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RESUMEN

Dentro del grupo de las denominadas bacterias acido lacticas (BAL) se encuentra
la bacteria Weissella ceti, una bacteria emergente identificada como patégena que
afecta a la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss presentandose en forma
septicémica. En México, se han presentado mortalidades en granjas productoras de
trucha arcoiris con signos sugerentes a la enfermedad denominada Weissellosis.
En el presente estudio se aislaron bacterias cocobacilares de organismos con
signologia aparente de enfermedad que incluyen: exoftalmia, opacidad corneal,
lesiones hemorragicas en 0jos, boca, aletas pectorales, hemorragias multifocales
en higado y cerebro. Los aislados se caracterizaron bioquimicamente como
bacterias Gram positivas, oxidasa y catalasa negativas, hemoliticas, no maoviles, con
actividad fermentadora a partir de los carbohidratos dextrosa, glucosa, maltosa y
trehalosa. La bacteria Weissella ceti aislada de los organismos afectados fue
genéticamente caracterizada por medio del uso de PCR convencional utilizando
primers especificos de un sitio de adhesion al colageno identificado Unicamente en
esta especie. Las lesiones histoldgicas que se evidenciaron en las truchas arcoiris
afectadas por esta bacteria fueron en ojo separacion de fibras del estroma y
hemorragia en la coroides, hepatitis necrotica multifocal con hepatocitos en
degeneracion y meningitis y congestion en cerebro. Este es el primer reporte de la
bacteria en cuadros septicémicos en truchas arcoiris en México.

Palabras clave: Weissella ceti, Oncorhynchus mykiss, septicemia, Weissellosis.
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ABSTRACT

Within the group of the so-called lactic acid bacteria (LAB) is the bacterium Weissella
ceti, an emerging bacterium identified as a pathogen that affects the rainbow trout
Oncorhynchus mykiss occurring in a septicemic form. In Mexico, mortalities were
presented in rainbow trout producing farms with signs suggestive of the disease
called Weissellosis. In the present study, coccobacillary bacteria were isolated from
organisms with apparent signs of disease including: exophthalmos, corneal opacity,
hemorrhagic lesions in the eyes, mouth, pectoral fins, multifocal hemorrhages in liver
and brain. The isolates were characterized biochemically as Gram positive bacteria,
oxidase and catalase negative, hemolytic, non-mobile, with fermenting activity from
carbohydrates dextrose, glucose, maltose and trehalose. The Weissella ceti
bacterium isolated from the affected organisms was genetically characterized by the
use of conventional PCR. It uses specific primers from a collagen adhesion site only
in this species. The histological lesions evidenced in the rainbow trout affected by
this bacterium were in the eye separation of stromal fibers and hemorrhage in the
choroid, multifocal necrotic hepatitis with hepatocytes in degeneration and
meningitis and congestion in the brain. This is the first report of the bacterium in
septicemic outbreaks in rainbow trout in Mexico.

Key words: Weissella ceti, Oncorhynchus mykiss, septicemia, Weissellosis.
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1. INTRODUCCION

El perfil altitudinal de México genera una gran diversidad de condiciones climaticas
y ecosistemas que contribuye al desarrollo de un sector acuicola muy diversificado
contando con kildbmetros de lineas costeras y 1.3 millones de hectareas de aguas
epicontinentales las cuales constituyen el marco ideal para el desarrollo de
actividades acuicolas, demostrando con ello el potencial del pais para el desarrollo
de cultivos acuicolas (Arredondo, 1996).

La acuacultura es una de las actividades que a nivel productivo ha tenido un mayor
crecimiento econdmico y alimenticio a nivel mundial, la Organizacion Mundial para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO) estima que hacia 2030 la acuicultura producira
el 65% de los alimentos de procedencia acuética destinados para el consumo
humano, ya que se ha visto un crecimiento impresionante del suministro de pescado
para la alimentacion pasando de porcentaje 26% en 1974 al 39 % para el 2004
(FAO, 2005).

La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) fue una de las primeras especies de
peces que fueron domesticadas, y actualmente se cultiva en todo el mundo de forma
intensiva desde fines de los afios 1800. En México dentro de la produccion acuicola,
la trucha arcoiris por su volumen se encuentra posicionada en el lugar 18 de la
produccion pesquera del pais, sin embargo, por su valor econémico se posiciona en
el séptimo lugar (Anuario Estadistico de Acuacultura y Pesca, 2013).

Debido a la importancia en el consumo y en la produccién de trucha arcoiris en el
pais, gran parte de los procesos patoldgicos que afectan a esta especie han sido el
objeto de varios estudios, a pesar de esto, varios aspectos son hasta ahora
desconocidos y con el paso del tiempo han sufrido variaciones, dando como
consecuencia la presentacion de enfermedades emergentes (Gijon y Zarza, 2006)
gue causan alta mortalidad y morbilidad, generando grandes pérdidas econémicas
debido tanto a los costos de los tratamientos como a la muerte de los peces
(Bastardo, 2012). La etiologia de estas enfermedades emergentes que afectan a la
trucha varian, pasando desde las viricas, bacterianas y fangicas, ademas de
patologias de origen desconocido, siendo mas frecuentes las afecciones de origen
bacteriano (Gijon y Zarza, 2006).

Las enfermedades bacterianas que afectan el cultivo de trucha arcoiris
frecuentemente en su mayoria son causadas por bacterias Gram negativas
recibiendo menor atencion las generadas por bacterias Gram positivas, debido a
gue se considera que tienen una menor impacto economico y sanitario en la
produccion piscicola (Vendrell et al., 2006). Sin embargo, actualmente las
patologias generadas por cocos Yy bacilos Gram positivos han aumentado tanto en
frecuencia de presentacion como en virulencia, generando pérdidas econdmicas a
las granjas acuicolas.
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Una de las enfermedades bacterianas emergentes de actualidad en el cultivo de
trucha a nivel mundial es la generada por bacterias cocobacilares Gram positivas
pertenecientes al género de las bacterias acido lacticas (BAL). Este tipo de bacterias
son un grupo de organismos descritos desde inicios de 1900 y se conocen como
una familia de organismos heterogéneos que pueden fermentar una variedad de
nutrientes, produciendo principalmente acido lactico, se encuentran en ambientes
ricos en carbohidratos que utilizan como sustrato, estos ambientes son comida y
enlatados, pero también se encuentran en cavidades de humanos y animales, en
ensilados y en materiales de plantas (Liu et al., 2014).

La mayoria de bacterias acido lacticas (BAL) no son consideradas patégenas y
existen pocos registros de enfermedad en peces que sean causadas por estos
agentes. En 1974 Ross and Toth describen por primera vez mortalidades de trucha
arcoiris en donde se vieron implicadas este tipo de bacterias. En 2007 Austin y
Austin aislaron bacterias acido lacticas de rifiones de trucha arcoiris moribundas
tras sufrir una enfermedad croénica.

Weissella ceti es una bacteria acido lacticas que recientemente se ha descrito como
causantes de enfermedad en granjas truticolas a nivel mundial, se reporté por
primera vez en China, seguida de Brasil y Estados Unidos (Liu, et al., 2007,
Figueiredo, et al., 2012, Welch, 2014). Provoca una enfermedad septicémica que
genera altas mortalidades afectando principalmente a los peces de tamafio mayor
de entre 0.25y 1 kg. Observando como signologia caracteristica a los peces cerca
de la superficie, letargia y anorexia, oscurecimiento del cuerpo, exoftalmia, opacidad
corneal, hemorragias en 0jo, en cerebro e higado (Welch, 2014).

En México no hay registro de esta u otras bacterias Gram positivas que generen
enfermedades de tipo septicémico en truchas arcoiris, es por ello que a medida que
pasa el tiempo es de suma importancia la continua investigacion de enfermedades
que afectan la produccion de las especies piscicolas, con la finalidad de
diagnosticarlas oportunamente, dando pie a establecer tratamientos efectivos para
su control, y asi evitar pérdidas y mejorar la salud de los cultivos en las granjas
acuicolas.

El presente proyecto de investigacion tiene como finalidad realizar la identificacion
fenotipica y genética de bacterias Gram positivas clasificadas como bacterias &cido
lacticas (BAL) que estdn generando cuadros septicémicos en truchas arcoiris, y
realizar la descripcion patologica que estas bacterias desencadenan en los peces
debido a la singular caracteristica de formar parte de la microbiota de una gran
variedad de animales, ademas de contribuir en la industria alimentaria; se tiene el
antecedente de que hace algunos afios se observd esporadicamente en algunas
granjas acuicolas de otros paises, pero en México no ha sido oficialmente reportada.
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1. ACUACULTURA Y TRUCHA ARCOIRIS EN MEXICO

Acuacultura significa “cultivar en agua”, hace referencia a todas las formas de cultivo
de animales y plantas acuaticos en ambientes dulceacuicolas, salobres y marinos,
al manejo y control de los recursos vivos que habitan en el agua, asi como su cultivo
bajo condiciones controladas hasta su cosecha, procesamiento, comercializacion y
consumo (Gutierrez, 1999); implica la cultura del manejo del agua, el ciclo natural
de ésta, sus caracteristicas fisico-quimicas, su distribucion entre otras (Platas y
Vilaboa, 2014). Es una actividad orientada a la creacién de unidades de produccion
para conseguir una produccion controlada de bienes alimenticios para mejorar el
abastecimiento del consumo (Gutierrez, 1999).

La acuacultura a su vez se encuentra dividida segun la especie a producir, por
ejemplo, la piscicultura que se encarga del cultivo y produccién de peces, o
especificamente la truticultura que se refiere al cultivo y cria de trucha (Platas y
Vilaboa, 2014).

El desarrollo de la acuicultura implica considerar factores biéticos y abidticos del
agua como el medio en el que se desarrollan estos organismos. El ambiente
acuatico abarca una amplia variedad de parametros que influyen en el
mantenimiento de la homeostasis, siendo esenciales para el crecimiento y la
reproduccion de los peces; asi mismo, cada especie de peces requiere de
parametros fisico-quimicos especificos, los cuales determinaran el equilibrio entre
salud-enfermedad. Si por alguna razén los factores ambientales se alteran mas alla
de los limites aceptables pueden predisponer o incluso causar alguna enfermedad
a los peces (FAO, 2005).

2.1.1 Estatus de la produccidon acuicola en México

En México la acuicultura nace como una actividad complementaria de apoyo social
a las comunidades rurales, con lo cual se pretendia incrementar el consumo de
proteina de origen animal, y asi mejorar el nivel nutricional de la poblacion de las
areas marginadas en donde justamente existen las condiciones para realizar
actividades de piscicultura (FAO, 2005). Actualmente, esta actividad ha trascendido
por diferentes etapas de desarrollo siguiendo tres vertientes, la acuicultura de
fomento principalmente para autoconsumo y destinadas al cultivo de especies como
tilapia y carpa; las pesquerias acuiculturales de medianas y grandes dimensiones
para el cultivo de carpa, tilapia, bagre y lobina; y los sistemas controlados que
incluyen el cultivo de la trucha con fines de comercializacion (Ramirez-Martinez y
Sanchez, 1998).

Afortunadamente la republica mexicana se encuentra ubicado en una region en
donde cuenta con variedad de zonas costeras, ademas de cuerpos de agua dulce,
lo que le permite poder mantener una gran variedad de especies acuicolas bajo
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condiciones de cultivo, entre las que encontramos: especies pelagicas (sardinas,
anchovetas, arenques), las demersales (pargo, lisa) crustadceos y moluscos asi
como especies de cria en donde se ubica la produccion de especies como trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), bagre (Ictalurus punctatus), tilapia (Oreochromis
sp.), carpa (Cyprinus carpio) y langostino (Macrobrachium acanthurus), siendo
estas especies las de mayor consumo en la poblacion, especialmente la trucha
arcoiris, y de las cuales se han implementado granjas ampliamente difundidas por
todo el territorio nacional, proporcionando fuentes de trabajo y contribuyendo a la
alimentacion (FAO, 2015, SAGARPA, 2014).

Al igual que en otras partes del mundo, la acuacultura ofrece alternativas de
ocupacion laboral a las poblaciones locales, favoreciendo el arraigo de las personas
a sus zonas de origen. Asi, en el periodo de entre 2005-2010 la proporcién de
personas que se dedican a la acuicultura aumento del 17 % al 33%. Las actividades
en pequefia escala continlan desempefiando una funcion decisiva en el sustento
de los medios de vida, en particular de las areas rurales, al contribuir a la seguridad
alimentaria y en mitigar la pobreza (FAO, 2016).

Actualmente, a nivel mundial México se encuentra en la posicion 29 en cuanto a la
produccion derivada de la acuicultura y ocupa el 3er lugar a nivel Latinoamérica. Sin
embargo, de acuerdo a registros de la FAO, México ha retrocedido niveles
internacionalmente entre los afios 2009 y 2010, aunque a nivel nacional ha habido
un aumento en este tipo de actividad (FAO, 2010, 2015). En términos de produccion,
lo generado por pesquerias derivadas de la acuicultura hasta el 2014 fue un
volumen de 129 142 toneladas de peso vivo (SAGARPA, 2014), lo que representa
una oportunidad para el desarrollo de esta actividad en el territorio nacional.

Las especies acuicolas de mayor produccion en volumen en México son camaron
con una produccién nacional de 127, 517 toneladas (t), mojarra-tilapia 102, 039 t,
ostiébn 42, 945 t, carpa 33, 003 t, trucha 9, 757 t, bagre 6, 754 t, charal 2, 932 t,
langostino 2, 483 t y lobina 477 t; sin embargo, de acuerdo al valor econémico que
representa su produccion, las especies con mayor valor por ventas en pesos MX,
fueron camarén con 3,925,479 miles de pesos, mojarra-tilapia 1,766,060, atln
547,425 y trucha arcoiris con 398,443 (SAGARPA, 2014).

Los estado con mayor volumen de produccion pesquera de acuacultura en México
son Sinaloa con 38,118 toneladas, Jalisco 29,742 t, Veracruz 28,831 t, Tabasco
18,977 t, Sonora 18,480 t, Chiapas 17,153 t, México 14,309 t, Nayarit 13,589ty
Michoacan 13,465 t (SAGARPA, 2014).

El reto para México en el sector acuicola es mantener su produccién, generando
aportes de proteina de origen animal de buena calidad, contribuyendo de igual
manera a la economia de los productores y por ende a la productividad del pais, asi
como ayudar a contrarrestar los efectos ocasionados por el crecimiento poblacional
(Norzagaray et al., 2012).
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2.1.2. El cultivo de trucha en México

La cria de la trucha arcoiris en México se inicid a finales del siglo XIX con el fin de
repoblar los cuerpos de agua, aunque Gémez y Sarmiento (2011) refieren que
desde 1889, en el Estado de México, ya crecian truchas, pero no fue hasta 1937
gue se formalizo la cria de la trucha con la creacion del centro piscicola "El Zarco”,
responsable de esparcir el cultivo de la trucha por todos los cuerpos de agua del
pais (Garcia et al., 2013), existiendo tan solo en el estado de México mas de 335
granjas productoras de trucha arcoiris (Guzman-Hernandez et al., 2013).

A pesar de que la tasa de crecimiento de la trucha arcoiris es relativamente lenta,
su conversion alimenticia la hace una especie econdémicamente rentable;
representando este un punto a favor de la produccion de esta especie en el territorio
nacional (SAGARPA, 2014). La pesqueria de esta especie se realiza en 19
entidades federativas y es una de las actividades pesqueras mas importantes del
pais, al impactar en la economia y desarrollo de las comunidades rurales,
principalmente en las que registran mayores rezagos (SAGARPA, 2017).

Con base en estadisticas del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera
(SIAP), en 2014 la produccioén de trucha en el pais alcanz6 las 15 mil 695 toneladas,
lo que representa un crecimiento a 2015 de 22 por ciento, en términos anuales.

Actualmente en México existen poblaciones de trucha arcoiris silvestre y cultivada
en los estados de Chiapas, Hidalgo, Jalisco, México, Baja California, Nuevo Ledn,
Veracruz, Tamaulipas, Guerrero, Coahuila, Chihuahua, Durango Sinaloa, Sonora,
Oaxaca y Distrito Federal (SAGARPA, 2014).

El eslabon de comercializacion de la trucha se enfoca a los mercados regionales,
en particular en centros turisticos y lugares que cuentan con restaurantes que hacen
mas atractivo el consumo de trucha fresca. Aunado a esto se ha logrado penetrar
en tiendas de autoservicio ofreciendo el producto en diferentes presentaciones
(Guzman-Hernandez et al., 2013).

2.1.3. Generalidades de la Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

La trucha arcoiris, es un pez perteneciente a la familia de los salménidos siendo la
especie de trucha de mayor cultivo a nivel mundial (Arregui, 2013), es un pez
teledsteo que habita en agua frias, que se caracteriza por presentar una linea
iridiscente (que hace referencia a su nombre) a nivel de la linea lateral, y manchas
pequefias en todo el cuerpo (Figura 1). Sus origenes datan de la Costa Este del
Océano Pacifico que se extiende desde Alaska hasta la Peninsula de Baja California
(SAGARPA, 2014).

De acuerdo a Walbaum (1792) la clasificacion taxonomica de la trucha arcoiris es
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Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Actinopterygii
Orden: Salmoniformes
Familia: Salmonidae
Subfamilia: Salmoninae

Género: Oncorhynchus

Especie: O. mykiss

Figura 1: Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

La trucha arco iris es una especie eurohalina (habitan aguas dulces y saladas),
presenta un cuerpo alargado y fusiforme, con 60- 66 vértebras; tiene una aleta
adiposa, generalmente con un borde negro, presentan una coloracién azul a verde
oliva con una banda irisada rosacea a lo largo de su cuerpo y una linea plateada
por debajo de esta, ademas cuenta con una linea lateral completa con 100 a 150
poros; por debajo el vientre es color gris plateado o blanquecino. Presenta pequefios
puntos negros sobre el lomo, los costados, la cabeza y aletas. Los machos
presentan mayor tamafio y durante la etapa reproductiva desarrollar dimorfismo
sexual, mientras que las hembras presentan vientre abultado y el orificio genital
aparece hinchado y con coloracion rojiza (Armendariz, 2009; Arregui, 2013).

En etapa adulta, la trucha arcoiris puede alcanzar una longitud maxima de 120 cm,
un peso maximo de 25.4 kg y una edad hasta de 11 afios. A esta especie se le
puede encontrar en aguas con temperaturas que oscilan entre los 10 y los 24 °C
(Armendariz, 2009).

La madurez sexual en las hembras de trucha se alcanza a los 18 meses y a los 24
en los machos. Desovan anualmente y la velocidad de desarrollo de los huevos
depende mucho de la temperatura del agua, la cual es 6ptima entre 8 y 12 °C. Al
ser una especie anadroma, naturalmente se reproduce en agua dulce en las partes
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altas y frias de los rios, posteriormente migra al mar para crecer y alcanzar el estado
adulto. La época de desove es de diciembre a mayo (Armendariz, 2009).

La trucha es una especie carnivora, su alimentacion en el medio natural comprende
cuatro grupos principales de organismos: zooplancton, invertebrados del bentos
(anfipodos, insectos acuaticos, crustaceos, moluscos y gusanos planos), insectos
terrestres y peces, consumiendo estos ultimo al alcanzan una talla de 25 a 40 cm.
En condiciones de cultivo, se hace uso de alimentos balanceados en diferentes
presentaciones comprendiendo desde alimento de iniciacion con 52% de proteina 'y
14% de lipidos, hasta el alimento finalizador con 40% de proteina y 10% de lipidos
(Armendéariz, 2009).

La trucha es una de las especies acuicolas que requiere condiciones de cultivo
estrictos: temperatura baja que oscila de 8 -15 °C dependiendo de la etapa, pH
neutro con tendencia a base (6.5 a 9.0) por debajo del pH 5,0 los salménidos pierden
la facultad para regular concentraciones de cloro y sodio en el plasma y se producen
erosiones en piel y branquias. La concentracion optima de oxigeno es mayor a 5
ppm (partes por millén), los limites de cultivo para incubacion de huevos y primeras
fases embrionarias suelen rondar 6 ppm, en etapas posteriores el limite puede
encontrarse en 4-5 ppm. Para su cultivo exitoso, la trucha requiere agua corriente y
limpia; se necesitan aguas claras para la incubacién y alimentacion por ello los
sélidos disueltos deben ser menos de 500 mg/L y sélidos suspendidos menos de 80
mg/L. Estas caracteristicas permitirdn el adecuado desarrollo de la especie y con
ello ayudan a mantener en buen estado su salud (Roberts y Shepherd, 1980,
Armendariz, 2009, Arregui, 2013).

2.1.4. Principales enfermedades que afectan a la Trucha arcoiris

En el cultivo de salménidos pueden ocurrir pérdidas importantes que pueden
deberse a diversos factores tales como intoxicaciones, nutricion incorrecta o averias
en los sistemas, de tal manera que el desarrollo de una acuacultura sana requiere
de mantener condiciones adecuadas de temperatura y oxigeno, una alimentacion
gue reuna los requerimientos nutritivos de los organismos, densidades adecuadas
en el cultivo y medidas profilacticas al final de cada ciclo de produccion. Sin embargo
las enfermedades aparecen a veces en forma esporadica o periddica y pueden
manifestarse en forma asintomatica o bien, desarrollar el cuadro clinico especifico
de una enfermedad afectando el pez, siguiendo un curso crénico, terminando por
producir muerte de los organismos (Roberts y Shepherd, 1980, CONAPESCA,
2001).

Gran parte de las enfermedades generadas en las especies piscicolas son
causadas por agentes patégenos tales como virus, parasitos, hongos y bacterias,
siendo estas ultimas el grupo con mayor repercusion economica en el cultivo de
trucha, tanto por la mortalidad directa como por costes derivados de tratamientos y
por el manejo de las enfermedades (Platas y Vilaboa, 2014). Asi mismo,
recientemente se ha dado importancia a otras enfermedades de etiologia incierta o
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compleja (Roberts y Shepherd, 1980, Noga, 2010, FAO, 2011). En las siguientes
tablas se enlistan las principales enfermedades que afectan a esta especie.

Tabla 1. Principales enfermedades bacterianas que afectan los cultivos de

trucha.

Enfermedad Agente causal Manifestacion
Furunculosis Bacteria: Exoftalmia, lesiones en la piel, ulceras,
Aeromonas branquias palidas o] muy
salmonicida hemorragicas, inflamacién del intestino
pudiendo sufrir necrosis,
enrojecimiento de las  aletas,
furinculos en la piel, muerte de tejidos.

Enfermedad septicémica.
Enfermedad Bacteria: Lesiones pequefias sobre el cuerpo
similar a Aeromonas gue se convierten en llagas abiertas,
Furunculosis liquefaciens aletas enrojecidas y los tejidos se

rompen.

Vibriosis Bacteria: Vibrio Pérdida de apetito, enrojecimiento de
anguillarum aletas y alrededor de orificios
respiratorio 'y boca, branquias
hemorragicas, ulceracion en la piel.

Enfermedad sistémica.
BKD Bacteria: Pérdida de apetito, oscurecimiento
(Enfermedad Renibacterium corporal, exoftalmia, distencion

Bacteriana del
Rifion)

salmoninarum

abdominal, hemorragias en base de
aletas, masas nodulares blancas en el
rinoén.

Estreptococcosis

Bacteria:
Streptococcus
iniae otros
Streptococcus y
otras bacterias
Gram positivas
relacionadas al
género

Oscurecimiento del cuerpo, letargia,
nado  erratico, rigidez  dorsal,
hemorragias en el cuerpo, ascitis.
Enfermedad septicémica.
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Pseudo BKD /
Carnobacteriosis

Bacteria:
Carnobacterium
piscicola

Oscurecimiento corporal, exoftalmia,
ascitis, lesiones hemorragicas en
higado, en menor proporcién también
en bazo y riidn.

Tabla 2. Principales enfermedades de origen viral que afectan los cultivos
de trucha.

Enfermedad

Agente

Manifestacion

IPN (Necrosis
Pancreatica
Infecciosa)

Virus Birnavirus
(IPNV)

Oscurecimiento en el dorso de los
peces, nado erratico, distencion
abdominal, exoftalmia, hemorragias
ventrales, branquias palidas, signos
neuroldgicos, hemorragias petequiales
en visceras. Los peces permanecen en
el fondo del estanque hasta la muerte.

IHN (Necrosis
Hematopoyética
infecciosa)

Virus Rabdovirus
(IHNV)

Letargia, exoftalmia, distencién
abdominal, hemorragia en base de
aletas, los peces presentan largas tiras
fecales blanquecinas en el recto.
Visceras palidas y con petequias,
tracto gastrointestinal distendido y sin
alimento.

VHS
(Septicemia
Hemorragica
Viral)

Virus Rabdovirus
(VHSV)

Oscurecimiento del cuerpo, letargia,
exoftalmia, enrojecimiento en base de
aleas y en branquias, hemorragias en
0jos, branquias palidas, ascitis.

Tabla 3. Principales enfermedades parasitarias que afectan los cultivos de

trucha.
Enfermedad Agente Manifestacion
Punto blanco Protozoo Manchas blancas sobre el cuerpo,
Ichthyophthirius | letargia, los peces se frotan sobre
miltifilis las paredes del estanque.
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Enfermedad del | Protozoo Oscurecimiento del cuerpo, nado en
torneo Myxosoma circulos (remolino), deformacion del
(Myxosomiasis) | cerebralis opérculo y de aleta caudal, muerte.
Hexamitaisis Protozoo Letargia, los peces permanecen en
. Hexamita truttae | el fondo del estanque hasta su
Octomitis
muerte.
Costiasis Protozoo Costia | Mucosidad gris azulosa sobre la piel
necatrix en donde se encuentran los
parasitos.
Girodactilosis Trematodo Parasito fijado en la aleta caudal y
(gusanos Gyrodactylus sp. | anal, erosiones en el cuerpo y
planos) aletas.
Parasitismo por | Trematodo Opacidad corneal, pobre condicion
trematodos Displostomum corporal
spathaceum

Las enfermedades bacterianas son el grupo de patologias que tienen mayor
repercusion econdmica en la produccion de trucha, tanto por las mortalidades que
generan como por los costos que se derivan de los tratamientos y de las
vacunaciones como medidas de manejo de las enfermedades (Gijén y Zarza, 2006).

Las septicemias bacterianas de peces tradicionalmente se han asociado con las
bacterias de tipo Gram negativas, que contienen endotoxinas. Sin embargo, ahora
se sabe que las bacterias Gram positivas también pueden causar el sindrome de
sepsis (Koneman et al., 2008).

Dentro de este ultimo tipo de organismos, en los ultimos afios han cobrado
importancia sanitaria en la acuacultura mundial la presencia de bacterias acido
lacticas (BAL).

2.2. LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS

El concepto de bacterias acido lacticas (BAL) como un grupo de organismos surgio
a principios del siglo XX (Garcia, 2007). Originalmente este tipo de microorganismos
eran aisladas de plantas verdes, con el paso del tiempo y por un proceso de
evolucion y adaptacion han colonizado otros habitats distintos, que son lo
suficientemente ricos para satisfacer sus necesidades nutricionales y ambientales
(Acedo et al., 2006).
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El término “Bacterium acidi lactici” se debe a Wei Emamn que lo propuso en 1899,
aunque las primeras referencias a este tipo de bacterias se deban a Hueppe (1884),
quien describié una parte de la flora microbiana responsable de la acidificacion de
la leche y productos lacteos, a la que se denomind “Milch sauer bacillus”. Pero fue
Orla-Jensen quien dio las pautas para su clasificacion, teniendo en cuenta la
morfologia, modelo de fermentacion de glucosa, temperatura de crecimiento entre
otros; inicialmente se describieron cuatro géneros, pero desde 1985 se han descrito
nuevos géeneros (Heineman, 1920, Salminen et al., 2004).

El habitad en donde se ha encontrado a este tipo de microorganismos son espacios
ricos en nutrientes caracterizados por la presencia de carbohidratos solubles,
productos de la degradacion de proteinas, vitaminas, y con bajas tensiones de
oxigeno, como en la leche y principalmente sus derivados (Acedo et al., 2006,
Gervasio, 2012).

2.2.1. Caracteristicas generales de las BAL

Las BAL son microorganismos Gram positivos, cocos y bacilos de longitud variable
y de un grosor de 0.5-0.8 um, catalasa negativos, no formadores de esporas,
aerotolerantes, carecen de actividad respiratoria porque les falta una enzima
(citocromo catalasa), contienen un grupo hemina que les permite poner en marcha
la cadena respiratoria con el oxigeno como aceptor de electrones (Parra, 2010). Son
organismos quimioorganotroficos, esto quire decir que obtienen su energia a travez
de la oxidacion de compuestos organicos y crecen en medios complejos ya que
necesitan medios de cultivos ricos con carbohidratos fermentables, son tolerantes
a la acidez, capaces de fermentar los hidratos de carbono para obtener energia y
producir acido lactico (Ringo y Gatesoupe, 1998, Konig y Fréhlich, 2009); presentan
en su ADN un porcentaje de C-G menor del 55 mol% (Garcia, 2007) .

La via metabdlica por la cual degradan la glucosa puede ser homofermentativa o
heterofermentativa (Gervasio, 2012). En el primer caso se producen dos moléculas
de acido lactico a través de la degradacion de hexosas, siendo esta la caracteristica
esencial del metabolismo de estas bacterias (Acedo et al., 2006), y en el segundo
caso se obtiene solamente 50% de acido lactico, produciendo el restantes 50% de
etanol, acido acético, acido lactico y/o diéxido de carbono (Parra, 2010, Gervasio,
2012). Todos los miembros de los géneros Pediococcus, Streptococcus,
Lactococcus, y Vagococcus son homofermentativas, y Leuconostoc, Oenococcus,
Weissella, Carnobacterium, Lactosphaera, y algunos lactobacilos son
heterofermentadores; siendo estos ultimos mas importantes en la industria de los
alimentos por su contribucién en la produccion de sabor y aroma (Salminen et al.,
2004).

La temperatura en la que este tipo de bacterias se desarrolla abarca un amplio rango
gue va de los 15 a los 35°C (llamadas mesofilas), pero algunas son capaces de
crecer a temperaturas inferiores a 5° C y otras a temperaturas tan altas como 45°
C. La mayoria de estas bacterias se desarrollan en una escala de pH que va de 4 a
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4.5, aunque algunas de ellas son capaces de crecer a pH tan bajo como 3.2 y otras
a pH tan alto de 9. 6 (Garcia, 2007). La tolerancia a la sal (6.5 % NaCl) puede ser
usada para distinguir entre los géneros Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus 0
Streptococcus; la tolerancia extrema a sal (18%) es confinada al género
Tetragenococcus (Salminen et al., 2004).

Las BAL se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, en general, LAB
se desarrollan en habitats con un rico suministro de nutrientes. Se producen en la
descomposicion de material vegetal y frutas, en los productos lacteos, en productos
carnicos, embutidos y pescado fermentado, remolacha, patatas, puré, chucrut,
masa madre, verduras en escabeche, ensilaje, bebidas, plantas, agua, jugos, aguas
residuales y en las cavidades (boca, genitales, tracto intestinal y respiratorio) de
humanos y animales (Konig y Frohlich, 2009). Son parte de la microbiota saludable
de boca, de la mucosa intestinal y cavidades de animales y humanos (Acedo et al.,
2006, Gervasio, 2012).

En el sistema intestinal, estas bacterias contribuyen a la salud y el bienestar de los
individuos mediante diversos efectos, como por ejemplo manteniendo el equilibrio
de la microbiota intestinal (Parra, 2010, Fernandez, 2014), la exclusiébn competitiva
de patdgenos y la estimulacién y/o modulacion del sistema inmunitario (Reviriego,
2009).

Estos microorganismos son considerados como probiéticos, los cuales se definen
como “microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades
adecuadas, confieren un beneficio a la salud del hospedador” (FAO/WHO, 2002).
El uso de probioticos se ha asociado con un gran nimero de efectos beneficiosos
como la mejora de la intolerancia a la lactosa, la modulacion del sistema inmunitario,
la reduccion de la hipercolesterolemia y la hipertensién, y la proteccién frente a
enfermedades infecciosas, inflamatorias, alérgicas y tumorales. Sin embargo, no se
ha comprobado que las bacterias lacticas y bifidobacterias solo posean propiedades
beneficiosas (Reviriego, 2009), en varios estudios se han llegado a identificar como
patégenos.

2.2.2. Clasificacion de las Bacterias Acido Lacticas

La primer clasificacion de estas bacterias fue hecha por Orla-Jensen en 1919,
basandose en la morfologia, disposicion celular, tipo de metabolismo fermentador
de glucosa, tipos de isomeros del acido lactico, capacidad de desarrollarse a
diferentes temperaturas (10° C y 45° C) y morfologia bacilar o cocoide (Acedo et al.,
2006).

Las bacterias acido lacticas son un grupo de bacterias dificil de definir debido a que
engloba a microorganismos muy heterogéneos tanto morfolégicamente como
filogenéticamente; comprende alrededor de 20 géneros (Reviriego, 2009, Garcia,
2007).En la 8a. edicion del Manual de Bergey’s se dio una clasificacion de las BAL,
bacterias Gram positivas, morfologia cocoide o bacilar, no esporuladas, anaerobias
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facultativas y productoras de 4cido lactico; y de acuerdo a la composicién de &cidos
grasos, constituyentes de pared celular y técnicas moleculares, estan clasificadas
en los siguientes diferentes géneros: Aerococcus, Atopobium, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Acedo et
al., 2006).

2.2.3. Clasificacion Fenotipica

Las principales caracteristicas para su primera clasificacion se basaron en el uso de
pruebas fenotipicas por medio de esquemas de fermentacion, constituyendo las
bases de identificacion y descripcion de los taxas. La caracterizacion fenotipica
abarca pruebas morfolégicas, fisiolégicas y bioquimicas para diferenciar especies a
nivel género (Tabla 4 y 5) (Acedo et al., 2006).

Tabla 4. Caracteristicas fisiol6gicas de bacterias acido lacticas con
morfologia bacilar y cocobacilar

Bacilos Coco-bacilo

Carnobacterium Lactobacillus Weissella
CO2 de glucosa - +/- +
Crecimiento a + +/- +
10°C
Crecimiento a - +/- -
45°C
Crecimiento en ND +/- +/-
Na Cl 6.5%
Crecimiento en - - -
Na Cl 18%
Crecimiento a pH ND +/- +/-
4.0
Crecimiento a pH - - -
9.6
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Tabla 5. Caracteristicas fisioldgicas de bacterias acido lacticas de
morfologia cocoide

Cocos

Aerococc  [Enterococcus Lactococcu Leuconostoc/ Pediococcu Streptococcus | Tetragenococcu
us s/ Oenococcus S s
Vagococcus

CO2 de - - - + - - -
glucosa
Crecimient + + + + +/- - +
oalo°C
Crecimient - + - - +/- +/- -
0 a45°C
Crecimient + + - +/- +/- - +
o en Na Cl
6.5%

Crecimient - - - - - - +
o en Na Cl
18%

Crecimient - + +/- +/- + - -
oapHA4.0
Crecimient + + - - - - +
oapH9.6

2.2.4. Clasificacion filogenética

Debido a que la secuencia de nucleétidos de DNA es Unica para especies
individuales de microorganismos, el andlisis del parentesco de los acidos nucleicos
microbianos fue reconocido como una posible herramienta para descifrar la
taxonomia y nomenclatura bacteriana. Inicialmente, el DNA fue analizado por su
contenido en G + C% (porcentaje de guanina + citocina) (Koneman et al., 2008).

Pero la clasificacion 6ptima para determinar las relaciones filogenéticas bacterianas
se basé en el acido ribonucleico ribosomal (rRNA) 16S por medio de técnicas como
hibridacion DNA-rRNA, uso de transcriptasa reversa para secuencias segmentos
grandes de rRNA después remplazada por secuenciacion directa de genes rRNA 'y
amplificados por PCR. Se han comparado datos de secuencias de otras moléculas
conservadas, como rRNA 23S o el factor de elongaciéon Tu (Acedo et al. 2006).

De acuerdo a las secuencias 16S y 23S del rRNA las bacterias Gram positivas se
dividen en 2 grupos; el primero en donde se encuentran bacterias con una
composicion en G+C de su DNA menos a 50 mol% (rama de los Clostridium) (Stiles
y Holzapfel, 1996) y el segundo grupo de bacterias con alto contenido en C+G mayor
de 50 mol% (rama de los Actinomyces); de acuerdo a esta clasificacion las BAL se
encuentran en la subdivision de los Clostridium (Acedo et al., 2006, Konig y Frohlich,
2009).
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Figura 2. Grupos filogenéticos de bacterias acido lacticas (BAL) con bajo y alto contenido
de C-G %mol en el ADN. Tomado de Stiles y Holzapfel (1996).

Con la aplicacién de nuevos métodos de clasificacion y la descripcion de nuevos
géneros, las bacterias lacticas se clasifican en los siguientes géneros: Aerococcus,
Alliococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella,
Lactobacillus,  Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Acedo et
al., 2006).

2.2.5. Metabolitos generados por Bacterias Acido Léacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son de gran utilidad en la producciéon comercial
de alimentos fermentados debido a los efectos que ejercen sobre el sabor, aroma,
textura e incremento del valor nutricional de los alimentos (Fernandez et al., 2014).
Estos efectos se atribuyen por la actividad metabdlica que las BAL que ejercen
sobre proteinas, azlcares y lipidos, ademas favoreciendo la digestiéon del
consumidor y a su vez aumentando la vida util de los productos alimenticios, siendo
utilizadas como biopreservadores (Vasquez et al., 2009). Este grupo de bacterias
presentan un efecto antagonico frente a diferentes microorganismos patégenos,
propiedad atribuida por los productos finales de su metabolismo: acidos organicos
y otros metabolitos inhibidores de microorganismos patdégenos como: el acido
lactico, acido citrico, acético, peréxido de hidrégeno (H202), aniones super 6xido,
radicales libres, diacetaldehido, reuterina y bacteriocinas (Stiles y Holzapfel, 1996,
Vasquez et al., 2009).
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2.2.6. Bacteriocinas

De los metabolitos generados por BAL, los de uso mas frecuente tanto en alimentos
como en otras matrices son las bacteriocinas (Fernandez et al., 2014), que son
péptidos pequefios con actividad antimicrobiana, son segregadas de forma
extracelular para inhibir el crecimiento de otros microorganismos competidores
(Mondragon et al. 2013) pudiendo tener actividad bactericida o bacteriostatica, en
donde la célula productora sintetiza una molécula que la inmuniza contra la propia
bacteriocina. La produccion ocurre de forma natural durante la fase logaritmica del
desarrollo bacteriano o al final de ésta (Moreira, 1993).

Se ha demostrado que la aplicacion de bacteriocinas, ya sea directamente como un
compuesto purificado en un fermento bacteriano crudo, y/o indirectamente a través
del organismo productor de bacteriocina puede reducir los niveles de
microorganismos patdégenos en diferentes matrices alimentarias (Vasquez et al.,
2009), y en accion combinada con una 0 mas bacteriocinas o con otros metabolitos
(como reuterina, glicina, acido lactico y antimicrobianos de uso industrial) aumentan
su eficacia y estabilidad (Fernandez et al., 2014).

Ademas de servir como barreras antimicrobianas, las bacteriocinas también
mejoran la digestibilidad e incrementan la actividad inmunoldgica de muchas
especies animales y son ampliamente utilizadas en la cria de cerdos, aves y
recientemente en la produccién de organismos acuaticos.

Existen numerosas bacteriocinas y cada una tiene espectros de inhibicion
particulares (Monroy, et al., 2009), clasificadas de acuerdo a caracteristicas
bioquimicas y genéticas: Clase I- Lantibiéticos, con un tamafio <5kDa, pequefios
péptidos activos a nivel de membrana, contienen lantionina y B-metil lantionina.
Clase Il — No lantibi6ticos, tamafio <10kDa, lineales y sin modificaciones
postraduccionales, termoestables, se reportan en esta clase divergicina A y
acidocina B. Clase Il — Proteinas de alto peso molécular, termolabiles, complejas,
son ejemplos Helveticina J. V, acidofilicina A y lactacinas Ay B. Clase IV — péptidos
con una parte proteica y una o fraccion lipidica o glucidica, incluye la lactocina S o
mesenterocina 52. Clase V — con estructura circular, sin modificacion
postraduccional, como la enterocina AS-48 y la gasericina A (Monroy, et al., 2009,
Véasquez et al., 2009, Mondrag6n et al., 2013, Olvera et al., 2015).

La aplicaciéon de las BAL en la industria alimentaria, ha permitido encontrar una gran
diversidad de antagonismos microbianos, aportando proteccion a la microbiota
intestinal, brindando sabor y/o calidad a los productos y controlando patégenos o
contaminantes de los alimentos (Monroy, et al., 2009, Mondragon et al., 2013).

2.2.7. Complejo septicémico por bacterias Gram positivas en trucha arcoiris

Las bacterias acido lacticas de peces, son organismos Gram positivos, cocos y
bacilos, no moviles, productoras de &acido lactico como producto final de su
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fermentacién y cominmente se encuentran en el tracto gastrointestinal de peces,
formando parte de la microbiota intestinal normal; sin embargo, también se han
identificado como bacterias patégenas afectando cultivos de peces (Ringo y
Gatesoupe, 1998).

Las bacterias lacticas patdégenas, tales como Streptococcus, Enterococcus,
Lactobaciillus, Carnobacterium, Lactococcus y recientemente Weissella han sido
detectadas en el liquido ascitico, higado, corazén y bazo de peces con signologia
de enfermedad septisemica (Ringo y Gatesoupe, 1998, Fusco et al., 2015).

La signologia observada en peces afectados por enfermedades causadas por
bacterias lacticas cursan con cuadros clinicos patolégicos muy similares, que
incluye oscurecimiento del cuerpo, letargia, anorexia, nado erratico, exoftalmia u
opacidad corneal, distension abdominal con acumulacion de liquido ascitico, en la
mayoria de los casos hemorragias en 0jos, opérculo y base de las aletas. En la
trucha arcoiris, los signos de enfermedad son consistentes con un proceso de
septicemia, con dafio en cerebro (Austin y Austin, 2016), asi como dafio en higado,
rifidn, bazo e intestino (Ringo y Gatesoupe, 1998).

Como una referencia, en la tabla 6 se describen algunas -caracteristicas
diferenciales de las enfermedades que integran el complejo septicémico por
bacterias lacticas Gram positivas, aunque el diagnostico definitivo de la enfermedad
se debera realizar por medio de la secuenciacion génica.

Tabla 6. Enfermedades que integran el complejo septicémico en trucha arcoiris por
bacterias Gram positivas

Nombre de la Agente etioldgico Diagnostico
enfermedad
Morfologia: Cocoide, en
cadenas cortas
Streptococcus sp. Ocurre a temperaturas de 9 a
Estreptococosis \/acococcus 1 OOC'. Se obser.va estomago ©
_ intestino con fluido gelatinoso o
salmoninarum amarillento,  presencia  de
granulomas en organos
internos.
Morfologia: Cocoide,

Estreptococosis de
aguas Lactococcus garvieae
calientes/Lactococosis

agrupados de dos en dos, 0 en
cadenas cortas de 3 0 4 cocos.
Enfermedad tipica de verano
con temperaturas superiores a
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16 °C, hemorragias petequiales

en cuerpo.
Morfologia: Cocobacilo
pleomorfo, con crecimiento
hasta 37°C.

Restringida principalmente a
salmoénidos en periodos de

Pseudo enfermedad Carnobacterium

bacteriana del rifion maltaromaticum desove'., Se obseva la
formacion de pseudo
membranas en la cavidad
abdominal, localizada
principalmente en USA vy
Canada.
Morfologia: Cocobacilo
pleomorfo en cadenas cortas,
con crecimiento hasta 42°C.

Weissellosis Weissella ceti Afecta principalmente truchas
adulto, se observan
hemorragias en higado vy
cerebro.

2.3. GENERO WEISSELLA

2.3.1. Historia y taxonomia de Weissella

El género Weissella fue dado a conocer en los 90°s, anteriormente se encontraba
clasificada en el género Leuconostoc. Este género comprende cocos y bacilos Gram
positivos, siendo el primer genero de BAL que incluye estas dos morfologias
(Salminen et al., 2004). Todos los miembros son productores de gas a partir de
carbohidratos y se identifican como bacterias heterofermentativas que difieren de
otros lactobacilos heterofermentativos debido a que no producen amonio de
arginina, y uUnicamente Weissella paramesenteroides y Weissella hellenica
producen la isoforma D (-) de &cido lactico a partir de glucosa (Jay et al., 2005).

Para la reclasificacion del género Weissella, se realizaron analisis del gen 16S del
ARN ribosomal (rRNA) de los miembros del género Leuconostoc, en donde se
identificaron 3 lineas genéticas: el género Leuconostoc sensu stricto, Leuconostoc
paramesenteroides (Collins, 1993) y Leuconostoc oenos (recientemente
clasificados como Oenococcus oeni) (Fusco et al.,, 2015); y en el género L.
paramesenteroides es en donde se incluyen los lactobacilos atipicos: Lactobacillus
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confusus, Lactobacillus halotolerans, Lactobacillus kandleri, Lactobacillus minor y
Lactobacillus viridescens, que ahora se consideran como miembros del género
Weissella (Bjorkroth et al., 2002).

Fue en el afio de 1993 cuando Collins y colaboradores designaron por primera vez
al género Weissella al identificar organismos tipo-Leuconostoc en salchichas
fermentadas, las cuales diferian de especies de Leuconostoc en pruebas
bioguimicas (Fusco et al., 2015). El énfasis en estos organismos resulto en la
descripcion del genero Weissella, por medio de los datos de secuencia 16S y 23S
rRNA (Bjorkroth et al., 2002). El nuevo género descrito comprende a una bacteria
gue puede ser de morfologia coco o bacilo (Fusco et al., 2015); y el contenido de G
+ C en el DNA es 37 — 37 %mol.

A lo largo del tiempo y mediante el uso de técnicas moleculares se ha identificada
nuevas especies que se han incluido en este género: W. hellenica reportada por
Collins en 1993 (Fusco et al., 2015), en 2002 Bjorkroth y colaboradores
contribuyeron al estudio de estas bacterias al realizar estudios en W. confusa e
identificar una nueva especie W. cibaria sp. nov. Actualmente el género comprende
19 especies validas las cuales poseen del 93.3 - 99.2% de similitud en
secuenciacion del gen 16S rRNA (Bjorkroth et al. 2014), clasificadas en 5 ramos
filogenéticos basados en la region 16S: ramo 1- W. soli, W. diestrammenae, W.
koreensis, W. kandleriy W. oryzae. Ramo 2- W. cibaria y W. confusa. Ramo 3- W.
thailandensis, W. hellenica y W. paramesenteroides. Ramo 4- W. ceti, W.
halotolerans, W. viridescens, W. minor y W. uvarum. Ramo5- W. beninensis, W.
fabalis, W. fabaria y W. ghanensis (Fusco et al., 2015).

2.3.2. Descripcion del género Weissella

Pertenecen al phylum Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales y familia
Leuconostocaceae. Las bacterias que pertenecen al género Weissella son Gram-
positivas, catalasa negativa, no formadoras de esporas, no méviles, de morfologia
cocoide o bacilar pudiendo ser pleomorficas, quimiorganotrofos, anaerobia
facultativa con metabolismo fermentativoobligado (Collins et al., 1993; Bjorkroth et
al.,2009, 2014). No poseen citocromo, son heterofermentadoras de glucosa por
medio de la via de las hexosas-monofosfato y el camino de fosfoquetolasa,
generando como producto final de su fermentacion acido lactico (produciendo las
isoformas D (-) o D (-) y L(+)), CO2, etanol y/o acetato (Collins 1993, Bjorkroth et al.,
2014). Las bacterias de este género cuentan con un peptidoglicano especifico en
su pared celular, que esta basado en lisina como un acido di-amino; contienen
alanina o alanina y serina en el puente interpeptidico (Bjorkroth et al., 2014).

Sus requerimientos nutricionales son complejos, necesita péptidos, aminoacidos,
carbohidratos fermentables, acidos nucleicos, acidos grasos y vitaminas. Crece a
una temperatura ideal de 15° C, puede crecer a temperaturas de 42 a 45° C.
Producen dextran, hidrolizan esculina y producen amonio de arginina; estas
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caracteristicas son variables para cada especie de Weissella y son usadas como
parte de pruebas fenotipicas para identificacion de especies (Collins et al., 1993).

W. beninensis es la Unica especie que se ha reportado como maévil (Padonou et al.,
2010); asi como también fermentadora de azucares como cellobiosa, fructosa,
galactosa, lactosa, maltosa, melibiosa, raffinosa, ribosa, sucrosa, trehalosa y xylosa
(Fusco et al., 2015)

En base a las caracteristicas fenotipicas es dificil separar a los miembros del género
Weissella del género Leuconostoc o de lactobacilos heterofermentativos, esto es
posible mediante el uso de técnicas taxondmicas moleculares (Fusco et al., 2015).

Las bacterias de este género tienen la propiedad de sintetizar exopolisacaridos
(EPS) siendo el dextran el mas conocido a partir de hidratos de carbono presentes
en la leche, bebidas fermentadas o azucar ocasionando el deterioro por la aparicion
de una filancia(formacion de hilos mucosos) no deseada (Jay et al., 2005). Estos
exopolisacaridos rodean la superficie bacteriana formando una capa externa la cual
esta constituida por polimeros de monosacaridos (EPS). Los EPS de bacterias
lacticas se dividen en homopolisacaridos (HoPS) los cuales estan compuestos por
un unico tipo de monosacarido y en donde hay una Unica enzima implicado en su
sintesis, y los heteropolisacaridos (HePS) que estan constituidos por dos 0 mas
tipos de monosacéridos, que pueden llevar unidos otras moléculas, para su sintesis
y polimerizacion estan implicadas varias enzimas (Aznar et al., 2012).

2.3.3. Ecologia

Las bacterias incluidas en el género Weissella han sido aisladas de una gran
variedad de fuentes, tradicionalmente asociada a comida fermentada (Bjorkroth et
al., 2002). Incluyendo habitats que van desde el suelo (solo W. soli), sedimentos en
costas, peces, agua de lagos, plantas, gran variedad de alimentos fermentados,
cavidad oral, piel, leche materna, en tracto gastrointestinal y urogenital en humanos
y varios animales (Fusco et al., 2015). Asimismo, especies de Weissella son
comunmente encontradas en habitats asociadas al cuerpo de humanos o animales,
como en el tracto gastrointestinal o en leche materna de humanos. W. cibaria ha
sido reportada en muestras fecales de adultos sanos. W. confusa se encontr6 en
leche de madres lactantes asi como en heces de infantes y de las madres. Weissella
spp. también se ha encontrado en la microbiota del ileon en lechones (Fusco et al.,
2015).

2.3.4. Potencial de Weissella sp. como probiético

Varias cepas de Weissella han sido encontradas actuando como prébioticos debido
principalmente a su actividad antimicrobiana, o para otras aplicaciones en
alimentos, clinica e industria cosmética (Abriouel et al., 2015). W.
paramesenteriodes es una de las especies mas predominantes en los vegetales
frescos y tiene un papel importante en la fermentacion del silaje; W. halotolerans y
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W. viridescens han sido asociadas con la carne y productos céarnicos, asi como W.
minor se ha aislado en maquinas de ordefia (Bjorkroth et al., 2002).

Recientemente se han observado efectos quimiopreventivos y antitumorales de
algunas weissellas (Kwaketal., 2014).

Especies del genero Weissella se han identificado en variedad de alimentos
fermentados, uno de ellos es un alimento que forma parte importante en la
alimentacion de Korea: el Kimchi. Weissella junto con otras bacterias acido lacticas
son conocidas por suprimir la actividad de enzimas activadoras de la
carcinogénesis, tales como azoreductasa, b-glucosidasa y b-glucoronidasa, e
inactiva o neutraliza los agentes causantes de cancer y microbios patégenos (Kwak
et al., 2014). El género Weissella predomina en la composicion de las BAL de este
alimento es un 44.4%, W. koreensis se identificé en un 27.2% y W. cibaria en 8.7%
(Park et al., 2014).

En 2007 Srionnual et al. encontraron que W. cibaria 110 producia una bacteriocina
activa contra bacterias Gram positivas, a la que llamaron weissellicin 110, la cual
demostré tener actividad antagdnica hacia algunas especies de Lactobacillus sp.,
Weissella sp. y Leuconostoc sp. Para el 2009 estas sustancias tipo bacteriocinas,
indicaron que son péptidos de bajo peso molecular incluidas dentro del grupo de
bacteriocinas de clase | y 1l (Vallejo et al., 2009).

Estudios realizados con W. cibaria han identificado a esta especie con posible
potencial anti cancer, antiinflamatorio, antibacterial, antifungico y estimulante del
sistema inmune (Kamboj et al., 2015).

2.3.5. Weissella sp. y su asociacion con cuadros de infeccién

Cepas de Weissella han sido aisladas de muestras clinicas de sangre, piel, heridas
infectadas y heces tanto de humanos como de animales. W. cibaria se identificé en
muestras de orina, de pulmon y sangre de pacientes con bacteremia, la especies
que pertenecen a este género se describen como patégenos oportunistas. En
animales como la trucha arcoiris se ha descrito a estas bacterias como patégenos
emergentes, principalmente W. ceti (Fusco et al., 2015).

W. confusa fue aislada de varias muestras clinicas de humanos en casos de
infecciones polimicrobiales, anteriormente a esta especie se le consideraba de poca
importancia clinica, posteriormente se describio como unico agente microbiano en
diversas infecciones y asociado con otros agentes bacterianos por lo que esta
especie se describi6 como patégeno oportunista (Fusco et al., 2015). Existen
reportes de W. confusa como agente causal de endocarditis atipica y severa
comprometiendo las valvulas aortica y mitral (Shin, 2006), asi como en infecciones
sistémicas en mamiferos, en osteomielitis, sepsis posoperatoria y gran cantidad de
casos que involucran bacteremia (Fusco et al., 2015).
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W. ceti se ha descrito recientemente como el agente etiologico de la llamada
“‘weissellosis”, una enfermedad emergente que se ha presentado en granjas
acuicolas de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) generando septicemia y altas
mortalidades (Fusco et al., 2015). Brotes de esta enfermedad se han reportado en
granjas comerciales de trucha arcoiris en Estados Unidos, China y Brasil (Fusco et
al., 2015).

2.4. WEISSELLOSIS

Es una enfermedad desarrollada en organismos de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) causada por la bacteria Gram positiva Weissella ceti, descrita por primera
vez por Liu y colaboradores en granjas de trucha en China en 2007, quienes
describieron brotes de esta enfermedad generando perdidas del 40% de truchas
adulto los cuales presentardén signologia septicémica con lesiones hemorragicas y
tras obtener el aislamiento bacteriano realizaron analisis moleculares identificando
a una bacteria perteneciente al genero Weissella diferente de las identificadas
dentro del género; posteriormente fue descrita en granjas truticolas de Brasil
(Figueiredo, et al. 2012) los cuales reportaron brotes de enfermedad septicémica
hemorragica en truchas adultos y al realizar pruebas de PCR identificaron a la
bacteria Weissella ceti la cual fue simular genéticamente con la cepa de China; asi
como también se decribio esta enfermedad en los Estados Unidos de Norteamerica
(Welch, 2014) en donde identifican a esta bacteria como la responsable de generar
los brotes de enfermedad en diferentes granjas. De acuerdo a la literatura, esta se
considera una enfermedad relativamente nueva, que Unicamente se ha observado
en estos paises, sin embargo en el afio 2015 se observaron casos sospechosos en
Michoacéan, México.

Considerado como un patdgeno rapidamente emergente, se ha determinado que la
enfermedad se desarrolla en los meses de verano cuando la temperatura se
encuentra cerca de 18 a 20°C; Welch y Good (2013) observaron que la enfermedad
disminuye cuando las temperaturas van descendiendo y en los meses de invierno
se encuentra ausente, y que afecta principalmente a los peces de tamafio mayor
gue se encuentran entre .25y 1 kg.

El mecanismo de diseminacién que ha tenido este patdgeno en los tres continentes
es aln desconocido asi como sus reservorios ambientales.

Los signos caracteristicos que se observan durante el desarrollo de la enfermedad
son: peces reunidos en la superficie del estanque y en las salidas de agua, letargia
y anorexia. Se observan lesiones oculares que incluyen hemorragias, exoftalmia,
opacidad corneal y lenticular, hemorragia periocular e intraocular y ruptura corneal,
siendo estos signos caracteristicos de la enfermedad, ademas, de hemorragias
eventuales en cerebro y oscurecimiento del cuerpo (Welch, 2014).
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Las lesiones histopatolégicas incluyen inflamacion retroorbital, ulceracion corneal,
inflamacion granulomatosa en epicardio y miocardio; también se ha llegado a
observar inflamacién de vasos sanguineos (Welch, 2014).

2.4.1. Caracteristicas microbiol6gicas de Weissella ceti

W. ceti forma colonia pequefas (25 mm), blancas, crece en agar sangre generando
actividad a- hemolitica, no se desarrolla en medios bacterioldgicos tipicos (TSA,
BHI). Su aislamiento puede ser de diversos tejidos: bazo, rifién, cerebro. El
crecimiento se produce a partir de 15 -18 horas a 30°. Es una bacteria de morfologia
bacilar gram positiva, de 1.5 um y 0.30 um de didmetro (Welch, 2014).

2.4.2. Diagnostico

El diagndstico se basa en la observacion de los signos conductuales, signologia
caracteristica y el aislamiento e identifcacion del agente etioldgico de diferentes
organos de los organismos enfermos.

Los organismos afectados se observan con comportamiento anormal que incluye
letargia, anorexia, peces ubicados en la superficie del estanque, exoftalmia bilateral,
hemorragia intraocular, hemorragias en higado y cerebro (Welch, 2014, Shin, 2006).

El aislamiento de Weissella ceti de muestra de peces enfermos se detecta utilizando
como medio de siembra agar sangre para detectar la actividad hemolitica de la
bacteria y observar la formacion y coloracion de colonias dentro de 15 — 18 horas
incubada a 30°C. La morfologia bacteriana es cocobacilar, Gram positiva, con una
longitud de 1.5 mm y 0.30 mm de diametro, negativa a la prueba de oxidasa y
catalasa, resultando en pruebas bioquimicas una bacteria fermentadora de
carbohidratos. Utilizando kits de fermentacion de carbohidratos es dificil la
identificacion de la bacteria pudiendo ser confundida por otra especie del genero o
con integrantes del genero Leuconostoc (Welch, 2013 y 2014).

La identificacion y confirmacion de la especie por medio de secuenciacion del gen
16S del ARN ribosomal, utilizando para su amplificacién primers bacterianos
universales y uso de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
(Welch, 2014, Shin, 2006)
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de especies acuicolas en México es una de las actividades del sector
agropecuario mas importantes, debido al impacto econdémico que representa y por
su contribucion en el sector alimentario de las zonas de produccion, que se traduce
en un notable desarrollo social.

Dentro del cultivo de especies acuicolas se encuentra la trucha arcoiris, una especie
gue a pesar de que por volumen se ubica en la octava posicion en la produccion
acuicola general del pais, es una de las mas importantes econdmicamente debido
a su valor, y que puede comercializarse desde presentacion de producto en fresco
hasta ser muy utilizada en la pesca deportiva.

Debido a su importancia econémica y por considerarse un producto de primera
calidad, la trucha arcoiris es una de las especies mejor conocidas del sector
piscicola, y gran parte de las enfermedades que la afectan se encuentran bien
estudiadas, incluyendo las de etiologia bacteriana, parasitaria, viral y fungica,
ademas de patologias de origen desconocido.

Sin embargo, en los Ultimos afios y asociado al incremento de la produccién y las
actividades inherentes que han contribuido a su desarrollo, se ha observado un
incremento en el nimero de patologias que afectan a la actividad truticola, sobre
todo las afecciones bacterianas, destacando los procesos sistémicos causados por
distintas bacterias Gram positivas que causan enfermedad clinica similar, siendo
una de ellas, la Weissellosis, una enfermedad emergente de surgimiento
relativamente reciente, que ha sido reportado Unicamente en truchas de China,
Brasil y en las Estados Unidos de Norteamérica. Sin embargo, tomando en cuenta
evidencias clinico patoldgicas y bacterioldgicas, obtenidas de muestras colectadas
de peces cultivados en la region central de México, es posible que la enfermedad
también esté presente en peces del pais desde el afio 2015.

Debido a lo anterior, es de suma importancia la constancia en la investigacion de
estas enfermedades que se presentan en los organismos dulceacuicolas para
diagnosticarlas oportunamente, dando pie a establecer tratamientos eficaces y de
esta manera mantenerlas bajo control, con el fin de evitar pérdidas de organismos
y asi mejorar la salud de los cultivos en las granjas acuicolas.

El presente proyecto de investigacion pretende establecer un diagnéstico de estas
enfermedades mediante el uso de diversas técnicas de laboratorio y en lo posible
caracterizar el agente causal.
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4. HIPOTESIS

Los cuadros septicémicos observados en truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
procedentes del estado de Michoacan, México, son causados por la bacteria acido
lactica Weissella ceti.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Caracterizar al agente etioldgico implicado en el complejo septicémico generado por
bacterias Gram positivas causantes de mortalidad en truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) en granjas de Michoacéan, México, y describir las lesiones
patologicas generadas en los organismos.

5.2. Objetivos particulares

« Aislar la bacteria acido lactica Weissella sp. de lesiones de truchas arcoiris con
signos caracteristicos de enfermedad septicémica

« Realizar la identificacibn morfolégica y bioquimica del agente bacteriano
Weissella sp.

« Caracterizar genéticamente al agente bacteriano Weissella ceti

. Determinar la capacidad bacteriocinogénica de la bacteria Weissella ceti frente
a agentes bacterianos causantes de patologias en peces

« Describir la histopatologia de lesiones en truchas arcoiris afectadas por la
bacteria lactica Weissella ceti
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6. MATERIALES Y METODO:

6.1. Disefio experimental:

Se utilizé un disefio transversal descriptivo haciendo uso de un muestreo de
oportunidad calculado el numero de muestra con un 90% de confiabilidad y 5% de
error (Casal & Mateu, 2003). Se muestrearon un total de 43 organismos adultos de
trucha arcoiris obtenidos en el afio 2015 y 12 organismos de trucha arcoiris adultos
de talla comercial del afio 2016 que en ambos casos manifestaron sinologia
aparente de enfermedad septicémica severa.

6.2. Modelo bioldgico:

Organismos de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con sinologia aparente de
enfermedad procedentes de granjas acuicolas del Estado de Michoacan, México;
las cuales eran peces adultos de tamafio comercial. Se obtuvieron muestras de
mucus para estudio parasitolégico y muestras estériles de rifién, higado, bazo,
corazon y cerebro para aislamiento bacteriolégico.

6.3. Materiales de laboratorio:

Peces. Truchas arcoiris de etapa adulto

Medios de cultivo: Medio Tripticasa de soya (TSA), Medio Infusién Cerebro-Corazén
(BHI), Medio Agar Sangre suplementado con 5% de sangre de ovino, Medio Sal y

Manitol, Medio Cloruro de sodio (NaCl) al 5, 6, 6.5y 7%, y Medio Man, Rogosa &
SHarpe (MRS).

Pruebas de identificacién bioguimica: kit de tinciobn Gram, enzima catalasa H20: al
3%, verde malaquita, enzima citocromo oxidasa, agar de hierro y triple aztcar (TSI),
agar de hierro y lisina (LIA), agar de citrato de Simmons (CIT), medio de movilidad,
indol y ornitina (MIO); medio triptéfano y SH2 + reactivo de Erlich o Kovac (SIM);
medio oxidacion y fermentacién (OF), caldo nitrofenil-galactopiranésido (ONPG),
medio rojo de metilo-voges proskauer y reactivos metilo y alfa naftol-KOH al 40%
(RM-VP), agar urea, caldo nitrato.

Carbohidratos: adonitol, arabinosa, celobiosa, dextrosa, dulcitol, galactosa, inositol,
lactosa, maltosa, manosa, melibiosa, manitol, rabnosa, salicin, sorbitol, sacarosa,
trealosa, xilosa.

Equipo de laboratorio:

Camara de electroforesis: Mupid-Exu Electrophoresis System

Microcentrifuga
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Termociclador: Multigene Mini Labnet
Transluminador: DNr Bio Imaging System Mini Pro
Viales para PCR: Corning 200 ul

Pipetas

Puntas

Guantes: Ambioderm Nitrilo Soft

Reactivos:

Agarosa

Kit comercial de extraccion y purificacion de DNA: Wizard® Genomic DNA
Purification.

Kit GoTaq Green Master Mix 2x para PCR convencional
Primers especificos para deteccion de Weissella ceti:
Wei06207F (5" -TGATTACCGTGCTGCAACTG-3")
Wei06207R1 (5" -TGAACCAGCCACACCAAATG-3’

TAE 10Xy 1X

6.4. Método:
6.4.1. Toma de muestras y aislamiento bacteriano:

En el mes de Agosto de 2015 se informé de un proceso de enfermedad en una
granja de engorda de trucha arcoiris ubicada en el Estado de Michoacan, México,
la cual cuenta con estanques de concreto tipo raceway, el agua que alimenta la
granja es procedente de manantial con temperatura constante de 17°C. Los
organismos cultivados en la granja fueron importados de Estados Unidos y
mantenidos con alimento comercial de acuerdo a la etapa. Los organismos
enfermos se encontraban en etapa adulta con una poblacion total de 4,000
organismos.

Los peces enfermos se remitieron al laboratorio en bolsas de plastico con oxigeno
para realizar un andlisis de diagndéstico sanitario integral.
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En el laboratorio, se identificd y se anoto la talla de cada pez, seguido de esto se
examino la superficie corporal registrando la presencia de anormalidades visibles
macroscopicamente, evaluando la homogeneidad de la piel, lesiones, melanosis,
dilatacion abdominal y posibles afecciones oculares como exoftalmia y hemorragias.
Una vez realizada la evaluacion macroscopica externa se realiz6 raspado de mucus
de piel, branquias y aletas para estudio parasitologico.

Se realizé la necropsia de los peces de acuerdo al manual de Toma y Recoleccion
de Muestras del laboratorio de Sanidad Acuicola del CIESA, obteniendo muestras
de organos internos: cerebro, corazon, higado, rifidbn e intestino para cultivo
bacteriol6gico y cultivo celular.

Para el aislamiento bacteriano se realiz6 la toma de muestra con asa bacteriol6gica
en condiciones asépticas para siembra en medios de cultivo primarios: agar
Tripticasa de Soya (TSA), agar infusion cerebro-corazon (BHI), agar McConkey y
agar Sangre de ovino. Como medios selectivos se realizé la siembra bacteriana en:
agar Cloruro de Sodio (NaCl) al 5%, 6 %y 7%, agar Sal y Manitol, y agar MRS.

Para descartar la presencia de virus como causa de la enfermedad, muestras de
rifidn y bazo fueron maceradas y el sobrenadante se in6culo en monocapas de
células CHSE-214 de 85% de confluencia, en placas de 24 pozos de poliestireno
con medio Minimal Essential Medium (MEM-Gibco) enriquecido con suero fetal
bovino. Las muestras se incubaron a 15°C y diariamente de revisaron durante siete
dias.

Fragmentos de tejidos de los érganos internos, piel y cerebro fueron colectados en
formalina buferiza al 10% para su fijacion y posterior procesamiento e imbibicion en
parafina, para obtener cortes histoldégicos que fueron tefiidos con Hematoxilina —
Eosina (H&E) y Gram modificada (Atlas of Fish Histology, 2009).

6.4.2. Identificacién fenotipica bacteriana de acuerdo a caracteristicas
morfolégicas y bioquimicas:

Los aislados bacterianos obtenidos de los peces afectados se sometieron a las
pruebas bioquimicas convencionales para su identificacion.

6.4.2.1. Tincion Gram. Esta prueba se realiz6 para clasificar las bacterias segun la
pared celular en Gram positivas o0 Gram negativas y observar la morfologia celular
de los diferentes géneros: La tincion se realizé de acuerdo a Pérez et al. (1987).

6.4.2.2. Tincidn de esporas. El objetivo de esta tincién fue determinar la formacion
de endoesporas de las cepas seleccionadas con el método de Schaeffer y Fulton.
Las cepas de Weissella no forman endoesporas. Se extendio colonia bacteriana
sobre una gota de agua destilada en portaobjetos y se fij6 a la llama, posteriormente

28



Caracterizacion de Weissella ceti aislada en brotes septicémicos de granjas de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) de México

se aplicé verde malaquita durante 10 minutos, seguido de enjuague, se afiadid
safranina durante 15 segundos; tifiendo las esporas en color verde.

6.4.2.3. Prueba de la catalasa. Prueba que se utiliza para identificar bacterias que
sintetizan la enzima catalasa (MacDadin, 2003). Se tomo una colonia fresca con asa
bacteriologica y se coloco sobre portaobjetos con una gota de H202 3%. La reaccion
positiva a esta prueba es el desprendimiento de oxigeno, la formacion de burbujas
indica la presencia de la enzima catalasa.

6.4.2.4. Prueba de oxidasa. Esta prueba se basa en la identificacion de la enzima
citocromo oxidasa y por ello las bacterias utilizan oxigeno en el transporte de
electrones. La presencia de la enzima citocromo oxidasa genera un cambio de
coloracion a morado-azul (MacFadin, 2003). Se utiliz6 papel impregnado de
tetrametil-p-difenilamina en donde se coloc6 con asa bacteriolégica muestra
bacteriana.

6.4.2.5. Prueba de triple azlcar-hierro y lisina-hierro. Se utilizé6 el medio de
cultivo TSI y LIA. Prueba que se emple6 para la diferenciacion de enterobacterias,
con base a la fermentacion de glucosa, lactosa, sacarosa y a la produccion de acido
sulfhidrico (TSI). La prueba LIA se utilizé para la diferenciacion de especies
bacterianas, basado en la decarboxilacion / desaminacién de la lisina y en la
produccion de &cido sulfhidrico (Koneman, 1997). Se tomd muestra de la colonia
con asa bacteriolégica y se sembr6 en medio por picadura. Los tubos se incubaron
a 37 °C por 24 horas.

6.4.2.6. Prueba de citrato. El citrato de sodio es una sal del acido citrico, esta
prueba se utilizé para detectar la enzima citritasa la cual alcaliniza el medio por el
CO2 que se genera produciendo el cambio de color de verde a azul del medio
(MacDadin, 2003). Se inoculo el tubo con asa bacteriol6gica realizando siembra por
estria tomando una colonia bacteriana. Una vez realizada la siembra se incubo a 37
°C por 24 horas.

6.4.2.7. Produccién de sulfuro, indol, motilidad y ornitina. Para esta prueba se
utilizé el medio de cultivo SIM (Sulfuro, Indol, Motilidad) y MIO (Motilidad, Indol,
Ornitina) para identificacion de enterobacterias.

Sulfuro: Determina la capacidad de ciertas bacterias de liberar acido
sulfhidrico produciendo una reaccion visible de color negro.

Indol: Se detecta a partir de la liberacion del anillo de indol del tripté6fano que
se encuentra en el medio, tornando de coloracion el reactivo.

Motilidad: esta dada por los flagelos que presentan algunas bacterias, la cual
puede apreciarse al sembrar el medio como una zona turbia mas alla de la
zona de inoculacion; las bacterias sin motilidad solo crecen en la zona de
inoculacion.
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Ornitina: Detecta la presencia de la enzima ornitina descarboxilasa, formando
una amina con la consiguiente alcalinidad del medio generando una
coloracion purpura intenso en el medio (Alvarez y Barajadas, 1981). Se tomo
muestra de la colonia con asa bacteriologica y se sembré en medio SIM y
MIO por picadura. Los tubos se incubaron en condiciones anaerobias a 37
°C por 48 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se afiadieron
5 gotas de reactivo Kovacs a cada tubo.

6.4.2.8. Prueba de oxidacion-fermentacion. Prueba que se ocupa para obtener
informacion acerca de las vias metabdlicas que utilizan las bacterias para obtener
sus nutrientes y energia. La via oxidativa utiliza oxigeno, la fermentativa no utiliza
oxigeno (MacDadin, 2003). Se inoculo por picadura en dos tubos, tomando colonia
bacteriana con asa bacteriolégica. Un tubo se cerr6 de tal forma quedando floja la
tapa, al segundo tubo se agregd 1.5 ml de aceite mineral estéril. Se incubo a 37 °C
durante 24h.

6.4.2.9. Prueba ONPG. Utilizada para diferenciar microorganismos fermentadores
lentos de lactosa que poseen solo la enzima b-D-galactosidasa, de los no
fermentadores. Se utilizé6 un medio conteniendo orto-nitrofenil-galactopiranosido el
cual es metabolizado por la enzima generando un compuesto de color amarillo
(MacDadin, 2003; Koneman, 1997). Se realizé la siembra con asa bacteriolégica a
partir de un cultivo puro en solucion fisioldgica estéril y se agrego reactivo ONPG.
Se incubo en condiciones anaerobias a 37 °C por 24 horas.

6.4.2.10. Prueba Rojo de Metilo- Voges Proskauer. Prueba que determina la
capacidad de fermentacion de la glucosa produciendo productos finales acidos o
neutros.

Rojo de metilo: revela la presencia de productos finales acidos, el medio del
pH descienda a menos de 4.4 generando un cambio de coloracion de amarillo
a rojo.

Voges Proskauer: evidencia la presencia de productos finales neutros por la
adiciéon de alfa naftol e hidréxido de potasio generando un cambio de
coloracion de amarillo a rojo (MacDadin, 2003). Se inoculo en el caldo RM-
VP con asa bacteriolégica una colonia del cultivo bacteriano y se incub6 a 37
°C por 24-48 horas. Finalizado este periodo se adicion¢ al tubo RM 5 gotas
del revelador rojo de metilo; al tubo VP se adiciono 12 gotas del reactivo Ay
5 gotas del reactivo B.

6.4.2.11. Prueba de urea. Prueba que se utiliza para detectar la enzima ureasa, la
cual hidroliza la urea contenida en el medio produciendo amoniaco, generando un
cambio de color de amarillo a rojo fucsia (MacDadin, 2003; Koneman, 1997). Se
inoculo en caldo muestra bacteriana con asa bacteriolégica, se incubo a 37 °C por
24 horas.
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6.4.2.12. Reduccion de nitrato. Se utiliza para determinar si la bacteria puede
producir enzimas que reduzcan los nitratos del medio a nitritos. Las reaccione
positivas muestran cambio de coloracion a rojo intenso. Se inoculo tomando colonia
bacteriana con asa bacteriologica y mezclando dentro del caldo. Se incubaron los
tubos en condiciones anaerobias a 37 °C por 48 horas; transcurrido el tiempo se
agregaron al medio 5 gotas de reactivo “A” (nitritos) y 5 gotas de reactivo “B”
(Alvarez y Barajadas, 1981).

6.4.2.13. Perfil de fermentacién de carbohidratos. Para la formacién de acidos
como productos finales de la fermentacion, se determiné por medio del sistema de
identificacion APl 20 CHL; se llevé a cabo inoculando muestra de los aislados
bacterianos en cada medio de acuerdo a instrucciones del fabricante, incubando los
medios bajo condiciones anaerobias a 37 °C durante 48-72 horas.

6.4.3. Identificacion genética:

Los aislados fueron incubados en 5 ml de caldo MRS durante toda la noche a 24°C
para la extraccion total de DNA, utilizando un kit comercial Wizard® Genomic DNA
Purification, de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Se cuantificG por
espectrofotometro a 260 nm. La muestra de ADN gendmico total obtenida desde el
cultivo bacteriano se envid a la empresa Macrogen Inc. Corea del Sur para la
amplificacion por PCR convencional del gen 16S rRNA eubacteriano usando los
partidores universales 27F (5°- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) y 1490R (5'-
ACG GAT ACC TTG TTA CGA GTT-3’) y su secuenciacion.

La amplificacion y secuenciacion del locus de Weissella ceti (locus WCNC_06207)
(GenBank Accession No. ANCA01000000; Ladner et al., 2013) se realiz6 por PCR
convencional con el kit comercial GoTag Green Master Mix 2x (Promega), se
utilizaron los primers especie especificos Wei06207F (5-
TGATTACCGTGCTGCAACTG-3") y Wei06207R1 (5-
TGAACCAGCCACACCAAATG-3") de acuerdo a Snyder et al. (2014); se utilizaron
las siguientes concentraciones para llevar a cabo el mix reaccion a 10 uL: dNTPs:
0.4 uL, Mg: 0.5 uL, WF: 0.4 uL, WR: 0.4 uL, Taq Pol: 0.4 uL, Buffer: 1.8 uL, DNA:
2.0 uL, y Agua Free Nuclease: 4 uL

La amplificacién fue corrida en un termociclador (Multigene Mini Labnet) con el
siguiente perfil térmico: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante un periodo de 5
minutos; 30 series de ciclos de 94 °C por 60 s, 58 °C por 60 sy 72 °C por 60 s, con
una extension final a 72 °C durante 5 minutos. El producto de PCR fue analizado en
gel de agarosa al 2% por electroforesis y visualizado en transluminador bajo UV.

31



Caracterizacion de Weissella ceti aislada en brotes septicémicos de granjas de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) de México

6.4.4. Descripcion histopatologica: la descripcion de las lesiones microscopicas
de los organismos afectados se realiz6 mediante la interpretacion de los cortes
histoldgicos de tejidos de diferentes érganos: cerebro, corazén, higado, bazo, rifion,
intestino y ojo, utilizando un microscopio 6ptico (Olimpus. ) (Atlas of Fish Histology,
2009)

6.4.5. Capacidad bacteriocinogénica. Para determinar la habilidad de inhibicién
de otros agentes bacterianos se utilizo el metodo de difusion en agar (Piddock,
1990). Para esto, se sembré en caldo 1.5 x 10° ufc/mL de E. coli, Aeromona
hydrophila y Streptococcus sp. como microorganismo indicador, se utiliz6 0.1 mL de
caldo indicador mezclando uniformemente en 15 ml de agar tibio (~45 °C); el agar
fue depositado en placas de Petri y se mantuvo a 4 °C por 1 hora. Las placas se
mantuvieron a 37 °C durante 1 hora. Pasado el tiempo en el agar se hicieron pocillos
de 6 mm de didmetro, y en cada uno de los pocillos se vierten 25 ul de sobrenadante
libre de células y se incubaron a 4 °C durante 2 horas y posteriormente fueron
incubados a 37 °C durante 48 horas. La actividad inhibidora se cuantificé midiendo
las zonas de inhibicion alrededor de los pocillos.

Para la preparacion del sobrenadante las bacterias lacticas fueron inoculadas en
caldo MRS y fueron incubadas a 37 °C durante 16-18 horas para obtener la maxima
produccion de bacteriocinas. Después el caldo con los cultivos se centrifugo a
12,000 rpm y a 4 °C durante 20 minutos para obtener el extracto libre de células, el
pH se ajustd a 6,2 con NaOH 1N. El sobrenadante fue filtrado con un filtro de 0,22
um de didmetro de poro (Wu, 2004). Los filtrados se liofilizaron antes de su
utilizacion.
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7. RESULTADOS

7.1. Toma de muestras y aislamiento bacteriano:

En los 43 organismos muestreados en el afio 2015 (muestras A) y en los 12
organismos obtenidos en 2016 (muestras B), no se identifico la presencia de
parasitos externos a partir de muestras de raspados de mucus de piel, de branquias,
aletas, asi como tampoco en la inspeccion de tracto gastrointestinal.

En las pruebas para intentar el aislamiento de agentes virales mediante inoculacion
en células CHSE-214 no se observo efecto citopatico, lo que descarta la presencia
de agentes viral en las muestras analizadas.

Se obtuvo crecimiento bacteriano homogéneo en todos los 6rganos muestreados
de donde se intentd el aislamiento en la muestra tomada en 2015 y en la de 2016,
a excepcion del cerebro en la muestra B (Tabla 7).

No se observo crecimiento de las bacterias en los medios de Agar McConkey y en
Agar Sal y Manitol.

En las pruebas de crecimiento bacteriano a diferentes temperaturas se obtuvo
crecimiento a 15, 24, 37 y 42°C por 24 y 48 horas. Unicamente se observo
crecimiento a temperatura de 45°C en las muestras B.

En medio suplementado con NaCl se observo desarrollo en concentraciones de 5%
y 6%; Unicamente las muestras B mostraron crecimiento en una concentracion de
6.5%.

Tabla 7. Aislamientos bacterianos en diferentes medios de cultivo y a
diferentes temperaturas.

Saly NaCl T°C
Medio  TSA BHI S‘;‘: M§g°“ manit 5% 6% N;R 15, 24, 37,
/ é6rgano 9 y ol 6.57% 42, 45
Muestras A
Cerebro - + - - L=, - + -
Corazon + + + - - +,+ - - + +, 0+, + -
Higado + + + - - +,+,— - + +, +, +, +, -
Bazo + + + - - + 0+, - -+ +, o+ -
RifodNn + + + - - + 0+, - - + +, o+, 4+, -
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Muestras B

Cerebro - - - - - IR - -
Corazon + + + - - + 0+, + - + +, + + + +
Higado + + + - - + 0+, + - + +, + + + +
Bazo + + + - - + 0+, + - + +, + + + +
Rifon + + + - - + .+, + - + +, + + + +

7.2. Identificacion fenotipica bacteriana

El desarrollo de colonias bacterianas tanto de las muestras A como de las muestras
B en Agar sangre y en Agar MRS fue de forma circular, con superficie lisa, de
estructura interna mucoide, mostrando opacidad, con borde entero y de elevacion
convexa. La coloracion observada fue blanquecina, evidenciando actividad a-
hemolitica (Figura 4). Unicamente hubo diferencia en el tamafio de las colonias,
siendo de 25 — 35 mm para las muestras A y de 30 — 40 mm en las colonias de la
muestra B.

7.2.1. Caracterizacion bioquimica y perfiles de fermentacion. A la tincién de
Gram se evidenciaron bacterias gram-positivas en donde las muestras A fueron
cocobacilos pleomorfos agrupados en cadenas cortas (Figura 3), y las muestras B
fueron cocos agrupados en parejas 0 en pequeias cadenas (Figura 5). Tanto las
muestras A como las B resultaron negativos a las pruebas de oxidasa, catalasa,
LIA, CIT, MIO, SIM, ONPG, RM-VP, Urea y Nitrato. Asimismo, ambas muestras
mostraron resultados positivos a la prueba bioquimica de TSI en superficie, no
formaron gas ni &cido sulfhidrico y con actividad fermentadora (OF). No formaron
esporas, no moviles (tabla 8). De acuerdo a los resultados de la prueba de
fermentacion, en la tabla 9 se muestran los resultados de la fermentacion de
diferentes azucares.
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Tabla 8. Resultados de pruebas bioquimicas de aislados bacterianos
obtenidos de los organismos muestreados.

Prueba Resultado Prueba Resultado

Muestras A Muestras B

Gram + (cocobacilos Gram + (diplococos)
pleomorfos)

Esporas - Esporas -

TSI - + - - TSI - + - -

LIA - - - - LIA - - - -

CIT - CIT -

MIO - - - MIO - - -

SIM - - - SIM - - -

OF - + OF - +

ONPG - ONPG -

RM - RM -

VP - VP -

Urea - Urea -

Nitrato - Nitrato -

TSI triple azucar hierro, CIT: citrato; MIO: movilidad, indol, ornitina; SIM: sulfuro-
indol- movilidad, OF: oxidacion-fermentacién; ONPG: nitrofenil-galactopirandésido,
RM: rojo de metilo — VP: voges proskauer
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Tabla 9. Resultado de los perfiles de fermentacion de carbohidratos de los
aislados bacterianos de organismos muestreados.

CH Higado Bazo Rifion Crzén Crbro | Higado Bazo Rifion Crzén
Muestras A Muestras B

Adonitol - - - - - - - - -
Arabinosa - - - - - + + + +
Celobiosa. - - - - - - - - -
Dextrosa + + + + + - - - -
Dulcitol - - - - - - - - -
Galactosa - - - - - - - - -
Glucosa + + + + + + + + +
Inositol - - - - - - - - -
Lactosa - - - - - + + + +
Maltosa + + + + + - - - -
Manosa. - - - - - - - - -
Melibiosa - - - - - - - - -
Manitol. - - - - - - - - -
Ramnosa - - - - - - - - -
Salicin. - - - - - - - - -
Sorbitol - - - - - - - - -
Sacarosa. - - - - - + + + +

Trehalosa + + + + + - - - -
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Figura 3. Medio Agar sangre con desarrollo Figura 4. Tinciéon de Gram de cepas de W.
de colonias bacterianas de Weissella ceti, ceti., Evidenciando cocobacilos pleomorfos
en donde se muestra la hemolisis generada Gram positivos en cadenas.

por la bacteria.

Figura 5. Tinciéon de Gram de aislados de
muestras B. Diplococos Gram positivos
formando cadenas cortas.
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7.3. Identificacion genética:

De acuerdo a resultados obtenidos en los andlisis de las pruebas bioquimicas de
las muestras A, se realizaron pruebas de PCR, obteniendo la amplificacion de un
fragmento de 121 pares de bases (Figura 6), que corresponde a parte del locus de
adhesion al colageno WCNC_06207, identificado como un factor de virulencia de
Weissella ceti, el cual que no se ha identificado en otras especies de Weissella.

Figura 6. Gel de agarosa 2%: amplificacion de fragmento correspondiente
con la BAL Weissella ceti.

7.4. Descripcion de lesiones:

Al examen de necropsia se evidenciaron lesiones externas e internas que
corresponden a la descripcién de Weisellosis en truchas afectadas por Weissella
ceti.

Entre las lesiones externas mas frecuentes de los peces analizados se encontro
palidez branquial, exoftalmia unilateral y bilateral, opacidad corneal unilateral o
bilateral, hemorragias en ojos y mandibula asi como lesiones hemorragicas en base
de aletas pectorales. En menor presentacion se observd ascitis, lesiones erosivas
en orificio anal, hemorragias en aletas pectorales y ausencia de aleta dorsal (Figura
7y9).
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Lesiones internas: se observo palidez e hipertrofia en corazén, hemorragias difusas
en higado, esplenomegalia, hemorragias en vejiga natatoria y congestion en

cerebro (Figura 8 y 10).

Figura 7. Diagrama de barras de lesiones externas observadas con mayor
frecuencia en los organismos aparentemente afectados por la enfermedad.

Lesiones externas

Figura 8. Diagrama de barras de lesiones internas observadas en los organismos

afectados.

Lesiones internas
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39

3

Congestion en Higado palido

cerebro




Caracterizacion de Weissella ceti aislada en brotes septicémicos de granjas de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) de México

7.4.1. Descripcion histoldgica de lesiones:

Al examinacion histolégica de los tejidos de organismos afectados con la
enfermedad septicémica se observd hepatitis necrética multifocal caracterizada por
focos de necrosis en todo el tejido hepético, hepatocitos en degeneracion y
presencia de monocitos dentro de vasos sanguineo, asi como la presencia de
bacterias Gram positivas en cadenas en la luz de vasos sanguineos e infiltracion
linfocitaria periductal (Figura 10).

En ojo se observé edema y ulceracion corneal, encontrandose las fibras corneales
separadas por la presencia de edema, aunque no se observé infiltracion dentro del
nervio optico ni presencia de células inflamatorias.

En cerebro se observdO meningitis linfocitaria y congestion, caracterizada por
infiltracion de células linfoides entre las meninges, asi como gran cantidad de
eritrocitos en diferentes zonas de meninges. (Figura 10).

Secciones de branquias, corazon, bazo, rifidn y tracto gastrointestinal, no exhibieron
cambios histolégicos significativos.

Figura 9. Organismos de trucha arcoiris afectados con signos caracteristicos de
enfermedad Weissellosis. A)hemorragia en ojo. B) oscurecimiento general del
cuerpo. C) exoftalmia y opacidad corneal, e higado palido con presencia de
hemorragias multifocales.
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Figura 10. Lesiones histologicas, (A) Hepatitis necrética multifocal con presencia
de bacterias Gram positivas en cadenas y de monocitos en vaso sanguineo; (B)
edema corneal con separacion de fibras. (C y D) congestion en cerebro y

meningitis.
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7.5. Capacidad bateriocinogénica

La bacteria aislada de cuadros septicémicos en truchas arcoiris procedentes de
Michoacan e identificada como Weissella ceti no mostro tener efectos inhibitorios o
actividad antagdnica contra las cepas Aeromona sp., Streptococcus inniae y
Escherichia coli por medio del método de difusion en gel a las 24 ni a las 48 horas
(tabla 10). Durante el ensayo no se evidencio un halo de inhibicion alrededor de los
pocillos que contenian el medio con el extracto libre de células (ELC). Sin embargo,
al sustituir el ELC por medio MRS con crecimiento bacteriano de W. ceti, se
evidencio inhibicion contra la cepa Aeromona sp. a las 48 horas (Figura 11).
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Tabla 10. Inhibicion de W. ceti utilizando el método de difusion en gel contra

las cepas prueba.

Medio de prueba E. coli Aeromona sp. Streptococcus
24 hrs /48 hrs | 24 hrs /48 hrs inniae

24 hrs /48 hrs
. Medio TSA -/ - -/ - -/ -
. Medio TSA -/ - -/ - -/ -

semisolido

. Medio TSA/MRS -/ - -/ - -/ -
. Medio BHI -/ - -/ - -/ -
. Medio MH -/ - -/ - -/ -

Figura 11. Test de difusion en agar. Halo de inhibicién
obtenido al inocular caldo MRS con Weissella ceti.
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Resumen

Objetivo. Caracterizar bioquimica y molecularmente a la bacteria Weissella ceti
obtenida de casos de enfermedad septicémica en granjas de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) de la region centro occidente de México. Materiales y
métodos. Se obtuvieron peces con signos de enfermedad septicémica
caracterizados por oscurecimiento y mala condicion corporal, exoftalmos y opacidad

corneal, de los cuales se intentd el aislamiento en medios de cultivo BHI y agar
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sangre de ovino. A partir de cultivos puros se hizo la caracterizacion bioquimica
convencional y los andlisis moleculares para confirmacién de la bacteria y para
establecer su filogenia. Resultados. Los peces afectados presentaron hemorragias
internas multifocales en higado, rifidn, vejiga natatoria y cerebro, y se aislaron
bacterias cocobacilares Gram-positivas, que bioquimicamente se caracterizaron
como bacterias oxidasa y catalasa negativas, hemoliticas, no maoviles, con actividad
fermentadora a partir de carbohidratos dextrosa, glucosa, maltosa y trehalosa.
Asimismo, las bacterias se confirmaron genéticamente y se caracterizaron en base
a estudios comparativos con secuencias genéticas reportadas en bases de datos,
lo que confirma su relacion genética con secuencias de W. ceti que a la fecha
Unicamente se ha observado como patégeno emergente para la trucha arcoiris de
China, Brasil y en los Estados Unidos de Norteamérica. Conclusiones. Weissella
ceti fue confirmada como causa de enfermedad sistémica en truchas de entre 30 a
500 g; aunque esta bacteria &cido lactica se considera agente saprofito, su aparicién
como causa de enfermedad emergente se relaciona con incremento de la
temperatura del agua de cultivo de alrededor de 18°C.

Palabras clave: Weissella ceti, trucha, Oncorhynchus mykiss, sistémica,
weissellosis.

Abstract

Objective. Characterize biochemistry and molecularly the Weissella ceti bacterium
obtained from cases of septicemic disease in rainbow trout farms (Oncorhynchus
mykiss) of the central-western region of Mexico. Materials and methods. Fish were

obtained with signs of septicemic disease characterized by darkening and poor body
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condition, exophthalmos and corneal opacity, of which isolation was attempted in
BHI culture media and sheep blood agar. From the pure cultures, the conventional
biochemical characterization and the molecular analysis were done to confirm the
bacterium and to establish its phylogeny. Results. Affected fishes presented
multifocal internal hemorrhages in liver, kidney, swim bladder and brain, and Gram-
positive coccobacillary bacteria were isolated, which were biochemically
characterized as hemolytic, non-motile, oxidase and catalase negative bacteria, with
fermenting activity from carbohydrates, dextrose, glucose, maltose and trehalose.
Likewise, the bacteria were genetically confirmed and characterized based on
comparative studies with genetic sequences reported in databases, confirming their
genetic relationship with sequences of W. ceti that to date has only been observed
as an emerging pathogen for rainbow trout from China, Brazil and the United States
of America. Conclusions. Weissella ceti was confirmed as a cause of systemic
disease in trout of between 30 to 500 g; although this lactic acid bacterium is
considered a saprophytic agent, its appearance as a cause of emerging disease is
related to an increase in the temperature of the culture water of around 18°C.

Key words: Weissella ceti, trout, Oncorhynchus mykiss, systemic, weissellosis.

INTRODUCCION

Las bacterias del género Weissella son microorganismos Gram-positivos de
morfologia cocoide o bacilar, catalasa-negativas, no formadoras de esporas,
pertenecientes a un grupo taxonomico de bacterias acido lacticas (LAB) que al

fermentar carbohidratos producen acido lactico, dioxido de carbono, etanol y/o
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acetato; estrechamente relacionados con los géneros Leuconostoc y Oenococcus
(1, 2). A la fecha, se han descrito 19 especies dentro del género Weissella (3),
obtenidas de un amplio rango de habitats, desde manantiales, aguas residuales,
suelo, carne y pescado, incluso formando parte de la microbiota saludable de
cavidades corporales de humanos y animales (3, 4). Se han aislado también de
plantas y vegetales, productos fermentados de la industria de panaderia y de
alimentos tradicionales de Asia y Africa (4, 5).

Algunas Weissella spp. se han utilizado como probioticos y otras aplicaciones en
alimentos, clinica y en la industria cosmética (6), incluso se han reportado efectos
quimiopreventivos y antitumorales. Sin embargo, otras especies de Weissella han
sido involucradas en procesos infecciosos como otitis, endocarditis y generando
septicemia (7, 8), ostiomielitis post-operatoria e infecciones post-transplante.
Unicamente Weissella confusa y Weissella cibaria se han descrito en muestras
clinicas de humanos (9), los cuales se encontraban inmunocomprometidos (7, 8).
En animales, infecciones por Weissella spp. han afectado a primates (10), perros y
otras especies (4); y recientemente, W. ceti fue identificada como causa de
mortalidad en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), (11, 12). Desde entonces, la
weissellosis es reconocida como una enfermedad emergente que clinicamente se
presenta en forma septicémica (13), afectando a peces de todas las edades,
principalmente mantenidos a temperatura superior a los 17°C (14).

Hasta este articulo, la weissellosis en trucha arcoiris ha sido reportada unicamente
en peces en China (11), Brasil (14) y en los Estados Unidos de Norteamerica (12).

En el presente estudio se describe la ocurrencia de un brote infeccioso septicémico
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en truchas arcoiris cultivadas en México asociado a W. ceti; el agente se caracterizo

bioguimica y genéticamente.

MATERIALES Y METODOS

Brote. En el segundo semestre de afio 2015, durante la realizacion de muestreos
de vigilancia sanitaria en granjas de trucha arcoiris de la region centro-occidente de
México, se evidenciaron peces con un cuadro clinico de enfermedad septicémica
hemorragica que al final del brote causé 50% de mortalidad en una poblacion de
20,000 peces con peso de entre 100 a 300 g (tamafio comercial en México). Las
truchas se encontraban en estanques circulares y raceways de concreto

abastecidos con agua de manantial con temperatura promedio de 17°C.

Necropsia. Se realiz6 un muestreo dirigido, colectando 10 peces adultos (300 @)
que presentaban signos clinicos de enfermedad septicémica y se trasladaron vivos
en bolsas plasticas con oxigeno al laboratorio de Sanidad Acuicola de la
Universidad Autbnoma del estado de México, donde fueron sacrificados mediante
sobredosis de anestesia con tricaine methansulfonate MS 222 (250 mg/lt, Sigma

México).

Descripcion patologica y analisis histologico. Todos los ejemplares fueron
examinados macroscopicamente, registrando lesiones externas y documentadas
graficamente, asi como alteraciones en érganos internos. Porciones de 1 cm?® de

organos internos (e.g. rifidn, higado y bazo), piel, branquias, ojo, musculo y cerebro
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fueron colectados y fijados en frascos con formalina buferizada al 10%, para
posterior deshidratacion con alcoholes e imbibicion en parafina usando
procedimientos estandar; cada tejido fue seccionado a 5 pum y tefiido con
Hematoxilina-Eosina (15). La tincibn Gram modificada de McCallum (16) fue
realizada para identificar la presencia de bacterias en donde se describieron
alteraciones histologicas, bajo un microscopio de luz Olimpus BH2.

Andlisis bacteriolégico. Muestras de rifiébn, corazén, higado y cerebro se
sembraron por estria en placas de agar infusiobn cerebro corazon (BHI) y agar
sangre suplementado con 5% de sangre de ovino que se incubaron a 28°C por 72
horas. Colonias representativas del morfotipo dominante se seleccionaron y se
sembraron en nuevas placas BHI para obtener cultivos puros que se almacenaron
a -80°C en caldo BHI con 15% de glicerol y tubos Criobille (AES Laboratories).
Caracterizacion bioquimica. La caracterizaron fenotipica de las bacterias se
realiz6 mediante analisis que incluyeron morfologia de colonias, tincion de Gram,
citocromo oxidasa y reaccion de catalasa (3% de H202). Las pruebas bioquimicas
basicas mediante inoculacién por puncién para pruebas de triple azucar hierro (TSI),
utilizacion de lisina (LIA) y citrato (CIT), movilidad, producciéon de indol y oxidacion
(MIO), produccion de sulfuro e indol. También se incluy6 el ensayo de oxidacion y
fermentacion (OF), nitrofenil-galactopiranésido (ONPG), prueba roja de Metilo-
Voges Proskauer (RM-VP) y urea. Ademas, se determino el perfil de fermentacion
de carbohidratos de los aislados para la formacion de acidos usando el sistema API
20 CH. Se analiz6 el crecimiento bacteriano en medio TSA con 5%, 6% y 7% de

cloruro de sodio (NaCl) y usando agares Man, Rogosa & Sharpe (MRS), McConkey
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y sal y manitol. También se incluyeron pruebas de crecimiento bajo condiciones
aerdbicas a 15, 24, 37y 42 °C por 48 h en TSA.

Secuencia de 16S rRNA y andlisis filogenético. EI DNA total fue extraido de
cultivos bacterianos puros usando el kit comercial Wizard® Genomic DNA
Purification segun instrucciones del fabricante. El 16S rRNA se amplifico por PCR
utilizando primers universales 27F (5’- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) y
1490R (5’- ACG GAT ACCTTG TTACGA GTT-3’) (16). El producto de amplificacion
fue enviado a secuenciar a Macrogen Inc. (Corea). La secuencia de la amplificacion
del gen 16S rRNA fue analizada usando Basic local alignment search tool (BLAST

http://blast.ncbi.nih.gov/), al compararse contra secuencias de cepas tipo de

especies de Weisella, inicialmente mediante alineamiento de secuencias usando
ClustalW y luego mediante un test de filogenia con el método de Neighbor-Joining
y una estimacion de la divergencia evolutiva entre secuencias usando el programa
MEGA 6.0 (17). En los ultimos dos ensayos se utilizé el método de Bootstrapping
con 1000 replicaciones. El andlisis de secuencias del 16S de cepas de Weisella se
realiz6 considerando 20 secuencias nucleotidicas del GenBank més la secuencia
de interés Tabla 1. Todas las secuencias en el set de datos final se ajustaron a 722
posiciones de nucledtidos.

La amplificacion y secuenciacion del locus de Weissella ceti (locus WCNC_06207)
(GenBank Accession No. ANCAQ01000000; (18) se realiz0 mediante PCR
convencional, con el kit comercial GoTaq Green Master Mix 2x (Promega), utilizando
primers especie especificos Wei06207F (5" -TGATTACCGTGCTGCAACTG-3") y

Wei06207R1 (5"'-TGAACCAGCCACACCAAATG-3") de acuerdo a Snyder et al.
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(2014) (19). Las concentraciones del mix fueron 12,5 Ul GoTagq, 1uL primer Forward
10uM, 1uL primer Reverse 10uM, 2 uL DNA y 8,5 uL Agua Free Nuclease. La
amplificacion fue corrida en termociclador MULTIGENE OPTIMAX, Labnet
international Inc. USA, con el siguiente perfil térmico: desnaturalizacion inicial a
95°C durante 5 min; 30 series de ciclos de 94 °C por 60 s, 58°C por 60 sy 72°C por

60 s, con una extension final a 72°C durante 5 min.

RESULTADOS

Descripcidn clinica. El brote de enfermedad septicémica hemorragica alcanzo 60%
de mortalidad en peces desde 100 g o mayores. Todos los peces afectados
colectados mostraron letargia, nado erratico, oscurecimiento corporal, exoftalmia
uni y/o bilateral, hemorragias y opacidad corneal uni o bilateral. Quince peces
manifestaron distencién abdominal, mientras que otros 15 con manifestacion mas
cronica mostraron caquexia severa, erosion de aleta caudal y ruptura ocular (Figura

1); algunos con hemorragias en base de aletas pectorales, erosion de orificio anal.
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Figura 1. Truchas arcoiris afectadas
por weisellosis crénica, con erosion
de aleta caudal, caguexia, ruptura
ocular.
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A la necropsia los peces afectados presentaron distinto grado de anemia (palidez
branquial y de 6rganos internos), ascitis, corazon cubierto de membranas de
aspecto grumoso e hipertréfico; higado de coloracion irregular con congestion difusa
y hemorragias. En menor frecuencia se observé esplenomegalia; hemorragias en
vejiga natatoria y en superficie parietal del musculo costal (Figura 2); congestion en

cerebro. No se observaron hemorragias entre tejido muscular.

Figura 2. Trucha arcoiris afectada por
weisellosis. Exoftalmia, branquias palidas;
higado de aspecto irregular con
hemorragias y congestion; hemorragias en
vejiga natatoria, ovario y musculo costal,
corazén cubierto de membranas de
material purulento.

Aislamiento bacteriano. Se obtuvieron 20 aislados (5 de cerebro, 5 de rifién, 5 de
higado y 5 corazén) fenotipicamente homogéneos como bacterias cocobacilares
grampositivas irregulares, en pares o formando cadenas cortas; en placa de agar
sangre formaron colonias pequefias de 25-30 mm de diametro, color blanco,
circulares, lisas, ligeramente convexas y con actividad Clcolor (10000 (Tabla 2). Al
final se escogi6 un aislado de cada 6rgano para estudios posteriores.

Caracterizacion bioquimica. Las bacterias resultaron negativas a las pruebas de
oxidasa, catalasa, LIA, CIT, MIO, SIM, ONPG, RM-VP y Urea; con resultados

positivos a la prueba de TSI en superficie, sin formacion de gas ni acido sulfhidrico
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y con actividad fermentadora (OF), no formadora de esporas. Fermentadora de:
dextrosa, glucosa, maltosa y trehalosa.

Histopatologia. Las principales lesiones se caracterizaron por panoftalmitis
granulomatosa severa, edema corneal generado por separacién de fibras del
estroma y hemorragia en coroides. En higado se observé hepatitis necrotica
multifocal con hepatocitos en degeneracion y presencia de bacterias Gram positivas
en cadena dentro del tejido afectado y en la luz de vasos sanguineos; infiltracion
linfocitaria periductal y hemorragia. En cerebro se observé meningitis y congestion,
encontrdndose gran cantidad de células leucocitarias y eritrocitos infiltrados entre
las meninges. Miocarditis y epicarditis granulomatosa.

Andlisis molecular. Los productos de PCR amplificaron fragmentos de un tamafio
de 121 pares de bases (no mostrado), correspondiente al locus de adhesién al
colageno WCNC_06207, considerado un factor de virulencia de Weissella ceti. Una
secuencia de 930 nt fue confirmada como parte del gen 16S rRNA de Weisella ceti
mediante el alineamiento béasico local de NCBI con un 98% de identidad. El test de
filogenia por Neighbor joining agrup6 la secuencia obtenida en el clado de las
secuencias 16S rRNA de Weisella ceti cepa 1119-1A-09 y de Weisella sp. cepa HZ-
K, con 99% de identidad para el test de bootstrap con 1000 replicados (Figura 3).
El analisis de divergencia evolutiva indica que la menor divergencia se da con estas
mismas secuencias (Weisella ceti y Weisella sp.) dandose el menor niamero de

sustituciones de bases por sitio entre secuencias (No mostrado).
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Figure 3. Evolutionary relationships of taxa. Analisis evolutivo de Weissella ceti,
deducido utilizando el método Neighbor-Joining (20). Las distancias evolutivas se
calcularon por el método de maxima verosimilitud compuesta (21). Se muestra el
namero de sustituciones de bases por sitio entre secuencias. El andlisis involucro
21 secuencias de nucledtidos. Hubo un total de 722 posiciones en el conjunto de

datos final.
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DISCUSION

El género Weissella incluye a 19 especies de bacterias gram-positivas,
heterofermentativas que forman parte de la microflora normal de humanos y
animales, incluyendo peces. Unicamente las especies W. confusa, W. cibaria, y W.
viridescens han sido aisladas de casos clinicos en humanos; mientras que W. ceti
es un patdgeno emergente para la trucha arcoiris (11, 12, 14).

El andlisis patologico realizado a los peces afectados por esta enfermedad
septicémica registrada en centro-occidente de México, asi como los estudios
bioguimicos y moleculares realizados a las bacterias aisladas confirman la
presencia de W. ceti en el pais, patégeno oportunista que previamente, inicamente
ha sido identificado causando brotes de enfermedad septicémica en forma natural
en truchas arcoiris de China (11, Brasil (14) y en los Estados Unidos de
Norteamérica (12).

En la trucha arcoiris, ademas de W. ceti otras bacterias acido lacticas (BAL), tales
como Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus y
Carnobacterium, también causan enfermedad con cuadros clinicos muy parecidos,
por lo que el diagndstico requiere de una confirmacion definitiva (22). En algunas
de estas patologias, el incremento de la temperatura del agua de cultivo a méas de
17°C se considera factor determinante en la presentacion (14, 21). En los casos
descritos en este trabajo la temperatura del agua de cultivo se ubico entre 16.5 a
17°C. Las altas temperaturas en trucha arcoiris se asocian con brotes de
enfermedad bacteriana por incremento del crecimiento de bacterias saprofitas y/o

la relacion con estrés en los peces.
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Las bacterias obtenidas de peces de México mostraron ser fenotipicamente
homogéneos, y en general similares con los aislados de China (11), de Brasil (14) y
de Norteamérica (12), en cuanto a crecimiento en diferentes medios de cultivo y su
descripcion fenotipica. En los tres paises donde previamente se ha reportado la
enfermedad, las cepas han mostrado alta similitud (23).

La descripcion histologica de lesiones en casos de weissellosis es escasa; de
acuerdo con Welch y Good (2013) (12) Good et al. (2016) (24) se incluyen lesiones
en o0jo como ulceracion corneal, hemorragias, inflamacién granulomatosa,
miocarditis, vasculitis, meningoencefalitis y hemorragia en cerebro; los peces
afectados en México han presentado lesiones similares, ademas de hemorragias en
higado y hepatitis necrética. Los hallazgos de lesiones cerebrales son similares a
los reportados por Figueiredo et al. (2012) (14) y por Welch y Good (2013) (12), lo
cual evidencia que la cepa patdgena de Weissella ceti puede causar una infeccién
en donde el 6rgano blanco es el cerebro; y de acuerdo a la localizacion de la
infeccion se puede dificultar el tratamiento con antimicrobianos (25).

Mediante el uso de la técnica de PCR, usando los primers especificos Wei06207F
y Wei06207R1 (19), se pudo identificar la presencia de la bacteria Weissella ceti en
peces mexicanos con signologia de enfermedad septicémica, amplificando un
fragmento de 121 pb, identificado como locus unico de la proteina de adhesion a
colageno de W. ceti (18), caracterizada como factor de virulencia, lo cual es un
indicio de la patogenicidad de esta cepa.

El andlisis filogenético de la cepa mexicana W. ceti, utilizando la secuencia del gen

16S rRNA, la ubica en estrecha relacién con la cepa W. ceti aislada de ballenas
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(10), teniendo un 99% de similitud; en este sentido, aunque las cepas de W. ceti
previamente observadas en China, Brasil y USA guardaron alta similitud en 16S
rRNA, no se ha observado ninguna relacién epidemiolégica entre ellas.

Para nuestro conocimiento, estos han sido los primeros casos de weissellosis en
México. Tomando en consideracion que W. ceti es un microorganismo
frecuentemente obtenido de un amplio nimero de ambientes y productos, es posible
que su expresion clinica sea producto del cambio e incremento de temperatura, tal
como se ha descrito en aquellos lugares donde la enfermedad ha ocurrido. Sin
embargo, otro factor asociado podria ser el ingreso de animales desde otro lugar en
donde la enfermedad previamente se ha presentado. En este sentido, la bacteria
pudo haber ingresado desde hace varios afios sin manifestarse clinicamente hasta
ahora que las condiciones ambientales le fueron adecuadas. De manera extraoficial,
se sabe que cerca del 80% de huevos de trucha arcoiris necesarios para poblar las
granjas del pais se importan de USA (26), aunque no ingresan huevos de China ni
de Brazil.

La patogénesis de esta enfermedad se encuentra escasamente descrita y se
conoce poco acerca de los mecanismos de diseminacion de la bacteria.
Probablemente los factores de virulencia descritos por Ladner et al., (2013) (18)
pueden contribuir a evadir la respuesta inmune de los peces aunado a las
condiciones ambientales, principalmente la temperatura (12, 14). Tomando en
consideracion que la actividad piscicola con la trucha arcoiris se encuentra en franco

desarrollo en el pais, es de esperar que la enfermedad pueda diseminarse; por lo
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que se requiere mejorar las actividades de prevencion, control y diagnostico para

disminuir el impacto de esta enfermedad emergente a la piscicultura del pais.
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8. DISCUSION GENERAL

Durante los ultimos afios la industria acuicola de México ha adquirido un gran
impulso, convirtiéendose dentro del sector pecuario en una actividad economica
redituable y como una verdadera opcion para contribuir a la seguridad alimentaria
de los sectores rurales en donde se desarrolla. Pese a que en los ultimos 10 afios
el cultivo de trucha en México ha mostrado una tasa media de crecimiento de 0.49%
anual, se espera que en corto plazo este nivel de produccién se incremente
notablemente, asociado a apoyos gubernamentales y al uso de nuevas tecnologias
e intensificando la actividad.

Aun cuando por volumen la trucha arcoiris se posiciona en el lugar 18 de la
produccion pesquera del pais, por valor econdmico se ubica en el séptimo lugar
(SAGARPA, 2014), lo que la convierte en una de las especies que mas contribuyen
a la acuicultura del pais. Sin embargo, es de esperar que al igual que en otras
actividades pecuarias, la intensificacion de la actividad se acomparfie de una mayor
incidencia de enfermedades, las cuales representan uno de los principales
obstaculos para el éxito en la piscicultura, en donde el cultivo de la trucha arcoiris
requiere alta atencidén ya que es una especie altamente susceptible.

En la dltima década, a nivel mundial el cultivo de la trucha arcoiris se ha visto
afectada por una serie de enfermedades causadas por bacterias lacticas Gram
positivas que se presentan de una forma septicémica, siendo una de estas, la
Weissellosis, causada por Weissella ceti. A esta fecha, la enfermedad ha sido
reportada Unicamente en China (Liu et al., 2007), Brasil (Figueiredo, et al. 2012) y
en los Estados Unidos de Norteamérica (Welch, 2014). Sin embargo, la signologia
clinica y la mortalidad observada en los peces afectados provenientes de un Estado
de la regidn centro occidente de la republica mexicana se corresponden con lo
descrito en estos paises (Liu et al., 2007, Figueiredo, et al. 2012, Welch, 2014).

Basados en los diferentes estudios realizados en el presente trabajo, es factible
asegurar que esta enfermedad septicémica también estd presente en México a
partir del afio 2015, ya que previo a ese afio, en el pais no se han tenido registros
de la presencia de alguna enfermedad de caracteristicas similares.

Para desarrollar este trabajo se tuvo acceso a dos muestreos obtenidos de una sola
granja de truchas de la region centro occidente de México; aunque las muestras
correspondieron a diferente afio, en ambos casos se confirmd a W. ceti como la
causa de la enfermedad septicémica. Las muestras fueron sometidas a un estudio
de diagndstico sanitario integral, y no se observaron dafios o lesiones asociados a
la accion de parasitos o agente viral.

Durante los estudios de caracterizacién de las bacterias, se descart6 la probable
accion de otros agentes bacterianos mediante el uso de diferentes procesos
microbiolégicos que confirman a W. ceti como el agente causal. Se confirmo la
caracteristica termdfila de la bacteria, que puede desarrollarse a temperaturas de
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entre 42 — 43°C a diferencia de la mayoria de otras bacterias lacticas que se
desarrollan en una temperatura ideal que suele ir de 30°C a los 35°, y a excepcion
de Streptococcus thermophilus que incluso puede desarrollarse a los 45°C, o las
especies del género Thermobacterium y Lactobacillus que se desarrollan a
temperaturas por encima de 40°C (Heineman, 1920); sin embargo, las bacterias en
estudio no se desarrollaron a temperaturas superiores a los 45°C.

Asimismo, se determiné la capacidad de nuestra bacteria por sobrevivir en medios
salinos de 6 y 6.5 % de NacCl, lo cual concuerda con Brooks (2014) y Austin y Austin
(2016), que indican que estas pruebas son discriminatorias para W. ceti de otras
bacterias Gram positivas debido a que la mayoria de los otros microorganismos son
incapaces de prosperar en ambientes con muy baja actividad hidrica y mueren, ya
gue generalmente crecen en ausencia de solutos afladidos (microorganismos no
halofitos).

Austin y Austin (2016) identifican a Weissella ceti como una bacteria Gram positiva
anaerobia facultativa, a lo cual nuestro resultado es concordante ya que debido a la
tincion realizada y al resultado negativo de las pruebas bioquimicas de oxidasa y
catalasa se comprueba la ausencia de estas enzimas respiratorias en la bacteria.

Aunado a lo anterior, y de acuerdo con Brooks (2014), las especies del género
Weissella no sintetizan compuestos porfirinicos como el citocromo c, el cual es
necesario en la respiracion; y es por ello que las colonias que forman este tipo de
bacterias son de color blanco, lo cual se pudo observar al obtener cultivos
bacterianos puros sobre las placas de agar sangre y agar MRS. Estas
caracteristicas bacterianas vuelven a la bacteria demandante de gran cantidad de
factores nutritivos y es por ello que el tamafio de las colonias de W. ceti son tan
pequefas: 25 — 35 mm, de este modo también se cuerda con Welch (2014) quien
obtuvo resultados parecidos en el desarrollo de colonia. Sin embargo, nuestros
hallazgos son discordantes con este Ultimo autor, quien reporta la imposibilidad de
Weissella de desarrollarse en los medio TSA y BHI, en los cuales nosotros
obtuvimos el aislamiento primario; asi mismo, en otros estudios se ha reportado el
crecimiento de estas bacterias en los medios mencionados, pudiendo existir algun
error en lo reportado ya que estos medios son utilizado para propdsitos generales,
pues favorecen el desarrollo y el aislamiento de una gran variedad de
microorganismos aerobios y anaerobios facultativos y estrictos (Koneman, 1997).

De acuerdo a los resultados obtenidos de las pruebas de fermentacion de
carbohidratos se concuerda con Vela et al. (2011), Figueiredo et al. (2012) y Fusco
et al. (2015), que reportaron a Weissella ceti como una bacteria con actividad
fermentadora, productora de acido a partir de glucosa, maltosa y trehalosa, pero no
de adonitol, arabinosa, celobiosa, dulcitol, galactosa, lactosa ni de salicin,
obteniendo resultados correspondientes con estos, a excepcion del carbohidrato
dextrosa debido a que no hay datos de este; sin embargo, no coincide con lo
reportado por Salminen et al. (2004) quien enuncia que las BAL verdaderas
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generalmente producen &cido de galactosa; siendo esta la caracteristica que
diferencia a W. ceti de las otras dentro del género.

El obtener el desarrollo de la colonia bacteriana en medio MRS coincide con lo
descrito por Marth (2001), ya que este en un medio que evidencia el crecimiento de
BAL al contener peptona, glucosa, sorbitan, magnesio y acetato, asi como también
es un medio que discrimina a bacterias Gram negativas. Sin embargo en este medio
no se desarrollan todas las BAL, es un medio adecuado para Lactobacilos y
especies del género Weissella. De este modo se comprueba que Weissella ceti es
una bacteria fermentadora perteneciente a las bacterias lacticas y de acuerdo a
Klander y Weiss (1992) es clasificada como heterofermentativa por lo que sus
productos finales son &cido lactico, acido acético, etanol, dioxido de carbono, acido
férmico y &cido succinico.

Austin y Austin (2016) describen a W. ceti como una bacteria hemolitica; tras la
siembra en agar sangre de ovino, se determiné la capacidad alfa hemolitica de los
aislados, relacionando esta con la patégenicidad de las cepas, capaces de destruir
los eritrocitos. Sin embargo, esta caracteristica también se puede observar en otras
bacterias gram-positivas como Streptococcus sp., Lactococcus garviae y
Vagococcus (Ringo y Gatesoupe, 1998, Fusco et al., 2015) las cuales también
pueden afectar los cultivos de trucha arcoiris, y se encuentran clasificadas dentro
del grupo de bacterias lacticas pudiendo llegar a confundirse, sin embargo las
caracteristicas morfolégicas, el desarrollo de colonias bacterianas en diferentes
medios sdlidos, los resultado de pruebas bioquimicas y el perfil de fermentacion de
carbohidrato s (Heineman,1920), son caracteristicas que orientan a la identificacién
de W. ceti.

Los peces presentaron los tipicos signos clinicos de una enfermedad asociada a un
proceso septicémico por bacterias Gram positivas. El aislamiento de W. ceti a partir
de higado, bazo, rifidn, corazén y cerebro de peces con signos de enfermedad
confirman la naturaleza septicémica del agente etiologico, diseminado a través del
torrente sanguineo, con capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica y afectar
al cerebro, que induce la manifestacion de signos nerviosos como son la apatia e
incoordinacion, observados en las etapas avanzadas de la enfermedad.

Las bacterias del género Weissella se consideran habitantes normales de
superficies y cavidades de animales, y en general se utilizan ampliamente en la
industria alimentaria como preservadores de vegetales y carne fermentada, en la
elaboracion de quesos y principalmente en enlatados (Bjorkroth et al., 2014, Fusco
et al.,, 2015). Sin embargo, las infecciones generadas por bacterias del género
Weissella principalmente W. confusa han sido reportadas en pacientes humanos
inmuno-comprometidos (Kamboj, 2015); pero W. ceti es la Unica especie del género
que ha sido reportada afectando peces. Figueiredo et al. (2009) demostraron el
potencial patbgeno de W. ceti como agente primario causante de enfermedad en
truchas arcoiris. Considerando que este género forma parte de la microbiota normal
del sistema gastrointestinal en peces (Kamboj, 2015), puede resultar un factor de
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riesgo en la presentacion de la enfermedad y una probable via de entrada al
organismo generando consecuentemente la septicemia.

En este sentido, la presentacion de la enfermedad en truchas arcoiris de granjas de
Michoacan se desarroll6 en organismos aparentemente sanos; sin embargo es
probable que los peces se encontraran bajo condiciones de estrés cronico, en las
cuales los animales en apariencia no muestran alguna anormalidad, pero en
realidad se encuentra en un estado de agotamiento organico, con constante
liberacion de cortisol que finalmente induce a inmunodepresion y predisposicion a
infecciones secundarias (Francis-Floid, 1991).

Durante nuestra investigacion, en la granja se registraron los factores fisicoquimicos
del agua encontrandose valores acordes para el desarrollo de la trucha arcoiris, sin
varianzas significativas, manteniéndose dentro del rango O6ptimo las
concentraciones de oxigeno y temperatura del agua. La presentacion de la
enfermedad y mortalidad de organismos se registré6 en los meses en donde la
temperatura alcanza valores altos, correspondiéndose con lo reportado en los casos
de enfermedad ocurridos en Brasil y en los Estados U nidos (Figueiredo et al., 2012;
Welch y Good 2013).

En relacion a lo anterior, los casos de weissellosis reportados en la literatura han
sido asociados a incrementos superiores a 17°C de temperatura (Liu et al., 2007,
Figueiredo, et al. 2012, Welch, 2014). La trucha arcoiris es una especie de agua
fria, que idealmente debe cultivarse a menos de esa temperatura ya que puede
inducir situaciones de estrés y afectar la calidad del agua. En este caso, los peces
analizados se encontraban en condiciones de cultivo en promedio de 18°C, por lo
gue la temperatura se ajusta a lo descrito por otros autores. Inclusive, Figueiredo,
et al. (2012), demostraron que la enfermedad puede ser recurrente; que la bacteria
permanece latente en los meses de otofio e invierno, y que la enfermedad volvié a
aparecer en primavera-verano, cuando la temperatura se incrementd. En nuestra
investigacién, hemos tomado dos muestras, de distinto afio; en el segundo muestreo
los responsables de la granja sospecharon de otra enfermedad, sin embargo
confirmamos que se trata también de W. Ceti, que ha permanecido en la granja y
se recrudece en el periodo de verano.

En nuestros resultados existe cierta discrepancia en los hallazgos descritos a la
necropsia con otros estudios debido a que no se encontraron cambios significativos
en corazon de los organismos afectados como se describe en los estudios de Welch
y Good (2013) y Marancik et al. (2013), asi como también existe discordancia entre
los hallazgos en tejido Optico. Las hemorragias encontradas en cerebro coinciden
con lo reportado en los brotes de Carolina del Norte (Welch y Good 2013) sugiriendo
gue este es un érgano blanco en la infecciébn por Weissella ceti. Tomando en
consideracion que esta es una patologia relativamente reciente, se requiere realizar
mas estudios para caracterizar adecuadamente las lesiones macroscopicas y
microscoépicas que se presentan durante una infeccidon de este agente.
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De acuerdo con Shoemaker et al. (2002) las bacterias Gram positivas cuentan con
determinados factores derivados de su propio metabolismo que les confieren la
capacidad de dafar células y evadir el sistema inmune, como lo es la capsula. En
el caso de bacterias perteneciente al género Weissella que carecen de capsula su
pared celular ademas de contar con peptidoglicanos especificos (Bjorkroth et al.,
2014) presentan exopolisacaridos (EPS) (Aznar et al., 2012); estos EPS en las
bacterias les permiten forman un biofilm que les brinda proteccién frente a
determinadas enzimas liberadas o presentes en el tracto digestivo, que le pudieran
conferir a W. ceti la capacidad para evadir células del sistema inmune. El dextran
es un EPS generado por bacterias del genero Weissella (Bjorkroth et al., 2014,
Nacher, 2015); es un polisacarido formado por moléculas de glucosa y por sus
efectos anticoagulantes es utilizado para evitar trombosis, pero en cantidades
mayores es responsable de hemorragias, signo que fue observado en los peces
afectados por esta bacteria. Aunado a lo anterior, el dextran disminuye la
extravasacion de linfocitos/células de defensa, al haber proliferacion bacteriana en
el organismo de los peces, existiria la presencia de este EPS en cantidades
considerables lo cual contribuye a la evasion de la respuesta inmune.

En nuestro estudio, Weissella ceti se identifico genéticamente desde los aislados de
peces enfermos procedentes de Michoacan con signologia de enfermedad
septicémica por medio de la técnica de PCR, utilizando primers especificos
Wei06207F y Wei06207R1, concordando con lo reportado por Snyder et al. (2014),
dirigido a una proteina de adhesion a colageno (Ladner et al., 2013), considerado
como un factor de virulencia de esta bacteria, siendo esto un indicio que contribuye
a la patogenicidad de esta cepa ya que este tipo de adhesinas son moléculas de
superficie bacteriana que se unen a las células o a su matriz extracelular (Brook,
2014), en este caso especificamente al colageno y con ello es capaz de resistir la
fagocitosis.

En cuento a la signologia observada, las hemorragias multifocales en los
organismos enfermos se deben a la extravasacion de sangre que provoca la
bacteria por su capacidad hemolitica y por la produccién de EPS bacterianos,
lesionando al endotelio vascular con la consiguiente aparicion de hemorragias y
petequias en la superficie de diversos 6rganos, principalmente en aquellos que
estdn mas irrigados, como la regién perianal, bucal y aletas (Prieta y cols., 1993) y
organos como el higado, el cual es muy susceptible por ser un érgano de
detoxicacién de endogenos y mantiene fluido lento de sangre (Roberts, 2001).

El existir hemorragia dentro del organismo de los peces enfermos se genera una
alteracion en la velocidad circulatoria, haciendo que esta disminuya y haya
estancamiento de sangre, hemoconcentracion y por ultimo hay un gasto cardiaco
deficiente, produciendo la muerte (Trigo, 2004). Esto concuerda con los hallazgos
en la necropsia, ya que el corazén de varios peces se encontraba hipertrofiado,
principalmente en los peces con hemorragias en higado, como respuesta a la
demanda funcional del organismo.
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Las pruebas de capacidad bacteriocinogénica en agar demostraron que la cepa W.
ceti aislada de peces mexicanos no tiene la capacidad de producir bacteriocinas
capaces de inhibir el crecimiento de otros agentes bacterianos, de acuerdo a la
literatura no existen reportes para esta especie, solo existen datos de produccion
de bacteriocinas dentro de este género y es por Weissella cibaria.

Sin embargo la presencia de un halo de inhibicion en agar utilizando como
organismo indicador a Aeromona hydrophila y al sustituir el extracto libre de células
por medio MRS con cultivo de W. ceti indican que esta bacteria si es capaz de inhibir
a otros microorganismos; sin embargo, esto probablemnte se debe a la propiedad
de la bacteria de generar diferente tipos de acidos (acido lactico, propionico, acético
y CO2), ya que segun Fernandez et al. (2014) y Trigo (2004) estos &cidos pueden
atravesar membranas celulares y disociarse en el citoplasma, acidificando asi el
medio e interviniendo con funciones celulares y generar una desestabilizacion de
componentes estructurales y funcionales de las células, interfiriendo de esta forma
con la viabilidad celular.

Si bien el aislamiento y la demostracibn como agente Gram positivo es
relativamente sencillo y rapido, incluso durante un brote de enfermedad, en la
practica, la identificacion de esta bacteria en peces afectados es complicada debido
a que la signologia observada en los organismos afectados puede llegar a
confundirse con otras bacterias del género Streptococcus, Lactococccus o
Carnobacterium que a su vez son Gram positivas. Inclusive errbneamente puede
llegar a ser identificada en laboratorio por medio de test fenotipicos y bioquimicos
como bacterias tipo Leuconostoc.

Debido a lo anterior, para su identificacion precisa es necesario el uso de técnicas
moleculares utilizando el gen 16S rRNA o genes especificos. En este caso, la
confirmacion definitiva de W. ceti se logré a través de la amplificacion de un
fragmento de 121 pb que corresponde a la adhesina a fibras de colageno (WCNC:
06207). Sin embargo, para futuras investigaciones con esta bacteria obtenida en
México, se habran de realizar estudios de filogenia vy tipificacion, asi como pruebas
de patogenicidad y de susceptibilidad a antibidticos.
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9. CONCLUSIONES

De acuerdo a la presentacion clinica, a las lesiones macroscopicas e histoldgicas,
asi como a los resultados de las pruebas de cultivo bacteriano y bioquimicas y su
analisis molecular, se identifica plenamente la presencia y accion de Weissella ceti
como causa de enfermedad en los peces analizados procedentes de Michoacan.

Segun la prueba de produccién bacteriociogénica no se identifico la produccion en
la cepa mexicana de bacteriocinas. Sin embargo, el efecto de inhibicién evidenciado
por el método de difusion en gel, probablemente fue generado por efecto de los
acidos producidos.

La presentacion de la enfermedad producida por la cepa mexicana de W. ceti

concuerda con lo descrito en literatura, tanto en signos clinicos como en lesiones
macro e histologicas.

RECOMENDACIONES

Realizar estudios de filogenia, de patogenicidad y de susceptibilidad a antibiéticos.
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