lo|lr|lo|lo|r]|r|r

olr|r|kr|r|r|lo|lr|r|r|r|lo|r|rR|r|Rr|[R|r|lo|r|o|lo]|r

o|(r|rkr|O|r|O|O|(FR|(P|O|J]lO|O|O|FR|O|FRP|O|O|FRP|RP|O|O|FR

olr|lr|r|r|r|r|lolr|lr|lr|lo|lr|lr|lr|lrPr|rRP|rR|rR|R|o|o]|r

o|r|rr|(F|Fr|lO|Rr|O|FRr|O|FR|O|OCO|OCO|FR|RP|O|Rr|]O|lO|OC|O|F

28 | ¢ Presencia de animales silvestres en los estanques?
29 | ¢Lleva acabo aclimatacién de los peces nuevos en la granja?
30 | ¢Lleva acabo el procedimiento de cuarentena para los peces?
31 Temperatura
32 pH
33 Oxigeno disuelto
Suma 22 |24 |22| 26 25 |23|25(24|18|18|22| 15 | 23 | 15
Grado de cumplimiento (%) 67 |73|67| 79 | 76 |70|76|73|55|55|67| 45 | 70 | 45
AprobadoA(%,ol?lic;%rr]dbado (NA) NA 2 2 NA | NA 2 2 2 2 E 2 NA | NA | NA

169




ANEXO 4. PERFILES DE SUSCEPTIBILIDAD
ANTIMICROBIANA

ESPECIE TRUCHA DORADA (Oncorhynchus chrysogaster)
AISLAI\gIENTO X6 R6 P6 Q6

ESPECIE Aeromonas | Aeromonas | Aeromonas | Plesiomonas
BACTERIANA | bestiarum sobria bestiarum shigelloides

Abreviacion y

CI"?‘S.EE Qe Agente antimicrobiano contenido del | Criterio Interpretativo del diametro de sensibilidad
antibiotico .
disco (ug)
Penicilinas y combinaciones de betalactamicos / inhibidores de betalactamasas
Amoxicilina-acido clavulanico R R R |
AMC 20/10
Ampicilina-sulbactam SAM 10/10 R R R S
. - R I R S
Piperacilina-Tazobactam TZP 100/10
Cefalosporinas
Cefazolina KZ 30 R R R R
Cefepima FEP 30 S S S S
Cefotaxima CTX 30 S S S R
Cefoxitina FOX 30 R R R S
Ceftazidima CAZ 30 S S S I
Ceftriaxona CRO 30 S S S S
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Cefuroxima sédica (parenteral) CXM 30 S S S
Carbapenems
Ertapanem ETP 10 R R R
Imipenem IPM 10 R R R
Meropenem MEM 10 R R R
Monobactamicos
Aztreonam AZT30 S S S
Aminoglucésidos
Amikacina AK 30 S S I
Gentamicina CN 10 S I I
Tetraciclinas
Tetraciclina TE 30 S S S
Quinolonas
Ciprofloxacina CIP5 S S S
S S S
Levofloxacina LEV 5
Inhibidores de la ruta de folato
S S S
Sulfametoxazol-trimetoprim SXT 1.25/23.75
Anfenicoles
Cloranfenicol C 30 S S S
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TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus mykiss)

ESPECIE
PERFILES DE AISLAMIENTOS P1 C N1 B M D
SUSCEPTIBILIDAD Aeromonas
ANTIMICROBIANA ESPECIE Aeromonas Bacillus s hydrophila Aeromonas Aeromonas | Aeromonas
BACTERIANA bestiarum P subsp. allosaccharophila | rivipollensis sobria
hydrophila
Clase de |Agente Abrewacmn y Criterio Interpretativo del didmetro de sensibilidad
o - . contenido del
antibidtico | antimicrobiano .
disco (ug)
Penicilinas y combinaciones de
betalactdmicos / inhibidores de betalactamasas
Amoxicilina-
acido S I I R R I
clavulanico AMC 20/10
Ampicilina-
sulbactam SAM 10/10 R S R R R R
Piperacilina- R s S | s S
Tazobactam TZP 100/10
Cefalosporinas
Cefazolina KZ 30 R S S R R S
Cefepima FEP 30 l R S l l S
Cefotaxima CTX 30 | R S | S S
Cefoxitina FOX 30 S l S R S l
Ceftazidima CAZ 30 S R S R S S
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Ceftriaxona CRO 30 R S
Cefuroxima
sodica R S
(parenteral) CXM 30
Carbapenems
Ertapanem ETP 10 S S
Imipenem IPM 10 S S
Meropenem MEM 10 S S
Monobactamicos
Aztreonam AZT30 R S
Aminoglucosidos
Amikacina AK 30 | S
Gentamicina CN 10 S S
Tetraciclinas
. S S
Tetraciclina TE 30
Quinolonas
Ciprofloxacina CIP5 S S
S S
Levofloxacina LEV 5
Inhibidores de la ruta de folato
Sulfametoxazol- S S
trimetoprima SXT 1.25/23.75
Anfenicoles
Cloranfenicol C 30 S S
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PERFILES DE
SUSCEPTIBILIDAD

ESPECIE

TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus mykiss)

ANTIMICROBIANA AISLAMIENTOS S1 36 S 30 0 U
ESPECIE Aeromonas Aeromonas Aeromonas Aeromonas | Aeromonas | Aeromonas
BACTERIANA |rivipollensis sobria allosaccharophila | rivipollensis sobria hydrophila
o Criterio Interpretativo del didmetro de sensibilidad
Abreviacion y
Clase de | Agente contenido del
antibiotico | antimicrobiano .
disco (ug)
Penicilinas y combinaciones de betalactdmicos
/ inhibidores de betalactamasas

Amoxicilina-
acido R R R R R R
clavulanico AMC 20/10
Ampicilina-
sulbactam SAM 10/10 R R R R R R
Piperacilina- S S R R R |
Tazobactam TZP 100/10

Cefalosporinas
Cefazolina KZ 30 R R R R R R
Cefepima FEP 30 S S S I R R
Cefotaxima CTX 30 S S | S R R
Cefoxitina FOX 30 S R S I R R
Ceftazidima CAZ 30 S | S R S R
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Ceftriaxona CRO 30 S S S S R R
Cefuroxima
sédica S S S S R R
(parenteral) CXM 30
Carbapenems
Ertapanem ETP 10 S S R R R R
Imipenem IPM 10 S S R R R R
Meropenem MEM 10 S S R R R R
Monobactamicos
‘ Aztreonam AZT30 S S S S R R
Aminoglucésidos
Amikacina AK 30 S I R S R S
Gentamicina CN 10 S S R S I S
Tetraciclinas
Tetraciclina TE 30 S S R S ! S
Quinolonas
Ciprofloxacina CIP5 S S S S S |
S S S S S |
Levofloxacina LEV 5
Inhibidores de la ruta de folato
Sulfametoxazol- R S S S S R
trimetoprima SXT 1.25/23.75
Anfenicoles
Cloranfenicol C 30 S S S S R R
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TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus mykiss)

ESPECIE
PERFILES DE
AISLAMIENTO
SUSCEPTIBILIDAD S Z1B 59 60 F1 Gl 13
ANTIMICROBIANA
ESPECIE Aeromon | Serratia Aeromonas Aeromonas Aeromonas Aeromonas hvdrophila
BACTERIANA | as sobria | fonticola | rivipollensis sp. rivipollensis ydrop
Criterio Interpretativo del didmetro de sensibilidad
Clase L,
Abreviacion y
de Agente i
o - . contenido del
antibioti | antimicrobiano .
disco (ug)
co
Penicilinas y combinaciones de
betalactamicos / inhibidores de
betalactamasas
Amoxicilina-
acido R R R R R R
clavulanico AMC 20/10
Ampicilina-
sulbactam SAM 10/10 R R R R R R
Piperacilina- R R R R R R
Tazobactam TZP 100/10
Cefalosporinas
Cefazolina KZ 30 R R R R R R
Cefepima FEP 30 R | | R [ S
Cefotaxima CTX 30 R S R R I S
Cefoxitina FOX 30 I R I R S S
Ceftazidima CAZ 30 R S R R [ S
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Ceftriaxona CRO 30 R I I S
Cefuroxima
sédica R S R S
(parenteral) CXM 30
Carbapenems
Ertapanem ETP 10 R R R R
Imipenem IPM 10 R R S R
Meropenem MEM 10 R R R R
Monobactamicos
‘ Aztreonam AZT30 R S [ S
Aminoglucésidos
Amikacina AK 30 R R R S
Gentamicina CN 10 R R R S
Tetraciclinas
Tetraciclina TE 30 R R R S
Quinolonas
aiilproﬂoxacm oS R R | S
R I S S
Levofloxacina LEV 5
Inhibidores de la ruta de folato
Sulfametoxaz
ol- R | | S
trimetoprima SXT 1.25/23.75
Anfenicoles
‘ Cloranfenicol C30 S | S S
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TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus mykiss)
ESPECIE
PERFILES DE
SUSCEPTIBILIDAD
ANTIMICROBIANA | AISLAMIENTOS 06 61 M6 A2 68 E5
Aeromonas Aeromonas
ESPECIE Aeromonas Aeromonas hydrophila | Aeromonas allosacchar Aeromonas
BACTERIANA sobria hydrophila subsp. aquatica obhila allosaccharophila
ranae P
Clase de Abreviacion y Criterio Interpretativo del diametro de sensibilidad
.. .~ | Agente ;

antibiotic - : contenido del

antimicrobiano .
o] disco (ug)
Penicilinas y combinaciones de betalactdmicos
/ inhibidores de betalactamasas

Amoxicilina-
acido I R R S R I
clavulanico AMC 20/10
Ampicilina-
sulbactam SAM 10/10 R R R R R R
Piperacilina- S S R | | R
Tazobactam TZP 100/10

Cefalosporinas
Cefazolina KZ 30 S R R R R l
Cefepima FEP 30 S R S S S S
Cefotaxima CTX 30 S R S S S S
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Cefoxitina FOX 30 S R R S S S
Ceftazidima CAZ 30 S R S S S S
Ceftriaxona CRO 30 S R S S S S
Cefuroxima
sadica S R S S S S
(parenteral) CXM 30
Carbapenems
Ertapanem ETP 10 S R R S I R
Imipenem IPM 10 | R R S R R
Meropenem MEM 10 S R R S I R
Monobactamicos
Aztreonam AZT30 S R S S S S
Aminoglucésidos
Amikacina AK 30 | S S S R R
Gentamicina CN 10 I S S S I R
Tetraciclinas
Tetraciclina TE 30 S S S S ! S
Quinolonas
Ciprofloxacina CIP5 S S S S S S
S S S S S S
Levofloxacina LEV 5
Inhibidores de la ruta de folato
Sulfametoxazol- S R S S S S
trimetoprima SXT 1.25/23.75
Anfenicoles
Cloranfenicol C 30 S R S S S S
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TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus mykiss)

ESPECIE
PERFILES DE
SUSCEPTIBILIDAD | AISLAMIENTOS D2 G2 71b T2 N2 02
ANTIMICROBIANA
ESPECIE Aeromonas Aeromonas Aeromonas Aeromonas | Aeromonas | Aeromonas
BACTERIANA media sobria allosaccharophila sobria hydrophila | hydrophila
Abreviacion y Criterio Interpretativo del didmetro de sensibilidad
Clase de | Agente i
antibiético | antimicrobiano cor_ltemdo del
disco (ug)
Penicilinas y combinaciones de betalactdmicos
/ inhibidores de betalactamasas
Amoxicilina-
acido R | R | R R
clavulanico AMC 20/10
Ampicilina-
sulbactam SAM 10/10 R R R R R R
Piperacilina- R S R S R |
Tazobactam TZP 100/10
Cefalosporinas
Cefazolina KZ 30 R S R S R R
Cefepima FEP 30 S S S S S S
Cefotaxima CTX 30 | I S S | R
Cefoxitina FOX 30 R S S S S S
Ceftazidima CAZ 30 S S S S S S
Ceftriaxona CRO 30 S S S S S I
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Cefuroxima ‘
sodica S S S
(parenteral) CXM 30
Carbapenems
Ertapanem ETP 10 | R R
Imipenem IPM 10 R R R
Meropenem MEM 10 | R R
Monobactamicos
Aztreonam AZT30 S S S
Aminoglucosidos
Amikacina AK 30 | R R
Gentamicina CN 10 | [ R
Tetraciclinas
Tetraciclina TE 30 ! S !
Quinolonas
Ciprofloxacina CIP5 S S S
S S S
Levofloxacina LEV 5
Inhibidores de la ruta de folato
Sulfametoxazol- S S S
trimetoprima SXT 1.25/23.75
Anfenicoles
Cloranfenicol C 30 S S S
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PERFILES DE
SUSCEPTIBILIDAD

ESPECIE

TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus mykiss)

AISLAMIENTOS L E ZA J1 u2 A3
ANTIMICROBIANA
ESPECIE Aeromonas Aeromonas | Aeromonas Aeromonas aﬁ:;gg%g?g Aeromonas
BACTERIANA | allosaccharophila sobria finlandiensis | allosaccharophila hila P sobria
o Criterio Interpretativo del didmetro de sensibilidad
Clase de Abreviacion y
o | Agente .
antibiodtic . . contenido del
antimicrobiano .
o] disco (ug)
Penicilinas y combinaciones de
betalactamicos / inhibidores de
betalactamasas

Amoxicilina-
acido R | R R R R
clavulanico AMC 20/10
Ampicilina-
sulbactam SAM 10/10 R R R R R R
Piperacilina- R IS R R R R
Tazobactam TZP 100/10

Cefalosporinas
Cefazolina KZ 30 R R | R R R
Cefepima FEP 30 S S S S R l
Cefotaxima CTX 30 S S S | R S
Cefoxitina FOX 30 I S S S S S
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Ceftazidima CAZ 30 S S S S
Ceftriaxona CRO 30 S S S S
Cefuroxima
sodica S S S S
(parenteral) CXM 30
Carbapenems
Ertapanem ETP 10 R S R R
Imipenem IPM 10 R S R R
Meropenem MEM 10 R S R R
Monobactamicos
Aztreonam AZT30 S S S S
Aminoglucésidos
Amikacina AK 30 R R I R
Gentamicina CN 10 R R I R
Tetraciclinas
Tetraciclina TE 30 S S S R
Quinolonas
Ciprofloxacina CIP5 ' S ' R
I S S I
Levofloxacina LEV 5
Inhibidores de la ruta de folato
Sulfametoxazol S S | S
-trimetoprima SXT 1.25/23.75
Anfenicoles
Cloranfenicol C 30 S S S S
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ANEXO 5. ANALISIS DE COSTOS PARA EL ESTABLECIMIENTO DE LA
FAGOTERAPIA

1) ANALISIS COMPARATIVO DEL COSTO DE LA FAGOTERAPIA Y LA
ANTIBIOTERAPIA

Debido a que fue factible el aislamiento de los bacteri6fagos candidatos para el
biocontrol de bacterias procedentes de la piscicultura, se realizo la estimacion de su
costo para su aplicacion en granjas piscicolas. Para lo cual se realiz6 el andlisis del
material de laboratorio necesario para llevar a cabo la amplificacion de los
bacteriofagos terapéuticos y contar con el volumen necesario para su administracion
en el agua. Este analisis se realiz6 considerando los precios de insumos al 22-11-
2022. Brevemente se considerd un estanque de 18m® con 4000 truchas de 100 g
cada una y respecto al volumen de la suspension de lo bacteriéfagos para aplicar se
tomé de referencia la investigacion de Imbeault et al., (2006), quienes administraron
100 ml de la solucién de bacteriéfagos para un acuario de 70 litros y proporcionaron
dos aplicaciones a concentraciones de 10°- 10'° UFP/ml. Se considerd concentrar la
suspensiéon de los bacteriéfagos a 10x, por lo que se necesitan 2.57 litros por
aplicacion en el estanque de 18 m®y dos aplicaciones por tratamiento de fagoterapia
resultd un total de $1882 por el tratamiento de un estanque (Tabla 10). Asimismo,
para comparar los costos de la fagoterapia vs terapia antibiética se hizo la estimacion
considerando la administracion de la Gentamicina, el cual es uno de los principales
antibioticos de eleccion para el tratamiento de infecciones por Aeromonas spp. en las
granjas piscicolas. Para la tasa de alimentacion de los organismos se tomé el 8% de
su biomasa y se consideré agregar el antibiético en el alimento con una aplicacion de
8 ml/ kg de alimento por 5 dias. Por lo cual se necesitan 3 frascos del antibiético con

500 ml cada uno, con un costo total de $1800.

En conclusion la estimacion de los costos de ambas terapias son similares. Como se

menciono anteriormente la fagoterapia representa numerosas ventajas ambientales y
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terapéuticas en comparacion al uso de antibiéticos, no obstante es necesario realizar

la evaluacion in vivo para determinar el costo exacto de la fagoterapia por estanque.

Tabla 1. Descripcion de cotizacion

Descripcion Cantidad Costo
*Caldo TSA (2X) 1 litro $152.72
Material de laboratorio general (filtros, cajas 1 lote $545
de petri, jeringa, puntas, cloroformo,
guantes)
3 enriquecimientos del bacteriéfago + 0.024 $ 3.67
bacteria en 8 ml TSA 2X litros
Volumen a preparar de la suspensién de 2.57 litros $392.72
bacteri6fagos para administrar en el
estanque
Subtotal $941.38
Numero de aplicaciones fagoterapia por 2 Total de
estanque (con base a Imbeault et al., 2006) tratamiento
por
estanque $
1,882.77

*Costo de referencia para los calculos del costo por volumen de caldo de TSA

requerido.
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2) PROYECCION DE COSTOS PARA LAS PRUEBAS DE CAMPO

Escalamiento de la produccion de bacteriéfagos y pruebas de efectividad in

vivo en ambientes controlados
Objetivos:
e General

Evaluacion de la efectividad de un céctel de bacteriéfagos contra la infeccién in vivo
con Aeromonas spp. en condiciones controladas en juveniles de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss).
e Especificos
1) Escalar la produccion de los bacteriéfagos individuales que conforman el coctel.

2) Determinar la dosis letal al 50% (LDsp) de la(s) cepa(s) de Aeromonas spp en

trucha arcoiris.

3) Evaluar el efecto protector del céctel de bacteriéfagos en una infeccién controlada

con Aeromonas spp. in vivo.

DISTRIBUCION GLOBAL MONTO

1.- Equipo $ 617,029.48
2.- Reactivos y suministros $ 198,345.00
3.- Experimentos in vivo $ 60,359.03
4.-Viaticos, colectas $ 32,136.00
5.-Salarios $ 522,000.00

TOTAL $ 1,429,869.50
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Equipo Unidades |Costo/unidad Costo
;/g(r)tgég;\aﬂme 2 velocidad 600 2.00| $ $
7,570.50 15,141.00
INCUBADORA CON AGITACION
modelo MOD. ECO-70B, MCA. $ $
ECOSHEL 1.00(129,110.50 129,110.50
Bomba de vacio para 21 litros 100! $ $
Marca rocker 17,482.64 17,482.64
Incubador con Agitacion orbital
modelo MaxQ6000 cat: 1.00
SHKEG6000 Marca  Thermo ' $ $
Scientific con accesorios 338,163.11 338,163.11
Bafilo de agua serie myBath de 1.00 $ $
4L de capacidad "7123,681.71 23,681.71
- - $ $
Refrigerador de 11 pies 1.00 8.343.00 8.343.00
$
Subtotal 531,921.96
$
Iva 85,107.51
$
Total 617,029.48
Experimentos in vivo Unidades |Costo/unidad Costo
$ $
Juveniles de trucha arco iris 700.00|20.60 14,420.00
Alimento balanceado (bulto de 25 $ $
kg) 14.00|1,133.00 15,862.00
Infraestructura para la
adecuacion de las unidades
experimentales y manejo de los $ $
peces 1.0020,600.00 20,600.00
$ $
Anestésico de los peces 1.00|1,030.00 1,030.00
Material de bioseguridad (2
tapetes desinfectantes, 3 pares
de botas impermeables,2 cloros
de 10 litros 4 geles
antibacteriales de 250 ml, 3 cajas
de guantes, 3 cajas de $ $
mascarillas quirdrgicas ambiderm 1.00|8,447.03 8,447.03
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$
Total 60,359.03
Viaticos, colectas Unidades |Costo/unidad Costo
Visita a la granja experimental
piloto (previo al experimento),
muestreo y viaticos durante la
evaluaciones para la
determinacion de la DLsy Yy
efectividad de fagoterapia en los $ $
retos. 24.00|643.75 15,450.00
$ $
Hospedaje y viaticos 12.00|1,287.50 15,450.00
Material de muestreo (bolsas de $ $
plastico, hielo, oxigeno) (Lote) 1.00]1,236.00 1,236.00
$
Total 32,136.00
5.-Salarios Meses Costo/unidad Costo
Laboratorista especializado
(andlisis microbioldgico, $ $
bacteri6fagos) 12.00|16,000.00 192,000.00
$ $
Asesoria cientifica 12.00|16,000.00 192,000.00
$ $
Técnico laboratorista 12.00|11,500.00 138,000.00
$
Total 522,000.00
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ANEXO 6. ARTICULO DE DIVULGACION

“El enemigo de mi enemigo es... Un virus que ataca a las bacterias: los

bacteriofagos”
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" Biologfa molecular:
disciplina cientifica
que estudia las
funciones de la
célula a partir de las
moléculas que la
componen.

Revista Digital Universitaria
Vol. 22, NUm. 4, julio-agosto 2021

El enemigo de mi enemigo es... Un virus que ataca

a las bacterias: los bacteriéfagos

Maria Anel Fuentes Valencia, Adriana Carolina Gil Correa, Carlos
Antonio Martinez Palacios, Victor Manuel Baizabal Aguirre y
Juan José Valdez Alarcon

Resumen

Los virus son particulas que infectan a todas las formas de vida. Los virus bacteriéfagos, que infectan
bacterias, fueron descubiertos antes que los antibidticos. A pesar de su tamafio pequefio, han
contribuido al desarrollo cientifico desde hace décadas, como en el descubrimiento de numerosas
enzimas con aplicaciones en la biologla molecular’. En este trabajo se analizaran aspectos generales
de la biologia de los virus bacteriéfagos, su contribucién a la salud y se presentaran algunos casos
exitosos de la terapia antimicrobiana usando bacteriéfagos en humanos y animales. Aunque la terapia
con bacteriéfagos no cuenta con autorizacion para su uso global, ya existen formulaciones comerciales
de bacteriéfagos para la industria alimentaria. Se describira el arma principal de los bacterioéfagos, la
endolisina, enzima que “revienta” a las bacterias. Las endolisinas se consideran una alternativa mas
segura que los bacteriofagos, al carecer de material genético. Los bacteriéfagos vy las endolisinas tienen
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de vacunas, de fantasmas bacterianos, o en la deteccion diagndstica de bacterias patdgenas.
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Introduccion

Al escuchar la palabra “virus” reaccionamos con temor debido a las experiencias
recientes por la pandemia causada por el coronavirus sars-CoV-2. El significado
de la palabra virus proviene del latin que significa veneno o ponzofia. Los virus
infectanalosanimales, plantas, hongosyalasbacterias. Los bacteriofagos, también
llamados fagos, son un tipo de virus, y son particulas formadas por moléculas
de acido desoxirribonucleico (abn) o acido ribonucleico (arn) y protefnas. Ellos
infectan exclusivamente a las bacterias y son sus enemigos naturales. Los virus
bacteridfagos son parasitos, que secuestran y utilizan los componentes de la
célula para reproducirse (Salmond y Fineran, 2015).

Un descubrimiento “viral”

Los bacteriofagos fueron descubiertos, antes que los antibidticos, de manera
independiente por Frederick Twort en 1915y Félix d'Hérelle en 1917 (Salmond y
Fineran, 2015). Su descubrimiento se considera uno de los mas importantes en
la historia moderna de la investigacion biomédica, ya que fueron considerados
como una herramienta muy prometedora contra las infecciones bacterianas. Félix
d'Hérelle, en 1919, en Parfis, fue el primer cientifico en administrar bacteriéfagos
por via oral a nifios con diarrea ocasionada por una infeccion con la bacteria
Shigella dysenteriage. Los nifios se recuperaron en 24 horas (Sulakvelidze y Kutter,
2005). No obstante, con el descubrimiento de la peniciling, el primer antibidtico,
por Sir Alexander Fleming en 1928, los bacteriéfagos quedaron relegados a un
segundo plano.
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Figura 1. Familias de
bacteriéfagos y sus
representantes. A. Clasificacion
de bacteriofagos de acuerdo
con la forma de su capsula'y

al tipo de acido nucléico (aon o
ARN). B. Bacteriéfago préximo

a unirse a la superficie de una
célula. C. Médulo lunar sobre la
superficie de la luna. El “cuello”
del bacteriéfagos es un canal
por el que el AbN O ARN Se inyecta
en la bacteria, semejante al
tunel de salida del médulo lunar
por donde desembarcan los
astronautas.
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Conociendo al enemigo intimo de las bacterias

Los bacteriéfagos, como todos los virus, estan compuestos por una cubierta
protectora de proteina llamada capside, que asemeja a una capsula de alunizaje,
como laquellevo alhombre alaluna (ver figura 1). Dentro contiene material genético,
que puede ser acido desoxirribonucléico (apn) o acido ribonucleico (arn). Los
bacteridfagos se clasifican con base en la forma de su capside (si tienen cola, si la
capside presenta formas variadas, o si es filamentosa o poliédrica; ver figura 1).

A
Grupo | {cdADN) | {[cdADN) | (cdADN) Il (csADN) IV (csARN)
Orden Caudovirales Caudovirales Caudovirales
Familia Myoviridae  Siphoviridae  Podoviridae Inoviridae Leviviridae
Bact:ell“igago FagoT4 Fagoh FagoT7 FagoM13 FagoMS2 ' ’
; cd: cadena doble, cs: cadena sencilla l

Los bacteriofagos miden entre 50 y 200 nm (1 nm = 1 mil millonésima parte de
un metro) (Richter et al., 2018) y solo pueden ser visibles con un microscopio
electronico. Son las entidades biologicas mas abundantes en la Tierra, superando
10 veces el numero de bacterias en algunos ecosistemas (Dion et al., 2020).
Los bacteriofagos son abundantes en el medio acuatico, suelo, plantas y en los
animales. En los humanos, los fagos se pueden encontrar en la piel, la boca,
el estdmago y el intestino, donde se han encontrado hasta 100 millones de
particulas virales por ml de filtrados fecales (Hoyles et al., 2014).

¢Como infectan los bacteriéfagos a las bacterias?

Los bacteriofagos reconocen de manera muy especifica a las bacterias que
invadiran. Para ello, se adhieren a la superficie bacteriana e inyectan su material
genético dentro de la célula. Si el material genético del fago se combina con el
material genético de la bacteria anfitriona, se le llama profago; en este caso,
ambos se pueden replicar simultaneamente y la bacteria no es destruida, lo que
se conoce como el ciclo de vida lisogénico del fago (Melo et al., 2020). En el caso
de los fagos liticos, en cambio, al inyectar su material genético, éste es leido e
interpretado por la bacteria para producir mas moléculas de abN 0 ArN del fago,
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proteinas de la capside y una enzima llamada endolisina, que, en cuestion de
minutos a horas, destruye a sus anfitriones, para liberar miles de bacteridfagos
(ver figura 2). Este ciclo litico se repite hasta que se agotan las bacterias por
secuestrar. Los fagos liticos se consideran idoneos para el control de
enfermedades de origen bacteriano (Melo et al., 2020).

Bacteridfago
Bacteriahospedera
RECONOCIMIENTO .
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Figura 2. Ciclos de vida de los
bacteriéfagos.

" Vector molecular. El material
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Los bacteriéfagos y el avance de la biologia molecular

El estudio de los bacteridfagos contribuyd al conocimiento de la biologia molecular.
Hershey y Chase, en 1952, al estudiar un bacteridfago, demostraron que los
genes estaban hechos de acidos nucleicos. De la interaccion entre bacteria y
bacteridfago se descubrieron varias enzimas. Entre ellas las enzimas de restriccion,
que las bacterias utilizan como “tijeras moleculares”, para cortar el apn del virus
infectante; la ligasa, que actla como “pegamento molecular”. De igual manera, el
material genético de un bacteridfago se ha usado como vector molecular?.

Dichas herramientas tienen diferentes aplicaciones en la biologia molecular, la
ingenieria genética? y la biotecnologfa. Por ejemplo, la Arn polimerasa y la ribonucleasa
H de bacteri¢fagos de Escherichia coli se usan como herramientas en biologfa sintética?,
y en un futuro podrian utilizarse para nanodispositivos y en la construccion de los
genomas para células artificiales que realicen funciones Utiles para la humanidad (Kim
y Winfre, 2011). Asimismo, una de las herramientas de edicion genética mas recientes
y versatiles, crispr-Cas?, deriva de un mecanismo de defensa bacteriano contra los
bacteriéfagos, y permite la ingenierfa genética in vivo en bacterias y células mas
complejas, como las de mamiferos o plantas (Mei et al., 2016).




° Bacteriostatico: antibiético que
retrasa o impide el crecimiento de
una bacteria, pero no las mata.

6 Terapia activa, una vez
administrada su efecto es
duradero.
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Terapias con bacteriéfagos

Un proverbio arabe dice: “el enemigo de mi enemigo es mi amigo”. Por ello, como
los bacteriofagos destruyen a las bacterias que nos atacany enferman, entonces,
son nuestros aliados. En este sentido, el interés en el uso de los bacteridfagos
para el control de enfermedades es cada vez mayor, principalmente debido al
incremento de las bacterias resistentes a varios tipos de antibidticos, las llamadas
superbacterias, cada vez mas dificiles de combatir. Las superbacterias son un
problema de salud publica urgente, ya que cada vez hay menos antibioticos
nuevos y efectivos. Los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades
estiman 2.8 millones de infecciones por superbacterias en los Estados Unidos,
que cada afio causan mas de 35,000 muertes (Centers for Disease Control and
Prevention [coc], 2020). También la Organizacion Mundial de la Salud (owms) alerta
de laimportancia en el incremento de las superbacterias, por lo que actualmente
establece politicas y estrategias de control bajo el enfoque integral de “Una
Salud”, que considera la salud humana, animal, vegetal y el ambiente (ows, 2020).

La terapia de bacteridfagos, que utiliza fagos para tratar las infecciones
bacterianas, existe desde el siglo pasado y presenta numerosas ventajas en
comparacion con la terapia con antibidticos (Melo et al., 2020):

1) Los bacteridfagos son abundantes en la naturaleza y de bajo costo: un
solo bacteridfago puede aniquilar a un numero elevado de bacterias.

2) Los bacteriofagos liticos destruyen por completo a las bacterias, a

diferencia de los antibidticos bacteriostaticos®, que dificultan la
reproduccion de las bacterias, pero no las eliminan.

3) Los bacteriofagos son muy especificos. Infectan Unicamente a su
bacteria hospedera, dejando intactas a otras bacterias benéficas.
Ademas, no infectan a los humanos, animales o plantas.

4)Esunaterapia activa®, una sola dosis es suficiente para el control de lainfeccion
bacteriana. Mientras existan bacterias, los bacteridfagos continuaran
replicandose; una vez eliminadas, también dejaran de multiplicarse.

5) Los bacteriofagos pueden cambiar (mutar) para evadir las defensas
de las bacterias. Es posible usar mezclas (cocteles) de bacteriéfagos
para evitar el desarrollo de resistencia bacteriana.

6) Los bacteridfagos no causan alergias comolo hacen algunos antibioticos.

Bacteriofagos al rescate de la salud humana y animal

Durante 1950en Europa, Africayenlos Estados Unidos, se utilizaron preparaciones
preventivas y terapéuticas de bacteriofagos que fueron desplazadas por los
antibioticos en el mercado. Los bacteriofagos terapéuticos se administran en los
humanos a través diversas rutas: por aerosol, intravenosa, oral, rectal y topica,
para el tratamiento de diversas infecciones bacterianas (Melo et al., 2020).
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Los bacteridfagos son muy seguros, dado que hemos estado expuestos
a ellos desde que estuvimos en el Utero y hemos desarrollado tolerancia a su
presencia. Existen ensayos clinicos y casos de éxito de la fagoterapia, sobre todo
en Europa (Sulakvelidze y Kutter, 2005). A pesar de su éxito, ningun bacteriéfago
cuenta con aprobacion para su uso terapéutico en humanos, aunque algunos
productos terapéuticos con base en bacteriéfagos cuentan con autorizacion por
la Union Europea para aplicarse en las granjas avicolas. A la fecha sélo algunas
formulaciones de bacteridfagos en la industria alimentaria humana se autorizan
por la Agencia Federal de Medicamentos y Alimentos (rpa) de los Estados Unidos,
quien los considera como “generalmente seguros”.

Existen casos, cientificamente documentados, de terapia con bacteriofagos
exitosaenloshumanos. Thomas Patterson, un paciente diabético con pancreatitis
infecciosa por Acinetobacter baumannii con multirresistencia a los antibioticos,
recibio unaterapia personalizada, un coctel de nueve bacteridfagos con potencial
destructor, administrado en las cavidades de los abscesos. Después de dicho
tratamiento el paciente recuper¢ su salud, sin presentar efectos negativos a
causa de la terapia con bacteridfagos (Schooley et al., 2017). Otro caso es el de
Isabelle Camell-Holdaway, una adolescente de 15 afios con fibrosis quistica, una
enfermedad genética que afecta la funcion pulmonar. Al mes de someterse a
un trasplante de pulmones presenté una infeccion en todo el cuerpo con llagas
ocasionadas por Mycobacterium abscessus. A pesar de que los médicos estimaron
una sobrevivencia nula, la administracion de un coctel de bacteriéfagos mejord
notablemente la salud de la joven, incluso las heridas abiertas lograron cerrarse
(Dedrick et al., 2019). Asimismo, los bacteridfagos rescatan la salud de animales
terrestres y acuaticos. Algunos casos de éxito se observan en la tabla 1.

Organismo/ Bacteriéfago  Patégeno Aplicacion
producto resultados
alimenticio
Topica.
Redujo las
Medicina Perros Coctel de 6 Pseudomonas | bacterias a las Hawkins et
veterinaria bacteriéfagos | aeruginosa 48 h. al., 2010

Primer informe
de terapia con
bacteriéfagos.*

Inyeccién
intramuscular. Kim et al.,
Medicina Truchas arco | PAS-1 Aeromonas Increment? la 2013
veterinaria | iris salmonicida superviviencia de
los peces.
Ausencia de
lesiones externas.

La deteccion

Tabla 1. Ejemplos de molecular de los | Sergueev et
aplicaciones de los bacteri6fagos Diagndéstico - Humano QA1122y Yersinia pestis  bacteriéfagos al, 2015
en la salud humanay animal. clinico L-413C permitié una
*Bajo la legislacion Europea identificacion

bacteriana rapida.




Tabla 2. Ejemplos de
aplicaciones de las endolisinas.
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Bioadsorbentes Anany et al.,
Inocuidad Carne cruda | Céctelde 3 Listeria en membranas de | 2011
alimentaria |y cocinada bacteriéfagos | monocytogenes | celulosa en carne
para cada y Escherichia contaminada
bacteria coli O157:H7 | Biocontrol
eficiente
bacteriano

Las armas virales: las endolisinas y sus aplicaciones

Los bacteridfagos producen holinas (proteinas formadoras de poro), que
permiten la salida de las endolisinas, enzimas que degradan la pared celular
bacteriana (Gondil et al, 2020; ver figura 2). Las endolisinas se consideran
enzibiodticos (enzimas con actividad antibidtica) con potencial para el tratamiento
de infecciones bacterianas multirresistentes. Ya que son de naturaleza proteica,
las endolisinas se consideran aln mas seguras que los bacteridfagos al estar
libres de material genético (Gondil et al., 2020). Hasta el momento no se ha
identificado desarrollo de resistencia bacteriana a ellas, debido a que las
moléculas que degradan poseen estructuras que practicamente no cambian.
Las endolisinas tienen un espectro de accion mas amplio que los bacteridfagos,
lo cual las hace mas atractivas como farmacos. Existen investigaciones sobre la
actividad antimicrobiana de las endolisinas con diversas aplicaciones (ver tabla
2), pero aun no existen farmacos comerciales basados en endolisinas.

Organismo

/ producto Endolisina
alimenticio

Patégeno Aplicaciény

resultados

In vitro resultd ser un
biocontrol efectivo
para bacterias
Gram-y Gram+.
Ausencia de efectos
citotdxicos en las
células humanas
Inyeccién
intraperitoneal
protegié a ratones
con infeccién por A.
baumanii

LysSS
Células (endolisina
pulmonares | de
humanasy bacteriéfago
ratones 'S
Salmonella
enterica)

Kim et al,
2020

Acinetobacter
baumannii, P.
aeruginosa,
Staphylococcus
aureus,
enterobacterias

Medicina
humanay
veterinaria

Tecnologia genética
Lisozima del | Erwinia Las plantas con el
Bacteri¢fago | carotovora gen de la lisozima
T4 fueron resistentes
a la infeccién
bacteriana.

Planta de
papa
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Las endolisinas son Utiles para el control de las biopeliculas (acumulaciones de
bacterias que secretan moléculas que las protegen y que dificultan la efectividad
de los antibidticos; Love et al, 2018). Las endolisinas también se emplean
para la desinfeccion de equipo hospitalario, y la elaboracién y empaque de
alimentos (Barrera et al.,, 2015). Dichas proteinas tienen un potencial importante
en la industria alimentaria como aditivos antimicrobianos o de ser producidas
por bacterias acido lacticas modificadas, en procesos de fermentacion. La
endolisinas también tienen potencial de aplicacion para el control de infecciones
bacterianas en diversos sectores productivos, tal como el agropecuario y el
acuicola (Zdunczyky Janowski, 2020; Zermeno et al., 2018).

Los bacteriéfagos también son utiles de otras maneras

Utilizando solamente las proteinas de la capside del bacteridfago se construyen
las particulas tipo virus (vips, por sus siglas delinglés Viral Like Particles), las cuales
sirven para el disefio de vacunas contra infecciones virales. Las vips carecen de
material genético para producir una infeccion, por lo que se consideran una
estrategia segura para la induccion de anticuerpos neutralizantes, por ejemplo,
contra la influenza. En esta vacuna, modificaron un bacteridfago filamentoso
de E. coli y le insertaron una proteina del virus de influenza. El bacteridfago
genero respuesta inmunoldgica protectora, en modelos animales, contra una
dosis letal del virus de la influenza (Deng et al., 2015). De una manera similar, las
vips derivadas de los bacteridfagos de cola se emplean para la generacion de
vacunas para enfermedades no infecciosas (canceres de mama, pulmon, higado,
prostata y de piel).

Las endolisinas se utilizan para generar los llamados fantasmas bacterianos
(Bacterial Ghosts o Bas, en inglés), células bacterianas que perdieron su
contenido celular, guedando solamente la envoltura celular. La endolisina E del
bacteriofago PhiX174 ocasiona la lisis celular de la bacteria en la que se produce,
y una nucleasa procedente de Staphylococcus aureus (sNnuc) degrada el abn para
garantizar que los ses estan libres de acidos nucleicos. Los BGS se utilizan como
sustitutos de las vacunas atenuadas por calor o inactivadas por tratamientos
quimicos; a diferencia de éstos, conservan la estructura tridimensional de sus
proteinas lo que mejora su eficiencia como vacunas (Barrera et al., 2015). Con
los BGs se han inmunizado a distintos modelos animales contra las bacterias:
Vibrio cholerae, Klebsiella pneumoniae y Salmonella enterica. Los BGS se pueden
emplear como micro-biorreactores para realizar reacciones enzimaticas, como
transportadores de plaguicidas contra patégenos de plantas y en la entrega
de medicamentos en la terapia antitumoral. Lo anterior permite una mayor
especificidad hacia las células tumorales y una reduccion en la cantidad de
medicamento por aplicacion (Hajam et al., 2017). Los bacteridéfagos también
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se utilizan para el envio de genes reporteros a las bacterias y asi generar un
sistema para la deteccion de bacterias como E. coli, Listeria monocytogenes, S.
Typhimurium, Yersinia pestis y Bacillus anthracis (Bardy et al., 2016).

Asi, los bacteridfagos y las endolisinas son Utiles para la deteccion rapida
de las bacterias (Bai et al., 2016), y, por su especificidad para unirse a ellas, se
pueden utilizar como biosondas, que presentan ventajas en comparacion con
los anticuerpos: replicacion en gran nimero a un bajo costo y estabilidad ante
condiciones desfavorables -variaciones en el pH, temperatura y salinidad (Bardy
et al, 2016)-. Para la deteccidon bacteriana, se utilizan también los dominios
de union de la pared celular bacteriana (cep) de las endolisinas, debido a su
union especifica con el huésped. Los cep podrian ser candidatos potenciales
para reemplazar los anticuerpos en la deteccion rapida y la determinacion de la
concentracion de patégenos, ya que presentan una especificidad mayor y son
mas econémicos (Bai et al., 2016).

Conclusiones

En nuestra historia, en un planeta lleno de virus, dentro de los cuales los
bacteridfagos predominan y nos continuaran sorprendiendo, su estudio ha
representado grandes avances para el desarrollo cientifico, particularmente para
la biotecnologia molecular y la biomedicina. La investigacion de los bacteridfagos
liticos nos permitira emplearlos como nuestros aliados ante la guerra microbiana
y enlamejora de los sectores productivos. En esta época post-antibidtica, el futuro
de la terapia con bacteridfagos y sus endolisinas parece ser prometedor y versatil.
No obstante, aln se requiere de investigacion clinica que consolide finalmente
la terapia con bacteridfagos. Ademas, éstos se consideran una tecnologia verde,
amigable con el medio ambiente y presentan otras cualidades que aun nos queda
por explotar para el rescate de la salud humana, animal y vegetal.
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