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Resumen

La aparicion de enfermedades infecciosas producidas por bacterias causan
altas tasas de mortalidades. Especies de Aeromonas se caracterizan por
poseer una variedad de factores de virulencia relacionados con su
mediacion en la adhesién y la invasion de los tejidos del huésped, incluyendo
flagelos, fimbrias, lipopolisacaridos (LPS), proteinas de la membrana externa
y productos extracelulares como hemolisinas, enterotoxinas citotoxicas y
citotdnicas, proteasas, lipasas, desoxirribonucleasas y sideroforos. Por lo que
este trabajo se centré en primera instancia en la evaluacion de virulencia de
Aeromonas dhakensis realizando infecciones experimentales utilizando a
hibridos de tilapia Oreochromis mossambicus x Oreochromis niloticus
inyectandolos via intraperitoneal (IP) con distintas dosis tanto de células
bacterianas como de productos extracelulares (PECs) de A. dhakensis,
después se aisl6 e identifico por rep-PCR al agente causal de las
infecciones, posteriormente se evaluaron los dafios histologicos bazo,
cerebro, higado y rifidn de los organismos infectados. Ademas se caracterizo
a A. dhakensis y se determind su susceptibilidad ante diversos antibiéticos a
través de sensidiscos y de la concentracion minima inhibitoria (MIC). Se
demostré que A. dhakensis crece entre 0.0 y 5.5% de NaCl, a un pH desde
4 a 10 y una temperatura entre los 4 y 37°C, por lo que es una bacteria con
capacidad para adaptarse y desarrollarse a distintos ambientes, ademas es
susceptible a Gentamicina y Oxitetraciclina con una MIC de 0.3 pg/ml. Por
otro lado los peces infectados con dosis de 1.55 x 10° cel/g alcanzaron una
mortalidad del 79.2% a las 13 h pos infeccion (h.p.i) mientras que la tasa de
mortalidad para los infectados con PECs fue del 100% a las 24 h. La
virulencia de A. dhakensis se puede relacionar con la secrecién de sus PECs
(proteasas, sideroforos, DNAsas y actividad citotoxica) aunque los dafios
histopatolégicos fueron mayores cuando se infectaron con células

bacterianas pues al entrar al organismo se multiplican y distribuyen
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circulando a través de los vasos sanguineos superando su sistema inmune.

Palabras clave: Aeromonas dhakensis, productos extracelulares, virulencia
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Abstract

The emergence of infectious diseases caused by bacteria cause high rates of
mortality. Aeromonas species are characterized by a variety of virulence
factors related to mediation in adhesion and invasion of host tissues,
including flagella, fimbriae, lipopolysaccharide (LPS), outer membrane
proteins and extracellular products such as hemolysin, citotonicas and
cytotoxic enterotoxins, proteases, lipases, deoxyribonucleases and
siderophores. So this work focused in the first place in the evaluation of
virulence of Aeromonas dhakensis doing experimental infections using a
hybrid tilapia Oreochromis niloticus x Oreochromis mossambicus injecting
intraperitoneally (IP) with different doses both bacterial cells and extracellular
products (PECs) of A. dhakensis, then isolated and identified by rep-PCR the
causative agent of infections later histological damage spleen, brain, liver and
kidney of infected organisms were evaluated. It was also characterized A.
dhakensis and susceptibility to various antibiotics was determined by
sensidiscs and the minimum inhibitory concentration (MIC). It was shown that
A. dhakensis grow between 0.0 and 5.5% NaCl, pH from 4-10 and a
temperature between 4 and 37 ° C, which is a bacterium the ability to adapt to
different environments and develop, it is also susceptible to gentamicin and
oxytetracycline (MIC 0.3 mg / ml).

Furthermore infected fish at doses 1.55 x 106 cells / g reached a mortality of
79.2% at 13 h post infection (hpi) whereas the mortality rate for infected with
PECs was 100% at 24 h. The virulence of A. dhakensis may be related to the
secretion of their PECs (proteases, siderophores, DNases and cytotoxic
activity) although histopathological damage was greatest when infected with
bacterial cells as to enter the body multiply and spread circulating through
blood vessels exceeding your immune system up to their organs.

Keywords: Aeromonas dhakensis, extracellular products, virulence.
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I.INTRODUCCION

En la actualidad uno de los principales problemas a los que se
enfrenta la acuicultura es la aparicion de enfermedades infecciosas de origen
bacteriano (Paperna, 1996). Este tipo de enfermedades causan altas
mortalidades entre los organismos lo cual genera pérdidas econémicas entre
el sector acuicola debido a los costos que generan los tratamientos y al
descenso de la produccién (Austin y Austin, 2007).

Especies del género Aeromonas tienen la capacidad de causar
infecciones en seres humanos y peces. Se encuentran presentes
comunmente en ecosistemas acuaticos tales como agua dulce y estuarios,
aguas superficiales y aguas residuales; también se encuentra en peces
sanos o enfermos, productos alimenticios, heces de animales y humanas
(Janda, 2001; Figueras, 2005; Martin-Carnahan y Joseph, 2005; Janda y
Abbott, 2010).

La capacidad de una bacteria para desarrollar una infeccion depende
en gran parte de la habilidad que esta pueda tener para adherirse a la
superficie del huésped o de sus 6rganos internos o invadir sus células para
evadir los mecanismos de defensa del huésped (Seshadri et al., 2006, Austin
y Austin, 2007; Reith et al., 2008; Noonin et al., 2010; Beatson et al., 2011).



Las areas que son consideradas mas vulnerables para la adhesion
bacteriana y la colonizacion son las branquias, piel y tracto gastrointestinal,
asi como posibles lesiones o Ulceras (Jutfelt et al.,, 2008; Noga, 2010;
Figueras et al., 2011b). Especies como A. hydrophila (Austin y Austin, 2007),
A. allosaccharophila (Martinez et al., 1992), A. caviae (Candan et al., 1995),
A. jandaei (Esteve, 1995), A. sobria (Toranzo, 1989) y A. veronii biovar sobria
(Rahman, 2002) han sido relacionados con infecciones que producen
septicemia y enfermedades ulcerativas y hemorragicas en peces, causando
mortalidad significativa tanto en especies de peces de agua marina como
dulce (Beaz y Figueras, 2013).

Cepas patdgenas de Aeromonas poseen una variedad de factores
relacionados con su mediacién en la adhesion y la invasion de los tejidos del
huésped, como sus componentes estructurales incluyendo flagelos, fimbrias,
lipopolisacaridos (LPS), proteinas de la membrana externa y productos
extracelulares como hemolisinas, enterotoxinas citotdxicas y citotonicas,
proteasas, lipasas, desoxirribonucleasas y sideroforos (Suarez y Herrera,
2012; Janda, 2001; Chaco'n et al., 2003; Figueras, 2005; Yu et al., 2005;
Chopra et al., 2009; Janda y Abbott, 2010; Figueras et al., 2011b).

Recientemente en el &mbito de la taxonomia de Aeromonas spp.
basada en la identificacion molecular han llevado a una reclasificacion de
Aeromonas y a la descripcién de nuevas especies (Janda y Abbott, 2010).
Beaz et al. en el 2013 informaron de dos subespecies de A. hydrophila, es
decir, hydrophila y ranae y propusieron una nueva clasificacion de A.
dhakensis y A. hydrophila subsp. dhakensis como Aeromonas dhakensis sp.
Sin embargo Aeromonas dhakensis fue mal identificado originalmente como
A. caviae y luego como A. hydrophila, lo cual contradice a las referencias que
mencionan a A. caviae, A. hydrophila y A. veronii bv. sobria como los
aislados de Aeromonas mas frecuentes (Janda y Abbott, 2010; Aravena-
Roman et al., 2011).



A. dhakensis son bacilos Gram negativos, oxidasa y catalasa positiva,
reducen nitrato a nitrito, resistentes al agente vibriostatico O/129 (150 mg) y
no producen pigmento marron difusible. Su crecimiento ocurre en 0-3% (w/v)
NaCl a una temperatura de 30 a 37°C (Beaz et al., 2013). Entre sus genes de
virulencia destacan pili tipo 1V, toxina RTX, fimbria tipo IV, una adhesina,
enterotoxina citotoxica ALT, hemolisina, fosfolipasa A1, sintesis de
sideroforos, un regulador de la captacion de hierro (Fur) y una invasina (Wu
et al., 2012)

A. dhakensis se distribuye ampliamente en los paises calidos (Esteve
y Alcaide, 2009). Ha sido aislada a partir de agua de acuario y de peces de
ornato en Portugal (Martinez et al., 2011), de anguilas Europeas enfermas de
agua dulce en Espaia (Esteve et al., 2012), de muestras de peces y agua en
Australia (Aravena et al., 2011). En México fue aislada en la presa Sanalona
en Culiacan, Sinaloa a partir del ojo de una tilapia nilética enferma (Soto-
Rodriguez et al.,, 2013). Tilapias cultivadas en todo el mundo han sido
afectadas por distintas cepas bacterianas virulentas entre las que destacan
Aeromonas hydrophila, Edwarsiella tarda, Pseudomonas fluorescens vy
Streptococcus sp. (Al-Harbi y Uddin, 2005; EI-Sayed, 2006).

Varios estudios han evaluado los factores de virulencia asociados a
especies de Aeromonas en tilapia Oreochromis niloticus (Abd-EIRhman,
2009; Téllez-Bafiuelos et al., 2010), bagre Ictalurus punctatus (Majumdar et
al., 2007; Ullal et al., 2008), carpa comun (Yin et al., 2009; Jeney et al., 2009)
y la anguila (Esteve et al.,, 1994), sin embargo la patogénesis de A.
dhakensis no ha sido establecida en peces. Por lo tanto este trabajo de
investigacion pretende evaluar la toxicidad de las células bacterianas de A.
dhakensis y sus productos extracelulares (PECs) y establecer la posible ruta
de entrada de las células bacterianas, su distribucion dentro del organismo,
los efectos letales asi como la descripcion de las lesiones histologicas
utiizando como modelo de prueba a hibridos de tilapia (Oreochromis

mossambicus x Oreochromis niloticus).



La eleccion de hibridos de tilapia (Oreochromis mossambicus X
Oreochromis niloticus) como modelo de estudio es debido a la disponibilidad
de esta especie ademas Aeromonas spp, Pseudomonas fluorescens, y Vibrio
anguillarum son las bacterias que cominmente causan enfermedades en
especies de tilapias por lo que los resultados de este estudio con hibridos de
tilapia se acercarian a lo que realmente pasa en estos organismos al

enfermarse por especies de Aeromonas.



IILANTECEDENTES

2.1Patogenicidad bacteriana

La patogenicidad bacteriana se relaciona directamente con las
caracteristicas genéticas y estructurales de los microorganismos, asi como
con sus mecanismos bioquimicos (Todar, 2009). Algunos mecanismos son:
presencia de lipopolisacaridos, capsulas u otros componentes en su pared
celular, capacidad de adherencia, secrecion de sustancia intracelulares y
extracelulares que le permiten al microorganismo producir dafios a los tejidos

provocando una enfermedad en el huésped (Todar, 2009).

Existe una relaciéon directa y dindmica entre el huésped y el patégeno,
puesto que cada uno cambia las actividades y funciones del otro. Un
patdégeno tiene la capacidad de invadir y colonizar los tejidos del huésped,
dafar los tejidos y causar enfermedad comenzando asi el proceso de
infeccion. Este proceso comprende las etapas de entrada, adhesion,

colonizacion, multiplicacion, persistencia e infeccion (Salyers y Whitt, 1994).

2.2Factores de virulencia

Las propiedades que proveen a un microorganismo capacidad para
infectar a un hospedero y causarle una enfermedad se conocen como
factores de virulencia. Dentro de estos factores se incluyen: moléculas de
superficie que median en la adhesién a la célula o tejido huésped, moléculas
invasivas, mecanismos de evasion del sistema inmune y la produccién de
toxinas (Labella, 2001).



Los factores de virulencia pueden actuar de forma individual o
interaccionando entre ellos, dandole a la bacteria patégena la capacidad para
producir una enfermedad en el hospedero (Finlay y Falkow, 1997). El estudio
de los factores de virulencia tiene por objetivo entender la interaccion entre la
bacteria patdgena y su hospedero, tanto a nivel celular como molecular
(Beaz y Figueras, 2013).

Al igual que otras bacterias, especies del género Aeromonas poseen
factores de virulencia que contribuyen a la patogenicidad del huésped
mediando la adhesién e invasion en sus tejidos, por ejemplo el sistema de
comunicacién celular (quorum sensing), sistemas de adquisicion de hierro y
productos extracelulares como hemolisinas, lipasas y proteasas (Janda,
2001; Chaco'n et al., 2003; Figueras, 2005; Yu et al., 2005; Chopra et al.,
2009; Janda y Abbott, 2010; Figueras et al., 2011b).

Los productos extracelulares (PECs) son producidos por las bacterias
patégenas con el fin de facilitar la obtencién de nutrientes del medio y
favorecer su crecimiento, colonizacién y sobrevivencia dentro del organismo
hospedero (Bakopoulos et al., 1997). Estudios realizados recientemente han
relacionado la virulencia de las bacterias patdogenas en peces con la
produccién de exotoxinas y enzimas extracelulares que ayudan a invadir y
ocasionar dafio en los tejidos del organismo huésped (Pridgeon y Klesius,
2011).

Las enzimas producidas por bacterias patdégenas son capaces de
provocar lisis celular como las proteasas, lipasas, fosfolipasas, lecitinas y
hemolisinas. Las bacterias necesitan nutrientes especiales, y las cepas
virulentas poseen una habilidad especial para liberar estos nutrientes del
huésped que le permiten crecer y dispersarse continuamente. La virulencia

de las cepas bacterianas se ha relacionado con la produccion de enzimas



degradativas como mucinasas, elastasas, lectinasas, fosfolipasas vy
proteasas (Soto-Rodriguez, 2002).

Toranzo y Barja (2000) sefalan que la actividad enzimatica asociada a
los PECs de cepas patdgenas para organismos acuaticos ha sido estudiada
principalmente en bacterias del género Aeromonas y Vibrio. Las exoenzimas
comunmente detectadas en los PECs son las proteasas, lipasas fosfolipasas
y DNAsas.

Aeromonas sp., como otras bacterias, secretan toxinas y enzimas, las
cuales son capaces de afectar las células del hospedero y ademéas pueden
ser considerados como importantes factores de virulencia. Entre las toxinas
descritas dentro de este género destacan las enterotoxinas citotdxicas y
citotonicas, aerolisina y algunas hemolisinas, proteasas, fosfolipasas y
DNAsas (Beaz y Figueras, 2013).

Ipsita et al. (2011) mostraron evidencia de la produccién de una
exotoxina hemolitica y proteolitica responsables de causar mortalidad en los
peces al para determinar el potencial de los productos extracelulares

secretados por A. hydrophila en carpa rohu (Labeo rohita).

Estudios realizados por Ellis (1998) sefalan que la presencia de
hemolisina en A. salmonicida se correlaciona con el desarrollo de la lesién y
muerte rapida en la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss. Una cisteina
proteasa de 94 kDa producida por A. hydrophila es letal para la trucha
arcoiris mostrando actividad litica-muscular, suelen degradar el moco de la
superficie de los peces y provocar dafios en el tejido facilitando la invasion en

las células hospederas (Liu et al., 2010).

Segun estudios realizados por Ipsita (2011) los PECs secretados por

A. hydrophila se consideran un factor de virulencia esencial, ya que contiene
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una amplia variedad de enzimas y hemolisina que exhiben propiedades
citotoxicas, citoliticas, hemoliticas y enterotoxicas que conducen a infeccion
en peces. Subashkumar et al. (2006) informaron que la fraccién toxica de los
PECs de A. hydrophila se asocia con la actividad hemolitica, mientras Sirirat
et al. (1999) han reportado a las proteasas como principales factores de
virulencia en toxicidad para los peces.

Soto-Rodriguez et al. (2013) indican que los productos extracelulares
obtenidos a partir de A. ichtiosmia, A. popoffii, A. veronii y A. dhakensis
contenian factores de virulencia, sin embargo solo la Ultima especie de
Aeromonas resulté patdogena para Solea vulgaris y Oreochromis

mossambicus.

Balebona et al. (1998) indican que las actividades hidroliticas de los
PECs de bacterias aisladas a partir de organismos enfermos (peces) juegan

un papel importante en la virulencia durante la infeccién del huésped.

2.3Virulencia asociada a Aeromonas spp.

Especies de Aeromonas son conocidas por ser patdogenos
oportunistas para peces, y las condiciones de estrés, tales como el
incremento de la temperatura, mala calidad del agua y manipulacion
excesiva de los peces suelen ser una causa importante en los brotes
epidémicos (Hastein et al., 1978; Bernoth et al., 1997; Noga, 2010; Figueras
et al., 2011; Beaz y Figueras, 2012). El género Aeromonas, bacterias motiles
Gram-negativas, se ha encontrado en diferentes ambientes acuaticos y se
ha aislado tanto de peces sanos como enfermos, de productos alimenticios,
excremento de animales y otras muestras clinicas extraintestinales y
ambientales (Beaz et al., 2013). Estas bacterias son probablemente las
causantes de enfermedades bacterianas mas comunes que afectan a tilapias

silvestres y cultivadas (Beaz et al., 2013).



Aeromonas sp son responsables de causar la septicemia por
aeromonas motiles (SAM) provocando altas tasas de mortalidad en tilapias
cultivadas (Pridgeon y Klesius, 2012). Los estudios han demostrado que
todas las especies de Aeromonas matiles poseen un solo flagelo polar, el
cual permite a las bacterias nadar a través de ambientes liquidos (Joseph y
Carnahan, 1994; Canals et al., 2007; Wihelms et al., 2009). Cuando las
bacterias crecen sobre ambientes viscosos tienden a desarrollar multiples
flagelos laterales que mejoran la adherencia y la formacion de biopeliculas
(Canals et al., 2007; Noonin et al., 2010). Estos dos sistemas flagelares han
sido estudiados en varias cepas de A. caviae, A. salmonicida y A.
hydrophila, en donde se han identificado los genes implicados en su
formacién y su papel en la virulencia (Merino et al., 2003; Canals et al.,
2007). Estudios realizados sobre la patogénesis de A. hydrophila han
confirmado que esta bacteria se puede dispersar en forma sistemética a
través de todo el pez (Rey et al., 2009).

En ensayos de infeccién via intraperitoneal (IP) realizados con células
bacterianas y productos extracelulares de A. dhakensis en tilapia
Oreochromis mossambicus se alcanz6 una mortalidad del 100% en las
primeras 12 h post inyeccién en ambos casos (Soto-Rodriguez et al., 2013).
Por otro lado Rey et al. (2009) infectando a hibridos de tilapia demostraron
que la virulencia de A. hydrohila esta relacionada con la presencia tanto de
las células bacterianas como de sus productos extracelulares. Mientras que
Pridgeon y Klesius (2011) en estudios con bagre observaron que la virulencia
de A. hydrohila se debe a sus células bacterianas solamente y no a la

secrecion de productos extracelulares.
2.4Métodos para la evaluacién de virulencia en cepas patdgenas.

In vitro
La evaluacion in vitro consiste en realizar pruebas directas sobre cepas
patdgenas utilizando diversos medios sintéticos que permitan identificar

factores encargados de su virulencia, entre ellas estan:



Actividad hemolitica: Las hemolisinas son proteinas extracelulares
citoliticas frecuentemente asociadas a A. hydrophila y A. sobria.
Pertenecen al grupo de citolisinas bacterianas formadoras de poros y
causantes de pérdida del contenido citoplasmico por alteracion de la
membrana celular (Brenden y Janda, 1987; Kozaki et al., 1988).
Actividad proteolitica: Las proteasas producen una accion patdégena
de lesion directa de los tejidos, facilitando asi la invasividad (Sakai,
1985) ademas, pueden tener un efecto indirecto al activar el precursor
de la B-hemolisina (Leung y Stevenson, 1988). Ciertas proteasas
exocelulares, producidas por otras bacterias Gram-negativas, como la
elastasa (33 kDa) de Pseudomonas aeruginosa y algunas proteasas
de Serratia marcescens (50 y 56 kDa) tienen un papel importante en la
patogenicidad (Wandersman, 1989).

Aeromonas spp. secreta al menos cuatro proteasas, en funcion del pH
optimo y la especificidad del sustrato (Nieto y Ellis, 1986). Las dos
proteasas principales han sido descritas por Leung y Stevenson
(1988); una de ellas es una metaloproteasa termoestable y, la otra,
una proteasa termolabil dependiente de la serina.

Actividad citotoxica: La citotoxicidad juega un papel muy importante en
la patogenicidad de una cepa bacteriana, la cual viene dada por la
capacidad que tenga para sintetizar distintas toxinas que provocan
alteraciones letales en las células del hospedero, de acuerdo al grado
de susceptibilidad de la misma a la accion de dicha toxina (Gianella,
2009). Estas alteraciones son evidenciadas por el dafio estructural y
morfolégico que sufre la célula, induciendo en muchos casos a la
muerte de esta (Parreira, 2010).

Produccion de sideroforos: El hierro es un elemento esencial para la
mayoria de los organismos vivientes, sin embargo éste existe
formando complejos insolubles que son inaccesibles a las bacterias y
para sobreponerse a tales condiciones de restriccion la mayoria de los

patdogenos pueden expresar sistemas de transporte de alta afinidad
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para obtener hierro eficientemente. Uno de ellos es la produccion y
secrecion de sideroforos, su papel es secuestrar el hierro del medio
ambiente y hacerlo disponible para la célula (Massad et al., 1994).

Especies de Aeromonas mesofilas producen un Unico sideroforo que

suele ser la enterobactina o la amonabactina (Massad et al., 1994).

In vivo

La evaluacion in vivo consiste en comprobar la virulencia de cepas
infectando organismos vivos, preferentemente el huésped natural. Esto
permite reproducir la enfermedad y los signos clinicos asociados que
presentan los organismos durante la infeccion con la bacteria. Existen
diversos métodos empleados en peces para llevar a cabo estos desafios,

entre los que destacan:

- Inmersion: Este método consiste en sumergir a los organismos en un
medio liquido con una densidad bacteriana elevada por un periodo de
tiempo mayor a las 12 h, lo cual permite a la bacteria interactuar con el
organismo de prueba como si estuviera en su habitat natural.

- Via intraperitoneal (IP): Este método es considerado mas directo ya
gue la bacteria entra directamente en el organismo de prueba a través
de una inyeccion IP lo que asegura una dosis exacta de inyeccion, de
esta forma es posible evaluar la virulencia de dicha bacteria (Esteve et
al., 1993).

Es necesario que las bacterias que se utilizan en los desafios experimentales
cumplan con los postulados de Koch, ya que estos fueron creados con el fin
de determinar si el agente infeccioso aislado es el mismo que causa la
enfermedad en los organismos utilizados como modelo de prueba. Los
postulados de Koch son:

1. El agente patdgeno debe estar presente en cada caso de la enfermedad y

ausente en los sanos.
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2. El agente debe ser aislado del cuerpo en un cultivo puro a partir de las
lesiones de la enfermedad.

3. El agente debe provocar la enfermedad en un animal susceptible al ser
inoculado.

4. El agente debe ser aislado de nuevo de las lesiones producidas en los

animales de experimentacion.

2.51dentificacion bacteriana

Para asegurar que la bacteria inoculada en un desafio es el agente
causal de la enfermedad en el huésped, es necesario cumplir con todos los
postulados de Koch. En la actualidad existen diversos métodos empleados
para la identificacion de microorganismos utilizados en procedimientos de
infeccion in vivo, uno de ellos es la técnica de rep-PCR. Este procedimiento
se basa en la presencia de secuencias repetitivas presentes en casi todas
las especies de bacterias que pueden ser utilizadas como secuencias de
consenso para la hibridacibn de cebadores (iniciadores) que inician la
amplificacion en estos sitios. Estas secuencias se ubican tipicamente en
varios sitios del genoma bacteriano, asi cuando dos secuencias repetidas
son localizadas una cerca de la otra, la regién flanqueada puede ser
efectivamente amplificada. Para esto se han utlizado principalmente
secuencias repetitivas extragénicas palindrémicas, identificadas en muchos

miembros de la familia Enterobacteriaceae (Van et al., 1999).

Aungue esta técnica ha sido ampliamente utilizada para examinar la
diversidad entre microorganismos procariontes, la rep-PCR también es
aplicable a estudios de evolucién y ecologia microbiana, ya que tiene el
poder de diferenciar microorganismos a nivel cepa o aislado (Ishii y
Sadowski, 2009).

La técnica de amplificacion de elementos repetitivos, conocida como
rep-PCR ha demostrado ser una herramienta valiosa para identificar, rastrear

y analizar la diversidad de microorganismos meédica y ambientalmente
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importantes (Versalovic et al., 1994; Gomez-Gil et al., 2004). La rep-PCR de
elementos palindromicos extragénicos repetitivos empleando el iniciador
(GTG)s disefiado para hibridar con secuencias repetidas intercaladas en el
genoma ha sido reconocida como una técnica taxondémica simple que se
caracteriza por tener un alto poder discriminatorio, bajo costo y alto
rendimiento con un gran numero de aislados demostrando ser una
herramienta confiable para la clasificacion e identificacion procedente de

diversas fuentes (Alvarez, 2006; Gomez-Gil et al., 2004).

En 2004 se llevo a cabo un estudio por Szczuka y Kaznowski
utilizando la rep-PCR para reconocer la relacion clonal de cepas de
Aeromonas derivadas de muestras de heces de seres humanos de diferentes

areas geograficas.

Garcia et al. (2010) encontraron heterogeneidad genética entre las
cepas de A. salmonicida subsp. salmonicida aisladas de diferentes especies
de peces. Sin embargo, también observaron un clon predominante que era

responsable de la mayoria de los brotes de forunculosis en el pez.

En estudios realizados por Brandi et al. (1996) se determind la
similitud genética entre las cepas aisladas de peces sanos y enfermos (R.
rutilus) tomados del mismo lago, y se encontré6 que el aislado A.veronni
biotipo sobria eran diferentes clones. Estos resultados revelaron que los
clones de Aeromonas sp. implicados en las infecciones de peces no
mostraron una similitud genética estrecha con clones aislados a partir de
muestras de agua del lago, por lo que se revel6 la coexistencia de diversos

clones de A. veronii biotipo sobria en el agua de este lago.
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.HIPOTESIS

La virulencia de Aeromonas dhakensis CAIM 1873 utilizando a hibridos de
tilapia (O. mossambicus x O. niloticus) como modelo de prueba esti
directamente relacionada con la secrecion de sus productos extracelulares

(hemolisinas, proteasas, sideroforos y enterotoxinas).
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IV.OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar la virulencia y los dafios histopatolégicos que causan las células
bacterianas y los productos extracelulares de Aeromonas dhakensis CAIM
1873 en hibridos de tilapia Oreochromis mossambicus x Oreochromis

niloticus.

4.2 Objetivos particulares

e Caracterizar fenotipicamente las células bacterianas de A. dhakensis
CAIM 1873 y sus productos extracelulares.

e Evaluar la toxicidad de las células bacterianas de A. dhakensis CAIM
1873 y sus productos extracelulares en juveniles de hibridos de tilapia
Oreochromis mossambicus x Oreochromis niloticus.

e Evaluar los dafos histopatolégicos en juveniles de hibridos de tilapia
infectados con células bacterianas de A. dhakensis cepa CAIM 1873 y

sus productos extracelulares
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V.MATERIALES Y METODOS

5.1 Caracterizacion fenotipica de las células bacterianas.

5.1.1 Crecimiento bacteriano a diferente salinidad, temperaturay pH.

La cepa CAIM 1873 fue sembrada en agar de soya tripticasa (TSA) e
incubada a 30°C por 24 h. Después se prepard un indculo en 10 ml de agua
destilada estéril a partir de la siembra obtenida en TSA hasta lograr una
turbidez del estandar 0.5 de McFarland, esta turbidez equivale a una
densidad del indculo bacteriano de 1x10® UFC/ml. Posteriormente se
realizaron tres ensayos, con cinco replicas cada uno y se hicieron
observaciones por 7 dias reportando el crecimiento como (+) y ausencia

como (-).

En el primer ensayo se inocularon tubos con 5 ml de TSB (caldo de soya
tripticasa) ajustados a salinidades de 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 45, 5,
55,6,6.5,7,75,8,85,9, 95y 10% con 100 pl de la suspension bacteriana
preparada previamente. Los tubos con TSB ajustados a una salinidad del 0%

se prepararon basandose en su férmula original sin agregar cloruro de sodio.

En el segundo ensayo se inocularon tubos con 5 ml de TSB ajustados a pH
de 4,5,6,7,8,9y 10 con 100 ul de la suspensién bacteriana preparada y se
incubaron a 37 °C por 7 dias. El pH fue ajustado con NaOH 0.1 M o HCI 0.1
M para acidificar o alcalinizar la solucién, respectivamente. Por ultimo, para el
tercer ensayo, la suspension bacteriana preparada previamente fue
sembrada por estria en placas de TSA e incubada a temperaturas de 4, 20,
37y 40 °C por 7 dias.
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5.1.2 Pruebas de sensibilidad a antibiéticos

5.1.2.1 Antibiograma

Para determinar la susceptibilidad de Aeromonas dhakensis CAIM 1873 a
diferentes antibioticos, la cepa fue sembrada en TSB a 30°C por 24 h. Con
un hisopo estéril se tom6 una muestra del in6culo y se sembré en agar
Mueller Hinton, después se colocaron los sensidiscos con diferentes tipos de
antibioticos, posteriormente fueron incubadas durante 24 h a 30°C. Los
sensidiscos fueron preparados previamente con papel de alta calidad (6 mm)
impregnandolo con cantidades exactas de antibidticos, se consideré cada
antibiético como un tratamiento que se realiz6 por triplicado. Los antibioticos
utilizados fueron Norfloxacina (30 pg), Enrofloxacina (2 pg), Gentamicina (10
ug), Florfenicol (5 pg), Oxitetraciclina (10 pg), Eritromicina (5ug) vy
Sulfametoxazol (10ug), todos los antibidticos utilizados fueron de marca
Sigma. Después de la incubacién se midieron los halos de inhibicién

formados alrededor de cada disco.

5.1.2.2 Concentracién minima inhibitoria (MIC)

Para evaluar la concentracion mas baja de un antibiético que inhibe el
crecimiento de Aeromonas dhakensis CAIM 1873, la cepa se sembro en agar
TSA y se incubo a 30°C por 24 h. A partir de ese crecimiento se preparo una
suspensién bacteriana en agua destilada hasta obtener una turbidez de 0.5
McFarland (equivalente a 1x10® UFC/mI). Luego se prepararon tubos con 5
ml de caldo Mueller Hinton a concentraciones de 0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30
mg/ml de cada uno de los antibidticos probados: gentamicina, oxitetraciclina,
sulfametoxazol, eritromicina, enrofloxacina, florfenicol y norfloxacina por
triplicado Cada tubo se inocul6 con 100 pl de la suspension bacteriana

preparada previamente y se incubaron durante 24 h a 30°C.

5.2 Preparacion de la bacteria
Aeromonas dhakensis, cepa CAIM 1873, fue obtenida de la coleccién de
microorganismos de importancia acuética (CAIM, CIAD Mazatlan), fue

aislada de un ojo de una tilapia enferma cultivada en jaulas flotantes en la
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presa Sanalona ubicada al noroeste de Sinaloa a 24 km del municipio de

Culiacan, en México (Soto-Rodriguez et al., 2013).

Le cepa CAIM 1873 Aeromonas dhakensis fue reactivada de su
criopreservacion a -80 °C por inoculacion en 5 ml de caldo de soya tripticasa
(TSB) e incubacion toda la noche a 30°C sin agitacion. Posteriormente se
reinocularon 100 pl de este caldo bacteriano en 10 ml de TSB y se incubd
durante la noche a 30°C.

5.3 Obtencién de productos extracelulares (PECs)

Para obtener los productos extracelulares de la cepa CAIM 1873 se utilizd
una técnica de extraccion en medio solido descrita por Zhang y Austin
(2000), en donde se prepararon placas con 20 ml de TSA. El in6culo
bacteriano se prepar6 incubando la bacteria toda la noche en 10 ml de TSB a
30°C. Se tom6 1 ml del in6culo y se colocé en cada placa previamente
preparada empleando un rastrillo de vidrio estéril, las cuales se cubrieron con
un papel celofan dulce estéril. Las placas se incubaron a 30°C durante 24 h,
las membranas se lavaron con 7 ml de buffer fosfato salino (PBS) estéril, con
pH de 7.2.

El producto obtenido del lavado se centrifugd a 8500 rpm durante 30 minutos
a 4°C. El sobrenadante se filtr6 a través de membranas estériles de celulosa
0.22 um de diametro de poro para poder remover las células bacterianas.
Los productos del filtrado fueron sometidos a pruebas de esterilidad para
comprobar que no hayan quedado células bacterianas viables, sembrando
100 pl en placas con agar TSAy TCBS e incubando a 30°C por una noche.
Se realizaron alicuotas de 1 ml de los PECs extraidos y se almacenaran a -

20°C hasta su uso.
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5.3.1 Caracterizacion de los productos extracelulares.

5.3.1.1 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de la concentracion de proteinas presente en los PECs
obtenidos se realizO mediante el método de Bradford (1976). Se utilizd
seroalbumina de bovino como estandar para elaborar una curva de
calibraciéon empleando concentraciones de 0, 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 pg/ml por
triplicado de seroalbumina de bovino. Posteriormente se tomaron 100 pl de
cada concentracion de seroalbumina de bovino, asi como de la muestra de
PECs y un control (agua destilada) y se les afiadieron 5 ml del reactivo de
Bradford. Las muestras se homogeneizaron durante 5 minutos y se midio la
absorbancia a 595 nm. Los valores que se obtuvieron de absorbancia a partir
de la curva de calibracion fueron ajustados a una recta para realizar el

calculo de concentracion de proteina total (ug/ul) de la muestra de PECs.

5.3.1.2 Cuantificacion de sidero6foros

Para la determinacion cuantitativa de sideroforos se utilizé el medio caldo
casaminoacidos (CAS) (5 g de casaminoacidos, 1g de K;HPO,, y 0.25 g de
MgSO, por litro) (Meyer, 1999).

Se prepararon 3 tubos con 10 ml del medio CAS, se inocularon con 100 pl de
la suspensién bacteriana de A. dhakensis ajustada a una densidad celular de
10% UFC/ml y se incubaron en agitacién durante 48 h a 30°C. Posteriormente
se midio la absorbancia a 595 nm para conocer la densidad celular, después
se centrifugd a 5000 rpm a 4°C por 10 minutos para eliminar las células
bacterianas y se midio la absorbancia a 405 nm en el sobrenadante para
cuantificar los metabolitos del tipo sider6foros. La concentracién fue
expresada en UM de sideréforos por 10® UFC/ml de bacteria

correspondiente a una turbidez del 0.5 de la escala de McFarland.
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5.3.1.3 Actividad hemolitica

Para la determinacion de la actividad hemolitica en los productos
extracelulares se utilizaron placas de agar sangre suplementado con 5% de
eritrocitos de oveja (Dibico). Se utilizaron dos métodos, cada uno realizado
por triplicado: en el primero se hicieron orificios sobre las placas (2x1 cm) y
se inocularon con 5 pl de PECs, en el segundo método se inocularon 100 pl
de PECs sobre las placas de agar sangre y se distribuy6 por toda la caja con
un rastrillo estéril. En ambos casos las placas fueron incubadas durante 48 h
a 37°C. Una zona decolorada alrededor de las colonias indica la presencia
de actividad hemolitica (Gerhardt et al., 1981).

5.3.1.4 Actividad proteolitica

La actividad proteolitica de los PECs se determind utilizado el método
colorimétrico, basado en la utilizacion del sustrato azocoll (Sigma) (Chavira et
al., 1984). Este método consiste en tomar 2.5 ml de buffer Tris-HCI 0.1 M
agregar 0.02 g de azocoll y 100 pul de PECs e incubar la reaccion a 37°C
durante 30 min. Posteriormente la reaccion se detuvo al agregar 2.5 ml de la
solucion acuosa de acido tricloroacetico al 10%. Por ultimo se centrifugd a
1000g durante 15 min a 4 °C y se midio la absorbancia del sobrenadante a
520 nm. Una absorbancia de 1.0 a 520 nm equivale a una unidad de
actividad proteolitica.

5.3.1.5 Actividad citotéxica

Para la determinacion de citotoxicidad los productos extracelulares de A.
dhakensis primero fueron liofilizados en una liofilizadora marca Labconco
modelo 7382041 la linea celular que se utiliz6 3T3L1, L1 es una subcepa
continua de 3T3 desarrollada a través del aislamiento clonal. 3T3L1 es una
linea celular derivada a partir de células embrionarias de ratén adquirida de

la ATCC (American Type Culture Collection). Esta linea celular es un
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hospedero de transfeccién ya que es utilizada para la insercibn de genes
externos que puedan expresarse dentro de estas células.

Las células 3T3L1 se sembraron a una densidad de 3 x 10* células por pozo
en placas de 24 pozos con DMEM (Medio de Eagle modificado de Dulbecco,
Gibco) adicionado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Promega®). El
cultivo se mantuvo a 37°C en atmosfera de CO; al 5% en una camara de
gasificacion (Nalgene modelo 5317-0120). Después de 24 h, las células se

sensibilizaron cambiando el medio por DMEM adicionado con 2% de SFB.

El SFB es el suplemento de crecimiento mas empleado para el cultivo celular
pues posee un alto contenido de factores no definidos que promueven el
crecimiento satisfaciendo los requerimientos metabodlicos para el cultivo
celular, este suplemento permite a las células crecer mas rapido y en mayor
cantidad, utilizandose de esta manera como suplemento principal en el

cultivo celular.

Después de 48 h al llegar a una confluencia celular entre el 80-100% se
cambi6é el medio por DMEM adicionado con 0.5% de albumina sérica de
bovino (ASB) y diferentes concentraciones del extracto liofilizado de
productos extracelulares partiendo de 0.1 a 10 mg de extracto por mililitro del
medio DMEM con 0.5% de ASB. 24 h después se cuantificé el niumero
celular utilizando tripsina para remover las células. EI conteo se realizd con
una cdmara de Neubauer, observando las células a través de un microscopio

invertido marca Zeiss modelo Vert Al (Garcia-Gasca et al., 2002).

Las tasas de proliferacibn minima y maxima se calcularon mediante la
comparacion con dos tratamientos control preparados con DMEM adicionado
con 0.5% de ASB y DMEM al 10% de SFB, respectivamente.

El nimero de células se estimé con base en los siguientes calculos:

N
Numero de células total por pozo = X (1x10"4)(V) (1)
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En donde:

N Es el numero de células contadas

C Numero de campos contados en la camara de Neubauer
1x10” Es el factor de volumen de la camara de Neubauer

\Y Volumen en ml de la suspension celular. El indice de proliferacion se
calculo respecto a las células mantenidas en ASB al 0.5% y el indice de
sobrevivencia respecto a las células contadas al inicio del experimento
(control inicial al cambio de condiciones o sensibilizacion). Se estimo la
concentracion inhibitoria media (Clsg) para definir la cantidad de extracto
liofilizado de PECs necesario para inhibir el 50% del crecimiento celular y la
concentracion letal media (CLsp) para determinar la cantidad de extracto
necesario para eliminar el 50% del crecimiento celular. Todos los

experimentos se realizaron por duplicado (Garcia-Gasca et al., 2002).

El indice de proliferacion se determiné mediante la siguiente férmula:

% P Numero de células en el tratamiento 100 @
= X
0 Numero de células del control en ASB al 0.5%

El indice de sobrevivencia se determindé mediante la siguiente formula:

Numero de células en el tratamiento

(Numero de células del control inicial) X

5.4 Desafios experimentales

Aclimatacion y mantenimiento de las tilapias

Los hibridos de tilapia Oreochromis niloticus x Oreochromis mossambicus se
mantuvieron en tanques de 600 L de agua dulce con aireadores, cada uno

contenia aproximadamente 500 organismos. Los recambios de agua se
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realizaban una vez a la semana con agua potable filtrada. Su alimentacién
consisti6 en una dieta comercial con un contenido proteico del 33% dos
veces al dia ad libitum.

Preparacion del in6culo

La cepa CAIM 1876 de A. dhakensis fue inoculada en 10 ml de TSB por 24 h
a 30°C. Para obtener solo las células bacterianas se realiz6 un lavado por
centrifugacion (Heraeus Biofuge PrimoR) a 8500 rpm durante 15 minutos a 4
°C. Posteriormente se decant6 el sobrenadante y se afiadieron 8 ml de agua
destilada en cada tuvo, se procedi6 a una segunda centrifugacion y
decantacion, se repitieron los pasos hasta ajustar tres lavados. Después se
ajusto la dosis infectiva, para esto, después del tercer lavado se afiadieron 2
ml de agua destilada a cada tubo, se mezcl6 en un vortex (VWR Vortex
mixer, Scientific Industries S.A.)) y se vertieron en una celda para
espectrofotometro (Hach.DR/2010) con 2 ml de agua destilada para medir la
absorbancia a una longitud de onda de 610 nm. Se ajust6é la absorbancia
al.000 + 0.002 equivalente a una densidad de 1 X 10® UFC/ml. Para
estimar la densidad real del in6culo empleado en los desafios se procedi6 a
realizar cinco diluciones 102, 10, 10° ,10° y 10”7 UFC/ml, estas dos Ultimas
se sembraron por triplicado en placas de TSA y se incubaron a 30°C por 24
h. Los inGculos se prepararon para llevar a cabo los desafios con células

bacterianas por via intraperitoneal y por via inmersion.
5.4.1 Desafio via intraperitoneal

5.4.1.1 Células bacterianas

Se seleccionaron tilapias visiblemente sanas con un peso promedio entre 3y
5 g y se distribuyeron aleatoriamente en peceras de vidrio con capacidad de
1 L de agua dulce, la cual fue filtrada y aireada 24 h antes de montar los
bioensayos. Los peces se aclimataron en los acuarios durante dos dias y se
alimentaron con una dieta comercial (Nutripec) con contenido proteico del
32% dos veces al dia ad libitum. En cada pecera se colocaron ocho peces
con un peso promedio en cada pecera de 3.2 g.
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Los peces se desinfectaron con alcohol al 70% y luego se inyectaron
intraperitonealmente con 40 pl de la suspensién bacteriana. Se probaron dos
dosis una dosis de 1.86 x10° y una de 1.55x10° cel/g realizandose todo por
triplicado, ademas se establecié un grupo control al cual se le inyecté 40 pl

de una solucion de PBS (Buffer fosfato salino) con pH de 7.2.

Se hicieron observaciones diarias por cinco dias, registrando los signos
clinicos y la mortalidad a intervalos regulares de tiempo.

Aislamiento de cepas a partir de 6rganos de tilapias infectadas

Se considero la mortalidad consecuencia de las células bacterianas de
Aeromonas dhakensis solo cuando se aislo el agente bacteriano en cultivo
puro a partir de los érganos internos del pez (rifién, higado, bazo y cerebro).
Los peces moribundos fueron diseccionados bajo condiciones de esterilidad,
primero se lavaron con agua estéril y luego se diseccionaron con tijeras
estériles en la zona abdominal empezando por el ano para dejar expuestos
todos los 6rganos (rifion, higado y bazo). En el caso del cerebro se hizo un
corte horizontal en la parte superior de la cabeza utilizando una navaja
estéril. Se tomo6 una muestra de cada 6rgano se sembrg en agar TSA, Mac

Conkey y agar sangre, luego las placas se incubaron por 24 h a 30°C.

Posteriormente se purificaron las colonias aisladas resembrandolas en TSA,
hasta obtener un cultivo puro, preservandolas temporalmente en tubos de 1.5
ml con agar TSA y glicerol. Para comprobar la presencia e identidad de la
cepa utilizada para infectar a las tilapias se llevé a cabo una caracterizacion
por rep-PCR, usando como control la cepa inyectada CAIM 1873 A.
dhakensis de acuerdo a la metodologia descrita por Gomez-Gil et al. (2004).

Tinciéon Gram

La tincion Gram se realizé utilizando el kit de tincion Gram Hycel de México.
Este método consiste en hacer un frotis sobre un portaobjetos limpio de los
aislados que se obtuvieron a partir de la siembra en TSA de los érganos

extraidos de los peces infectados con células bacterianas, se fijo calentando

24



sobre la flama del mechero, se agregé cristal violeta y se dejo por un minuto,
después se enjuagaron con agua corriente y se escurrio el exceso de agua,
enseguida se agregaron unas gotas de lugol y se mantuvo por un minuto, se
decoloraron utilizando etanol al 70% y se enjuagaron con agua corriente
escurriendo el exceso de agua de las laminillas, posteriormente se agregaron
unas gotas de safranina y se dejo actuar por 30 segundos, se enjuagaron
con agua corrientes y se dejaron secar. Por ultimo la visualizacién de las
laminillas se llevo a cabo utilizando un microscopio de luz Carl Zeiss, Axiolab
drd KT a un aumento de 100X.

Motilidad

Se empled el método de gota colgante, lavando los portaobjetos y colocando
unas gotas de parafina derretida, inmediatamente después se colocd una
gota de agua estéril inoculada con el aislado bacteriano en un cubreobjetos.
Para su observacion se utiliz6 un microscopio de luz (Carl Zeiss, Axiolab) a
100X.

Caracterizacion por rep-PCR

- Extraccion de ADN

Se resembraron colonias puras preservadas en agar TSA las cuales
procedieron de los muestreos realizados entre las 5-13 h postinfeccion de
aislados de higado, bazo y rifion de peces infectados y se incubaron a 30°C
por 24 h, estas colonias. También se sembroé la cepa utilizada para infectar a
los peces (CAIM 1873) ya que esta se tom6 como control positivo

Se tomoO una muestra del crecimiento bacteriano obtenido a partir de cada
colonia preservada y se suspendié en 600 pl de solucion lisis (Wizard®
Genomic DNA Purification Kit, Promega) en tubos Eppendorf para lisar las
células, se mezclé vigorosamente durante 20 segundos y se incubd en un
termoblock (VWR Scientific industries Inc. USA) a 95°C durante 5 minutos e
inmediatamente después se enfrid en hielo. Después se agregaron 3 ul de

RNAsa al lisado celular, se mezclé invirtiendo los tubos entre 2 y 3 veces y
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se incubo a 37°C por 1 h. Después se agregaron 200 pl de solucion
precipitadora de proteinas, se agitd vigorosamente por 20 segundos y se

incub6 5 minutos en hielo.

Posteriormente se centrifugd a 13,000 g por 3 minutos y se transfirio el
sobrenadante que contenia el ADN a tubos Eppendorf con 600 pl de
isopropanol, se invirtieron los tubos varias veces hasta lograr observar la
hebra de ADN. Se centrifugd nuevamente a 13,000 g por 2 minutos y se
retird el sobrenadante, quedando precipitado el ADN el cual fue lavado con
600 pl de etanol al 70%.

Por ultimo se centrifugd a 13,000 g por 2 minutos, se retird el sobrenadante
(etanol al 70%) y se invirtieron los tubos para secarlos al aire libre por 15
minutos. Para rehidratar las muestras se agregaron 20 pl de agua 18 MQ
estéril y se almacenaron a 4°C.

- Rep-PCR

En un tubo Eppendorf de 0.2 mL se agregaron las siguientes reactivos: 18 pl
de buffer H/C (KCI 50 mM; MgCl, 1.5 mM; Tris HCI pH 8.8 10 mM; Triton X-
100 al 1%), 1 pl de dNTP’s (25 mM), 2 pL de iniciador (GTG)s 2 puL de Taq
polimerasa (Promega, 5 U/ul). Posteriormente se agregdé 2 pl de ADN

(ajustado a 50 ng/ul), el volumen final de cada reaccién fue de 25 pl.

El protocolo de rep-PCR en el termociclador (MyCycler™Thermalcycler,
BIORAD) fue de 7 minutos a 94°C para la desnaturalizacién inicial, seguido
de 35 ciclos de 30 segundos a 90°C, 35 ciclos de 30 segundos a 45°C, 35
ciclos de 90 segundos a 70°C y 3 minutos a 70°C para lograr la extension

final.
- Electroforesis

Las muestras obtenidas de la reaccion de rep-PCR se corrieron en un gel de
agarosa al 1.2% (Grado analitico, Promega, USA) en buffer TAE 1X con pH
8, cada reaccion de PCR se mezclo con 5 pL de buffer de carga. Se
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agregaron 15 pl de cada muestra preparada en cada carril del gel, ademas
del marcador de peso molecular Kapa Express DNA Ladder Kit. El gel se
corrio en frio en una camara de electroforesis horizontal (E-C maxicell
EC360M, USA) durante 1 h 30 minutos con una fuente de poder (EPS 301,
Amersham pharmacia biotech, USA) a 90 V. Posteriormente el gel se
observé en un fotodocumentador (ChemiDoc XRS+ System with Image Lab

Software, BIORAD) y se fotografio, guardando la imagen en archivo TIFF.

5.4.1.2 Desafio con los productos extracelulares

El disefio y procedimiento para este desafio fue el mismo que se aplicé
anteriormente durante la infeccion con células bacterianas de A. dhakensis.
Se seleccionaron tilapias sanas con un peso entre 3y 5 g y se colocaron en
peceras de vidrio con 1 litro de agua dulce potable, la cual fue filtrada y
aireada por 24 h antes de correr el bioensayo. Los peces se aclimataron en
las peceras durante 48 h y se alimentaron con la dieta comercial Nutripec
con un nivel de proteina del 32% dos veces al dia ad libitum. En cada pecera
se colocaron 8 peces y el peso promedio obtenido en cada una de las
peceras fue de 3.2 g. El promedio se calcul6 en base al peso de cada uno de

los organismos.

Los peces se inyectaron intraperitonealmente con una dosis de 0.178, 0.356
y 0.462 ug de proteina contenida en los productos extracelulares de A.
dhakensis. Cada dosis se consider6 como un tratamiento por triplicado,
ademas se establecié un grupo control con PBS, al cual se le inyecté 130 ul
de PBS. Se hicieron observaciones por cinco dias, registrando los signos

clinicos y la mortalidad a intervalos regulares de tiempo.

Tanto en el desafio de infeccion con células bacterianas como en el realizado
con productos extracelulares se tomaron muestras de los 6rganos internos
(higado, rifidn, bazo y cerebro) de peces para preservarlos en formalina

neutralizada al 10X y llevar a cabo el proceso histolégico
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5.4.1.3 Proceso histolégico

El proceso consistié en tomar muestra de los peces a las 2,4,6,10 y 24 h.p.i
cuando se infectaron con PECs y a las 3, 6, 9, 12 y 24 h.p.i cuando se
infectaron con células bacterianas, se diseccionaron de la parte abdominal
iniciando por el ano hasta dejar los 6rganos expuestos. Después de localizar
el higado, rifidn, y bazo estos se tomaron cuidadosamente con pinzas y se
colocaron en envases que contenian 45 ml de formalina neutralizada al 10%.
En el caso del cerebro fue necesario utilizar una navaja para realizar un corte
horizontal sobre la parte superior de la cabeza y asi poder extraerlo y

preservarlo en formalina neutralizada al 10%.

Los 6rganos de cada pez se mantuvieron en el mismo envase, cada uno
identificado con una etiqueta que contenia las caracteristicas de cada

muestra.

Posteriormente las muestras fijadas se colocaron en Uni-cassette Tissue-
Tek. Para iniciar el proceso de deshidratacion y aclaramiento se colocaron
las muestras en una canastilla de acero inoxidable y utilizando el procesador
de tejidos Sakura modelo 4640-B con alcohol en diferentes concentraciones
(70, 80, 96 y 100%) seguida por un tratamiento en Xilol, este proceso durd 19
h. Después se pasaron al embebedor de tejidos Leica modelo
Histoembedder, donde las muestras fueron colocadas en moldes de acero
inoxidable y embebidas en parafina, se dejaron enfriar para sacarlos del
molde y asi obtener el bloque de parafina con la muestra que seria cortada.
Los cortes se hicieron a 5 micras con un microtomo Leica modelo 820. Los
tejidos con secciones de hueso se descalcificaron antes de realizar el corte
final. Una vez que se realizaron los cortes se colocaron en un portaobjetos,
donde se extendieron con unas gotas de alcohol al 50% vy calor
proporcionado por una plancha caliente marca Lab-Line. Una vez secos los
tejidos del portaobjetos se marcaron con un lapiz punta de diamante y se
colocaron en una canastilla de plastico para después tefiirlos. La tincion de

los tejidos se realiz6 con el método de tincion Hematoxilina — Eosina —
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Floxina. Posteriormente, a cada lamina se les agreg6 resina para colocar el
cubreobjetos y asi obtener un preparado histolégico permanente. Para la
identificacion de las muestras se etiquetaron utilizando un marcador indeleble
de punta fina. Las laminas fueron observadas utilizando un microscopio
marca Olympus modelo CH30 y se reportaron las alteraciones patoldgicas en

cada lamina.

5.4.2 Desafios via inmersién con células bacterianas y productos
extracelulares

Se realizaron infecciones preliminares via inmersion con células bacterianas
y productos extracelulares colocando ocho hibridos de tilapia por tratamiento
en peceras con capacidad de 1 L. Se aclimataron por dos dias y se
alimentaron ad libitum con la dieta comercial Nutripec con contenido proteico
del 32%.

Posteriormente se infectaron via inmersion con células bacterianas a una
densidad de 2.47x10’ cel/ml considerandose esta como un tratamiento por
triplicado ademas se establecié como control (por triplicado) un grupo al cual
se le afiadieron 10 ml de PBS estéril.

En el caso de la infeccion via inmersion con productos extracelulares se
agregaron 3.554 mg de proteina y 14.216 mg de proteina considerandose
cada uno como un tratamiento por triplicado y un grupo control al cual se le

agregaron 10 ml de PBS. En ambos casos no hubo recambio de agua.
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VI. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion fenotipica

6.1.1 Crecimiento de Aeromonas dhakensis

Se encontré que la cepa de A. dhakensis crece a las 24 h en un rango de
salinidad que va desde 0.0 a 5.0 g/l NaCl, seguida por un crecimiento mas
lento presentado a las 48 h en una salinidad de 5.5 g/l. Es importante notar
que en la salinidad que va de 6 a 10 g/L no hubo crecimiento alguno por

parte de la cepa (Tabla 1).

La cepa A. dhakensis presenta crecimiento abundante a un rango de
temperatura entre 20 y 37°C ya que su desarrollo inici6 a las 24 h, sin
embargo es importante mencionar que también presenté crecimiento a
temperaturas bajas (4°C) como se puede observar en la Tabla 1 aunque de

una manera mas lenta, después de las 72 h.

A. dhakensis crece de forma abundante a las 24 h tanto en concentraciones
acidas (pH 5-6), neutras (pH 7) y en ambientes basicos, desde un pH de 8
hasta 10.
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Tabla 1 Crecimiento de Aeromonas dhakensis CAIM 1873 a
diferente salinidad, temperatura y pH.

Tiempo (h)

Parametro 0 24 48 72 96 120 144 168
0.0 -+t
0.5 -+t
1.0 -+t
15 -+t
2.0 -+t
2.5 -+t
3.0 -+t
3.5 -+t
4.0 -+t
4.5 -+t

Salinidad (g/L) | 5.0 -ttt
55 - - ++
6.0 - - - - - - - -
6.5 - - - - - - - -
7.0 - - - - - - - -
7.5 - - - - - - - -
8.0 - - - - - - - -
8.5 - - - - - - - -
9.0 - - - - - - - -
9.5 - - - - - - - -
10.0 - - - - - - - -
4 - - - + 4+
20 -+t
Temriecratura 30 N

(*C) 37 -+t
40 - - - - - - - -
4 - - - - - - - -
5 -+t
6 -+t

pH 7 - +++
8 -+t
9 -+t
10 -+t

+: Leve, ++: Moderado y +++: Abundante

6.1.2 Pruebas de sensibilidad a antibi6ticos

6.1.2.1 Antibiograma

Aeromonas dhakensis se sometio a pruebas de susceptibilidad a diferentes
antibioticos, de acuerdo Garcia et al. (1994) en los resultados obtenidos en la
medicion de los halos, la cepa fue sensible a norfloxacina (30 ug),
gentamicina (10 ug), oxitetraciclina (10 pg), florfenicol (5 pg) y enrofloxacina

(2 pg) como se muestra en la Tabla 2. En cambio a los antibiéticos que
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presentd resistencia fueron sulfametoxazol (10ug) y eritromicina (5 pg)
(Figura 1).

Tabla 2 Diametro del halo de inhibicidn a antibidticos de A. dhakensis.
Medida del halo

Antibiético  Concentracion(ug) (mm) Sensibilidad
Norfloxacina 30 49.5 S
Enrofloxacina 10 27 S
Gentamicina 10 14.5 S
Florfenicol 5 14 S
Oxitetraciclina 10 11 S
Sulfametoxazol 2000 6 R
Eritromicina 50 6 R

S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente. Fuente: Garcia et al. (1994).

Figura 1.Antibiograma de A. dhakensis en agar Mueller Hinton como medio de
crecimiento. a) Sulfametoxazol, b) Enrofloxacina, ¢) Eritromicina, d) Gentamicina, €)
Oxitetraciclina, f) Norfloxacina y g) Florfenicol

6.1.2.2 Concentraciéon minima inhibitoria (MIC)

En la Tabla 3 se puede observar que la MIC para la cepa A. dhakensis fue

de 0.3 pg/ml tanto de gentamicina como de oxitetraciclina, por otro lado
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presenta mayor resistencia al sulfametoxazol pues requiere de una MIC de
1950 pg/mly a la eritromicina con una MIC de 20 pg/ml.

Tabla 3 Determinacion de la MIC utilizando diversos antibiéticos que permitan inhibir el
crecimiento de A. dhakensis

Concentracién

SX
(hg/ml)

m
LY

NOR ENRO FLO GEN OXI

0
0.1
0.3

1
1.2
1.6

3

4
10
20
30
60
100
500

1000
1500
1900
1950
2000 - - - - - - -

+ +

+ + + 4+ + o+ o+
+ + o+ 4+ o+
+ o+ o+ o+

o+ o+ o+ + + + + + + o+
1
1
1
1
1

+ 4+ 4+ + 4+ 4+ + + + + + + + + + + 4+

SX: Sulfametoxazol, ERI: Eritromicina, NOR: Norfloxacina, ENRO: Enrofloxacina,
FLO: Florfenicol, GEN: Gentamicina y OXI: Oxitetraciclina. Fuente: Garcia et al.
(1994).

6.2 Factores de virulencia

6.2.1 Concentracién de proteinas y actividad proteolitica de los
productos extracelulares de A. dhakensis

El método colorimétrico de Bradford utilizado para cuantificar la
concentracion de proteina presente en los PECs dio como resultado un

contenido de 3.55 ug/ml. La actividad proteolitica de los PECs extraidos de
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A. dhakensis presentaron un valor de 0.32 U/ml, por debajo de 1 U/ml, que

es el valor que indica una unidad de actividad proteolitica.

6.2.2 Deteccion de siderdforos en los productos extracelulares de A.
dhakensis

La produccion de sideroforos de los productos extracelulares de Aeromonas
dhakensis fue de 0.26+0.02 uM de sideréforos por 102 UFC/ml de bacteria
(turbidez del 0.5 en escala de MacFarland).

6.2.3 Actividad hemolitica de los productos extracelulares de A.
dhakensis.

La actividad hemolitica resultd negativa a las 48 h para los productos
extracelulares empleando el método de rastrillo e inoculacién en orificios de

2x1 cm en las placas de agar sangre.

6.2.4 Actividad citotéxica en los productos extracelulares de A.
dhakensis

Se realizaron curvas dosis-respuesta del efecto de la fraccion del extracto de
PECs de Aeromonas dhakensis sobre el crecimiento de la linea celular
normal 3T3L1. Se observé que existe un efecto sobre la sobrevivencia
celular en funcién de la concentracién del extracto obtenido a partir de los
PECs de A. dhakensis (Figura 2), ya que las concentraciones de 5.0 y 10.0
mg/ml causaron muerte celular del 54 y 55% respecto al control (Dunnett,
n=3, p<0.05). En cambio la concentracién de 1 mg/ml resultod citostatica y no
presentd diferencias significativas respecto al control en ninguno de los dos
estadisticos utilizados (Tukey, n=3, p<0.5, Dunnett, n=3, p<0.05).
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Figura 2 Efecto del extracto de productos extracelulares de A. dhakensis sobre la
sobrevivencia de células 3T3L1 a 24 h de tratamiento. Las letras mindsculas
representan diferencia significativa entre los tratamientos (Tukey, n=3, p<0.05). El
asterisco representa una diferencia significativa entre cada tratamiento y el control
(Dunnett, n=3, p<0.05). Co: control inicial con SFB. ASB: control final con ASB.

Las concentraciones mas bajas probadas (0.1 y 0.5 mg/ml) resultaron tener
un efecto estimulador sobre las células, lo cual indica que no causan ningun
efecto citotoxico sobre las células. Todas las concentraciones fueron
preparadas utilizando la albumina sérica de bovino, proteina que posee
factores que ayudan al crecimiento celular por lo que esté relacionado con la

estimulacién sobre las células en las concentraciones de 0.1y 0.5 mg/ml.

En cuanto a la proliferacion celular esta disminuy6 significativamente
respecto al control en todos los tratamientos utilizados (0.1, 0.5, 1.0, 5.0 y
10.0 mg/ml) (Dunnett, n=3, p<0.05) en un 14, 26, 40, 73, y 74%
respectivamente (Figura 3). Ademas todas las concentraciones presentaron
diferencias significativas (Tukey, p<0.05) menos las concentraciones mas

altas (5 y 10 mg/ml).
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Figura 3 Efecto del extracto de productos extracelulares de A. dhakensis sobre la
proliferacion de células 3T3L1 a 24 h de tratamiento. Las letras mindsculas
representan diferencia significativa entre los tratamientos (Tukey, n=3, p<0.05). El
asterisco representa una diferencia significativa entre cada tratamiento y el control
(Dunnett, n=3, p<0.05).

La concentracion letal media (CLso) y la concentracién inhibitoria media (Clsg)
se calcularon mediante regresion lineal simple. Para obtener la ClLgo la
regresion se llevé a cabo entre el indice de sobrevivencia de las células y el
Logaritmo (Log) de las concentraciones utilizadas (Figura 4), en cambio para
la Clso la regresién lineal fue entre el indice de proliferacion celular y el
logaritmo de las concentraciones (Figura 5). Se muestra el promedio de al

menos tres tratamientos independientes.

La Clsp a las 24 h de tratamiento fue de 1.19 ug/ml mientras que la CLs, fue
de 2.21 pg/ml lo cual indica que para lograr el 50% de muerte celular se

requiere el doble de la concentracion inhibitoria.
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Figura 4 La concentracién letal media (CLsp) calculada por regresién lineal simple
entre el indice de sobrevivencia celular y el logaritmo de la concentracion del
extracto de PECs de A. dhakensis.
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Figura 5 La concentracion inhibitoria media (Cls) se calcul6 por regresion lineal
entre el indice de proliferacion celular y el logaritmo de la concentracion del extracto

de PECs de A. dhakensis.

37



En resumen, Aeromonas dhakensis cepa CAIM 1873 son bacilos Gram
negativos matiles, toleran concentraciones de sal del 5.5%, temperaturas de
4 a 37°C y pH de 4 a 10. Ademas las células bacterianas presentan actividad
hemolitica (B-hemodlisis) y susceptibilidad al antibidtico de gentamicina (MIC
de 0.3 pg/ml). Los PECs de A. dhakensis poseen actividad citotoxica sobre
la linea celular 3T3L1 y requieren de una CLsp de 2.21 pg de proteina/ml asi

como una Clsp de 1.19 ug de proteina/ml (Tabla 4).
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.Tabla 4 Caracterizacion de las células bacterianas y productos extracelulares de A.

dhakensis CAIM 1873.

Caracteristica A. dhakensis
CAIM 1873
Tinciébn Gram -
Morfologia de la célula Bacilos
Motilidad +
Actividad hemolitica 24 h +
Tolerancia a salinidad
0% -
1% +
2% +
3% +
4% +
5% +
5.5% +
6% -
. . 8% -
Célula bacteriana 10% )
Tolerancia a temperatura
4°C +
20°C +
30°C +
37°C +
40° C -
Tolerancia a pH
1 -
2 -
4 +
6 +
8 +
10 +
Concentracién minima inhibitoria (MIC)
Gentamicina 0.3 pg/ml
Proteina total 3.32(pug/ml)
Actividad proteolitica 0.52 (U/ml)
Produccion de sider6foros 0.26 uM
Actividad hemolitica 24 y 48 h -
PrOdUCtofPeE’gf)‘ce'”'ares Actividad citotéxica (3T3¥L1) 24h ¥
Cls, 2.21 Mg de
proteina/ml
Cleo 1.19 Mg de
proteina/ml
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6.3Desafios experimentales

6.3.1. Infeccién via intraperitoneal con células bacterianas de
Aeromonas

dhakensis CAIM 1873 en hibridos de tilapia

Se alcanz6 una mortalidad del 79.2% de los organismos infectados con una
dosis de células de 1.55 x 10° cellg a las 13 h pos infeccién (h.p.i),
alcanzando el 95% de mortalidad a las 94 h.p.i. El 50% de mortalidad a una
dosis de 1.55 x 10° cel/g fue a las 12:30 h.p.i, mientras que a una dosis de
1.86 x 10° cel/g fue a las 109 h.p.i (Figura 6).

Aeromonas dhakensis CAIM 1873

100 +
90 -
80 -
70 -
60 -

=={T}==Dosis 1.554x10"6 cel/g
50 -

40 -
30 -
20 -
10 -

Dosis 1.862x1075 cel/g

% Mortalidad

=== Control PBS

T T 1
6 12 13 15 24 28 36 42 48 60 64 72 84 94 96 108110118134184
Horas

Figura 6 Mortalidad acumulada de organismos infectados con células bacterianas de A.
dhakensis. n=3.

A las 94 h.p.i, la dosis de 1.55 x 10° cellg causé mas del 95% de mortalidad,
mientras que a la dosis mas baja (1.86 x 10° cel/g), solo el 29%. No se
presentaron mortalidades en organismos inyectados con PBS, los cuales se

tomaron como control.

40



Los signos clinicos de los organismos infectados con las células bacterianas
fueron similares para ambas dosis solo que se presentaron de manera mas
tardia con la dosis mas baja de 1.86x10° cel/lg. En el caso de los peces
infectados con la dosis de 1.55x10° cel/g, a las 5 h.p.i, se observaron zonas
hemorrégicas desde las aletas pectorales hasta el opérculo, de las 7 a las 13
h.p.i presentaban aumento se zonas con hemorragias, letargia y anorexia, a
las 18 h.p.i se detectd nado errético y dificultad para respirar. En cambio los
infectados con la dosis de 1.86x10° a las 13 h.p.i se detecté comportamiento
agresivo, a las 64 h.p.i aparecieron zonas hemorragicas desde la aleta
pectoral hasta el opérculo, 96 h.p.i presentaron anorexia y aumento de las

zonas hemorragicas desde la aleta pectoral hasta la anal (Figura 7).

: i - .."A‘ Lo l ‘? - . -
Figura 7. Tilapias infectadas via intraperitoneal con células bacterianas de A.
dhakensis. a) Zona hemorragica en la regién de la aleta pectoral y opérculo,
inflamacion en abdomen y erosion en aleta caudal. b) Zona hemorragica en las
aletas pélvica, pectoral y en el opérculo.

6.3.2. Infeccion via intraperitoneal con productos extracelulares de
Aeromonas dhakensis en hibridos de tilapias
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En los organismos infectados con una dosis de 0.462 ug de proteina a las 24
h.p.i ya se tenia el 100% de mortalidad. En cambio en los organismos
infectados con dosis menores (0.178 y 0.356 ug de proteina) se alcanzé solo

el 20% de mortalidad al final del ensayo (120 h.p.i Figura 8).
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E 60 - ==3e==(.178 ug de proteina
= == PBS
£ 50 -
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Figura 8 Mortalidad acumulada de organismos infectados con productos
extracelulares de A. dhakensis. n=3. Las barras indican la desviacion estandar
respecto al promedio de la mortalidad.

Los signos clinicos que se observaron en los organismos infectados con la
dosis de 0.462 ug de proteina de PECs de A. dhakensis fueron similares a
los observados durante la infeccion con células bacterianas, lo diferente fue
que en la infeccidon realizada con los PECs los signos se presentaron de
manera mas temprana. A las 4 h.p.i se observaron dafios en las aletas
pectorales (tronco), a las 6 h.p.i se observan algunos con dificultades para
respirar, nado erratico y algunos moribundos, para las 7 h.p.i la mayoria

presentan dafios (lesiones hemorragicas) en las aletas pectorales,
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inflamacion del estbmago y enrojecimiento en la zona de branquias (Figura
9).

Figura 9. Tilapias desafiadas con los PECs de A. dhakensis. a) Zona hemorragica
desde el opérculo hasta aleta anal. b) Hemorragia en opérculo, aleta pectoral y aleta
pélvica. c) Hemorragia e inflamacién del ano.

En el caso de los peces infectados con las dosis mas bajas (0.178 y 0.356 pg
de proteina) no se observaron dafios aparentes en los muertos ni en los

sobrevivientes.
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6.3.3. Ensayos preliminares via inmersiéon con células bacterianas y

productos extracelulares de A. dhakensis

Es importante mencionar que se realizaron infecciones preliminares via
inmersion tanto con células bacterianas como con los PECs de A. dhakensis,
se observo en el primer caso que los grupos infectados a una densidad
bacteriana de 2.47 x 10’ cel/ml presentaron mortalidad del 70% a las 88
h.p.i., sin embargo la mortalidad también se present6 en los grupos control
(30%). Por otro lado en el segundo caso las infecciones con 3.554 y 14.215
mg de proteina de los PECs las mortalidades comenzaron 72 y 90 h.p.i con
35 y 43% de mortalidad respectivamente, ademas se presentaron
mortalidades del 42% en los grupos control. Posiblemente, la adicién del
PBS produce una proliferacion de bacterias en el agua causando su
descomposicion. De acuerdo a los resultados obtenidos, se sugiere que
mediante la via de infeccion con A. dhakensis por inmersion no es posible
reproducir la enfermedad en hibridos de tilapia, ya que no permite observar

los signos clinicos ni mortalidad.

6.3.4 Andlisis histopatoldgico de los 6rganos preservados

Las muestras de tejido revisadas por medio de diagndstico histologico
durante los experimentos de infeccibn con células y con los PECs de A.

dhakensis fueron bazo, higado, rifidn y cerebro.

El bazo es un 6rgano encapsulado por medio de una capa de tejido
conectivo fibroso fino, cubierto por una sola capa de células mesoteliales. La
vena esplénica y la arteria entran a través del tejido donde la arteria se divide
en varias ramas, y corren a lo largo del bazo. Ramas capilares de la arteria
esplénica, denominados elipsoides, se encuentran dispersos dentro de un
estroma reticular y hay numerosos centros de melano-macréfagos. Las

arteriolas de la arteria esplénica dan lugar a los capilares de paredes
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gruesas, que se alinean por el endotelio, rodeadas de una vaina de células
reticulares para formar elipsoides (Morrison et al., 2006). Antigenos como
virus y bacterias quedan atrapadas en los elipsoides y luego son trasladados

a centros de melano-macréfagos por los macréfagos

La organizacion del bazo de la tilapia es similar al del tejido hematopoyético
en la cabeza del rifidn (Figura 10) Sailendri y Muthukaruppan (1975), no
encontraron centros linfoides bien definidos, aunque hay concentraciones de
linfocitos, como eritrocitos y granulocitos en diferentes etapas de formacion.
Los elipsoides tienen capilares centrales y estan estrechamente relacionados

con los vasos sanguineos de paredes delgadas.

Figura 10. Bazo de un organismo control sano

Por otro lado esta el rifién, su funcién principal es el balance de agua y sal y
se encuentra en la parte dorsal de la cavidad del cuerpo. Se desarrolla como
estructuras pareadas, que luego se fusionan. La sangre entra en los
sinusoides del rifidn de la aorta dorsal, y se devuelve al corazén a través de
la vena cardinal posterior. El rifidn anterior es delgado y los tbulos renales
se extienden en el tejido hematopoyético de la cabeza del rifidn,
manteniendo las estructuras pareadas (Morrison et al., 2006).
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El rifion esta formado por un conjunto de células llamadas nefronas, éstas
constan de un corpusculo renal y tabulos. El corpusculo renal se compone de
una red capilar vascular llamada glomérulo, que esta rodeado por la capsula
de Bowman. La cépsula es una vesicula en el extremo del tubulo renal, que
ha invaginado para formar una doble pared alrededor del glomérulo, que
consiste en un epitelio parietal y visceral interior y exterior. Las arteriolas
suministran sangre al glomérulo. La primera parte del tdbulo, al lado del
glomérulo, se compone de una regiéon corta de las células del cuello
densamente empaquetadas. El primer y segundo segmento proximal del

tubulo renal rodean al corpusculo renal (Morrison et al., 2006) (Figura 11).

h

Figura 11. Zona tubular del rifién de un organismo control
sano.

El higado es un érgano grande, forma una masa anterior central justo detras
del tabique transversal, que separa el pericardico y la cavidad abdominal
(Figura 12). Este 6rgano esta rodeado por una capsula fina limitada por un
epitelio escamoso simple, llamado mesotelio. Los hepatocitos conforman el
organo y almacenan glucdégeno y grasa (Morrison et al., 2006). En el centro

del higado se puede ver una gran vena central. El pancreas exocrino se
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dispersa en los mesenterios alrededor del estdbmago y el intestino, y también
penetra en el higado (Morrison et al., 2006).

'$ - \ " g . i - 4
Figura 12. Corte histologico del higado de un organismo
control sano.

La vena central del higado esta bordeada por un endotelio fino, y los
eritrocitos se puede ver en el lumen, los sinusoides revestidos por células

endoteliales se ven en la vena central.

Otro de los 6rganos analizados es el cerebro el cual esta formado por el par
de I6bulos olfativos, el 6rgano pineal central, el par de tectum Optico, el
cerebelo, el bulbo raquideo y la médula espinal dorsal a la notocorda. El
tectum optico es el principal centro Optico, y aparece externamente como dos
I6bulos 6pticos prominentes, lo que indica que la vista es importante para la
tilapia. El tejido cerebral estd compuesto principalmente por neuronas y
células de la glia interconectadas conformando los diferentes l6bulos antes

mencionados. (Figura 13).
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Figura 13. Zona del cerebro de un hibrido de tilapia control
sano.

Los resultados del diagnéstico de los organismos inyectados via
intraperitoneal con células bacterianas de A. dhakensis muestran que dentro
de las 2:30 h.p.i. no hubo dafios en ninguno de los 6rganos, sin embargo a
media hora después el bazo de uno de los organismos mostré necrosis
multifocal de células sanguineas en forma de picnosis pues se observan los
nucleos de las células reducidos en tamafio, redondos, con coloracion casi
negra (basofilia), y en forma de carriorrexis pues los ndcleos estan
fragmentados y basdéfilos, dispersos en el lugar donde estaba el nucleo
entero (Figura 14). En las muestras histolégicas de los organismos
colectados a las 6, 10, 12, 18 y 31 h. p.i. se observa nuevamente la necrosis

de las células sanguineas en forma de picnosis y carriorrexis multifocal.
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Figura 14. En la parte superior derecha (flecha blanca) se observa necrosis en forma
de carriorrexis dentro del bazo y en la parte superior izquierda se encuentran
nucleos picnoticos (flecha negra).

En el higado los dafios comenzaron a las 3 h.p.i donde se observa
inflamacion multifocal detectada por la infiltracion de linfocitos destacandose
alrededor de vasos y capilares sanguineos (Figura 15), ademas el tejido
pancreatico se observa con pérdida de la estructura microanatémica normal y
no se distingue su nucleo. Los hepatocitos poseen un nucleo basoéfilo con
citoplasma eosinéfilo sin que se logre apreciar en ellos algun tipo de
alteracion. A partir de las 6 h.p.i se observa necrosis en forma de picnosis y
carriorexis focal de células sanguineas (Figura 16), e infiltracion de linfocitos
cerca de capilares sanguineos. A las 7 h.p.i aumenta la necrosis de células
sanguineas y la inflamacién focal del higado continGia observandose. A las 8,
9 y 10 h.p.i el higado presenta nuevamente células sanguineas picnoticas y
pero en menor severidad que a las 7 h.p.i., continla detectandose
inflamacion focal cercana a capilares y vasos sanguineos. A las 18 h se
observa congestion multifocal difusa e inflamacion focal. En el dltimo
muestreo llevado a cabo a las 31 h.p.i se detect6 el desarrollo de nédulos
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multifocales en tejido hepatico necrotico, sin embargo no se detectaron

bacterias en ellos (Figura 17).

Figura 15. Inflamacion presente en el higado Figura 16. Necrosis en forma de

en zona cercana a capilares sanguineos carriorrexis (flecha blanca) y picnosis

(flechas negras). (flecha negra) en células sanguineas del
higado de tilapias 6 h.p.i

e ' & J e 4

Figura 17. Deteccién de nddulo en tejido
hepatico necrotico 31 h.p.i.

En el caso del riidbn se observd infiltracion de linfocitos en la zona

intertubular (espacio entre los tubulos), a las 5:30,6 y 7 h.p.i . Alas 8 h.p.i se
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detectd necrosis en forma de picnosis de células sanguineas (Figura 18) en
la zona intertubular del rifidn. 9 h.p.i aumenta la pichosis y se observa
también carriorrexis intertubular de células sanguineas (Figura 18), ademas
de que se observa degeneracion hialina caracterizada por la aparicion de un
area hialina con pérdida de la estructura y homogénea fuertemente
acidofilica, la hialinizacion es un proceso degenerativo, por lo que el tejido
pierde su funcidén. Durante los muestreos de las 18 h.p.i continda presente la
picnosis y carriorexis de células sanguineas, sin embargo a las 10 y 31 h.p.i.

solo se observa inflamacion focal a moderada y congestion leve.

o - &

Figura 18. Picnosis intertubular presente en el rifidn y necrosis en forma de
carriorrexis 9 h.p.i

El cerebro por su parte presentd picnosis y carriorrexis focal leve de células
sanguineas a las 7, 8, 9 y 10 h.p.i. Para las 18 y 31 h.p.i la picnosis de

células sanguineas incremento en severidad a moderado-severo (Figura 19).

51



s 7 :
“‘ oSy W '“gﬁ u

Figura 19. Necrosis en forma de picnosis en células sanguineas del cerebro 18 h.p.i.

Durante la tincion de Giemsa que se llevo a cabo especialmente para
detectar la presencia de las células bacterianas de A. dhakensis, estas se
observaron desde las 3 h.p.i hasta las 31 h.p.i tanto en higado, tejido
pancreatico, bazo y rifidn (zona intertubular y cabeza del rifién) tal y como se

observa en las Figuras 20, 21y 22.

Figura 20. Células bacterianas de presentes en bazo de hibridos de tilapia a las 3 h.p.i.
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Figura 21.Presencia de células de células bacterianas en higado de hibridos de
tilapia infectados a las 6 h.p.i.

o )
Figura 22. Deteccién de células bacterianas en el rifion (cabeza) en hibridos de
tilapia a las 8 h.p.i.

En la infeccion por via intraperitoneal con PECs de Aeromonas dhakensis los
dafos mostrados histolégicamente empezaron a ser visibles a partir de las 2
h.p.i donde se observa necrosis de células sanguineas en forma de picnosis
en diversas partes del tejido del bazo asi como carriorrexis multifocal. A las 4
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h.p.i se observa una zona focal con nudcleos picnoticos y para las 6 h.p.i
ademas de picnosis se observa necrosis en forma de carriorrexis. A las 10 y

24 h.p.i no se observan alteraciones visibles en este érgano.

En higado se observo a las 2 h.p.i inflamacién leve (Figura 23) y congestion
moderada, para las 4 h.p.i persistia la inflamacion pero ya de forma
moderada a severa. A las 6 h.p.i se observd la presencia de nudcleos
picnoticos (focal) de células en el higado, permaneciendo la inflamacion leve

hasta las 24 h.p.i.

Figura 23. Inflamacion leve presente en el |'ga desués de 2 h.p.i con PECs de
A. dhakensis.

Por otro lado en el rifibn a las 2 h.p.i se observa inflamacién focal a
moderada detectada por la infiltracion de linfocitos en una zona intertubular,
ademas se observa congestién moderada y picnosis focal intertubular. A las
6 h.p.i se detectd necrosis focal en forma de picnosis de células sanguineas
en la zona intertubular del rifidon. En los muestreos realizados 10 y 24 h.p.i no

se observaron alteraciones.
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En el cerebro se observd que a las 2 h.p.i inici6 la inflamacion focal
permaneciendo hasta las 6 h.p.i ya que después de las 10 y 24 h.p.i no se

observaron dafios aparentes.

6.3.5 Identificacion molecular del agente causal por rep-PCR

Para cumplir uno de los postulados de Koch, se realizé la identificacion del
agente causal aislado de los o6rganos higado, bazo, rifion y cerebro de
organismos moribundos durante la infeccion experimental con células de A.

dhakensis y comprobar que la muerte fue causada por la bacteria.

Con la imagen obtenida después de la electroforesis se puede observar en la
Figura 24 que las bandas de los carriles 2 al 8 son iguales al control positivo
(A. dhakensis) localizado en el carril 9. Comprobando que en las muestras de

higado, rifién y bazo estaba presente la bacteria inoculada.
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Figura 24. Carril 1 y 10: Marcador molecular. Carril 2 y 6: Rifion.
Carril 3y 7: Bazo. Carril 4 y 8: Higado. Carril 5: Cerebro. Carril 9:
control positivo A. dhakensis
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6.3.6 Tincion Gram y motilidad

Los aislados se purificaron y se identificé el tipo de pared celular que
presentaban asi como su motilidad. Los aislados bacterianos obtenidos a
partir de los 6rganos rifion, higado, bazo y cerebro de organismos infectados
después de 5, 5:30, 6, 6:30, 7:30, 8, 9, 10 y 31 h.p.i resultaron ser bacilos
Gram negativos ademas de que todos presentaron motilidad.
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VII. DISCUSIONES

Como se ha mencionado anteriormente el género Aeromonas se ha
reconocido como un agente causal de enfermedades de varias especies de
peces. Los mecanismos de patogenicidad en las infecciones causadas por
especies de este género no se han establecido con exactitud, sin embargo,
se han logrado identificar un gran numero de estructuras y enzimas
extracelulares consideradas factores de virulencias de Aeromonas (Castro-
Escarpulli, 2002).

La clasificacion de las especies de este género ha dependido de una mezcla
de datos fenotipicos y genéticos. Vega-Sanchez et al. (2013) observo el
crecimiento de A. hydrophila, A. alosaccharophila, A. bestiarum, A. encheleia;
A. eucrenophila, A. media, A. popoffii, A. salmonicida, A. sobria, A. veronii bv.
sobria, A. veronii bv. veronii a una concentracién del 0% de NacCl, pero su
crecimiento se inhibié totalmente a una concentracion del 6%. Ademas
Hanze et al. (1978); Hanze et al. (1979); Janda y Abbot (2010) en un estudio
seflalan que especies de Aeromonas como A. hydrophila y A. caviae son
capaces de crecer en amplios rangos de temperatura (25-35°C). Mientras
que Soto-Rodriguez et al. (2013) y Beaz et al. (2013) definen a Aeromonas
dhakensis ¢510m como una bacteria Gram negativa que presenta motilidad,
oxidasa y catalasa positiva, reducen nitrato a nitrito, y son resistentes al
agente vibriostatico O/129. Lo anterior coincide ampliamente con los
resultados obtenidos en el presente estudio ya que se observdé que A.
dhakensis es capaz de crecer en una concentraciéon de 0 al 5.5% de NaCl,
inhibiéndose a partir de una concentracion del 6% de NaCl. Ademas el rango

de temperatura a la que crecio fue entre 20 y 37°C.
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Se puede inferir entonces que al ser A. dhakensis una especie perteneciente
a Aeromonas comparte caracteristicas fenotipicas similares a otras especies
de este género, convirtitndose en una bacteria capaz de crecer,

desarrollarse y adaptarse a una gran variedad de ambientes.

En cuanto a la patogenicidad de Aeromonas existen estudios que han
establecido sus mecanismos, sin embargo aun no se ha llegado a concluir un
factor que sea predominante (Janda y Abbott, 2005; Von, 2007). Cabrera et
al. (2007) sefalan que los factores de virulencia que se relacionan a estos
mecanismos son la produccién de enzimas extracelulares, exotoxinas y
adhesinas las cuales parecen jugar un papel importante en la patogenicidad
de estas bacterias. Estudios realizados por Farmer et al. (2006); Hu et al.
(2012) reportan que A. hydrophila y A. caviae son especies de Aeromonas
que producen varios productos extracelulares tales como proteasas,
hemolisinas, enterotoxinas citoliticas los cuales estan relacionados con su

patogenicidad.

En este estudio las células bacterianas de A. dhakensis presentaron [3-
hemolisis. Lo anterior concuerda con lo reportado por Rey et al. (2009) pues
sefialan que A. hydrophila presenta 3-hemolisis relacionandola a una amplia
gama de funciones bioldégicas como la actividad proteolitica y la actividad
hemolitica las cuales son letales para los peces, ademas relacionan a la
actividad hemolitica a la enterotoxicidad, siendo la aerolisina la hemolisina
mas estudiada. Por otro lado Namdari y Bottone (1990) en su estudio
consideran la produccion de toxinas hemoliticas como una evidencia del
potencial patdégeno en bacterias del género Aeromonas. Los dafios
necroticos como picnosis y carriorrexis mostrados en las células sanguineas
de los 6rganos de los organismos infectados con células bacterianas de A.
dhakensis confirma la hemolisis mostrada in vitro pues se interpreta como un
sinbnimo de dicha actividad hemolitica, aunque durante el diagnéstico se
demuestra que dicha hemodlisis inici6 desde el primer muestreo llevado a

cabo alas 3 h.p.i
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En el caso de los PECs de A. dhakensis el resultado fue negativo, es decir
no presentaron (-hemolisis, lo cual difiere con lo reportado por Soto-
Rodriguez et al. (2013) quienes demostraron actividad hemolitica en PECs
de A. dhakensis, sin embargo cabe mencionar que durante el analisis
histoloégico en el presente estudio los productos extracelulares de A.
dhakensis presentaron actividad hemolitica en los tejidos analizados. Esto
puede deberse a que durante la realizacion de la técnica la cantidad de
PECs inoculada no fue la necesaria para alcanzar a expresar dicha actividad.
La actividad hemolitica es con frecuencia compleja y no siempre debida a
una enzima proteolitica Unicamente, pues a menudo interviene una toxina de

naturaleza lipoproteica (Garcia et al., 1994).

Es importante considerar que las bacterias pueden no producir los mismos
factores de virulencia in vitro e in vivo, se puede dar el caso que las proteinas
bacterianas que se expresan durante el crecimiento en un medio de cultivo
no sean necesariamente las mismas que aquellas que se expresan dentro
del huésped (Toranzo y Barja, 2000). Ademas se puede destacar que una
enfermedad es el resultado de una interaccion patégeno-hospedero-
ambiente, por lo que el estado inmunologico y fisiolégico del hospedero
ejerce un papel determinante en el desenlace de la enfermedad (Smith,
1984).

Otro de los factores relacionados con la virulencia de Aeromonas spp. es la
actividad proteolitica, en este trabajo la actividad proteolitica fue de 0.52
U/ml, lo cual concuerda parcialmente con lo reportado por Soto et al. (2013)
quienes obtuvieron resultados entre 0.45 y 1.23 U/ml a partir de aislados
pertenecientes al género de Aeromonas: A. ichtiosmia, A. dhakensis A.
popoffii, A. allosaccharophila, A. veronni, A. ichtiosmia. Dichos niveles de
actividad proteolitica han sido relacionados con su capacidad para inducir a
patologias en diversas especies de peces, asociando su patogenicidad con
la secrecidn de potentes proteasas. Entre las dos principales actividades

proteoliticas extracelulares detectadas en Aeromonas se ha descrito como
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responsables a una proteasa termoestable de 38 kDA y una serina proteasa
termolabil de 68 kDA (Rivero et al., 1991). Estas proteasas se vinculan con la
propagacion de las bacterias dentro del huésped degradando el moco de la
superficie de los peces, causando dafio en el tejido y facilitando la invasion

bacteriana en las células hospedadoras.

Suarez y Herrera (2012) demostraron que el 50% de cepas aisladas de A.
hydrophila fueron proteoliticas mientras que en un estudio realizado por
Guerra et al. (2007) reportan que el 100% de cepas de A. hydrophila, A.
caviae y A. veronii biovar sobria aisladas de pacientes con diarrea
demostraron actividad proteolitica con valores de 9, 1.2 y 0.75 U/ml
respectivamente. Otro estudio de Ipsita et al. (2012) demostré6 que los
productos extracelulares de A. hydrophila presentaron una alta actividad
proteolitica (30 U/ml) cuando su cultivo se llevé a cabo a una temperatura de
30°C, mientras que al ser cultivados a 35°C presento una actividad
proteolitica menor (10 U/ml). Es evidente la relaciébn entre la actividad
proteolitica y la virulencia de las cepas bacterianas, sin embargo no se ha

demostrado una correlacion real entre ambas.

Con relacién a la citotoxicidad se comprobé que los PECs de A. dhakensis
poseen un efecto citotdxico sobre la linea celular 3T3L1, las concentraciones
de 5y 10 mg/ml de PECs causaron la muerte de estas células en un 54 y
55% respectivamente. Lo anterior concuerda Chi-Jung et al. (2012) estudio
donde se demostro la citotoxicidad de A. hydrophila y A. aquariorum (= A.
dhakensis) empleando la linea celular HT-29 causando muerte celular del 85
y 90% respectivamente, estos resultados pueden relacionar con las
citotoxinas que poseen las bacterias del genero Aeromonas y que ademas
tienen la capacidad de degradar células del hospedero lo cual facilita la

proliferacion de células patégenas.

Morinaga et al. (2013) también demostraron la presencia de actividad
citotoxica sobre la linea celular THP-1 (linea de monocitos humanos) y HL-60

(promioloblastos humanos de sangre periférica) por parte de A. hydrophila y
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A. aquariorum (=A. dhakensis). Dicha citotoxicidad la relacionan con la
capacidad de estas bacterias para sintetizar distintas toxinas que provocan
alteraciones letales en las células del hospedero de acuerdo al grado de
susceptibilidad del huésped a la accion de dicha toxina. Estas alteraciones
son evidenciadas por el dafio estructural y morfolégico que sufre la célula,

induciendo en muchos casos la muerte de ésta.

Otro factor de virulencia examinado en A. dhakensis (CAIM 1873) es la
produccion de sideréforos. En este estudio la produccion de sideroforos de A.
dhakensis fue de 0.26 pM de sideréforos por 102 UFC/mI de bacteria, Soto-
Rodriguez et al. (2013) detectaron la presencia de sideréforos utilizando el
método cualitativo CAS en A. dhakensis, mientras que, Gierer et al. (2006)
reportan que cepas de bacterias patdgenas aisladas de peces incluyendo a
A. hydrophila, A. caviae, Pseudomonas fluorescens y P. putida tuvieron una
produccion de sideréforos de 0.37 puM, 0.52 uM, 0.44 pyM y 0.5 uM
respectivamente, ellos sefialan que la capacidad de producir sideréforos esta
correlacionada con una mayor virulencia en especies de Aeromonas
facilitando el crecimiento de estas bacterias y ademas de que participan en la
produccion de otros factores de virulencia como en la aparicién de actividad
hemolitica y proteolitica.

Sin embargo Zywno et al. (1992) reportd que la patogenicidad de A.
hydrophila no siempre estd acompafiada por la presencia de sideroforos, ya
gue muchas bacterias los producen simplemente para poder sobrevivir en el
huésped (Alavandi y Ananthan, 2003). Cabe resaltar que existen bacterias
que incrementan la eficiencia de produccion de sideréforos, secretando
algunas enzimas como las hemolisinas, que lisan a los eritrocitos liberando
un contenido celular rico en hemoglobina o proteasas que tienen la
capacidad de degradar proteinas transportadoras de hierro (Genco y Dixon,
2001).

La produccion de enzimas extracelulares por bacterias patdgenas para
organismos acuaticos ha sido reportada, sin embargo el papel de estas

exoenzimas en su patogenicidad no esta bien definido. Soto-Rodriguez et al.
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(2013) reportaron mortalidad del 100% de tilapia Oreochromis mossambicus
y Solea vulgaris en infecciones via IP tanto con células bacterianas como con
PECs de A. dhakensis, ellos atribuyen esto a la presencia de factores de
virulencia que son letales para los peces tales como gelatinasa, DNasa,
lipasas y actividad citotoxica y hemolitica. Mientras que en este trabajo se
obtuvieron resultados similares pues tanto las células como los PECs de la
cepa A. dhakensis (CAIM 1873) causaron mortalidad a hibridos de tilapia (O.
niloticus x O. mossambicus) por un lado las células lo logran entrando al
sistema, multiplicandose para colonizar e invadir al organismo logrando su
mortalidad, ademéas de que las bacterias Gram negativas suelen tener
endotoxinas como componente de su pared celular que al ser liberadas
provocan efectos téxicos en el huésped, mientras que los PECs poseen
factores de virulencia que son letales para los peces como actividad
citotdxica y proteolitica asi como de sideroforos.

Rey et al. (2009) reportan resultados similares a los anteriores pues ellos
infectaron via IP con células bacterianas y PECs de A. hydrophila a peces
cachama blanca Piaractus brachypomus y a hibridos de tilapia Oreochromis
spp. Yy ambos resultaron ser patégenos causando mortalidades en ambas
especies de peces, al igual que Ipsita et al. (2011) quienes reportaron que
tanto las células bacterianas como los PECs de A. hydrophila fueron
patdgenos para carpa Rohu (Labeo rohita), aunque cabe resaltar que ellos
obtuvieron una mortalidad del 100% primero en los peces infectados con
PECs (12 h.p.i) que en los infectados con células bacterianas (24 h.p.i) lo
cual puede demostrar que los productos extracelulares de esta bacteria
actuan de manera directa y letal sobre el organismo gracias a los factores de
virulencia que posee haciendo que causen mortalidad mas rapido que sus
propias células. Lo contrario sucedié en un estudio de Pridgeon y Klesius
(2011) quienes reportaron que la virulencia de aislados de A. hydrophila
prevalece en las células bacterianas y no en sus PECs pues al inyectar via

IP en bagres una dosis de 1.7x10° cel/g se obtuvo una mortalidad del 100%
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mientras que al inyectar 100 ul PECs (0.240 ug de proteina) solo se presentd

una mortalidad del 20%.

Los signos clinicos observados en las infecciones con células bacterianas y
PECs de A. dhakensis fueron similares en ambos casos pues se observaron
zonas hemorragicas, letargia, anorexia, nado erratico e inflamacion de la
zona abdominal. Lo anterior coincide parcialmente con lo reportado por Soto-
Rodriguez et al. (2013) con infecciones en tilapia Oreochromis mossambicus
utilizando la misma cepa de A. dhakensis los cuales fueron nado erratico,
inflamacion del abdomen, letargia y oscurecimiento de la piel; en el lenguado
(Solea vulgaris) observaron nado erratico y oscurecimiento de la piel. Los
signos clinicos mostrados en el presente trabajo se infieren a que la bacteria
pertenece al género de Aeromonas y suelen causar ulceracion en diferentes
zonas, heridas, hinchazon o inflamacion abdominal asi como en los
tejidos.Wang et al. (2003) sugirieron que la citotoxicidad y los dafios
causados en peces por especies de Aeromonas y sus PECs puede ser
multifactorial y que los productos extracelulares (B-hemolisinas, proteasas,

DNasas, enterotoxinas) tienen la capacidad de actuar solos o en conjunto.

Ademas de los signos clinicos mostrados durante las infecciones, en el
analisis histolégico se observé necrosis en forma de picnosis y carriorrexis de
células sanguineas en bazo, cerebro, rifion e higado, este dltimo también
mostré inflamacién y ademas en el rifion se detectdé degeneraciéon hialina
cuando los organismos fueron infectados con células bacterianas de A.
dhakensis mientras que con los PECs hubo picnosis de células sanguineas
en bazo, higado y rifién; en el cerebro solo se observo inflamacién. En estos
resultados se observa que los dafios histopatolégicos causados por las
células bacterianas fueron mayores que los ocasionados por los PECs de A.
dhakensis, esto puede deberse a que al inyectar las células entran al
organismo y se multiplican y distribuyen circulando a través de los vasos
sanguineos superando su sistema inmune hasta llegar a sus 6rganos, por lo

que los dafios son mas severos, ademas es posible que las células
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bacterianas utilicen mecanismos de patogenicidad para dafar al organismo.
Sin embargo la mortalidad causada por los PECs ocurri6 de manera mas
rapida, esto sugiere la presencia de factores de virulencia altamente toxicos y
al estar en contacto directo sobre los hibridos de tilapia sus efectos toxicos

se reflejan en la muerte de los organismos.

Rey et al. (2009) presentaron datos similares al reportar que las células de A.
hydrophila causaron mayores dafios (necrosis del pancreas, intestino y
musculo) que sus PECs que solo causaron inflamacion en higado, al igual
que Lamas et al. (1994) quienes reportaron mayores dafios histologicos al
infectar trucha arco iris con células bacterianas que con los PECs de V.

anguillarum.

Es importante mencionar que durante las infecciones preliminares via
inmersion tanto con células como con PECs, las mortalidades se presentaron
tanto en los grupos infectados como los grupos control, posiblemente, la
adiciéon del PBS produce una proliferacién de bacterias en el agua causando
su descomposicion. De acuerdo a los resultados obtenidos, se sugiere que
mediante la via de infeccion con A. dhakensis por inmersion no es posible
reproducir la enfermedad en hibridos de tilapia, ya que no permite observar
los signos clinicos ni mortalidad pues no hubo diferencias en cuanto a

mortalidad ya que tanto los grupo control como los infectados murieron.

Como se ha mencionado anteriormente el género Aeromonas incluye
especies que son consideradas patdgenos en acuicultura, por lo que el
estudio de agentes antimicrobianos puede ayudar a controlar o eliminar las
enfermedades infecciosas que causan. Vega-Sanchez et al. (2014)
demostraron a través del método de difusidon en disco que aislados de A.
hydrophila, A. popoffii, A. veronii, A. salmonicida y A. sobria presentan
sensibilidad a Gentamicina (10 pg), Ceftriaxona (30 ug), Netilmicina (30 pg) y
Amicasina (30 pg), ellos atribuyen esta resistencia a que a que estos

antibioticos pertenecen al grupo de aminoglucésidos los cuales son
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bacteriostaticos que detienen el crecimiento bacteriano actuando sobre sus
ribosomas y provocando la producciéon de proteinas andmalas, creando
porosidades en la membrana externa de la pared celular bacteriana. Lo
anterior coincide con el presente estudio ya que A. dhakensis resultdé ser
sensible también a Gentamicina (10 pug) ademas de serlo ante Norfloxacina
(30 pg), Enrofloxacina (2 pug), Florfenicol (5 pg) y Oxitetraciclina (10 pg), lo
cual se debe a que son antibiéticos que pertenecen al grupo de agentes
bacteriostaticos que impiden la reproduccién bacteriana ademas actluan
principalmente contra bacilos y cocos Gram negativos como es el caso de A.

dhakensis.

Por otro lado A. dhakensis mostré resistencia a Eritromicina (5ug) y
Sulfametoxazol (10 pg) coincidiendo en gran medida con lo reportados por
Castro-Escarpulli et al. (2003) quienes demostraron que aislados de
Aeromonas a partir de pescado congelado mostraron resistencia a
Cefalotina, Cloranfenicol, y Sulfametoxazol+Trimetoprima, ademas Figueras
et al. (2012) también concuerdan en la resistencia de aislados de A.
aquariorum (=A. dhakensis) a partir de sangre frente a antibioticos de
Sulfametoxazol, Amoxicilina y Amoxicilina-Ac. clavulanico. Dicha resistencia
la atribuyen principalmente a que estos antibioticos actian de mejor manera
sobre bacterias Gram positivas aunque en grandes cantidades también
pueden generar sensibilidad ante bacterias Gram negativas como es el caso
de A. dhakensis.

Mientras tanto Herrera et al. (1984) evaluaron la concentracion minima
inhibitoria (MIC) a la cual una bacteria deja de crecer, ellos aislaron una cepa
de A. hydrophila a partir de niflos enfermos de diarrea la cual presento una
MIC de 0.3 pg/ml de Gentamicina, mientras que Wu et al. (2012)
demostraron una MIC <1 pg/ml de Gentamicina para A. aquariorum (=A.
dhakensis), lo anterior coincide con lo reportado en el presente estudio pues

se obtuvo una MIC de 0.3 ug tanto de Gentamicina como de Oxitetraciclina
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para A. dhakensis, como ya se menciond anteriormente son antibioticos
bacteriostaticos que impiden el crecimiento bacteriano causando la formacion
de poros en la membrana de las paredes bacterianas.

Por otro lado Leszek y Alicja (2004) demostraron que la MIC para aislados de
A. hydrophila a partir de carpas cultivadas (Cyprinus carpio L.) fue de 0.5
pg/ml de Oxitetraciclina coincidiendo parcialmente con lo demostrado en este
estudio, aunque es evidente que la sensibilidad a los antimicrobianos varia
entre cepas de la misma especie bacteriana, por ello la importancia de

realizar esta prueba con las cepas de interés.
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VIII CONCLUSIONES

La cepa A. dhakensis CAIM 1873 crece en concentraciones entre 0.0
y 5.5% de NaCl, a un pH desde 4 a 10 y una temperatura entre los 4 y
37°C, por lo tanto A. dhakensis es una bacteria con capacidad para
adaptarse y desarrollarse tanto a temperaturas bajas como altas, en
ausencia y presencia de sal asi como en pH acido y alcalino.

A. dhakensis CAIM 1873 es una cepa susceptible al antibiotico de
gentamicina y oxitetraciclina con una MIC de 0.3 pg/ml y resistente al
sulfametoxazol, florfenicol, norfloxacina y eritromicina.

La citotoxicidad presente en los PECs de A. dhakensis CAIM 1873
tiene un papel importante en la patogenicidad que posee, la misma
viene dada por la capacidad de ésta de sintetizar distintas toxinas que
provocan alteraciones letales en las células del hospedero, de
acuerdo al grado de susceptibilidad del huésped a la accion de dicha
toxina, estas alteraciones pueden ser evidenciadas por las
mortalidades presentadas en las 12 h.p.i con PECs de A. dhakensis.
La infeccion via inmersion con A. dhakensis CAIM 1873 no se
consider6é como una ruta de infeccion debido a que los grupos control
presentaron mortalidades.

La virulencia de A. dhakensis se puede relacionar con la secrecién de
sus PECs, aunque los dafios histopatolégicos fueron mayores cuando
se inyectaron intraperitonealmente las células bacterianas comparado
con los PECs de A. dhakensis. La mortalidad fue también mas rapida
al infectarse con PECs, lo cual se debe a la presencia de factores de
virulencia como proteasas, sideroforos, lipasas, DNasas y actividad

citotdxica.
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e A. dhakensis fue identificada como el agente causal de la infeccidén por

células bacterianas a través de la rep PCR
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IX. RECOMENDACIONES

Estudios posteriores deben ser dirigidos a la comprension e identificacion de
los factores de virulencia presente en los PECs de A. dhakensis relacionados
con la mortalidad de los hibridos de tilapia. Ademas se deben realizar
infecciones con periodos de exposicion mas largos y dosis de células
bacterianas y PECs mas bajas que permitan que se lleve a cabo el desarrollo
de la infeccion y se exprese la respuesta a nivel microanatémico en cada uno

de los 6rganos de la tilapia.

Durante el proceso infeccioso se presenta una interaccion entre hospedero-
microorganismo, por lo cual cada dia se debe tratar de comprender mejor,
utilizando los avances en el estudio sobre patogénesis molecular, con

técnicas como la PCR y la secuenciacion del ADN entre muchas otras.
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