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RESUMEN

La acuicultura contribuye con mas de la mitad de la produccion de peces y
mariscos para el consumo humano y es la actividad de mayor crecimiento en el sector
alimenticio a nivel global. En 2010, esta industria aporté 17 % del suministro mundial
de proteinas de origen animal, siendo la tilapia el segundo pez mas cultivado
geograficamente. Sin embargo, esta actividad frecuentemente se ve afectada por la
presencia de enfermedades infecciosas. Estas enfermedades se presentan debido a
la interaccion de factores como las condiciones ambientales, el manejo, la presencia
de patogenos, genética y deficiencias nutricionales e inmunologicas de los
organismos cultivados. Trabajos en México que han reportado especies de bacterias
como Aeromonas spp., Francisella spp., Plesiomonas spp. y Streptococcus spp.
indican una relacion entre las actividades acuicolas intensificadas en México y la
aparicion de nuevas enfermedades. Debido a que el estado de Guerrero carece de
estudios sobre la actividad acuicola, se planteo6 el objetivo de identificar los patdégenos
bacterianos presentes en el cultivo de tilapia en la presa de El Gallo en el estado de
Guerrero, donde se realizaron dos muestreos (octubre de 2017 y octubre de 2019)
para aislar e identificar las bacterias patdgenas presentes en el tejido de tilapia. En
los muestreos se colectaron seis y cinco organismos respectivamente que
presentaban signos de enfermedad. Se utilizaron Agar Sangre y TSA donde se
sembraron muestras de distintos 6rganos. Los peces mostraban nado erratico,
letargia, exoftalmia, ulceras, descamacion, erosidn en aletas, ascitis y organos
friables. En el primer muestreo se identificoO a Streptococcus agalactiae, S. iniae y
bacterias pertenecientes a los géneros Vibrio sp. y Aeromonas sp. Del segundo
muestreo se obtuvieron 13 colonias Gram positivas, presuntivas de Streptococcus sp.
Fueron preservadas en caldo BHI con glicerol al 20% y congeladas a -80 °C.

Palabras clave: Acuicultura, enfermedades infecciosas, sistemas de produccion,
patologias.
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ABSTRACT

Aquaculture contributes with more than half of the production of fish and shellfish for
human consumption and is the fastest growing activity in the food sector. In 2010,
this industry contributed 17% of the world supply of proteins of animal origin, with
tilapia being the second most cultivated fish geographically. However, this activity is
frequently affected by the presence of infectious diseases. These diseases occur
due to the interaction of factors such as environmental conditions, management, the
presence of pathogens, genetics and nutritional and immunological deficiencies of
the cultured organisms. Studies in Mexico have reported species of bacteria such
as Aeromonas spp., Francisella spp., Plesiomonas spp. and Streptococcus spp.
indicating a relationship between intensified aquaculture activities in Mexico and the
appearance of new diseases. Because the state of Guerrero lacks of studies on
aquaculture activity, the main objective of the present study was to identify the
bacterial pathogens in the tilapia cultured in the El Gallo dam in the state of Guerrero,
where two samplings were carried out (October, 2017 and October 2019) to isolate
and identify pathogenic bacteria present in tilapia tissue. In the samplings, six and
five organisms showing signs of disease were collected respectively. Blood Agar
and TSA were used where samples of different organs were plated. The fish showed
erratic swimming, lethargy, exophthalmia, ulcers, desquamation, fin erosion, ascites
and friable organs. In the first sampling, Streptococcus agalactiae, S. iniae and
bacteria belonging to the genera Vibrio sp. and Aeromonas sp. From the second
sampling, 13 Gram positive colonies were obtained, presumptive of Streptococcus
sp. They were preserved in BHI with 20% glycerol and frozen at -80 °C.
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1. INTRODUCCION

El consumo de alimentos provenientes de la acuicultura ha aumentado en las
ultimas décadas, esto debido a la necesidad de satisfacer la demanda de la
creciente poblacion humana y al incremento en la preferencia por fuentes
saludables de proteina animal. Se estima que en 2018 la produccion mundial de
pescado alcanzé unas 179 millones de toneladas de las cuales 156, se destinaron
al consumo humano, mientras que los 22 millones de toneladas restantes se
destinaron a usos no alimentarios, principalmente para la produccién de harina y
aceite de pescado. En dicho afo, la acuicultura represento el 46% de la produccion

total y el 52% del pescado para consumo humano (FAO 2020).

Dentro de los productos de la acuicultura que comunmente se cultivan
destaca la tilapia, el sector de especies de peces mas cultivado geograficamente,
que continua creciendo en volumen, con una produccion de 6.5 millones de
toneladas métricas globales (Tveteras et al., 2019). En México en 2019, este sector
se posiciono en el primer lugar de produccion acuicola (37 %), seguido del camaréon

(36 %), ostion (11.3 %), y carpa (7.6 %) (CONAPESCA, 2019).

Derivado de este crecimiento en la produccion acuicola, el desarrollo de la
acuicultura manifiesta problemas como enfermedades infecciosas que representan
pérdidas cuantiosas en la produccion (FAO, 2006; Noga, 2010). En el caso del
sector de la tilapia alrededor de 300,000 toneladas métricas, solo debido a

infecciones por Streptococcus spp. (Tveteras et al., 2019). En México, la produccién
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acuicola esta sujeta a la incidencia de enfermedades masivas, asi como a la

competencia del mercado internacional (Campos et al., 2016).

La enfermedad es el resultado de una interaccién compleja entre el huésped,
el patogeno y los factores estresantes externos, como cambios en el ambiente, mala
higiene y estrés (Austin y Austin, 2016). Ademas, es relevante enfatizar que las
enfermedades infecciosas no son necesariamente causadas por un solo taxon
bacteriano, ya que puede haber interacciones entre dos o0 mas bacterias e incluso

entre bacterias y virus en las llamadas coinfecciones (FAO, 2011).

Las enfermedades infecciosas en los sistemas de produccidén de tilapia
generalmente se encuentran asociadas a una mala calidad del agua, debida a una
sobre carga del sistema de produccion y a la presencia de organismos microbianos
patogenos (Leal et al. 2009). Uno de los vectores de microorganismos patégenos
en cultivo de jaulas flotantes de tilapia es el aporte de aguas sin tratamiento, la re-
suspension de la comunidad bacteriana del sedimento y la falta de buenas practicas
de produccion acuicola en el manejo del sistema de produccion, particularmente por
un deficiente protocolo de produccion (Moscoso et al. 1992). Esto provoca el
desarrollo de enfermedades fatales como: estreptococosis, predominantemente
causada por la infeccion de Streptococcus agalactiae, Streptococcus iniae y
Lactococcus garviae, flavobacteriosis causada por Flavobacterium columnare,
francisellosis causada por Francisella orientalis y otros agentes como Aeromonas
spp., Pleisomonas spp. Pseudomonas spp. y Edwardsiella spp. que prevalece en

las regiones templadas y tropicales (Woo et al., 2002; Brudeseth et al., 2013).
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El indicador de contaminacién fecal comunmente utilizado es Escherichia coli
(Prescot y Harley, 2002), si bien este es de relevancia para la salud publica, pero
no esta reconocida como agente etiologico de enfermedades en tilapia. Por esta
razon, los estudios de sanidad animal en la acuicultura se han centrado en el
monitoreo de agentes causales de enfermedades infecciosas en los peces, mas que
en los indicadores de contaminacion fecal en agua. Dichos estudios se enfocan a la
microbiota de peces silvestres y bajo algun sistema de cultivo, ya que la posibilidad
de presentar una patologia ocasionada por bacterias infecto-contagiosas aumenta
considerablemente cuando estos animales pasan a un estado de estrés (Leal et al.

2009).

Derivado de dicha situacion y centrandose en que la presa de El Gallo carece
de estudios de proyeccion de la actividad acuicola, se considera que es necesario
caracterizar a la comunidad microbiolégica patogena (patobioma), para generar un
programa de buenas practicas de produccion acuicola, que permita la prevencion y

el control de enfermedades relacionadas con la presencia de bacterias patégenas.
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2. JUSTIFICACION

En los sistemas de produccion de peces, las bacterias son organismos
patdgenos causantes de enfermedades y pérdidas en la produccién, por lo cual se
necesita caracterizar a la comunidad microbioldgica patogénica de la presa El Gallo,
para generar un programa de prevencion y control de enfermedades relacionadas

con la presencia de éstas.
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3. ANTECEDENTES

La acuicultura es la industria alimenticia que proporciona casi la mitad de la
produccion mundial acuicola para la alimentaciéon humana (FAO, 2014). En 2016, la
produccion mundial de la acuicultura, incluidas las plantas acuaticas, aportdé 110.2
millones de toneladas (FAO, 2018). Los productos de la acuicultura son una valiosa
fuente de alimento en los paises en desarrollo, los cuales producen mas del 75 %
del producto que se consume a nivel global. Los recursos del planeta son limitados
y la acuicultura se perfila como una opcion para expandir el suministro de proteina
animal. Las especies cultivadas son similares en la eficiencia de conversion
alimenticia a las aves y mucho mas eficientes que la carne de res. Ademas, debido
a que el sector de la acuicultura es relativamente joven en comparacion con
sectores como la ganaderia, ofrece un gran margen para la innovacién técnica y

para aumentar aun mas la eficiencia de los recursos (WRI, 2014).

El crecimiento acelerado y no planeado de la acuicultura puede derivar en
situaciones que pueden impactar negativamente al ambiente, como la incorporacion
de fosforo y nitrogeno por medio del alimento no consumido y heces (FAO, 2014).
Ademas, la presencia de enfermedades bacterianas puede también indirectamente
aportar en este sentido si los productores afectados hacen un indiscriminado uso de

antibidticos (Buschmann y Fortt, 2005).

En la industria acuicola, las enfermedades se presentan debido a la
interaccion de los factores ambientales, de manejo, presencia de patdgenos y

deficientes condiciones nutricionales e inmunoldgicas de los organismos cultivados.

Angela Castro Ortiz PIMCB Produccién y Salud Animal 14



Bacterias Patogenas en Tilapia (Oreochromis niloticus) UMSNH

Por lo tanto, es importante mantener el equilibrio de dichas variables para minimizar

la probabilidad de aparicion de padecimientos (FAO, 2011).

Diversos trabajos han reportado brotes de enfermedades en cultivos de

tilapia alrededor del mundo.

En Arabia Saudita se evalud la microbiota nativa en el agua de estanques
salobres, en sedimento, asi como en intestinos y branquias de tilapia sana cultivada
y se encontraron 19 especies bacterianas como Aeromonas hydrophila,
Pseudomonas spp., Shewanella spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp. y
varias especies del género Vibrio. Asi mismo se determiné que las bacterias del
agua y del sedimento influyeron en la composicidén bacteriana de las branquias y de
los intestinos de las tilapias. Las especies bacterianas predominantes fueron del
género Vibrio como V. parahaemolyticus, V. carchariae, V. alginolyticus, V.
vulnificus y otros como Chryseomonas spp. y Streptococcus sp. en todas las
poblaciones, con excepcion de la poblacion de sedimentos donde Streptococcus sp.

fue reemplazado por Shewanella putrefaciens (Al-Harbi y Uddin, 2005).

En Malasia se reportdé mayor numero de especies de bacterias Gram-
positivas, con predominio de aislamientos de Streptococcus agalactiae, seguido de
Lactococcus lactis y Micrococcus sp. Dentro de la calidad del agua, la temperatura
y el amoniaco se asociaron como los parametros mas significativos a la presencia

de bacterias (Ismail et al. 2016).

La franciselosis es una enfermedad emergente en tilapia (Oreochormis spp.),

la cual es causada por la bacteria Francisella orientalis que esta presente en varios
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paises donde el cultivo de tilapia es comercialmente importante (Ramirez-Paredes
et al. 2020). En Inglaterra, Reino Unido, se muestrearon granjas de tilapia nilotica
en Lincolnshire donde se detectd a Francisella orientalis como agente causal de
enfermedades. La patologia macroscopica mostrada por peces enfermos incluia
erosion de las aletas, pérdida de escamas, piel palida y branquias blancas. La
mayoria de los 6rganos internos estaban agrandados y eran hemorragicos o
palidos. La mayoria de los peces presentaban nodulos blancos en el bazo, rifion e
higado. La PCR especifica del género Francisella confirmd la presencia de la
bacteria en los tejidos de los peces (Ramirez-Paredes et al. 2017). Recientemente,
se ha informado del aislamiento de nuevas cepas de F. orientalis en Asia (Pulpipat
et al. 2019) y América Latina en coinfeccion con Streptococcus agalactiae (Assis et

al. 2017)

En Ghana, la mayor parte de produccion de tilapia se centra en el lago Volta,
la cual es actualmente baja debido a tasas de mortalidad de mas del 50%. De varias
granjas se tomaron muestras del cerebro, higado, rifidn y bazo usando hisopos
estériles y se incubaron en Agar TSA a temperatura ambiente (28 -30 °C). Los
aislados obtenidos se identificaron con pruebas fenotipicas y con secuenciacion
parcial del gen 16S rRNA. Los signos clinicos predominantes fueron la pérdida de
equilibrio, asociada a la natacién en espiral, indicativo de una enfermedad que
afacta al sistema nervioso. El principal patégeno bacteriano aislado en todas las
granjas fue S. agalactiae, uno solo aislamiento de S. iniae, asi como Flavobacterium
columnare y Aeromonas spp. Se destaca la importancia de implementar medidas

de control de enfermedades en el pais, lo que incluiria la deteccion de patégenos y
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limitar el movimiento de peces y equipo entre granjas para reducir la propagacion

de patogenos (Verner-Jeffreys et al. 2018).

Perera et al. (1994) y Bowser et al. (1998) reportaron que en Estados Unidos
se ha identificado a Streptococcus iniae como el patbgeno mas importante que

afecta a los cultivos de tilapia.

En Colombia se obtuvieron distintos aislamientos obtenidos de varias
regiones del pais donde se demostré un 98% de afinidad con S. agalactiae. Se
evaluaron aislamiento de tejido, de agua y fango de los sitios de cultivo utilizando
técnicas microbiologicas, inmunoperoxidasa indirecta y PCR especificas la
identificacion de S. agalactiae. Los resultados del estudio demostraron que, hasta
la fecha de dicho reporte, en Colombia unicamente se ha identificado la especie S.
agalactiae causando infeccién en tilapia. No se ha reportado que otras especies de
Streptcococcus como S. iniae y otros Gram-positivos causen estreptococosis en

Colombia (Jiménez et al. 2007).

Marcusso et al (2015) determinaron la frecuencia de aislamiento e
identificacion de Streptococcus agalactiae en 6rganos diferentes de Oreochromis
niloticus infectados naturalmente, derivados de ocho granjas de peces en la region
norte del estado de Parana, Brasil, las cuales presentaban signos clinicos
caracteristicos de la enfermedad. Tomaron muestras de rifion, higado, bazo,
corazon y cerebro, las cuales se sembraron en medio solido de infusién de cerebro
y corazon (BHI) anadiendo 5% de sangre ovina y se incubaron a 29 grados °C

durante 7 dias. Se seleccionaron las colonias que fueran compatibles con
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Streptococcus spp. a partir de caracteristicas macroscopicas y microscopicas
(cocos Gram positivos) y se confirmaron mediante PCR. La secuenciacion de los
aislados se llevé a cabo utilizando el gen 16S rRNA. A partir de esto, las muestras
indicaron que todos los peces fueron positivos para la infeccion por S. agalactiae,
donde el aislamiento es mas comun en el cerebro, los riflones y el higado en orden
descendente. Ademas, recomiendan la investigacion bacteriolégica en estos
organos.

Estudios en México han determinado enfermedades bacterianas en tilapia
causadas principalmente por el género Aeromonas y Plesiomonas shigelloides
presentes en jaulas flotantes en las presas Adolfo Lopez Mateos, Sanalona y Dique

IV, en el estado de Sinaloa (Soto-Rodriguez et al. 2013).

Ortega et al. (2016) confirmaron la presencia de franciselosis en cultivos de
tilapia mexicana. Los peces productores presentaron una tasa de mortalidad de
aproximadamente el 40%, y la enfermedad se caracteriz6 por granulomas o nédulos
blanquecinos en diferentes organos, principalmente el bazo y el rifidn. El analisis
filogenético demostro una estrecha similitud con Francisella orientalis obtenida de

tilapia infectada de varios paises.

Adicionalmente, Ortega et al. (2018) identificaron y caracterizaron a
Streptococcus iniae como el agente causante de la enfermedad en dos poblaciones
de tilapia (Oreochromis aureus) en México las poblaciones estaban
geograficamente aisladas (San Luis Potosi y Querétaro), de origenes distintos y no
compartian las fuentes de agua. Se tomaron muestras de lesiones externas en la

piel, rindn, bazo y cerebro. Las muestras produjeron cultivos puros, dos de los
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cuales (uno de cada granja) fueron sometidos a analisis bioquimicos, PCR y
secuenciacion 16S rRNA, confirmando la identificacion de S. iniae. La infectividad
de los patégenos se evalué mediante inyeccion intraperitoneal en trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) y pez cebra (Danio rerio). En ambos se presentaron tasas
de mortalidad de hasta el 100%, indicando claramente una relacion entre las
actividades acuicolas intensificadas en Meéxico y la aparicion de nuevas

enfermedades.

En México, la mayoria de los estudios de enfermedades infecciosas en
acuicultura se enfocan al cultivo del camardn, por lo que todavia se carece de

informacion suficiente sobre este problema en tilapia en el pais.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cuales son las bacterias patdégenas presentes en tejido de tilapia (O. niloticus)
que causan pérdidas en la produccion en un sistema en jaulas flotantes en la presa

de El Gallo, Guerrero?

5. HIPOTESIS

Las principales bacterias patdégenas seran Streptococcus agalactiae y
Streptococcus iniae, ya que son las mas descrita en los sistemas de produccion de
tilapia, seguidas de algunas especies del género Aeromonas, como A. veronii y A.

hydrophila.

Angela Castro Ortiz PIMCB Produccién y Salud Animal 20



Bacterias Patogenas en Tilapia (Oreochromis niloticus) UMSNH

6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general
Determinar las bacterias patdégenas presentes en tilapia (O. niloticus) en un

sistema de produccion en jaulas flotantes en la presa de El Gallo en Guerrero.

6.2. Objetivos particulares

o Delimitar el diagnostico clinico y signologia de la infeccion bacteriana en
ejemplares analizados.

e Perfilar el riesgo patologico de las especies de bacterias patdgenas
presentes en la presa El Gallo y las medidas de mitigacion.

e Obtener un listado taxonémico de las bacterias patdogenas presentes en los

tejidos de tilapia.
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7. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

7.1. Ubicacién geografica

La Presa El Gallo se encuentra en el municipio de Cutzamala de Pinzon,
Guerrero. Se localiza en las coordenadas 18°43°22.8"° de latitud norte vy
100°40°30.3"" de longitud oeste, con una altitud de 348 msnm. Limita al norte con
el municipio de Tiquicheo de Nicolas Romero, Michoacan; al este con el estado de
México y el municipio de Tlalchapa; al sur con los municipios de Tlalchapa vy
Pungarabato en Guerrero y el estado de Michoacan de Ocampo; al oeste con el

estado de Michoacan de Ocampo (INEGI, 2009) (Fig. 1).

Tiquicheo de Nicolds Romero

PRESA
"EL GALLO"

Tiquicheo
Nico

MICHOACAN

OCAMPO

utzamala
de
Pinzén

GUERRERO

Cutzamala de Pinzoén

Figura 1. Ubicacion geografica de la presa El Gallo de Cutzamala de Pinzon,
Guerrero, México
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7.2. Fisiografia

El area de estudio pertenece a la provincia de la Sierra Madre del Sur, en la
subprovincia Depresién del Balsas. Su sistema de topoformas es llanura aluvial con
lomerios en mayor porcentaje, pero también se presenta la sierra de cumbres
tendidas, sierra alta compleja con cafadas, sierra alta compleja con mesetas, valle

ramificado, lomerio y sierra alta compleja con lomerio (INEGI, 2009).

7.3. Geologia

La geologia de la region tiene su origen principalmente en el periodo Cretacico
y Terciario y en menor proporciéon al periodo Paleoceno y Cuaternario. Se
encuentran representadas por rocas de tipo ignea extrusiva: riolita-toba acida, toba
acida, andesita, basalto y brecha volcanica acida, y sedimentaria: arenisca-

conglomerado, caliza-lutita, caliza, lutita-arenisca y conglomerado (INEGI, 2009).

7.4. Suelos

El suelo de la zona data del periodo mesozoico y cretasico inferior (SEDATU,
2013). Los tipos de suelo dominantes son el Leptosol (25.69 %), Phaeozem (14.71
%), Regosol (14.37 %), Luvisol (12.99 %), Cambisol (12.88 %), Calcisol (10.9 %), y

en menor proporcion el Fluvisol (3.26 %) y Vertisol (2.91 %) (INEGI, 2009).

7.5. Clima
El clima predominante en la region es calido subhumedo con lluvias en verano.
Con un rango de temperatura de 20 — 30 °C, registrandose las mas altas en los

meses de abril y mayo, con temperaturas de hasta 40° C en los ultimos anos. La
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temporada de lluvias se presenta en los meses de junio, julio, agosto y septiembre,
con una precipitacion media anual que fluctua entre los 800 -1 100 mm (INEGI,

2009).

7.6. Hidrologia

La presa El Gallo pertenece a la regidon hidrografica Balsas (64.2 %) y Costa
Chica - Rio Verde (35.8 %). Pertenece a la Cuenca del rio Cutzamala (88.5 %) y a
la del rio Balsas — Zirandaro (11.5 %). A la subcuenca del rio Cutzamala (52.26 %),
y en menor porcentaje al rio Ixtapan, rio Balsas — Zirandaro, rio Tilostoc, rio
Zitacuaro y rio Purungueo. Las corrientes de agua son de tipo perenne: Aguiagua,
Bejucos, Grande, Pungarancho y Tuzantla y de tipo intermitentes: Angao, El
Estrecho, EI Mamey, El Tizate, La Cafada, La Ceiba Amarilla, La Fundicion, Las
Latas, Las Salinas, Malpaso, Matus, Salado, Seco, y Tuzantla. Los cuerpos de agua

del municipio son la presa El Gallo y la presa Hermenegildo Galeana (INEGI, 2009).

7.7. Vegetacion

La zona de estudio presenta una vegetacion natural dominada por el bosque
tropical seco, (44.56%) combinado con vegetacion secundaria como pastizal
inducido (20.32%) y bosque espinoso (10%) (INEGI, 2009). Sin embargo, esta
vegetacion se ha visto afectada por actividades de origen antropogénico. El bosque
tropical seco es el mas abundante en México, y presenta las tasas mas altas de

deforestacién y de cambio de uso de suelo (Suazo-Ortufio et al, 2013).
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8. MATERIALES Y METODOS
8.1. Actividades de campo
8.1.1. Muestreo de octubre de 2017.

El primer muestreo se realizé en octubre de 2017, en el cual se colectaron
seis tilapias clinicamente afectadas. Estas presentaban signos como nado erratico,
letargia, exoftalmia y descamacion (Zamrii-Saad et al., 2010). Los peces fueron
sacrificados y se llevo a cabo la necropsia y se tomé registro de la singnologia
externa y la patologia interna de cada ejemplar (Tabla 2) (Ridgeway Biologicals
Ltd.).

Se montd equipo de laboratorio de microbiologia en campo manteniendo
medidas de asepsia y en lo posible de esterilidad.

Con asas bacteriolégicas desechables, se tomaron muestras del corazon,
cerebro, bazo y del rifidn de cada tilapia (Marcusso et al., 2015) y se sembraron en
cajas de Petri con agar sangre y agar TSA, procedentes de la empresa Ridgeway
Biologicals Ltd. en el Reino Unido.

Las cajas de Petri se empacaron para su traslado al Reino Unido, donde se

realizaron las pruebas de identificacidn molecular.

8.1.2. Muestreo de octubre de 2019.

El segundo muestreo se llevo a cabo en el mes de octubre de 2019, donde
se colectaron cinco tilapias clinicamente afectadas, las cuales presentaban letargia,
exoftalmia y descamacién y nado erratico.

Se montd equipo de laboratorio de microbiologia en campo manteniendo

medidas de esterilidad de manera similar al muestreo de 2017 (Fig. 2)
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Con asas bacteriologicas desechables, se tomaron muestras del corazon,
cerebro, bazo y del rindn de cada tilapia y se sembraron en cajas de Petri con Agar

Sangre y Agar TSA, procedentes de la empresa Ridgeway Biologicals Ltd.

Figura 2. Equipo de laboratorio montado en campo.

Las cajas de Petri se guardaron en una hielera con cuerpos frios hasta su

traslado al laboratorio de Biologia Acuatica “J. Javier Alvarado Diaz”.

8.2. Actividades de laboratorio
Al llegar al laboratorio, las cajas de Petri se incubaron a 23 °C durante 12
horas. Las colonias que crecieron se resembraron en agar sangre para asegurar
que no estuvieran contaminadas y se incubaron durante otras 12 horas a 36 °C para

verificar pureza.
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8.2.1. Caracterizacion fenotipica
Como primer paso para la identificacion a nivel especie de las colonias de
bacterias, se realizaron técnicas de microbiologia como determinacion de la
morfologia de la colonia, tipo de hemdlisis en agar sangre, tincion Gram y morfologia

celular.

8.2.2. Identificacién microscoépica

A las colonias bacterianas purificadas se les realizé tincion de Gram con
metodologia estandar (Manual de Microbiologia Veterinaria, Universidad de
Antioquia). Brevemente, se tom6 una submuestra con asa bacteriolégica de una
sola colonia pura y se colocé sobre un portaobjetos de vidrio. La muestra se
homogeneizé con una gota de agua de agua destilada estéril y se expandio a
manera de frotis sobre el cubreobjetos. Los frotis se secaron en flama de mechero
de alcohol. Ya secos se tifieron con el colorante cristal violeta, posteriormente, se
tind con yodo para intensificar el color e impedir la salida de cristal violeta de la
pared bacteriana. Luego se decolor¢ el frotis lavandolo con alcohol-acetona. Por
ultimo, el frotis se tind con safranina. Los frotis se observaron a microscopio 6ptico

compuesto con el objetivo de 100X usando aceite de inmersion.

8.2.3. Preservacion de las colonias bacterianas.
Una muestra de cada colonia tomada con asa bacterioldgica se resuspendio
en 10 ml de caldo BHI (Difco) y se incub6é durante 24 horas sin agitacion.

Posteriormente se tomaron 800 pl del cultivo y se mezclaron con 200 pl de glicerol
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en tuvos Eppendorf para preservarse a -80 °C hasta su posterior analisis genético
(Hubalek, 2003).
De esta mezcla se tom6 una muestra con asa bacteriologica para volver a

sembrar en agar sangre y asi verificar la pureza del cultivo.

8.2.4. Extraccion de ADN de las colonias bacterianas

Las colonias bacterianas preservadas en glicerol se resembraron en agar
sangre y se incubaron durante 24 horas a 36 °C. La muestra proveniente del cerebro
de la tilapia tres, no crecio y por lo tanto se descartd. Las colonias crecidas se
resuspendieron en caldo BHI y se incubaron durante otras 24 horas a 36 °C.

La extraccion de ADN se llevé a cabo siguiendo el procedimiento descrito por
Sambrook y Maniatis (1989): Se tom6 1 mL de cultivo liquido de la bacteria crecida
en el caldo BHI y se transfiridé a tubos Eppendorf™ de 1.5 mL, los cuales se
centrifugaron en microcentrifuga a 10,000 rpm durante 5 minutos a 4 °C, el
sobrenadante se descarté y el precipitado se re suspendi6 en 150 ul de
amortiguador de lisis (Tris-HCI, 100mM; EDTA 100 mM; NaCl 1.5M; CTAB 1%; pH
8.0) y se agitd en vortex. Posteriormente se agregaron 300 ul de solucion Birnboim
I, se mezcldé suavemente con la mano y se dejo reposar en hielo durante cinco
minutos. Después se adicionaron 225 pl de solucion Birnboim Ill y se agité en vortex
para liberar el ADN a la solucion y se dejé reposar en hielo durante 10 minutos.
Luego se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y el sobrenadante se

recupero
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Enseguida el ADN se extrajo afiadiendo un volumen de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1). Las fases se separaron por centrifugacién a 10,000 rpm
durante 5 minutos a 4°C, la fase acuosa se recupero en un tubo Eppendorf™ de 1.5
mL nuevo y estéril y se precipitdé anadiendo 0.6 vol. de isopropanol reposando
durante toda la noche a 4°C en congelador.

Posteriormente el ADN se precipitdé por centrifugacion a 10,000 rom durante
5 min. El sobrenadante se desechd y el precipitado se lavé con 1 ml de solucién de
etanol al 70%. El ADN se recupero por centrifugacion a 10,000 rpm durante 5 min.
El sobrenadante se desecho y la pastilla que quedo del precipitado se dejo secar a
37°C. Finalmente se resuspendid en 40 pl de agua desionizada estéril. La
concentracion y pureza del ADN se verifico mediante medicion de la As260/As280
en NanoDrop y posteriormente se verificé con electroforesis en gel de agarosa al
8%.

8.2.5. Amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
Las caracteristicas de la region blanco del gen 16S ARNr se muestran en la

tabla 1.

Tabla 1. Oligonucleétidos usados para el analisis bacterioldgico basado en PCR-
SSCP para el gen 16S ARNr

Posiciones de Regiones
Primers alineamiento Secuencia variables Referencia
amplificadas
SRV31 330-348 5 CGG YCC AGA CTC V3 Lee et al., 1996
CTACGG G'3
SRV32 515-533 5TTA CCG CGG CTG V3 Lee et al., 1996
CTGGCAC 3’
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La amplificacion se realiz6 en un termociclador Master Cycler Gradient
(Eppendorf) con las siguientes condiciones para los oligonucledtidos SRV31 vy
SRV32: 1 ciclo a 95°C por 5 min; 35 ciclos de 94°C por 1.5 min, 53°C por 1.5 miny
72°C por 70 s; 1 ciclo de 72°C por 7 min; 1 ciclo sostenido de enfriamiento a 4°C.
Las amplificaciones se verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 2% (Fig.7).

Los productos de PCR se enviaron a la empresa Macrogen (Estados Unidos)

para su purificacion y secuenciacion por el método de Sanger.

8.3. Listado taxonémico.
Se realizdé un estado taxonémico de las especies de bacterias encontradas en los
tejidos de las tilapias, usando como referencia el portal virtual ITIS Report

(https://www.itis.gov/advanced search.html) y el manual de bacteriologia

sistematica de Bergey, 2004.
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9. RESULTADOS

9.1. Reporte de la necropsia

Tabla 2. Reporte de la necropsia. Octubre 2017

TILAPIA SIGNOLOGIA
Exoftalmia bilateral, meningitis hemorragica, hepatomegalia y

1 miocarditis séptica (abscesos).

Cerebro hemorragico, higado palido, corazén blanco (miocarditis

2 séptica) y rifion friable.

Exoftalmia, rindn agrandado y friable, miocarditis con parches

3 blancos e higado agrandado.

Exoftalmia, lesiones cutaneas en boca, cerebro hemorragico friable,

4 higado hemorragico friable y corazén blanco (miocarditis séptica).
Exoftalmia bilateral, agrandamiento de la cavidad abdominal,

5 agrandamiento de todos los tejidos, higado con quistes, branquias
palidas, corazon blanco, ascitis con liquido transparente e intestinos
llenos de liquido transparente.

Exoftalmia bilateral, agrandamiento de la cavidad abdominal,

6 cerebro hemorragico friable, intestinos llenos de liquido

transparente, ascitis, corazdn blanco, higado agrandado y palido y

grasa mesentérica.
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Tabla 3. Reporte de la necropsia. Octubre 2019

TILAPIA SIGNOLOGIA
Hemorragias petequiales, deshilachamiento y erosion en aletas,
1 descamacion, ulceras, abultamiento ventral (Fig. 3).
Exoftalmia unilateral con ojo opaco, aleta caudal erosionada y
2 hemorragica, ascitis, higado agrandado, palido y muy blando y bazo
agrandado (Fig. 4).
Lesiones en piel y descamacion, coloracion anormal,
3 deshilachamiento en aletas, lesiones en branquias, higado
agrandado y palido (Fig. 5).
Aletas erosionadas, lesiones en la boca y branquias, ascitis ligera e
4 higado agrandado y muy palido (Fig. 6).
Lesiones en boca, aletas erosionadas, ascitis, higado agrandado,
S bazo agrandado y muy blando (Fig. 7).

2[P[1T

Eafueye

Figura 3. Signos clinicos y lesiones externas en la tilapia 1, causadas por bacteriosis
cultivada en la presa El Gallo. A) Imagen de cuerpo completo del pez. Se observa
descamacion, hemorragias petequiales (flecha blanca), putrefaccion en la aleta caudal
(flecha negra). B) Acercamiento rostral, lesiones circundantes a la cavidad oral (flecha
verde), ulceras y neoplasia hemorragica (flecha amarilla). C) Pérdida de escamas y
descoloracion en el flanco derecho del pez (flecha roja), erosion de aleta pectoral (flecha

azul). Abultamiento en la parte ventral de la cavidad celémica (triangulo negro).
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Figura 4. Signos clinicos, lesiones externas e internas de la tilapia 2, causados por
bacteriosis cultivada en la presa El Gallo. A) Imagen de cuerpo completo del pez. Se
observa aleta caudal erosionada y hemorragica (flecha negra) y abultamiento ventral
(triangulo negro). B) Cavidad celdmica llena de liquido (ascitis). C) Rifion agrandado

(flecha amarilla).

Figura 5. Signos clinicos, lesiones externas e internas de la tilapia 3, causados por

bacteriosis cultivada en la presa El Gallo. A) Imagen del cuerpo completo del pez. Se
observa una coloracion anormal, pérdida de escamas y descoloracién en el flanco
derecho (flecha roja). Putrefaccion en las aletas dorsal y caudal (triangulos negros). B)

Branquias lesionadas (flecha amarilla). C) Higado agrandado y palido (flecha azul).
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bacteriosis cultivada en la presa El Gallo. A) Imagen del cuerpo completo del pez. Se

observa abultamiento en la parte ventral (triangulo negro) y putrefaccion en las aletas

dorsal y caudal (flechas negras). B) Lesiones abultadas alrededor de la boca (flechas
amarillas). C) Branquias palidas con lesiones amarillentas (flecha azul). D) Higado

agrandado y amarillento (flecha roja).

Figura 7. Signos clinicos, lesiones externas e internas de la tilapia 5, causados por

bacteriosis cultivada en la presa El Gallo. A) Imagen de cuerpo completo del pez. Se
observa putrefaccion en las aletas dorsal y caudal (flechas negras). B) Lesiones blancas
en las branquias (flecha roja). C) Cavidad celomica llena de liquido (ascitis), higado

agrandado y palido (flecha azul), bazo agrandado y blando (flecha verde).
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9.2.

Identificacion morfolégica de las colonias bacterianas

UMSNH

Del muestreo de octubre de 2019 se obtuvieron 13 aislados procedentes del

bazo, rifidn y cerebro de las tilapias, las cuales se determinaron como colonias

presuntas de Streptococcus sp. (Tabla 4) (Fig. 8).

Tabla 4. Caracteristicas de las colonias de bacterias.

TILAPIA ORGANO AGAR SUPERFICIE FORMA BORDE  HEMOLISIS
1 BAZO CBA CONVEXA PUNTIFORME | REDONDO GAMA
1 RINON CBA CONVEXA PUNTIFORME | REDONDO ALFA
1 CEREBRO | TSA CONVEXA PUNTIFORME | REDONDO -

2 BAZO CBA CONVEXA PUNTIFORME | REDONDO GAMA
2 RINON CBA CONVEXA PUNTIFORME | REDONDO ALFA
2 CEREBRO | TSA CONVEXA PUNTIFORME | REDONDO -

3 BAZO CBA CONVEXA PUNTIFORME | REDONDO ALFA
3 RINON CBA CONVEXA PUNTIFORME | REDONDO ALFA
3 CEREBRO | TSA CONVEXA PUNTIFORME | REDONDO -

4 BAZO CBA CONVEXA PUNTIFORME | REDONDO BETA
4 RINON CBA CONVEXA PUNTIFORME | REDONDO BETA
4 CEREBRO | TSA CONVEXA PUNTIFORME | REDONDO -

5 CEREBRO | CBA CONVEXA PUNTIFORME | REDONDO BETA
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Figura 8. Colonias procedentes del cerebro de tilapias enfermas sembradas en Agar
Sangre. La flecha negra indica el efecto hemolitico en el agar sangre.

9.3. Identificacion microscépica de las colonias bacterianas
Se consideraron como células de Streptococcus spp. en base a su morfologia
celular. La tincion Gram evidenci6 muestras de cocos Gram-positivos,

agrupados en pares o en cadenas (Fig. 9) de los 13 aislados.

Figura 9. Identificacion microscopica de Streptococcus spp. en base a su morfologia,

cocos positivos a la tinciéon Gram, provenientes del rifon.
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9.4. Extraccion de ADN de las colonias bacterianas

UMSNH

La integridad del ADN se verificé mediante electroforésis en gel de agarosa

al 8% (Fig. 10). La procedencia de la extraccion de ADN de los asilados bacterianos

se organizaron por tilapia y érgano, como se describe en la tabla 5.

Tabla 5. Orden y procedencia de los aislados bacterianos

CARRILES
A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Marcador | Tilapia | Tilapia | Tilapia | Tilapia | Tilapia | Tilapia | Tilapia | Tilapia | Tilapia | Tilapia | Tilapia | Tilapia
molecular 1 1 1 2 2 2 3 3 4 4 4 5
Bazo Rinén | Cerebro | Bazo Rinén | Cerebro | Bazo Rinén Bazo Rinén | Cerebro | Cerebro

5.6 7

8 9 10 11 12

Figura 10. Integridad del ADN verificado por electroforesis en gel de agarosa. Carril A:

marcador molecular. Carril 1-12: Extraccion de ADN de los aislados bacterianos. Los

carriles 9 y 10 presentan bandas adicionales de plasmidos y tienen el mismo perfil

plasmidico, es probable que se trate de la misma cepa. El resto de los carriles solo
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presentan una banda molecular grande de ADN.
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9.5. Amplificaciéon por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Para el gen 16S se amplifico un fragmento de alrededor 200 pb

correspondiente a la region variable 3 del gen (Fig. 11).

AF1, 2 3 4 EEERREEE 10 11 12
1000 pb = EEEE R B B B F B B g

200 pb  —

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos amplificados por PCR.
Fragmento de alrededor 200 pb del gen 16S ARNr. Carril A: marcador de peso molecular

de 100 pb (Introvirgen ™). Carril 1-12: amplificacion de las bacterias aisladas.

De las placas de cultivo recibidas en el muestreo de octubre de 2017, se
eligieron 10 aislamientos para la prueba mediante 16S rRNA PCR & Sequencing
Analysis para identificar las especies bacterianas. Los aislamientos identificados
como Vibrio sp. o Aeromonas sp. se probaron luego utilizando el analisis de
secuenciacion del gen gyrB para identificar a nivel de especie. Esto identifico dos
aislamientos de Aeromonas veronii y un aislado de Vibrio cholerae. Los aislados
identificados como Streptococcus agalactiae se probaron adicionalmente usando la
PCR de tipificacion capsular especifica de S. agalactiae (Tabla 7), que identificd dos
biotipos diferentes y dos aislados de tipo capsular diferentes.

Los productos obtenidos de las PCRs del muestreo de 2019, se determinaron
como presuntivas de Strepfococcus sp. (Tabla 8) y se determiné la concentracion y

pureza utilizando NanoDrop (Tabla 6) para ser enviadas a la empresa Macrogen.
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Tabla 6. Concentracion y pureza de los productos de PCR. Octubre 2019.

MUESTRAS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Concentracién | 20.1 | 14.7 | 151 | 13.7 | 179 | 89 | 9.2 | 131 | 171 | 145 | 171 | 47
(ng)
Pureza 197 | 1.89 | 186 | 194 | 1.87 | 196 | 1.83 | 201 | 200 | 1.93 | 1.81 | 240
(260/280)
Tabla 7. Especies de bacterias encontradas en tejido. Octubre 2017.
TILAPIA CORAZON CEREBRO BAZO RINON
1 Aeromonas veronii | S. agalactiae
2 S. agalactiae
3
4 Streptococcus S. agalactiae A. veronii
agalactiae
S. agalactiae
Vibrio cholerae S. iniae S. iniae

De los seis peces muestreados se obtuvieron una colonia de Vibrio cholerae, dos colonias de
Aeromonas veronii y seis de Streptococcus agalactie.

Tabla 8. Especies de bacterias encontradas en tejido. Octubre 2019.

TILAPIA

BAZO

CEREBRO

RINON

1

Streptococcus sp.

Streptococcus sp.

Streptococcus sp.

2

Streptococcus sp.

Streptococcus sp.

Streptococcus sp.

Streptococcus sp.

Streptococcus sp.

Streptococcus sp.

Streptococcus sp.

Streptococcus sp.

Streptococcus sp.

Streptococcus sp.

De los cinco peces muestreados se obtuvieron 13 colonias presuntivas de Streptococcus sp.
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9.6. Listado taxonémico

Reino: Bacteria
Subreino:
Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Aeromonadales
Familia: Aeromonadaceae
Género: Aeromonas (Stanier, 1943)
Especie: Aeromonas veronii
(Hickman-Brenner et al., 1988)

Orden: Vibrionales
Familia: Vibrionaceae
Género: Vibrio (Pacini, 1854)
Especie: Vibrio cholerae (Pacini, 1854)

Subreino: Posibacteria
Phylum: Firmicutes
Clase: Bacili
Orden: Lactobaciliales
Familia: Streptococcaceae
Género: Streptococcus (Rosenbach, 1884)
Especie: Streptococcus agalactiae
(Lehmann y Neumann, 1896)

Especie: Streptococcus iniae
(Pier y Madin, 1976)
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10. DISCUSION

Las bacterias aisladas de la tilapia de la presa de El Gallo fueron del género
Streptococcus, las cuales son unas de las bacterias Gram positivas mas importantes
en el cultivo de tilapia (Conroy, 2009).

Perera et al. (1994) Bowser et al. (1998) y Romano y Mejia (2003) mencionan
que S. iniae ha sido identificado como uno de los patégeno mas importante que
afecta la industria del cultivo de tilapia, en especial en los Estados Unidos de
América, y esta enfermedad produce una mortalidad que oscila entre el 30 y 50 %
de la produccion.

Mientras que en paises como Brasil y Colombia se han reportado mas casos
de S. agalactiae, 1o que la hace una de las especies mas prevalentes en
Latinoamérica, llegando a causar altas mortalidades en granjas de tilapia (Jimenez
et al., 2007; Marcusso et al., 2015).

Las tilapias muestreadas en esta investigacion mostraron una signologia que
concuerda con la enfermedad por estreptocococis. Esta es una patologia causada
por diferentes especies de Streptococcus que inducen a cuadros clinicos similares
y afecta a mas de 20 especies piscicolas cultivadas en agua dulce, salobre y salda
alrededor del mundo.

Varios trabajos son concordantes con los resultados obtenidos en nuestra
investigacion. i) Rey et al. (2002) describen que las tilapias infectadas por especies
de Streptococcus presentan exoftalmia, hematomas, hemorragias, palidez,
abdomen abultado, higados pardos o rojizos, ascitis e intestinos dilatados. i)
Romano y Mejia (2003) observaron que los animales infectados dejan de

alimentarse, tienen un comportamiento letargico, presentan endoftalmia, aunque en
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ocasiones pueden observarse exoftalmos, ademas presentan frecuentemente
hemorragias difusas o petequiales. En el abdomen observaron ascitis y el higado
se observa friable. iii) Zamrii-Saad et al. (2010) reportaron en tilapias infectadas por
S. agalactiae que presentan bajo peso, patrones erraticos de natacion, exoftalmia,
opacidad corneal, los érganos se encontraban congestionados e hinchados, en
especial las branquias, el higado, el bazo y los rifiones, mientras que el cerebro se
observaba blando y ocacionalmente edematoso. iv) En China se aislaron cepas de
S. agalactiae provenientes de tilapias enfermas, las cuales mostraban signos
clinicos como natacioén erratica, falta de apetito, exoftalmia, opacidad corneal, fluido
abdominal y ulceras hemorragicas dentro del opérculo y en la base del pectoral (Ye
etal., 2011).

La estreptococosis también ha sido descrita en otras especies como en el
pez aleta amarilla Seriola quinqueradiata (pez marino cultivado en Japon) con un
cuadro clinico similar. La infeccion se manifiesta en juveniles y en adultos,
principalmente en temporadas calientes. Los signos tipicos son hemorragias dentro
del opérculo, ulceras en el pedunculo caudal, exoftalmia y hemorragias en el higado
y en los intestinos (Kusuda y Kawaii, 1998).

S. agalactieae es conocido por causar una variedad de infecciones, no sélo
en peces, sino también en ganado y en humanos. Boonayatra et al. (2020)
evidenciaron una estrecha relacion genética entre las cepas de S. agalactiae
aisladas de humanos, leche bovina y pescado. En paises como Tailandia donde se
presentan varios tipos de ganaderia, es posible que se produzca la transmisién
entre especies, especialmente la infeccion zoondtica por el consumo de leche y

pescado contaminados.
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La temperatura alta del agua es uno de los factores que tiene una relacion
directa con la infeccion causando hasta un 70% de mortalidad entre las poblaciones
de tilapia expuestas a S. agalactiae y S. iniae, mientras que el pH y la salinidad no
se han vinculado con la mortalidad en términos de significancia estadistica (Austin
y Austin, 2016). Esto debido a que los peces son ectotermos y no tienen la
capacidad para regular su temperatura interna, lo que influye en su respuesta
inmune (Hurst, 2016).

En el caso de infeccidn por Aeromonas, Noga (2010) menciona que la
infeccion por aeromonas moviles es probablemente la enfermedad bacteriana mas
comun en peces de agua dulce.

Se ha vinculado tradicionalmente a A. hydrophila, sin dejar de lado a otras
especies, como A. bestiarum, A. dhakensis y A. veronii que pueden causar
problemas para la salud de los peces, sin embargo A. hydrophila ha sido el foco de
atencion desde el comienzo del siglo XXI, particularmente como un objetivo para el
desarrollo de estrategias de diagndéstico y control. Ademas, se ha incluido en un
manuscrito que describe los patégenos de la tilapia del Nilo de Tanzania (Austin y
Austin 2016).

La infeccidn por A. veronii se caracteriza por la presencia de ulceras grandes
en todo el pez, que conducen a la muerte generalmente en una semana (Rahman
et al., 2002).

Sugita et al (1995) menciona que A. veronii junto con A. jandaei estan
ampliamente distribuidos en ambientes acuaticos y que poseen el potencial de ser

predominantes en los intestinos de peces, agua y sedimentos.
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Algunas investigaciones han reportado que tilapias (Oreochromis niloticus)
infectadas con A. veronii junto con A. jandaei mostraron hemorragia severa en el
higado y una acumulacion de liquido amarillo en el intestino inflamado (Dong et al.,
2017).

Las Aeromonas también representan un riesgo zoonotico, se han reconocido
cada vez con mayor frecuencia como patdégenos entéricos humanos. Varios
informes han implicado a las especies de Aeromonas como causa de gastroenteritis
en ninos y adultos (Deodhar et al., 1991)

Con respecto a las infecciones por especies de Vibrio spp, estos causan
algunas de las enfermedades mas importantes en peces marinos, sin embargo,
también se han aislado en peces de agua dulce, aunque con poca frecuencia (Noga,
2010).

Los peces infectados por V. cholerae presentan hemorragias petequiales en
la superficie del cuerpo y congestion de los 6rganos. Ademas, la evidencia sugiere
que es un patdgeno de peces altamente virulento (Austin y Austin, 2016). Por lo
tanto, el monitoreo de estas especies patdgenas del género Vibrio en el ambiente
acuicola es importante tanto para la industria acuicola como para la salud humana
(Tey et al., 2015). Y debe ser aplicado en el cultivo de tialapia en México. Para los
humanos, el colera es una enfermedad transmitida por el agua, y la estrecha
asociacion de V. cholerae con el agua y la poblacidén que interactua con ella sugiere
la importancia de la ecologia del agua. La enfermedad se caracteriza por una diarrea
acuosa devastadora que conduce a una rapida deshidratacién, y la muerte ocurre

en 50 a 70% de los pacientes no tratados (Faruque et al., 1998).
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Yamanoi (1980) sefialé que con ayu (Plecoglossus altivelis), la mortalidad
comenzo a partir 2 a 7 dias a temperaturas del agua de 21 y 26 °C, pero no se
produjeron muertes si la temperatura del agua era de 16 °C. En comparacion, una
poblacion de anguilas sufrio un 10% de mortalidad en 5 dias a una temperatura del
agua de 21 ° C y un 30% de muertes en 3 a 7 dias a 26 °C. Esto sugiere que V.
cholerae es probable que sea problematico para las organismos acuaticos solo a
temperaturas altas del agua.

Tey et al (2015) obtuvo aislados de V. cholerae provenientes de estanques
de agua de mar como de agua dulce, todos relacionados significativamente con la
temperatura del agua y la salinidad.

Este también es un factor de riesgo importante para la mayoria de los tipos
de vibriosis, lo que la convierte en una enfermedad de verano, ademas del
hacinamiento, la contaminacion organica y otros factores estresantes también
pueden precipitar brotes (Noga, 2010).

Hurst (2016) menciona que una temperatura mas alta mejora la respuesta
inmune en los peces tropicales, mientras que una temperatura mas baja ejerce un
efecto adverso, pero si la enfermedad aparece a temperaturas mas altas se debe a
un dafio autoinmune que desencadena las infecciones, o a un efecto directo sobre
el crecimiento del patégeno.

La alta densidad de poblacién de peces y el trauma por el manejo de ellos,
son otros factores que ocasionan problemas bacterianos, debido al estrés que
desencadena por afectar en la respuesta inmune (Woo et al., 2002).

Debido al papel principal de las malas condiciones del agua y las altas

temperaturas en la patogénesis de la enfermedad y la anorexia manifestada por los
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peces afectados, es muy dificil de tratar. La vacunacién por inyeccion es
prometedora, mientras que la terapia con antibiéticos no se considera factible
(Ronald, 2012).

En caso de aparecer la enfermedad, se recomienda la disminucién del
alimento debido a que los peces presentan anorexia y la acumulacién de particulas
no consumidas deteriora la calidad del agua. Ademas, se recomienda la disminucién
de la densidad de cultivo para disminuir los niveles de estrés, asi como la carga del
patégeno en la poblacion, el mantenimiento de niveles de oxigeno 6ptimos y

temperaturas bajas (FAO, 2011).
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11.CONCLUSIONES

Las tilapias muestreadas presentaron una signologia similar, que se
caracteriza por patrones erraticos en la natacion, letargia, descamacion, palidez,
hemorragias, lesiones en la piel, erosion de aletas y exoftalmia.

Presentaron dafios internos, como agrandamiento y palidez de sus 6rganos,
hemorragias y ascitis.

S. agalactiae y S. iniae son bacterias patogénicas primarias en los cultivos
de tilapia, mientras que Aeromonas veronii se le considera como un patdégeno
secundario. Y Vibrio cholerae es una bacteria que esta asociada principalmente a
una contaminacién de origen fecal en el agua pero su rol como patogeno primario

aun necesita mas investigacion.
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12.RECOMENDACIONES

Se recomienda que las organizaciones gubernamentales como los comités
de sanidad intervengan en las investigaciones para llevar a cabo el financiamiento
de los proyectos.

Es necesario establecer buenas practicas de manejo, desde la siembra, la
cosecha, eviscerado y la precomercializacion para garantizar productos de calidad.

Contar con el servicio de médicos veterinarios y/o expertos en el tema para
asegurar el bienestar de los peces y regular el uso descontrolado de medicamentos.

Adoptar medidas diversas para controlar las enfermedades bacterianas en
los peces de cultivo, como el control de contaminantes, uso de cepas de peces
genéticamente resistentes, dietas adecuadas, uso de vacunas multivalentes, uso de
prebioticos y probidticos, tratamiento de agua y prevencion del movimiento de

animales infectados.
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