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RESUMEN

Las enfermedades granulomatosas bacterianas son un grave riesgo econdomico para la acuacultura,
especialmente para la produccion de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus). Tradicionalmente la
deteccion de brotes infecciosos se realiza mediante cultivos bacteriologicos; sin embargo, es crucial
utilizar métodos moleculares de nueva generacion para investigar la presencia de comunidades
bacterianas que podrian estar involucradas en coinfecciones. Este estudio tuvo como objetivo
analizar el microbioma de lesiones granulomatosas de tilapia de cultivos acuicolas, identificar los
patégenos responsables y confirmar su virulencia. Se procesaron muestras de lesiones
granulomatosas en bazo de tilapia de granjas acuicolas localizadas en los estados de Morelos,
Sinaloa y Chiapas. Se analizaron muestras de lesiones en el bazo de tilapia y se secuenci6 la region
V4 del gen ARNr 16S para determinar la asignacion taxonémica y la diversidad microbiana. Se
realizaron pruebas bacteriologicas a los aislados, seguido de la secuenciacion del gen completo del
ARNr 16S y un ensayo experimental infectando tilapias sanas con las bacterias aisladas. Se
observaron diferencias en la diversidad alfa y beta entre las muestras, con una mayor diversidad en
Morelos, donde se identificaron mas de 15 filos, aunque solo tres fueron dominantes. Las
poblaciones bacterianas de Sinaloa y Chiapas fueron similares entre si, pero diferentes a las de
Morelos. Los andlisis genéticos identificaron los patdogenos Edwarsiella anguillarum, Nocardia
asteroides 'y Streptococcus agalactiae, con similitudes del 99.63%, 99.45% y 100%,
respectivamente, respecto a las secuencias en la base de datos GenBank. Durante los experimentos,
se logro reproducir el proceso infeccioso en tilapias sanas, y las bacterias inoculadas se recuperaron
del bazo, aunque no se observaron lesiones granulomatosas en el tiempo previsto. El estudio revelo
la existencia de tres brotes independientes causados por distintos patdgenos en las granjas de tilapia
comerciales, subrayando la importancia de emplear técnicas avanzadas de deteccion y

caracterizacion para mejorar el control y prevencion de enfermedades en la acuacultura.

Palabras clave: Edwardsiella anguillarum, Nocardia asteroides, Streptococcus agalactiae, tilapia,

Oreochromis niloticus, lesiones granulomatosas, ARNr 16S



ABSTRACT

Bacterial granulomatous diseases represent a significant economic risk for aquaculture,
especially in the production of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Infectious outbreaks are often
detected through bacteriological cultures; however, it is crucial to use next-generation molecular
methods such as high-throughput sequencing, particularly to investigate the presence of bacterial
communities that could be involved as coinfections. This study aimed to analyze the microbiome
of granulomatous lesions in farmed tilapia, identify the responsible pathogens, and confirm their
virulence through an experimental infection in seemingly healthy tilapia. Granulomatous spleen
lesion samples from tilapia farms located in the states of Morelos, Sinaloa, and Chiapas were
processed. Spleen lesion samples were analyzed, and the V4 region of the 16S rRNA gene was
sequenced to determine taxonomic assignment and microbial diversity. Conventional
bacteriological, biochemical, and morphological tests were also conducted on the isolated bacteria,
followed by complete 16S rRNA gene sequencing and an experimental challenge with the isolated
bacteria in healthy tilapia. Differences in alpha and beta diversity were observed among the
samples, with higher diversity in Morelos, where over 15 phyla were identified, although only three
were dominant. The bacterial populations from Sinaloa and Chiapas were similar to each other but
differed from those in Morelos. Genetic analyses identified the pathogens Edwarsiella
anguillarum, Nocardia asteroides, and Streptococcus agalactiae, with similarities of 99.63%,
99.45%, and 100%, respectively, compared to sequences in the GenBank database. During the
experiments, the infectious process was successfully reproduced in healthy tilapia, and the
inoculated bacteria were recovered from the spleen, although no granulomatous lesions were
observed within the expected timeframe. The results highlight three distinct outbreaks caused by
different pathogens that occurred independently in three commercial tilapia farms. This
underscores the importance of using advanced pathogen detection and characterization methods in

aquaculture to prevent and control diseases.

Keywords: Edwardsiella anguillarum, Nocardia asteroides, Streptococcus agalactiae, tilapia,

Oreochromis niloticus, granulomatous lesions, 16S rRNA.
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1. SINOPSIS

1.1 Justificacion

La acuacultura es considerada una de las actividades econdmicas de mayor crecimiento en la
industria de los alimentos en los ltimos afios (Dadar et al., 2016; Martinez-Lara et al., 2021). Los
reportes de la Comision Nacional de Acuacultura y Pesca (CONAPESCA, 2022) mencionan que
México tuvo una produccion total de 1,950,011 toneladas (ton) en peso vivo. De esta produccion,
la acuacultura representa solamente el 18% del total con 351,002 ton. Sonora se encuentra dentro
de los cinco principales estados productores acuicolas, con Sinaloa registrando 108,074 ton, Sonora
93,185, Chiapas 38,535, Nayarit 24,268 y Michoacéan 13,071.

Dentro de la industria acuicola, la tilapia (Oreochromis niloticus) es cultivada en diferentes
regiones y, gracias a su gran resiliencia, puede tolerar distintas condiciones. Esto la convierte en
un fuerte blanco para el mercado gracias a su gran adaptabilidad (Santos et al., 2019). En México
es considerada la especie dulceacuicola que mayormente se produce a nivel nacional y la segunda
en volumen de produccion en peso vivo después del camaron (CONAPESCA, 2022). Sin embargo,
la expansion sostenible del sector se ve obstaculizada por una serie de factores entre los cuales las
enfermedades desempenan un papel prominente, especialmente en las primeras etapas de
desarrollo (Vadstein et al., 2013; Dhar et al., 2014).

La densidad en cultivo es un factor crucial que debe ser cuidadosamente optimizado para
maximizar el rendimiento y minimizar las incidencias biologicas y los trastornos de
comportamiento inducidos por enfermedades (Abdel-Tawwab, 2012). Se ha comprobado que altas
densidades de cultivo incompatibles con las condiciones fisicoquimicas de los sistemas de
produccion, no solo reducen el crecimiento de los peces, sino que también comprometen la
respuesta inmunologica, lo que resulta en una menor ingesta alimentaria y una conversion
ineficiente del alimento en biomasa (Ellis ef al., 2002). Este tipo de condicion puede inducir estrés
en los organismos, afectando negativamente su bienestar y productividad, ya que el estrés cronico
se ha asociado con un crecimiento reducido, comportamientos anormales e inmunosupresion. El

riesgo de mortalidad en los organismos aumenta cuando las enfermedades, una vez iniciadas,
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persisten.

Factores como el estrés, la inmunosupresion, la mala alimentacion y la baja calidad del agua pueden
contribuir a la pérdida de organismos por muerte. La mortalidad asociada a enfermedades en
granjas comerciales de tilapia puede alcanzar hasta el 80%, incluso en animales que han alcanzado
tamafio comercial; lo que genera pérdidas econdémicas para la industria (Rajme-Manzur et al.,
2023). La intensificaciéon de los procesos de cultivo implica utilizar grandes densidades de
individuos, lo que representa uno de los factores que influyen en el desencadenamiento de procesos
infecciosos. Si bien, la intensificacion de la produccion es una prioridad, mantener un riguroso
control de la calidad del agua, llevar a cabo la supervision de la alimentacion y la vigilancia
sanitaria son medidas esenciales.

Aproximadamente el 55% de las enfermedades en la industria acuicola son causadas por bacterias
(Dhar et al., 2014), las cuales se pueden clasificar en no granulomatosas y granulomatosas. Estas
ultimas representan un grave peligro para la acuacultura debido a su caracter cronico, lo que les
permite persistir durante largos periodos y pasar desapercibidas hasta que es demasiado tarde para
intervenir eficazmente en el lote o la granja afectada. En la acuacultura mexicana se ha reportado
la presencia de enfermedades granulomatosas causadas por diversas bacterias en distintas especies
acuicolas, provocando pérdidas econdmicas considerables (Ortega et al., 2018; Del Rio-Rodriguez

et al., 2021; Martinez-Lara et al., 2022).

1.2 Antecedentes

1.2.1 Lesiones Granulomatosas

Los trastornos granulomatosos son patologias que comprenden una familia numerosa y presentan
el denominador histologico de la formacion del granuloma. Pueden mostrar cuadros clinicos
agudos o cronicos causados por diferentes factores, cominmente de origen autoinmune o
infeccioso (James, 2000; Alberts, 2011). Los cuadros de granulomatosis de origen infeccioso que

afectan tanto a humanos como a peces, se caracterizan por una deficiencia en la fagocitosis del
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agente etiologico y no suelen controlarse con facilidad mediante otros mecanismos inflamatorios
(Arellano, 2019). Las enfermedades granulomatosas se caracterizan por presentar lesiones
granuladas y compactas de tejido, originado ocasionalmente por procesos infecciosos; estas estan
constituidas por aglomeraciones de células de distintas lineas leucocitarias dinamicas y bien
organizadas, incluyendo macréfagos infectados y no infectados, fibroblastos y células epiteliales
(Adams, 1974). Las células del sistema inmunolédgico al entrar en contacto con el patdogeno inducen
una cascada de sefializaciéon de naturaleza anti y pro-inflamatoria. Esto desencadena un
reclutamiento y acumulacion de macréfagos y otros leucocitos en tejido. Eventualmente, se forman
los granulomas o lesiones granulomatosas debido a la interaccion compleja entre el organismo
invasor o la antigenemia prolongada; en este sentido, la actividad de los macréfagos, la respuesta
de las células Thl, la hiperactividad de las células B y una vasta gama de mediadores biologicos
se ven involucrados (James, 2000). En la mayoria de los casos, las infecciones no resultan en una
enfermedad gracias a los mecanismos de evasion que algunas bacterias presentan, como es el caso
de Mycobacterium marinum. Este tipo de bacterias han desarrollado la habilidad para sobrevivir
creando un nicho con el sistema inmune dentro de las lesiones granulomatosas, lo que les permite

permanecer en estado de latencia por décadas (Ommani, 2011).

1.2.2 Enfermedades Granulomatosas

Las enfermedades granulomatosas son un desafio recurrente en la acuacultura a nivel mundial
debido a su naturaleza crénica (Rajme-Manzur et al., 2021). Esta cronicidad se atribuye tanto a la
reproduccion lenta del patdgeno como a una resistencia inmunolédgica cronica, en la que el sistema
inmune, en lugar de activarse para erradicar el patdgeno, forma granulomas en el tejido,
encapsulandolo (Lin et al., 2006; Martinez-Lara et al., 2021). El dogma central de las enfermedades
granulomatosas sostiene que la formacion de granulomas tiene como objetivo controlar la infeccion
mientras se erradica. Sin embargo, en ciertas infecciones, como las causadas por M. tuberculosis
en humanos, el patdogeno es capaz de aprovechar el reclutamiento para mantener la lesion
granulomatosa, creando asi un ambiente propicio para su posterior reproduccion (Martinot, 2018).

Este fendmeno ha sido observado en estudio con ratones y peces cebra, donde se han utilizado
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cepas de M. tuberculosis con genes deficientes asociados al reclutamiento celular, mediado por la
produccion de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). Estos
estudios han demostrado que la deficiencia en la sefializacion de TNFa resulta en la formacion de
granulomas incompletos o no duraderos, lo que impide un control efectivo de la infeccion (Clay et

al., 2008; Petersen and Smith, 2013).

Formacion de Lesiones Granulomatosas
.|

Bacteria

@

Reclutamiento de
células fagociticas

Célula fagocitica

Células infectadas
4 fagocitadas

Crecimiento del patégeno y

formacion de granulomas

Figura 1.- Esquema general de la formacion de granulomas. (1) Bacterias como M. marinum
desencadenen la muerte celular dentro de las células fagociticas de los peces cebra. (2) Las células
infectadas reclutan células no infectadas. (3) Las células reclutadas terminan fagocitando los
residuos celulares con bacterias en su interior. (4) Esto finaliza creando un entorno favorable para
el crecimiento bacteriano y permitiendo la salida de células infectadas para formar nuevos
granulomas (Davis and Ramakrishnan, 2009). Creado en Biorender.com (BioRender, 2022).

La principal via de infeccion por patogenos en los peces es a través de lesiones en la piel y el tracto
gastrointestinal (Austin, 1999), y se ha debatido sobre la posibilidad de otras vias como los 0jos y
las branquias. Aunque las vias de infeccion de agentes asociados con lesiones granulomatosas,
como los géneros bacterianos Mycobacterium, Nocardia, Francisella y otros, no se conocen

completamente, se postula que podrian introducirse a través de las branquias, el musculo y otros
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sitios lesionados (Maekawa et al., 2018). Esto ha sido observado en el jurel (Seriola
quinqueradiata) que sufre infecciones por Nocardia, causando lesiones en las branquias, la dermis
y el musculo (Itano ef al., 2006a).

Es importante destacar que la ruta de infeccion es un factor crucial en las tasas de mortalidad
cuando estas infecciones ocurren en los peces. Por ejemplo, mientras que las infecciones
intradérmicas tienden a progresar, la mortalidad y la propagacion de la enfermedad son mayores
en infecciones intraperitoneales o por inmersion (Itano et al, 2006a). En algunos casos, las
infecciones no resultan en enfermedad porque algunas bacterias, como M. marinum, han
desarrollado estrategias de evasion para vivir en equilibrio con el sistema inmunitario,
permaneciendo en estado latente durante periodos prolongados (Ommani, 2011). Sin embargo, un
sistema inmunitario suprimido, acompanado de la aparicion de lesiones y condiciones ambientales
desfavorables, podrian desencadenar la proliferacion de estas bacterias, llevando a la enfermedad
granulomatosa (Reavill and Schmidt, 2012). Este mismo patrén ocurre en la transmision de la
enfermedad granulomatosa a los humanos. Se ha argumentado que las infecciones diseminadas de
M. marinum en los peces son raras en los humanos, pero casi siempre ocurren en individuos
inmunosuprimidos (Lewis ef al., 2003). Desde la revision de Dahm and Geisler (2006), el uso del
pez cebra como modelo vertebrado para estudiar enfermedades humanas ha aumentado
enormemente (Ribas and Piferrer, 2014; Jorgensen, 2020). Los patdogenos que causan
enfermedades en el pez cebra son naturalmente importantes para la acuacultura, lo que lo convierte
en un modelo adecuado para estudiar enfermedades en peces a pesar de la distancia genética con
otras especies de peces, como la carpa, los salmonidos y la tilapia; sin embargo, conocer estos
mecanismos de accidén y su patogenicidad en otras especies resultaria de gran interés para la
comunidad cientifica.

A pesar de la gran importancia economica y de seguridad alimentaria que posee la tilapia por los
volumenes de produccidon que se manejan, no existe un modelo experimental estandarizado para
poder elucidar mecanismos de infeccion relacionados a lesiones granulomatosas. En México,
unicamente se reportan casos de incidencia de enfermedades granulomatosas por distintas bacterias
y no siempre es en tilapia (Ortega et al., 2016; Ortega et al., 2018; Del Rio-Rodriguez et al., 2021).
Es importante destacar que existen una gran cantidad de especies y cepas de bacterias que producen
lesiones granulomatosas (Puk and Guz, 2020; Rajme-Manzur ef al., 2021; Elgendy et al., 2022;
Nawaz et al, 2022; Sun et al, 2022; Pavloudi et al., 2023; Dinh-Hung et al., 2024) y no
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granulomatosas (Mwainge et al., 2021; Mia et al., 2022), sin mencionar aquellas bacterias que no
son cultivables en medios tradicionales o en cualquier otro medio existente (Streit and Schmitz,

2004; Martinez-Porchas and Vargas-Albores, 2017).

1.2.3 Bacterias Asociadas a Lesiones Granulomatosas

Las micobacterias pertenecen al género Mycobacterium (Orden: Actinomycetales, suborden:
Corynebacterineae, familia: Mycobacteriaceae), son pleomorficas, Gram-positivas, aerobicas, sin
motilidad en forma de bastones, midiendo 0.2-0.6 um de didmetro y 1-10 um de largo. Tienen una
pared celular unica que incluye una cadena larga (60-90 carbonos) del acido 3-hidroxi micdlico
(Draper, 1971; Gangadharam and Jenkins, 1997). De acuerdo con el esquema de clasificacion
Runyon, las micobacterias, con excepcion de aquellas especies que no pueden ser cultivadas in
vitro, son funcionalmente separadas por tiempo de crecimiento y pigmentacion. Las de rapido
crecimiento pueden requerir menos de siete dias para presentar crecimiento en agar s6lido, mientras
que las de lento crecimiento pueden ocupar de semanas hasta meses. Con algunas excepciones, las
de lento crecimiento pueden tener una mayor extension de la hélice del ARNr 16S (&cido
ribonucleico) de la subunidad pequefia ribosomal y un operon para estos genes ARNr. En contraste,
las de rapido crecimiento tienden a tener una hélice mas corta de este ARNr y dos operones para
este gen (Bercovier ef al., 1986; Menendez ef al., 2002).

La micobacteriosis es una enfermedad ocasionada por bacterias del género Mycobacterium
(Gauthier and Rhodes, 2009), que puede infectar humanos, peces y otros animales. Las especies
mayormente asociadas a micobacteriosis en peces son M. marinum, M. fortuitum y M. chelonae
(Gauthier and Rhodes, 2009). Por lo general, éstas producen una enfermedad cronica que puede no
presentar sintomatologia. Afecta a todos los tejidos incluyendo ojos, branquias, 6rganos viscerales,
musculatura y escamas. Los sintomas externos no son especificos y pueden presentarse como
pérdida de las escamas, ulceraciones dérmicas, cambios en la pigmentacion, comportamiento
anormal, defectos en las espinas entre otros signos (Nigrelli and Vogel, 1963; Ross, 1970). Dentro
de los signos mas graves se puede encontrar agrandamiento del bazo, rifiones e higado, con la

presencia de nddulos blancos o grises en 6rganos internos. Aunque la micobacteriosis no se asocia
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a mortalidad de peces silvestres, si se le vincula con pérdidas significativas dentro de la acuacultura
(Gauthier and Rhodes, 2009).

La estreptococosis también se ha convertido en una amenaza para la industria de la acuacultura,
especialmente en muchas especies de peces. Estas bacterias causan infecciones graves en peces
cultivados en aguas calidas, tanto de entornos marinos como de agua dulce (Geng et al., 2012). Las
principales especies de Streptococcus que predominan en las infecciones de peces son S. iniae 'y S.
agalactiae (Gan et al., 2016; Iregui et al., 2016); los peces afectados tienden a manifestar natacion
erratica, letargo y rigidez dorsal; la respuesta inflamatoria cronica sistémica se caracteriza por la
presencia de granulomas en diferentes 6rganos (Pulido et al., 2016).

Ademas de la micobacteriosis y la estreptococosis, los cuadros de nocardiosis causados por el
género Nocardia, son un problema acuicola. Dentro del género Nocardia se encuentran bacterias
Gram-positivas, sin motilidad, 4cido alcohol resistentes en forma de bastones pleomorficos (Luo
et al., 2014). El género contiene mas de 90 especies reconocidas y ampliamente distribuidas en
habitats acuaticos y terrestres. La mayoria de estas especies son conocidas por causar nocardiosis
en humanos y en una gran variedad de animales, incluyendo a los peces (Kandi, 2015). Cuatro
especies de Nocardia se han aislado de peces enfermos de nocardiosis: N. asteroides, N. seriolae,
N. salmonicida y N. crassostreae (Itano et al., 2006b). La nocardiosis se considera una enfermedad
sistémica donde las lesiones son localizadas en la piel y varios 6rganos internos, con la estructura
nodular tipica a la formaciéon de granulomas. Finalmente, las especies de Francisella son
consideradas bacterias Gram-negativas, pleomorficas, sin motilidad, algunas son aerobias estrictas
mientras que otras pueden ser facultativas. El género contiene especies que pueden causar
enfermedades a un gran rango de hospederos, incluyendo a los humanos como lo es F. tularensis 'y
en peces F. noatunensis (Keim et al., 2007). F. noatunensis es el agente causal de franciselosis de
la piscina en varias especies de peces (Birkbeck et al., 2007; Soto et al., 2009; Bakkemo et al.,
2011), de donde se han aislado dos subespecies: F. noatunensis sp. Orientalis, que causa
enfermedades en peces de climas templados, como la tilapia (O. niloticus), y F. noatunensis sp.
Noatunensis, que afecta a peces que viven en aguas frias, como el salmon del atlantico (Salmo
salar) (Birkbeck et al., 2007; Bakkemo et al., 2011). El mayor problema en estas enfermedades es
la ausencia de signos clinicos especificos, mientras se forman lesiones granulomatosas
multifocales, pueden causar altas tasas de mortalidad (Soto et al., 2009).

El género Edwardsiella es un grupo de bacterias Gram-negativas que pertenece a la familia
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Hafniaceae (Adeolu et al., 2016). Este género incluye especies que son patdogenos importantes en
peces (Reichley et al, 2017), causando enfermedades que resultan en pérdidas econdmicas
significativas en la acuacultura a nivel global (da Costa et al., 2022). Las especies de Edwardsiella
son de especial interés debido a su capacidad para infectar una amplia gama de especies acuaticas,
asi como a su impacto en la salud animal y humana (Park et al., 2012; Bujan et al., 2018). La
transmision de Edwardsiella puede ocurrir a través del agua, del alimento contaminado y del
contacto directo entre peces, lo que facilita la rapida propagacion de la enfermedad en ambientes
de alta densidad de cultivo (Leung et al., 2019). Estas infecciones no solo conducen a una
mortalidad significativa en los peces infectados, sino que afectan la produccion y el rendimiento
economico de las explotaciones acuicolas. Entre las diversas manifestaciones patoldgicas asociadas
a estas infecciones, la formacion de lesiones granulomatosas es un fendmeno de particular interés.
Estas lesiones, caracterizadas por la agregacion de células inmunitarias alrededor del patogeno,
pueden tener un impacto considerable en la salud de los peces y en la productividad de la

acuacultura.

1.2.4 Coinfecciones

Las coinfecciones en animales acudticos han sido poco estudiadas a pesar de ser comunes en
sistemas de acuacultura y en condiciones naturales. Estas coinfecciones son causadas por dos o
mas patdogenos genéticamente distintos, cada uno con efectos diferentes, que pueden daiar al
huésped de manera sinérgica con otros patégenos (Cox, 2001; Bakaletz, 2004). La mayoria de la
literatura se enfoca en infecciones simples, considerando al otro agente como oportunista y
generalmente ignorandolo (Kotob et al., 2017). Sin embargo, una vez que un huésped esta infectado
y sufriendo la enfermedad, se vuelve susceptible a la invasion de otros microbios patogenos que
empeoran su situacion. Durante las coinfecciones, se producen interacciones entre los agentes
infecciosos y el resultado depende de la carga de uno o varios patéogenos, e incluso en este nivel,
puede ocurrir competencia entre los patégenos, o no (Cox, 2001). Los entornos naturales en los
que prosperan los animales acudticos son diversos, con una amplia variedad de microorganismos

heterogéneos, incluidas especies parasitarias y no parasitarias, donde las coinfecciones son
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frecuentes. Aunque recientemente se ha identificado bacterias que simultdneamente causan
procesos infecciosos en la acuacultura y que su deteccion temprana es de gran importancia (Rajme-
Manzur et al., 2023), existe poca informacion sobre coinfecciones granulomatosas en entornos
acuaticos. Por ejemplo, un informe de caso reveld que no todos los peces que sufren enfermedades
granulomatosas presentan coinfeccion, y que pueden ocurrir diferentes patrones de coinfeccion
(Brevoortia tyrannus) dentro de la misma poblacion. En un grupo de jureles atlanticos que padecian
granulomatosis, se registraron no solo tres especies de micobacterias en el bazo (M. marinum,
complejo M. fortuitum y M. gordonae) (Stine et al. 2005), sino también una tasa de coinfeccion del
40% de Mycobacterium spp. y Vibrio hollisae. En otros especimenes también afectados por
micobacteriosis, se aislé Photobacterium damselae del rindn, higado o cerebro. Ademas, otro
grupo de los mismos peces registrd los tres patdgenos, incluidos Mycobacterium spp., V. hollisae
y P. damselae. Se podria hipotetizar que, algunas infecciones granulomatosas en acuacultura
podrian ser coinfecciones, considerando el alto porcentaje de bacterias no cultivables en el
ambiente acudtico que pueden pasar desapercibidas o ain no han sido estudiadas (Martinez-
Porchas & Vargas-Albores 2017). Tales escenarios pueden causar infecciones simultdneas que
interfieren con el diagndstico correcto de cualquier enfermedad granulomatosa, como se ha
informado para la tuberculosis bovina (Barry et al. 2011). Por lo tanto, se necesita investigacion
sobre las interacciones que ocurren entre estas especies durante las infecciones mixtas y los efectos
perjudiciales de las multi-infecciones en la patogénesis, pronostico y tratamiento de enfermedades
en los peces (Griffiths et al. 2011; Johnson & Hoverman 2012; Eswarappa et al., 2012; Kotob et
al. 2017).

1.2.5 Identificacion de Microorganismos en la Acuacultura

En la acuacultura, la deteccion precisa y rapida de microorganismos patogenos es fundamental para
gestionar la salud de los animales y minimizar pérdidas econdmicas. Por ello, la rapida y precisa
identificacion de agentes etioldgicos resulta en un eficaz disefio de medidas preventivas y
correctivas.

Tradicionalmente, los métodos convencionales mas utilizados incluyen la microscopia, el
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aislamiento de patdgenos y pruebas bioquimicas (Becerra-Dorame ef al., 2011). No obstante, la
creciente complejidad del entorno microbiano en los sistemas acuaticos ha hecho evidente que no
existe un "estandar de oro" universal para la identificacion de microorganismos. Esto se debe, en
parte, a la diversidad de bacterias y su interaccion con el ambiente y el huésped, lo que dificulta la
deteccion temprana de enfermedades.

Con el avance de la biologia molecular, han surgido nuevas herramientas que han transformado la
identificacion de patogenos, ademas del estudio de la diversidad de comunidades microbianas. El
uso de técnicas como la clonaciéon, el ADN recombinante y el andlisis de amplicones por
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE: Denaturing gradient gel
electrophoresis) , ha permitido una mejor comprension de la diversidad microbiana en ambientes
acuicolas (H Zhang ef al., 2016). Detectar, identificar y caracterizar microorganismos sigue siendo
un desafio complejo. En 2006, la introduccion de la pirosecuenciacion 454 GS 20 de Roche marco
un hito en la secuenciacion de alto rendimiento, al permitir el analisis masivo de la biodiversidad
y el descubrimiento de nuevas especies bacterianas (Sogin et al., 2006). Para superar las
limitaciones de las técnicas tradicionales, las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento,
como la pirosecuenciacidon, facilitaron un analisis profundo y detallado de comunidades
microbianas complejas, con un nivel de resolucion sin precedentes (Mardis, 2008; Medini ef al.,
2008; Armougom and Raoult, 2009). Estas tecnologias resultan especialmente valiosas para el
monitoreo de enfermedades en sistemas acuicolas, aunque su uso requiere personal especializado
y recursos informaticos avanzados.

Entre las técnicas moleculares mas utilizadas en la acuacultura, la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR: Polymerase chain reaction) se destaca por su capacidad para amplificar
fragmentos de ADN especificos de manera répida y eficiente. La PCR en tiempo real (RT-PCR:
Real-Time PCR) es una variante que permite la cuantificacion precisa de patdgenos, lo cual es
crucial en la gestion de enfermedades acuaticas (Adams and Thompson, 2011). La evolucion de
estas tecnologias ha continuado, con el desarrollo de técnicas que ofrecen lecturas mas largas y una
mayor precision en la secuenciacion del gen ARNr 16S, una herramienta clave en la identificacion
bacteriana (Liu et al., 2007). La secuenciacion del gen ARNr 16S complementa a la PCR,
facilitando la identificacion precisa de especies bacterianas mediante el andlisis de regiones
conservadas y variables del ADN ribosomal. Esta técnica es especialmente util para diferenciar
especies del género Vibrio, que son comunes en la acuacultura (Chatterjee and Haldar, 2012).

La secuenciacion por sintesis, aunque con longitudes de lectura relativamente cortas, ha ganado
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popularidad debido a sus costos reducidos y la alta profundidad de secuenciacion que ofrece
(Caporaso et al., 2012). Este enfoque ha demostrado ser particularmente util en el analisis de
regiones hipervariables del gen ARNr 16S, proporcionando informacion detallada sobre la
diversidad microbiana (Martinez-Porchas and Vargas-Albores, 2017).

El ribotipado es otra técnica molecular utilizada para diferenciar especies bacterianas
estrechamente relacionadas. Este método implica la hibridacion de ADN y el anélisis de fragmentos
de restriccion, proporcionando una resolucion detallada de la diversidad genética entre cepas de
Vibrio. Ademas, la hibridacion con sondas fluorescentes que se realiza in situ (FISH: Fluorescence
in situ hybridization), permite detectar secuencias especificas de ADN o ARN en células
bacterianas, lo que es especialmente ttil para identificar bacterias en estado viable pero no
cultivable (VBNC: Viable but not culture) en ambientes acudticos (Adams and Thompson, 2011).
El polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP: Restriction fragment length
polymorphism) o por amplificacion (AFLP: Amplified fragment length polymorphism) son
técnicas que permiten analizar variaciones en secuencias de ADN mediante la digestion con
enzimas de restriccion y la amplificacion selectiva de fragmentos de ADN, respectivamente. Estas
técnicas son valiosas en estudios taxonomicos y epidemiologicos, permitiendo la diferenciacion de
especies estrechamente relacionadas y la identificacion de biotipos especificos (Chatterjee and
Haldar, 2012).

Por otro lado, el ADN Polimdrfico amplificado al azar (RAPD: Random amplified polymorphic
DNA) es una técnica molecular mas econdmica y rapida que utiliza oligonucleotidos arbitrarios
para amplificar segmentos de ADN sin necesidad de conocer la secuencia especifica del genoma.
Este método ha sido eficaz en la diferenciacion de cepas patdgenas y no patogenas de V. harveyi
(Adams and Thompson, 2011). No obstante, a pesar de su eficacia, estas técnicas moleculares
tienen limitaciones, como la dependencia de la seleccion de patdgenos especificos, lo que puede
llevar a la no deteccion de nuevos o inesperados patogenos. Ademads, aunque métodos como el
sistema de PCR y DGGE permiten el perfilado de comunidades microbianas complejas, no ofrecen
informacion detallada sobre la identidad de las poblaciones microbianas presentes (Chatterjee and
Haldar, 2012).

Sin lugar a duda, las técnicas moleculares utilizadas para estudiar los metagenomas han emergido
como un enfoque prometedor para la deteccion de nuevos microorganismos o aquellos no
cultivables mediante el analisis de genomas complejos en un nicho microbiolégico (Nielsen et al.,

2014). Este enfoque permite el aislamiento, ampliacion y secuenciacion de ADN directamente de
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muestras ambientales, proporcionando informacion sobre la diversidad microbiana sin necesidad
de cultivo previo (Jo Handelsman, 2004). Con la llegada de la secuenciacion masiva, se ha logrado
la caracterizacion de la diversidad microbiana en muestras de intestino de cualquier especie animal,
incluyendo al hombre. En ambientes acuicolas, estas tecnologias de secuenciacién de nueva
generacion (NGS: Next-Generation sequencing) se han aplicado en la caracterizacion de la
comunidad microbiana en muestras de intestino de peces (Parma et al., 2016), crustaceos (Hao
Zhang et al., 2016) y biopeliculas de sistemas acuicolas (Martinez-Coérdova et al., 2016).

El desarrollo y la aplicacién de técnicas moleculares en la acuacultura han permitido una
identificacion mas precisa y rapida de patdgenos bacterianos, lo que es crucial para la gestion
efectiva de enfermedades. A medida que las tecnologias avanzan, se espera que la metagendmica
y la secuenciacion de alto rendimiento contintien revolucionando la deteccion y caracterizacion de
microorganismos en entornos acuicolas, mejorando asi la sostenibilidad y el éxito de la industria.
A pesar de los avances, persisten vacios en el conocimiento relacionados con la caracterizacion de
las infecciones bacterianas que afectan a la tilapia, especialmente en cuanto a las lesiones
granulomatosas y su etiologia en ambientes controlados de cultivo.

En este contexto, el presente estudio, con el apoyo de técnicas metagendmicas busca aportar
informacidn que permitan una identificacion de los patdgenos presentes. En el siguiente apartado

se plantea la hipdtesis, que orienta los objetivos de esta investigacion.

1.3 Hipotesis

El microbioma de las lesiones granulomatosas de tilapia (O. niloticus) en cultivos acuicolas es

distinto y varia de acuerdo con las bacterias patdogenas causantes de la infeccion.

1.4 Objetivo General

Definir la diversidad de especies bacterianas asociadas a lesiones granulomatosas de tilapia (O.
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niloticus) comercial, identificar al agente etioldgico y evaluar su patogenicidad a través de una

infeccion experimental.

1.5 Objetivos Especificos

1. Aislar e identificar bacterias en lesiones granulomatosas de tilapias (O. niloticus) en
cultivos acuicolas.

2. Evaluar la patogenicidad de bacterias aisladas de lesiones granulomatosas en tilapia.

3. Analizar el microbioma asociado a lesiones granulomatosas de tilapias (O. niloticus)

muestreadas en granjas acuicolas.

1.6 Seccidn Integradora

Del presente trabajo, que se encuentra dividido en dos etapas, se obtuvieron dos articulos
publicados, uno enviado y un borrador. En la figura 2 se muestra el esquema general de trabajo de
la parte experimental y a continuacion se describe de manera general los productos resultantes del

proyecto de tesis doctoral en relacion a los objetivos de investigacion.
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Figura 2.- Esquema general correspondiente a las etapas del proyecto. Identificacion de bacterias
causantes de enfermedades granulomatosas en tilapia cultivada en granjas comerciales y estudio
del microbioma asociado a las lesiones causadas.

En el primer articulo titulado “Granulomatosis in fish aquaculture: a mini review” se realizé con la
intencion de actualizar y resaltar el estado del arte sobre las enfermedades granulomatosas
bacterianas en peces de acuacultura. Las infecciones granulomatosas representan una preocupacion
significativa en la acuacultura de peces debido a su impacto en la salud de los peces y las pérdidas
econdmicas asociadas. Estas infecciones son dificiles de detectar en sus primeras etapas, ya que a
menudo carecen de signos clinicos distintivos y pueden confundirse facilmente con otras
enfermedades bacterianas. Las enfermedades granulomatosas son causadas por una variedad de
patogenos bacterianos, especialmente especies de Mycobacterium, Nocardia y Francisella. Estos
patogenos son capaces de inducir granulomas cronicos y multifocales en los peces, lo que puede
comprometer gravemente el sistema inmunoldgico, provocando altas tasas de mortalidad y bajo
crecimiento. Las coinfecciones con multiples patdogenos son comunes en los entornos acuicolas, lo
que complica aun mas el diagnostico y tratamiento de las enfermedades granulomatosas. Por
ejemplo, se han documentado coinfecciones con Mycobacterium spp.y Vibrio spp., lo que lleva a
cuadros clinicos mas graves. La presencia de multiples patogenos puede interferir con la respuesta
inmunoldgica y resultar en el desarrollo de infecciones crénicas que son resistentes a los
tratamientos convencionales.

La revision destaca la necesidad urgente de mas investigaciones sobre los mecanismos de

formacion de granulomas y el desarrollo de vacunas y tratamientos efectivos para estas
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enfermedades. Actualmente, hay opciones limitadas disponibles para la prevencion y control de
infecciones granulomatosas en peces, y los modelos experimentales existentes a menudo son
inadecuados para estudiar estas enfermedades complejas. La revision también enfatiza la
importancia de la deteccion temprana y el desarrollo de herramientas de diagndstico que puedan
diferenciar entre infecciones simples y coinfecciones. La complejidad de estas infecciones, junto
con los desafios de deteccion y tratamiento temprano, subraya la necesidad de continuar con la
investigacion y el desarrollo de estrategias de manejo mas efectivas en la acuacultura.

El segundo producto titulado “First identification of Edwardsiella anguilarum, Nocardia
asteroides, and Streptococcus agalactiae in tilapia (Oreochromis niloticus) farmed in Mexico”
logré cumplir con los objetivos especificos uno y dos del proyecto de investigacion. Dicho articulo
tuvo como objetivo aislar, identificar y evaluar la patogenicidad de bacterias asociadas a lesiones
granulomatosas obtenidas de muestras en tejido esplénico de tilapia provenientes de granjas
acuicolas de los estados de Morelos (MOR) en 2015, Sinaloa (SIN) en 2017 y Chiapas (CHI) en
2022. Se disectd, macer0 y cultivé tejido obtenido de lesiones granulomatosas en diferentes medios
de agar, incluyendo agar sangre de Columbia (CBA) y agar MacConkey. Las colonias se incubaron,
se examinaron utilizando tinciones de Gram y Kinyoun; posteriormente, se sometieron a diversas
pruebas bioquimicas como catalasa, oxidasa, rojo de metilo, voges-proskauer, indol, fermentacién
de carbohidratos, entre otras pruebas con la finalidad de confirmar la pureza e identidad.

Se extrajo ADN gendmico de colonias representativas y se amplifico el gen ARNr 16S completo
utilizando cebadores especificos. Los productos de PCR resultantes se analizaron, secuenciaron y
alinearon con bases de datos de referencia como GenBank y SILVA para identificar las bacterias.
Se construyeron arboles filogenéticos para analizar las relaciones evolutivas de los aislados. Los
aislados de MOR, SIN y CHI que previamente fueron cultivados en caldo tripticasa soya se
utilizaron para infectar tilapias sanas y confirmar su patogenicidad. El estudio involucré a 180
peces, divididos en cuatro grupos, cada uno inoculado con diferentes aislados bacterianos y un
grupo control al que se le inyectd solucion salina al 0.8%. Durante 15 dias, se registraron
alteraciones de comportamiento, signos clinicos y mortalidad. Al final del ensayo, se recuperaron
bacterias de los peces y se identificaron mediante PCR.

El estudio identifico con éxito tres morfotipos bacterianos distintos de las muestras. Los aislados
de SIN eran bacilos Gram negativos identificados como Edwardsiella spp. El aislado de MOR era

un bacilo Gram positivo, identificado como N. asteroides, mientras que el aislado de CHI era un
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coco Gram positivo, identificado como S. agalactiae. Estas identidades fueron confirmadas
mediante anélisis moleculares. La secuenciacion del gen ARNr 16S proporciono coincidencias de
alta identidad para cada aislado con especies bacterianas conocidas. El aislado de SIN mostrd una
identidad del 99.63% con E. anguillarum, el aislado de MOR tuvo una identidad del 99.87% con
N. asteroides, y el aislado de CHI fue 100% idéntico a S. agalactiae. El andlisis filogenético apoyd
estas identificaciones, agrupando los aislados con sus respectivas especies en los arboles
evolutivos.

Las infecciones experimentales demostraron la patogenicidad de los aislados. N. asteroides causo
un 100% de mortalidad en los peces infectados dentro de nueve dias, mientras que E. anguillarum
y S. agalactiae causaron una mortalidad significativa, aunque a un ritmo mas lento (53 y 40 %,
respectivamente). El grupo de control no mostré mortalidad, lo que confirm¢ la virulencia de las
bacterias aisladas. El estudio destaca la importancia de la deteccion e identificacion temprana de
patodgenos bacterianos en la acuacultura para prevenir brotes de enfermedades generalizados. La
identificacion de E. anguillarum, N. asteroides y S. agalactiae como los agentes causantes de
lesiones granulomatosas en tilapia representa un hallazgo significativo, ya que estos patégenos no
habian sido previamente asociados con tales infecciones en la acuacultura mexicana. Este hallazgo
sugiere que la acuacultura de tilapia en el pais podria estar enfrentando nuevas enfermedades y
desafios, lo cual debe abordarse con cautela para prevenir potenciales pérdidas econdmicas.

El tercer articulo "Microbiota attached to and encapsulated by granulomas dissected from tilapia
spleen: a case report" aporto resultados adicionales al objetivo uno del proyecto. Dicho producto
tuvo la finalidad de describir la microbiota adherida y encapsulada por granulomas disectados del
bazo de tilapia obtenidos de una granja comercial de Oaxaca, México, donde habian registrado
43% de mortalidad por granulomatosis. Las muestras fueron proveidas por el Comité Estatal de
Sanidad Acuicola del Estado de Oaxaca (COSIA), quienes habian reportado inicialmente a través
de pruebas bacterioldgicas la sospecha de Francisella sp. Se analizaron muestras de lesiones
granulomatosas mediante la amplificacion y secuenciacion de la region variable V4 del gen ARNr
16S. Se reveld una diversidad bacteriana inesperada detectando mas de 20 filos bacterianos, pero
solo cinco de ellos representaron el 94% de la abundancia relativa. El género Gordonia fue el mas
abundante, seguido de Ralstonia y Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia. Gordonia,
perteneciente a la familia Nocardiaceae, ha sido detectado previamente en el intestino de tilapia y

en granulomas de animales terrestres y humanos, pero esta es la primera vez que se detecta en
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granulomas de peces. Estos resultados sugieren que las lesiones granulomatosas podrian
proporcionar una superficie favorable para albergar una diversidad microbiana significativa, lo que
plantea la posibilidad de interacciones entre el tejido granulomatoso y bacterias externas que
podrian afectar la integridad de la estructura nodular. El estudio también sefialé que, aunque se
presumi6 la presencia de Francisella spp. en los granulomas basandose en diagndsticos
tradicionales, el analisis molecular no encontr6 lecturas de ARNr 16S asociadas a este género, lo
que sugiere una posible clasificacion erronea. En su lugar, Gordonia podria haber sido mal
identificado como Francisella debido a la falta de pruebas moleculares mas precisas.

Estos hallazgos destacan la necesidad urgente de desarrollar modelos experimentales mas
comprensivos que incluyan el estudio de la microbiota externa en granulomas, asi como de mejorar
las herramientas de diagnéstico para diferenciar entre infecciones simples y coinfecciones.
Actualmente, existen opciones limitadas para la prevencion y control de infecciones
granulomatosas en peces, y los modelos experimentales disponibles a menudo son inadecuados
para estudiar estas enfermedades complejas.

Finalmente, el articulo en proceso de revision que lleva por titulo “Metagenomic Profiling of
Bacterial Granulomatous Lesions in Tilapia (Oreochromis niloticus) from Aquaculture Systems”
descrito en formato de reporte de investigacion tradicional se centr6 en la caracterizacion
metagendmica de lesiones granulomatosas en tilapia de granjas acuicolas en tres regiones de
México: Morelos, Sinaloa y Chiapas. El objetivo del estudio fue identificar los patdogenos
responsables de estas infecciones bacterianas cronicas y analizar la diversidad microbiana presente
en las lesiones; dicho estudio responde al objetivo especifico nimero tres para concretar con el
objetivo general del proyecto. Para ello, se recolectaron muestras de bazo de tilapias afectadas por
granulomas y se realizaron analisis metagendmicos mediante secuenciacion masiva de la region
V4 del gen ARNr 16S. El ADN extraido de las muestras fue procesado en el Laboratorio de
Referencia, Analisis y Diagnostico en Sanidad Acuicola (LARADSA), utilizando herramientas
bioinformaticas como QIIME?2 para la clasificacion de secuencias a nivel de variantes de secuencia
de amplicon (ASV). Esto permiti6 una evaluacion precisa de la diversidad bacteriana.

Los resultados revelaron diferencias significativas en la composicion microbiana de las lesiones
entre las regiones estudiadas. En Sinaloa, predominaba el filo Proteobacteria (99.88%), mientras
que en Chiapas dominaba Firmicutes (98.14%). Morelos mostr6é una mayor diversidad microbiana,

con 15 filos presentes, destacindose Proteobacteria, Actinobacteria y Firmicutes. En cuanto a
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patogenos, se identificaron bacterias relevantes como E. anguillarum en Sinaloa, un patdégeno
emergente, S. agalactiae en Chiapas, conocido por causar infecciones en tilapia, y especies del filo
Actinobacteria en Morelos, como Mycobacterium y Nocardia, patdgenos asociados a infecciones
cronicas en peces.

Los analisis de diversidad alfa y beta indicaron diferencias en la estructura y diversidad microbiana
entre las granjas. Morelos present6 la mayor diversidad alfa, lo que podria estar relacionado con la
heterogeneidad de su ambiente. En cambio, las diferencias en diversidad beta sugieren que los
factores ambientales y las practicas de manejo especificas de cada granja influyen en la
composicion bacteriana.

Este estudio destaca la importancia de la vigilancia sanitaria en acuacultura, ya que permite detectar
patdgenos emergentes y mejorar las estrategias de manejo de enfermedades. El uso de herramientas
metagendémicas demostrd ser fundamental para comprender la dindmica de las comunidades
microbianas y contribuir al desarrollo de enfoques preventivos mas efectivos, con miras a una

acuacultura mas sostenible y competitiva en México.
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Abstract

Bacterial infections represent the greatest threat for fish culture, especially those
causing granulomatous processes. Although there are experimental models used to
elucidate the mechanisms of pathogenicity in granulomatous processes, most of
these aimed to understand the infection in superior vertebrates like humans; there-

) fore, there is still an urgent need to expand the number of infection models focused
Received 26 March 2020; accepted 18 June

56596 on aquaculture. Granulomatous infections are difficult to detect in early stages due

to the lack of clinical signs and because these clinical signs have a great similarity to
those generated by other pathogenic bacteria. Besides, there is no evidence or
reports of granulomatous co-infections in aquaculture environments which is a
plausible scenario either in culture systems or in the wild environment; co-infec-
tions could interfere with a correct diagnosis of any granulomatous disease, as
reported for granulomatous infections in terrestrial species. This revision aims to
highlight the state of the art in the knowledge of pathogenic bacteria associated with
granulomatosis in fish aquaculture as well as analysing this information.

Key words: co-infections, fish, Francisella, granulomatous infections, Mycobacterium, Nocardia.

Introduction

Currently, about 597 aquatic animal species are belonging
to different taxonomic groups that are cultivated around
the world, most of which are secondary or tertiary con-
sumers (~80%) (FAO 2016). The FAO reported total global
production of 84.4 million tones of aquatic organisms in
2018 (FAO 2020), of which 45 million tones corresponded
to fin-fish farming. Of the total of aquatic organisms pro-
duced worldwide by both aquaculture and fisheries, fish
coming from the aquaculture industry represented up to
43%, and this has increased over the years.

Aquaculture has achieved a greater economic revolution
and is considered as the fastest emerging activity worldwide
in the food industry (Dadar et al. 2017). However, one of the
most relevant threats in fish farming is the economic loss,
due to outbreaks of infectious diseases causing high mortality
rates. About 55% of fish infections are caused by bacteria
(Dhar et al. 2014), because unlike the terrestrial environment,
the aquatic environment favours the development of these
microbes regardless of the host. Disease outbreaks in aquacul-
ture are favoured by stocking intensification, which is a strat-
egy to make the activity more profitable.

© 2020 John Wiley & Sons Australia, Ltd

Diseases caused by bacteria in fish can be classified into
two types, non-granulomatous and granulomatous (Pérez-
Arellano & del Pozo 2013). These last ones pose a great
threat to the aquaculture industry; herein, chronic and
necrotizing granulomas can be caused in fish and shellfish
by the genus Francisella, potentially leading to extensive
chronic multifocal granulomatous response including mul-
tiple lesions throughout the affected organs which severely
compromise the immune response of fish and ultimately its
survival (Birkbeck et al. 2011).

Although mammals and fish show similar symptoms
during these infections, the interactions between bacteria
associated with granulomas formation and the underlying
mechanisms of the host immune system remain unknown.
The interactions are complex because different bacteria are
associated with the formation of granulomatous lesions
and sometimes clinical signs go unnoticed during early
infection stages (Itano et al. 2006a; Gauthier & Rhodes
2009; Babalola 2015; Wang et al. 2017), making their detec-
tion a difficult task. Therefore, a variety of infection models
are required not only to understand the infection mecha-
nisms, but to develop prevention and control protocols
(Wang et al. 2017).

30



P. Martinez-Lara et al.

The objective of this work is to carry out a review and
discuss the current state of knowledge about granuloma-
tous diseases in fish aquaculture and the most common
bacteria associated with these outbreaks.

Granulomatous definition

A granuloma can be defined as a mass of granulation tissue
that is regularly originated in response to microbial infec-
tions, inflammation or the presence of foreign material,
and constitutes a strategy of the immune system to isolate
microbes or material incapable to be eliminated. In this
regard, granulomatous infections comprise a large family of
pathologies exhibiting the histological denominator of
granuloma formation. These can provoke acute or chronic
clinical symptoms (James 2000; Alberts et al. 2010) caused
by different factors, commonly of autoimmune or infec-
tious origin. Granulomatous infections are characterized by
a deficiency in the aetiological agent phagocytosis and are
not easily controlled by other inflammatory mechanisms
(Pérez-Arellano & del Pozo 2013).

Granulomas are constituted of agglomerations of hetero-
geneous, compact, well-organized and dynamic accumula-
tion of immune cells, including infected and uninfected
macrophages, epithelial cells and fibroblasts (Adams 1974).
The phagocytosis of the foreign body is activated in the first
instance, but if the process fails, the activation of T lym-
phocytes occurs, and these activate the macrophages or his-
tiocytes that are the main components of the granuloma. In
other words, when the cells of the immune system encoun-
ter the pathogen (including bacteria and fungi), a signalling
cascade of anti- and pro-inflammatory nature is initiated.
This triggers the recruitment and accumulation of macro-
phages and other leucocytes in tissue. Eventually, granulo-
mas or granulomatous lesions are formed due to the
complex interaction between the invading organism or pro-
longed antigenaemia, the activity of the macrophages, the
response of Th1 cells, the hyperactivity of B cells and a wide
range of biological mediators (James 2000; Myllymaki et al.
2018).

Granulomas can be detected as non-necrotic and necro-
tic granulomas. Commonly a non-necrotic granuloma is
firstly formed, but it can progress to a necrotic phase. For
example, Ruiz-Tagle et al. (2020) documented a non-
necrotic granuloma consisting predominantly of lympho-
cytes, macrophages, giant cells and produced by mycobac-
teria. However, the granuloma progressed to a necrotic
state registering changes in its microenvironment, macro-
phage apoptosis and the bacteria slowing their growth rate.
The authors also reported that the lymphocyte cuff of the
granuloma contained giant cells and isolated macrophages
positive for the various mycobacterial genes. Necrotic gran-
ulomas usually have infectious causes but are usually not

easily detected in fish, because most of the time their for-
mation occurs internally.

Granulomatous infections in fish

The primary route of infection by pathogens in fish occurs
via injured skin and gut (Austin 1999); however, eyes, gills
and other vias have been discussed. Herein, the infection
routes of agents associated with granulomatous lesions
such as the bacterial genera Mycobacterium, Nocardia, Fran-
cisella and others are unknown, but it is hypothesized that
this could occur through gills, muscle and other injured
sites (Maekawa et al. 2018). This has been observed in the
yellowtail (Seriola quinqueradiata) undergoing nocardiosis
infections, causing injuries in gills, dermis and muscle
(Itano et al. 2006). Noteworthy one of the factors influenc-
ing the mortality rates when these infections occur in fish is
the infection route. For example, while intradermal infec-
tions tend to progress, the mortality and spread of the dis-
ease is greater in intraperitoneal or immersion infections
(Itano et al. 2006a). In some cases, infections do not result
in disease because some bacteria, such as Mycobacterium
marinum, have developed evasion strategies to live in bal-
ance with the immune system, remaining dormant for long
periods (Babalola 2015); however, a suppressed immune
system accompanied by the appearance of lesions and
favourable environmental conditions could trigger the pro-
liferation of these bacteria, leading to granulomatous dis-
ease (Reavill & Schmidt 2012); this same pattern occurs in
the transmission of granulomatous disease to humans, for
instance Lewis et al. 2003 argued that disseminated infec-
tions of M. marinum in fish are rare in humans but almost
always occur in immunosuppressed individuals.

Regarding disease development, there is consensus about
the granuloma formation when the immune system cannot
eliminate the pathogen (Evensen et al., 2005; Swaim et al.
2006). In a latent infection, for example the pathogen is still
not in high concentration, which facilitates the process to
encapsulate the pathogenic cells by the action of infected
and non-infected macrophages, and the granuloma begins
to get defined (Diamant et al. 2000; Myllymaéki et al. 2016;
Figure 1). If the infection persists, the invasive bacteria are
highly compacted within a defined core and surrounded by
a thick fibrous capsule that maintains the pathogen in isola-
tion; at this point, granulomas can be observed by the
naked eye in different tissues. Finally, after a chronic infec-
tion, the reactivation and rapid replication of the encapsu-
lated bacteria cause an overflow from the granuloma while
bacteria disseminate, causing even more damage to the tis-
sue and ultimately leading to death (Figure 2). For
instance, this process has been observed in zebrafish
infected with Mycobacterium marinum, which was used as a
model to understand the tuberculosis disease in humans

Reviews in Aquaculture, 1-10
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Figure 1 Basic granuloma formation. Bacte-
ria such as M. marinum within phagocytic cells
of zebrafish eventually trigger cell death.
Infected cells recruit uninfected cells, and the
latter engulf the infected cells. This provides a
favourable niche or environment for the
growth of the bacteria and allows the exit of
infected cells to form new granulomas. Based
on Davis and Ramakrishnan (2009).
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because this species resembles the lesions caused by
Mycobacterium tuberculosis (Myllymaki et al. 2016).

The most common bacteria associated with fish granu-
lomatous infections belong to the genera Mycobacteria
spp., Nocardia spp. and Francisella spp. (Pérez-Arellano &
del Pozo 2013). These bacteria have been subject to fur-
ther study, identified and used in experimental models to
explain the underlying mechanisms in granulomatous pro-
cesses; however, other bacteria apart of these can be also
found in literature as etiological agents of granulomatuos
diseases (Table 1); for example, Lactococcus garvieae,
which is associated with fatal haemorrhagic septicaemia in
farmed rainbow trout (Shahi et al. 2018), can also produce
spleen granulomas while inducing antibody response by
both IgM (+) and IgT (+) spleen B cells (Castro et al.
2019).

Reviews in Aquaculture, 1-10
© 2020 John Wiley & Sons Australia, Ltd

spleen, and liver

Finally, granulomatous infection in fish is not only rele-
vant from the economic perspective or the ecological point
of view in the case of open fish farms, but also the human
health standpoint, because some of these pathogens can be
transmitted from fish to humans (Kern et al. 1989; Hashish
et al. 2018).

Mycobacterium spp.

Mycobacteria belong to the genus Mycobacterium (Order:
Actinomycetales, suborder:  Corynebacterineae, family:
Mycobacteriaceae), and these are pleomorphic, non-spore
forming, Gram-positive and aerobic bacteria, without
motility in the form of bacilli, measuring 0.2-0.6 pm in
diameter and 1-10 pum in length. These microbes have a
unique cell wall that includes a long chain (60-90 carbons)
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Table 1

Granulomatous infections caused by bacteria belonging to different taxonomic groups in diverse marine and freshwater fish species

Bacteria

Aquatic animal

Evaluated response

Reference

Edwarsiella tarda

Francisella marina sp.
nov.

Francisella

noatunensis subsp.
orientalis

Lactococcus garvieae
Mlycobacterium
marinum

Mycobacterium leprae

Mycobacterium
gordonae

Nocardia seriolae

West African lungfish
(Protopterus
annectens)

Spotted Rose Snapper
(Lutjanus guttatus)

Nile tilapia
(Oreochromis
niloticus x O. aureus)

Zebrafish (Danio rerio)

Tilapia (Oreochromis
sp.)

Rainbow trout
(Oncorhynchus
mykiss)

Zebrafish (Danio rerio)

Zebrafish (Danio rerio)

Ginbuna crucian carp
(Carassius auratus
langsdorfif)

Spotted butterfish
(Scatophagus argus,
Linn)

Snubnose pompano
(Trachinotus blochir)

Tiger barb (Puntius
tetrazona)

Japanese eel (Anguilla
Japonica)

External ulcerative lesions and mortality after developing anorexia.
Multifocal areas of necrosis and heterophilic and histiocytic inflammation
in multiple tissues. Small numbers of intra- and extracellular monomorphic
Gram-negative rod-shaped bacilli. Lung granuloma, kidney and testes
showed heterophilic inflammation with phagocytosis of small
monomorphic bacilli and some heterophils exhibiting cytoplasmic
projections suggesting heterophil extracellular traps

Multifocal granulomatous lesions with small, pleomorphic coccobacilli
predominantly in the peritoneum, spleen, kidneys, liver, pancreas,
intestine and heart

Numerous white granulomas in kidney, liver, heart and spleen. Head kidney
and spleen were markedly swollen

Granuloma-like structures containing small coccoid bacteria detected in the
spleen. Some encapsulated granulomas were also observed even in
previously immunized fish

Reduced appetite, lethargy, dark pigmentation and abnormal distension
before death. Necropsy showed widespread of white multifocal nodules in
the head kidney, spleen, liver and gill. Histopathology revealed
granulomatous inflammation surrounded by numerous macrophages

Haemorrhagic septicaemia was associated with this pathogen. Extensive
degenerative and inflammatory changes in eye, kidney, gill and liver were
observed.

This approach demonstrated that the zebrafish granuloma contains foam
cells and the transdifferentiation of macrophages into foam cells is driven
by the mycobacterial ESX1 pathogenicity locus

Rapid development of noncaseating granulomas, but infection was
eventually eradicated. The rag1 mutant zebrafish lacking lymphocytes also
formed noncaseating granulomas, but these controlled the infection more
slowly. These results revealed the interplay between innate and adaptive
immune determinants mediating leprosy granuloma formation and
function

Granulomatous responses consisted of central macrophage accumulation
and surrounding lymphocytes. Ziehl-Neelsen-positive bacteria were
detected in the trunk kidney of fish. The marginal lymphocytes were
positive for CD4-1, and the IFNy-producing cells surrounded the
mycobacterial cell-laden phagocytes. CD4-1+ cells and IFNy2 played
important roles in the granulomatous inflammation

Enlargement of spleen, kidney and liver with white nodules varying in size.
The pathogen caused systemic granulomas

Fish displayed paleness and lethargy, and exhibited skin haemorrhages and
ulcers. Prominent white nodules varying in size were observed in the
spleen, kidney and liver. Typical granulomatous lesions in these organs
were observed

Green fluorescent protein-labelled Nocardia seriolae strain was injected in
fish. Bacteria were phagocytized by leucocytes and proliferated within
these cells, which in turn led to leucocyte aggregation, leucocyte death
and granuloma formation. Bacteria could permanently colonize various
tissues via leucocyte circulation, causing multi-organ infection

Infected fish exhibited lethargy and skin ulcers. Pathiogen genoma was
sequenced and assembled, revealing dozens of antibiotic resistance genes
in the genome of N. seriolae strains; most of the antibiotics were involved
in the inhibition of the biosynthesis of proteins or cell walls

Rousselet et al.
(2018)

Soto et al. (2018)

Lin et al. (2016)

Lagos et al. (2017)

Pulpipat et al.
(2019)

Shahi et al. (2018)

Johansen et al.

(2018)

Madigan et al.
(2017)

Kato et al. (2019)

Wang et al. (2014)

Vu-Khac et al.
(2016)

Wang et al. (2017)

Han et al. (2018)

Streptococcus iniae Tilapia (Oreochromis External signs included exophthalmia and cachexia, while internal signs Ortega et al.
aureus) were granulomatous septicaemia and interstitial nephritis, among others (2018)
Reviews in Aquaculture, 1-10
4 © 2020 John Wiley & Sons Australia, Ltd
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of 3-hydroxy mycolic acid (Draper 1971; Gangadharam &
Jenkins 1997). According to the Runyon classification
scheme (1959), Mycobacteria, except for those species that
cannot be cultivated in vitro, are functionally separated by
growth time.

The genus Mycobacterium causes Mycobacteriosis (Gau-
thier & Rhodes 2009), which can affect humans, fish and
other animals (Jacobs et al. 2009). It is a chronic disease
that may not present symptoms and can be detected in
cultured marine and freshwater fish (Novotny et al. 2010).
The associated species with mycobacteriosis in either
freshwater and marine fish are M. marinum,
M. salmoniphilum, M. fortuitum, M. shimoidei, M. che-
lonae, M. triplex, M. montefiorense and M. abscessus (Gau-
thier & Rhodes 2009). Moreover, different
tuberculous Mycobacterium species can cause co-infections
in fish, even those associated with distant taxonomic
groups; for example, M. shimoidei, M. marinum, M. che-
lonae, M. septicum, M. peregrinum and M. porcinum were
isolated from the exotic goldfish Guppy in South Africa
(Gceebe et al. 2018).

Mycobacterium affects all tissues including eyes, gills, vis-
ceral organs, muscles and scales. The external symptoms
are not specific and may display loss of scales, skin ulcera-
tions, changes in pigmentation, abnormal behaviour and
spine malformations among other signs (Nigrelli & Vogel
1963; Ross 1970). The most severe signs include the
enlargement of spleen, kidneys and liver, with the presence
of white or grey nodules in internal organs.

Mycobacteriosis is also referred as piscine tuberculosis in
both, human and fish; although not all Mycobacterium spe-
cies are tuberculous and the disease is not associated with
high mortality rates in fish caught by fisheries, it is associ-
ated with significant losses within aquaculture (Gauthier &
Rhodes 2009) due to poor growth, lower survival and poor
productive response in general. Mycobacteriosis seems to
be a universal disease among the most different taxonomic
classes of these vertebrates, with the aggravating circum-
stance that this genus easily generates resistance to antibi-
otics (Gauthier & Rhodes 2009).

Granulomatous infections in aquaculture could have sev-
ere impacts, because the cultured organisms are confined in
high densities and are exposed to other acute and chronic
stressors that could affect the immune system, making fish
vulnerable to the disease.

non-

The latency is one of the most important pathogenic
aspects of the genus Mycobacterium and other bacteria that
cause granulomatosis. Mycobacterium marinum has been
reported as a pathogen not only able to remain dormant
for years; however, when reactivated acts as a modulator of
signalling pathways directed to cell death, promoting the
dissemination and transmission of the bacteria (Myllymaki
et al. 2016; Vemula et al. 2016). This bacterial capacity

Reviews in Aquaculture, 1-10
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turns out to be relevant because it could be extrapolated to
fish aquaculture.

The Mycobacterium genus has species that able to intro-
duce, survive and even replicate in macrophages (Barker
et al. 1997; Tobin & Ramakrishnan 2008), which is relevant
to understand how this pathogen can adapt to evade the
immune system. In this regard, evidence suggests that
Mycobacterium can use the host’s macrophages and granu-
lomas for its benefits, enhancing its expansion and dissemi-
nation (Volkman et al. 2010; Oksanen et al. 2013); as this
process goes on, the pathogenic bacteria recruit new unin-
fected macrophages to the granuloma where these macro-
phages phagocytize infected dead cells and thus promoting
the dissemination of the bacteria. Preventive strategies
include DNA-based vaccines containing Mycobacterium
antigens (Oksanen et al. 2013).

Nocardia spp.

Members of the Nocardia genus are Gram-positive, aerobic
actinomycetes, motility-free, acid-alcohol-resistant bacteria
in the form of pleomorphic bacilli (Luo et al. 2014). The
genus contains more than 90 species recognized and widely
distributed in aquatic and terrestrial habitats. Most of these
species are known to cause nocardiosis in fish and a wide
variety of animals including humans (Kandi 2015). Nocar-
dia is considered a genus harbouring a group of pathogens
with unique attributes and complicated properties (Mehta
& Shamoo 2020). In this regard, Nocardia is clinically chal-
lenging to diagnose and treat. In humans, for example (also
assumed in fish), Nocardia can survive as facultative intra-
cellular parasites within macrophages and escape from
being eliminated by neutrophils and monocytes. Infections
can be asymptomatic and, combined with the slow growth
rate of Nocardia, make them difficult to identify in clinical
specimens. Four species of Nocardia have been commonly
isolated from fish suffering from nocardiosis: N. asteroides,
N. seriolae, N. salmonicida and N. crassostreae (Itano et al.
2006¢).

Nocardiosis is considered a chronic, granulomatous and
systemic disease where the lesions are localized in the skin
and several internal organs including kidney, liver and
spleen, with the typical nodular structure of granuloma for-
mation. Observable symptoms usually do not manifest dur-
ing the early stages of fish, but the invasion of tissue occurs
gradually. This is the reason why nocardiosis is not rapidly
detected in aquaculture until the mid-anaphase of breed-
ing, resulting in economic losses for breeders (Wang et al.
2007; Elkesh et al. 2013).

Nocardia sp. infects a variety of fish around the world,
including the Atlantic salmon (Salmo salar), the African
catfish (Clarias gariepinus), the Snubnose pompano
(Trachinotus blochii) (Bransden et al. 2000; Vu-Khac et al.
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2016), the Transparent Tiger barb (Puntius tetrazona)
(Wang et al. 2017), the Large yellow croaker (Larimichthys
crocea) and the Largemouth Bass (Micropterus salmoides)
(Chen et al. 2000; Wang et al. 2005), among several others.
It is considered an opportunistic pathogenic bacterium
infecting immunocompromised or injured fish (Wang
etal. 2017).

With the increase in the intensification of culture meth-
ods in aquaculture, fish become more susceptible of being
weakened by stress or physical injury. Although nocardiosis
is increasing in cultured fish, pathogenesis and spread
mechanisms are still poorly understood; however, these
organisms can be latent in the environment and proliferat-
ing only when fish present accessible injuries (Miyoshi et al.
2019).

As described above, there are no methods for the early
detection or control within infected populations. The genus
is still an enigma in several ways; for this reason, Nocardia
infections are difficult to identify and treat even in humans,
in which most of the research has been focused (Mehta &
Shamoo 2020). However, Nocardia sp. is phylogenetically
related to Mycobacterium sp. (Shah et al. 2017) and the
infectious lesions are also similar; therefore, these two gen-
era may have similar infection mechanisms. In this regard,
studies of genomic and transcriptomic sequence analysis
(Imajoh et al. 2015; Xia et al. 2015a,b; Byadgi et al. 2016) as
well as the development of vaccines and even experimental
models (Itano et al. 2006b; Nayak & Nakanishi 2016) could
provide relevant information to establish prevention and
eradication measures to avoid Nocardia sp. infections while
methods for early detection are developed (Maekawa et al.
2018).

Also, antigen markers of Nocardia species have not been
studied as extensive; therefore, developing effective vaccines
against fish nocardiosis is still a pending issue. In this
regard, Chen et al. (2019) evaluated the antigenicity of
whole-cell protein of three pathogenic Nocardia spp., and
seven common immunogenic proteins were identified
including molecular chaperone DnakK, 30 S ribosomal pro-
tein S1, molecular chaperone GroEL, FHA domain-con-
taining protein, TerD family protein, 50S ribosomal
protein L7/L12 and PspA/IM30 family protein. From these,
a DNA vaccine encoding the FHA gene against fish nocar-
diosis was developed showing promising results for the
hybrid snakehead challenged with N. seriolae. Other DNA
vaccines encoding ribosomal proteins (RplL and RpsA)
have been developed and successfully tested against Nocar-
dia seriolae infection in fish (Chen et al. 2020).

Francisella spp.

Francisella genus contains Gram-negative pleomorphic bac-
teria without motility (0.1-1.5 um), and these are

intracellular organisms some of which are strict aerobes
while others may be facultative. However, this genus was
first considered as a Rickettsia-like or Piscirickettsia-like
organism (Chen et al. 1994; Colquhoun & Duodu 2011),
but the pathogen was later confirmed as a y-Proteobacteria
in the family Francisellaceae, order Thiotrichales (Birkbeck
et al. 2011). The genus also contains species that can cause
disease to a wide range of hosts, including humans; the spe-
cies that mostly affects fish include Francisella asiatica and
Francisella noatunensis (Mikalsen et al. 2007), and two sub-
species have been isolated from the last one, F. noatunensis
subsp. orientalis which causes disease in fish of temperate
climates including tilapia (Oreochromis niloticus), and
E. noatunensis subsp. noatunensis which affects fish thriving
in icy waters, such as the Atlantic salmon (Salmo salar)
(Birkbeck et al. 2011).

Francisellosis is, therefore, a bacterial disease that mostly
occurs in juvenile fish during winter months; according to
Chong (2016), for tilapia, epizootics typically occur in
cooler winter water temperatures with higher mortalities at
15°C than 30°C; while for the Atlantic cod, Francisellosis
causes more mortalities as water temperatures increase
towards 20°C. This disease provoked economic impacts in
the culture of tilapia and Atlantic cod since registering the
first cases three decades ago (Chong 2016); herein, the mor-
tality rate of infected fish depends upon several factors;
however, the Atlantic salmon undergoing francisellosis reg-
istered mortality of 20%, while mortality of 95% was
reported for tilapia (Chern & Chao 1994; Ostland et al.
2006). Several Francisella species can be transmitted by
direct contact between infected animals, through contami-
nated water or food, or by vectors (Colquhoun & Duodu
2011).

The main clinical signs observed in diseased tilapia are
exophthalmia, erratic swimming, anorexia, ascites, skin
ulcers at the base of the fins and pale gills. At the necropsy,
multifocal granulomatous lesions are observed in kidney,
spleen, and liver (Colquhoun & Duodu 2011; Soto et al.
2012; Leal et al. 2014; Assis et al. 2017). Extensive granulo-
matous inflammation with multiple granulomas (some lig-
uid-filled) can be observed, and the granulomas are usually
formed by hypertrophied foamy macrophages, fibroblasts
and leucocytes, and in some cases with necrotic core (Col-
quhoun & Duodu 2011).

Several methods have been used for the diagnosis of
F. noatunensis subsp. orientalis in diseased fish such as
histopathology, PCR and bacteriological culture (Soto et al.
2010). The affected organs of fish present granulomas con-
sisting of vacuolated macrophages with the Francisella cells,
central necrosis and fibrous encapsulation (Camus et al.
2013).

Despite bacteriological culture is considered as the gold
standard method for detection of F. noatunensis subsp.
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orientalis (Colquhoun & Duodu 2011) studies are demon-
strating that the use of real-time PCR (qPCR) in tilapia
experimentally infected, has greater sensitivity and similar
specificity (>99.2%) than bacteriological culture (Assis
et al. 2017). However, there is scarce information about the
detection of other species of the Francisella genus or the
identification of these infections in other fish. Besides, there
is no commercial vaccine for francisellosis, but several
reports are documenting promising results for vaccines
developed using outer membrane vesicles of the pathogen
(Brudal et al. 2015) or inclusively mutants of F. asiatica as
a live attenuated vaccine (Soto et al. 2011) that could serve
as francisellosis regulator.

Co-infections

Co-infections in aquatic animals have received scarce atten-
tion despite these are more likely to occur either in aqua-
culture systems or in nature. Co-infections are caused by
two or more genetically different pathogens, where each
pathogen leads to different effects including harm to the
host in syndemism with other pathogens (Cox 2001; Baka-
letz 2004).

Most of the literature addresses single infections, classify-
ing the other agent as opportunistic and mostly ignoring it
(Kotob et al. 2017). However, once a host is infected and
undergoing the disease, it is susceptible to the invasion of
other pathogenic microbes aggravating its circumstance.

During co-infections, interactions occur between the
infectious agents and the outcome will depend on the load
of one or different pathogens, and even at this level, the
competition among pathogens can occur, or not (Cox
2001). Natural environments in which animals thrive are
diverse with a wide variety of heterogeneous micro-organ-
isms including parasitic and non-parasitic species where
co-infections are frequent. Currently, there is scarce infor-
mation on granulomatous co-infections in aquatic environ-
ments; for example, a case report revealed that not all fish
undergoing granulomatous disease present co-infection,
and different co-infection (Brevoortia tyrannus) patterns
may occur within the same population. Herein, a group of
Atlantic menhaden undergoing granulomatosis registered
not only three species of mycobacteria in spleen (M. mar-
inum, M. fortuitum complex, and M. gordonae) (Stine et al.
2005), but also a 40% co-infection rate of Mycobacterium
spp. and Vibrio hollisae was detected, while in other speci-
mens also undergoing mycobacteriosis, Photobacterium
damselae was isolated from the kidney, liver or brain; fur-
thermore, another group of the same fish registered the
three pathogens including Mycobacterium spp., Vibrio hol-
lisae and P. damsela. It could be hypothesized that some
granulomatous infections in aquaculture could be co-infec-
tions, considering the large percentage of non-culture
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bacteria in the aquatic environment that may go undetected
or have not yet been studied (Martinez-Porchas & Vargas-
Albores 2017). Such scenarios may cause simultaneous
infections interfering with the correct diagnosis of any
granulomatous disease as reported for bovine tuberculosis
(Barry et al. 2011). Therefore, research about the interac-
tions occurring between these species during mixed infec-
tions and the deleterious effects of multi-infections on fish
disease pathogenesis, prognosis and treatment is required
(Griffiths et al. 2011; Johnson & Hoverman 2012; Eswar-
appa et al., 2012; Kotob et al. 2017).

Perspectives and conclusions

Currently, most of the existing experimental models only
explain certain mechanisms of pathogenicity to extrapolate
it to human diseases, such as tuberculosis and losing focus
towards aquaculture. The few fish models are limited by
poor susceptibility to certain pathogens or low repro-
ducibility of the pathogenesis, and results display signifi-
cant differences in their responses between models.
Although some of them are already studying specific granu-
lomatous diseases, there is an urgent need to expand the
number of available and suitable models to explain not
only specific immunological mechanisms of action but also
to produce vaccines, develop prevention, and epidemiolog-
ical control. New studies should focus on understanding
how different species of bacteria induce granuloma lesions
under aquaculture conditions (high-density growth, stress)
in different experimental models and development of early
detection methods especially if those models contain a great
commercial interest for human consumption. Until now,
the combined information from recent studies of vaccine
development, molecular methods such as genomic and
transcriptomic sequencing analysis could provide some
protection against these diseases.
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Highlights

HIGHLIGHTS

e Three tilapia farms located in different states of Mexico reported disease signs.
¢ Biochemical and molecular identification revealed Edwardsiella anguillarum,
Nocardia asteroides, and Streptococcus agalactiae.

e Pathogenicity was confirmed in laboratory conditions by intraperitoneally injecting
healthy tilapia.
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Highlights

HIGHLIGHTS

e Three tilapia farms located in different states of Mexico reported disease signs.
* Biochemical and molecular identification revealed Edwardsiella anguillarum,
Nocardia asteroides, and Streptococcus agalactiae.

e Pathogenicity was confirmed in laboratory conditions by intraperitoneally injecting
healthy tilapia.
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1 ABSTRACT

Three different bacteria strains of the Nocardia, Edwardsiella, and Streptococcus genera were
isolated from tilapia (Oreochromis niloticus) cultivated in Mexican farms with reports of
granulomatous disease and mortality. The isolates were obtained from the tilapia spleen and
characterized by biochemical tests, real-time PCR, and 16S rRNA sequencing. Comparisons with the
GenBank Database indicated a 99.63% and 99.87% sequence identity to the 16S tRNA of the isolated
samples with Edwardsiella anguillarum and Nocardia asteroides, respectively, and 100% to
Streptococcus agalactiae. The pathogenicity of these bacteria was confirmed in a bioassay challenge
by intraperitoneally injecting healthy adults of tilapia. The infected tilapia displayed characteristics
of pathological processes such as lethargy, erratic swimming, darkening of skin, and death. High
mortalities were observed the first ten days post-inoculation, but no granulomatous lesions were
detected during the 15-day infection period. However, the same inoculated bacteria were recovered
from the spleen of dead animals or survivors at the end of the experiment and identified by PCR
amplification and sequencing. These findings indicate that tilapia in Mexican aquaculture is

susceptible to diseases described in other countries, and the freshwater aquaculture industry is at risk.

KEYWORDS:

Edwardsiella anguillarum, Nocardia asteroides, Streptococcus agalactiae, tilapia, Oreochromis

niloticus, granulomatous infections
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2 INTRODUCTION

Aquaculture has achieved a remarkable economic revolution (Dadar, et al., 2016), and the global
expansion of finfish aquaculture in both freshwater and marine settings is a continual trend
(Buchmann, 2022). This industry now plays a pivotal role in supplying fish products for human
consumption and is considered the fastest-emerging activity worldwide in the food industry (Dadar,
et al., 2016), rivaling the output of capture fisheries. Tilapia (Oreochromis spp.) is probably the most
valuable cultivated organism due to the world market's high demand, easy production, and resilience
to adverse environmental conditions (Lee and Wendy, 2017). It is the most extensively farmed species
after carp (Thompson, et al., 2023). However, one critical challenge in fish farming is the economic
setback resulting from outbreaks of infectious diseases, leading to elevated mortality rates (Dadar, et
al., 2016); the escalating incidence of disease spread has imposed limitations on aquaculture

production (Ma, et al., 2023).

Opportunistic pathogens are commonly observed in intensive Mexican fish farming, giving rise to
disease outbreaks in tilapia. Examples include confirmed cases of francisellosis caused by Francisella
noatunensis subsp. Orientalis (Ortega, et al., 2016), streptococcosis caused by Streptococcus iniae
(Ortega, et al., 2018), and nocardiosis caused by Nocardia seriolae (Del Rio-Rodriguez, et al., 2021).
Edwardsiella ictaluri (Soto, et al., 2012) is also an opportunistic bacterium but has not been detected
in Mexico. Nocardiosis and edwardsiellosis are systemic diseases impacting various animals,
including humans and fish (Kandi, 2015; Lee, et al., 2010; Shetty, et al., 2014). Lesions resulting
from these diseases are localized in the skin and various internal organs, including the kidney, liver,
and spleen, and are characterized by the typical nodular structure of granuloma formation. Detectable
symptoms typically do not manifest during the early stages in fish, but tissue invasion occurs

gradually. Consequently, nocardiosis and edwardsiellosis often go undetected in aquaculture until
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mid-anaphase of breeding, leading to economic losses for breeders (Elkesh, et al., 2013; Wang, et al.,
2017; Xu and Zhang, 2014). As opportunistic pathogens, infections caused by both bacteria tend to

appear in immunocompromised, stressed, or injured fish (Wang, et al., 2017; Xu and Zhang, 2014).

Identifying potential etiological agents before infiltrating crucial aquaculture sectors is vital to
prevent potential epidemics, which could escalate into pandemics across different countries, as
observed i the case of shrimp farming. This study reports the isolation, identification, and

characterization of two different bacteria causing disease outbreaks in tilapia farms in Mexico.

3 MATERIALS AND METHODS

3.1 Samples

A sanitary diagnostic analysis was conducted on tilapia (Oreochromis niloticus); samples consisted
of spleen tissue with granulomatous lesions, which were aseptically collected from three distinct
farms situated in the Mexican states of Morelos (MOR) in 2015, Sinaloa (SIN) in 2017, and Chiapas
(CHI) in 2022. MOR samples were obtained from granulomatous lesions in tilapia weighing 150-180
g and provided by the Morelos Committee of Aquaculture Health and Safety (CESAEM, Comité
Estatal de Sanidad Acuicola del Estado de Morelos). SIN samples were spleens from clinically
diseased tilapias (170-180 g), showing granulomatous formations obtained from a commercial farm.
Similarly, CHI samples comprised granulomatous lesions from tilapia (150-160 g) spleens. All
samples were transported refrigerated in sealed 15 ml conical tubes at the Reference, Analysis, and
Diagnosis in Aquaculture Health Laboratory (LARADSA) of the Northwest Biological Research

Center (CIBNOR) for their analyses.
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2.2 Bacteriological analyses and phenotypic characterization

Approximately one cm?® of tissue was aseptically dissected from the most evident nodules placed in a
test tube containing 0.8% saline solution and macerated using a plastic pestle. A small amount of the
supernatant was spread on Columbia blood agar (CBA, Sigma Aldrich) and MacConkey Agar plates
(BD Difco). All samples were aerobically incubated for 48 hours at 28°C for ten days. Colonies were
examined using Gram and Kinyoun stain. For each case, representative colonies were selected and
streaked onto sterile CBA and trypticase soy agar (TSA) plates, then incubated at 28°C for 72 hours
for SIN and CHI samples; MOR isolates were incubated at 28°C for ten days. Individual
representative colonies were again examined using Gram and Kinyoun stains, and biochemical and
morphological tests were done to confirm the purity of cultures for all samples. For the biochemical
profile, purified colonies were cultured in trypticase soy broth (TSB, BD Difco). Biochemical tests
were conducted for glucose, lactose, and saccharose fermentation, hydrogen sulfide and indole

production, citrate, motility, ornithine decarboxylase, oxidase, and catalase tests.

3.2 16S rRNA Sequencing and Molecular Identification

Genomic DNA was extracted from one colony for each isolate from pure cultures. Briefly, the
samples were mechanically lysed using a Fastprep 5G with Lysing Matrix A (MP Biomedicals, USA),
and the DNA extraction was carried out using the FASTDNA™ Spin Kit (MP Biomedicals, USA)
following manufacturer instructions. Two pL was used for real-time PCR amplification from each
extracted DNA sample. A long fragment of 1300 bp corresponding to the 16S tRNA gene was
amplified from the genomic DNA samples using the wuniversal primers 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTC-3") (Lane, 1991) and 1387R (5'-GGGCGGWGTGTACAAGGC-3")

(Marchesi, et al., 1998). The PCR program was one step of 1 min at 94 °C; 30 cycles of 1 min at 94
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°C, 1 min at 55 °C and 2 min at 72 °C; and an elongation period of 10 min at 72 °C. The PCR product
was analyzed in a 2.0% agarose gel and stained with SybGoldII (Invitrogen). The corresponding band
was cut from the gel and purified using the GFX ™ PCR and Gel Band Purification kit (Illustra),
following the manufacturer's instructions. Purified amplicons were quantified in a NanoDrop
spectrophotometer (Thermo Scientific). DNA strands were sequenced at the Synthesis and
Sequencing Unit (UNAM Institute of Biotechnology). Raw data were cleared and globally aligned
using CAP3 to obtain the contig, removing the extreme ambiguities and considering only both
directions sequenced segments. The sequence obtained was compared to the IRNA/ITS highly similar
sequences database of GenBank and also using SINA (SILVA Incremental Aligner) Search and
Classify Enabling, which forced to additionally classify the sequences with the least common ancestor

(LCA) method based on taxonomies hosted by SILVA (Pruesse, et al., 2012).

Furthermore, after comparing the taxonomically related bacteria for each sample using BLASTN
obtained from GenBank, an alignment was conducted with MUSCLE (Edgar, 2004). Phylogenetic
trees were then constructed using the Maximum Composite Likelihood method (Kleinbaum and
Klein, 2010), and phylogenetic reconstructions were performed using MEGA 11 software. All
samples were inferred using the Neighbor-Joining method, and a bootstrap consensus tree from 1000

replicates was generated to represent the evolutionary history of the analyzed taxa.

3.3 Experimental Infections

The isolates recovered from granulomatous lesions of aquaculture tilapia (MOR, SIN, and CHI) were
used to make experimental infections in tilapia and confirm their pathogenicity. One hundred and
eighty apparently healthy fish (20 — 25 cm and 70 — 80 g) were obtained from a farm without disease

reports and transported at 1 g/m? density (DO >5 mg/l) to LARADSA in Hermosillo, Sonora. Fish
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were kept in quarantine in 500 L plastic tanks (4.5 mg/l oxygen at 28 °C) for 48 h. The specimens
were randomly divided into four groups consisting of three treatments and one control with 15
individuals each and three replicates. All the groups were acclimatized for 48 h in six 60-liter tanks
with chlorine-free water, constant aeration (4.5 mg/L at 28 °C), and a ten-hour daylight cycle.
Challenges were performed by inoculating intraperitoneally 100 pL. of MOR, SIN, and CHI pure
isolates (7.5x10° UFC/mL). The control group was injected with 100 ul of 0.9% sterile commercial
saline solution. All groups were fed ad libitum (Nutripec 1.5mm pellets with 44% protein and 15%
fat), and 50% water exchange and fecal matter were removed daily. Behavior alterations, clinical
signs, and mortality data were registered during the trial, which lasted 15 days. Dead fish were
removed, and spleen and liver samples were used to recover and identify infecting bacteria by
amplification by real-time PCR of the 16S rRNA gene, as previously mentioned. This identification
process was also used at the end of the trial with the surviving fish, which were euthanized by
anesthesia overdose (250 mg/L MS-222), following the protocol authorized by the institutional CIAD

Ethics Committee (Registration: CONBIOETICA-26-CEI-001-20200122).

3.4 Identification by PCR

For molecular identification, liver and spleen samples were aseptically removed and placed ina TSB
medium. After 24 h incubation, bacteria were collected by centrifugation, and DNA was extracted
using a Fastprep 5G with Lysing Matrix A (MP Biomedicals, USA) and FASTDNA™ Spin Kit (MP
Biomedicals, USA). Two uL were used for real-time PCR amplification using a LightCycler 48011
thermal cycler (Roche). Edwardsiella and Streptococcus were identified by amplifying the divergent
region of the gyrB gene (Lan, et al., 2008) and the groEL (Leigh, et al., 2018), respectively. For

Nocardia identification, two pairs of specific primers amplifying the 16S tRNA were required
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(Engelsma, et al., 2008) (Carella, et al., 2013). Primer sequences and corresponding references are

shown in Table 2.

4  RESULTS

4.1 Isolation and Identification from Commercial Tilapia Farms

The isolates were identified using biochemical tests, Gram staining, and real-time PCR. Four distinct
morphotypes were confirmed after isolation. Two Gram-negative, catalase-positive short rods, with
growth m ABS and TSA medium cultures, showing distinctive punctate and flat colonies,
respectively, were observed in SIN samples. Both isolates from SIN grew in McConkey Agar at 30
°C without fermenting lactose but utilizing glucose in the IMViC tests and without producing
hemolysis in the CBA. The results from the biochemical tests suggested that they are 4eromonas spp
and Edwardsiella spp. The MOR isolate was a Gram-positive bacillus with branched groupings
resembling characteristics of actinomycetes, and the Kinyoun test showed a weak acid-alcohol
resistance reaction (Maekawa, et al., 2018). The MOR isolate was also catalase-positive and lactose-
negative but exhibited glucose fermentation in the IMViC tests while smelling to moist or wet soil,
characteristic of the Nocardia genus (Corti and Fioti, 2003). Gram-positive B-hemolytic coccus
lactose-negative and catalase-negative were found in the CHI isolate, suggesting the presence of
Streptococcus genus. Biochemical test results are summarized in Table 1, and molecular analyses

confirmed the corresponding identity.
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4.2 Sequencing Analysis and Molecular Identification

After sequencing the 16S RNA genes, each pair of the corresponding sequences (forward and reverse)
was globally aligned, and end ambiguities were removed. The assembled sequences were deposited
at GenBank as SGLFS1 (SIN isolated; Accession number PP493833), SGLFM1 (MOR isolate;
Accession number PP493834) and SGLFCHI1 (CHI isolate; Accession number PP493834). The
BLASTN at NCBI and SINA at SILVA allowed the taxonomical identification. Using BLASTN at
GenBank database, the 16S TRNA gene sequence for the SIN isolated (SGLFS1) showed the highest
identity (99.63%) to Edwardsiella anguillarum strain ET080813 (Accession number NR 136429),
while by SINA, using the SILVA database, the best identity was to Edwardsiella (99.75%). The
phylogenetic analysis showed that SGLFS1 was grouped in the same clade as E. anguillarum strain
ET080813 and very close to other Edwardsiella species (Figure 2). The MOR isolate (SGLFM1)
registered a 99.87% identity to Nocardia asteroides strain NBRC 15531 (Accession number
NR 041856) by BLASTN while using SINA, it was i1dentified at genus level as Nocardia (99.45%).
The phylogenetic analysis showed a close relationship between SGLFM1 (MOR isolate) and other
Nocardia asteroides strains (Figure 3). Similarly, by BLASTN, the CHI isolate (SGLFCHI1) was
identified up to species level with 100% identity to Streptococcus agalactiae strain ATCC 13813
(Accession number NR _115728), while for SINA, the 100% identity was to the genus Streprococcis.
The phylogenetic tree and its highest similar sequences grouped SGLFCHI1 (CHI isolate) in the same

clade as Streptococcus agalactiae strain ATCC 13813 (Figure 4).

4.3 Experimental Infections
The isolates from MOR, SIN, and CHI, identified as Edwardsiella anguillarum, Nocardia asteroides,
and Streptococcus agalactiae, respectively, are pathogenic for tilapia. Therefore, they were used to

infect healthy organisms, observe the disease's evolution, and recover the causal agent. The survival
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of fish inoculated with N. asteroides decreased linearly until reaching zero on the ninth day of
postinfection. Similarly, although with a lower slope, the mortality of fish inoculated with E.
anguillarum or Str. agalactiae reduced their survival until the eighth or tenth day postinfection,
reaching 53% and 40%, respectively. From then on, survival remained unchanged. No mortalities
were recorded in the control group (Figure 1). Regardless of the bacteria inoculated, diseased fish
showed less activity (lethargy), color loss during early infection (3 days postinfection), and body

darkening during late infection (10 days postinfection).

4.4 |dentification of inoculated bacteria

Following inoculation, the detection of the inoculated pathogens was carried out using PCR with
specific primers. The pathogens were explicitly searched for in fish that died during infection.
Edwardsiella was identified and confirmed by amplifying the divergent region of the partial gyrB
gene, producing an amplicon of 416 bp. Streptococcus agalactiae was determined using groEL
primers. For the Nocardia genus, two pairs of specific primers were used to amplify the 16S TRNA
gene, yielding expected products of 765 and 360 bp, respectively. The MOR, SIN, and CHI isolates
were successfully recovered and confirmed in their respective groups, confirming mortality caused
by the infection. In the control group, no bacterial growth was observed, and direct extraction of DNA

from target organs did not result in amplification.

10
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5 DISCUSSION

5.1 Samples, bacteriological analyses, phenotypic characterization and 16S rRNA Sequencing

Although there is increasing interest in studying the defense mechanisms in fish, there is still limited
information on the response mechanisms to certain infections (Byadgi, et al., 2016; Rajme-Manzur,
et al., 2021). Granulomatous diseases significantly threaten aquaculture production systems due to
their chronic nature, often leading to late-stage detection and recurrence. Fish granulomatous
infection exhibits similar characteristics m mammals, but not all of the information can be
extrapolated due to quantitative and qualitative differences in the immune system. Thus, the
interactions between bacteria and the mechanisms underlying the formation of granulomatous lesions
in the fish's immune system are not fully understood. However, there is a consensus regarding the

compromise of the immune system response (stress due to poor feeding, water quality, nutrition, high

population densities, etc.) and the creation of a niche that favors pathogen survival (Martinez - Lara,

et al., 2020; Swaim, et al., 2006).

Among the numerous pathogenic bacteria related to fish infections, members of Edwardsiella and

Nocardia genera are crucial mainly because they cause granulomatous infections (Martinez - Lara,

et al., 2020; Rajme-Manzur, et al., 2021). E tarda had been the most common bacteria associated
with edwarsiellosis (Mohanty and Sahoo, 2007), but E. piscicida and E. anguillarum have gained
greater relevance in recent years (Armwood, et al., 2022; Hu, et al., 2022; Leung, et al., 2019),
although neither E. piscicida nor E. anguillarum has been related to granulomatous processes in
Mexican aquaculture until now. A Gram-negative short rod was isolated from SIN samples, and its

16S rRNA gene sequence presented a high identity (98.63%) to E. anguillarum, and its belonging to

11
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the genus was confirmed by the amplification of its 416-bp fragment of the gyrB gene divergent
region through real-time PCR. Also, the phylogenetic analysis showed that the SIN isolate was
grouped in the same clade as Edwardsiella anguillarum and very close to other Edwardsiella species
(figure 2). A recent study by da Costa, et al. (2022) analyzed 62 genomes of Edwardsiella sp. from
the National Center for Biotechnology Information (NCBI) database through taxonomic and pan-
genomic analyses. It detected that some genomes have been incorrectly classified. Consequently, this
led to incorrect identification of different Edwardsiella spp detected in freshwater and marine
aquaculture fish. To the best of our knowledge, we are reporting the first case of granulomatous
infection by E. anguillarum in aquacultured Mexican tilapia. This strain was highly aggressive,

producing 100% mortality after nine days of experimental infection.

Four Nocardia species, N. asteroides, N. seriolae, N. salmonicida, and N. crassostreae, have been
isolated from fish undergoing nocardiosis (Itano, et al., 2006). The Mycobacterium and Nocardia
genera have clinical and bacteriological similarities. However, while Mycobacterium presents acid-
alcohol resistance, Nocardia exhibits weak acid-alcohol resistance (Muricy, et al., 2014). Del Rio-
Rodriguez, et al. (2021) described the first nocardiosis in Mexico by Nocardia seriolae in farmed red
drum (Sciaenops ocellatus, Linnaeus). From the MOR samples, a rod weak acid-alcohol resistant and
had similar morphological characteristics to the described by Itano, et al. (2006) and Del Rio-
Rodriguez, et al. (2021), and its 16S rRNA gene was amplified, producing 765 and 360 pb amplicons,
as corresponding to Nocardia sp. In addition, the 16S TRNA gene complete sequence is similar and
1s phylogenetic close to Nocardia asteroids (figure 3). This identity was confirmed by the SINA
classifier using the SILVA database. To the extent of our knowledge, this is the first study to report

this species as the cause of nocardiosis in tilapia in Mexican aquaculture. It serves as a notification

12
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about the spread of the pathogen and to alert producers and health authorities about the presence of

at least two species of Nocardia, affecting different cultivated species.

The CHI isolate was Gram-positive cocci, with a 100% identity with at least three other strains of S.
agalactiae, and was located in the same clade in the phylogenetic analysis (figure 4). This was
confirmed by amplifying by real-time PCR the groEL gene specific for this species, as described by
(Leigh, et al., 2018). Only Streptococcus iniae and S. agalactiae have been associated with
granulomatous processes in aquaculture in tilapia (Ortega, et al., 2018; Piamsomboon, et al., 2022).
Nonetheless, only S. iniae has been documented in tilapia in Mexico. This marks the initial report of

the species S. agalactiae in Mexican tilapia aquaculture from granulomatous lesions.

5.2 Experimental Infections

Based on the abovementioned information, we conducted experimental challenges using bacterial
1solates obtained from granulomatous lesions in tilapia commercial aquaculture. Despite using lower
concentrations than those reported in the literature (Iregui, et al., 2016), granulomatous lesions were
not observed during our 15-day trial and under the established conditions. Because the formation of
granulomatous lesions relies on a balance between the immune system and the infection process, as
well as their evasion mechanisms (Rajme-Manzur, et al., 2021) and not all bacteria can induce these
types of lesions, searching for specific stress conditions to simulate the intensification of aquaculture
systems could be fundamental to induce granuloma formation with known granulomatous-formation
bacteria. However, our results highlight three different outbreaks of different pathogens that occurred
independently in three different farms, and the three bacterial isolates caused severe mortality to
tilapia in the laboratory challenges. The data indicate that Mexican tilapia aquaculture may be

exposed to new diseases.
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9 TABLES

9.1 Tablel
Phenotypic and biochemical results were obtained from granulomatous lesions of tilapia from

different farms in Mexico.

Sinaloa (SIN) Morelos (MOR) Chiapas (CHI)
Filamentous,
Morphology Bacilli beading, and Cocci
branching bacilli
Gram - + +
Kinyoun test ND Weak positive ND
Motility - - -
Catalase + + -
Oxidase - + -
Methyl red + ND
Voges-Proskauer - ND +
Three Sugar Iron medium K/A ND ND
Gas production + ND ND
Indole + ND -
Hemolysis % % B
Citrate - ND -
Glucose + - +
Lactose - - -
Manitol - ND -

ND — Not determined; V — Variable; K: Alkaline reaction; A: Acidic reaction.
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9.2 Table2

Primers used in the recovery and identification of bacteria in tilapia challenges.

Target Primer Name Primer sequence Reference
Nosp.FO1 5-AGCGCAAGTGACGGTACCTG-3' (Engelsma, et al,
) Nosp.R01 5-CCCTCTGTACCGGCCATTGT-3' 2008)
Nocardia spp
NVP1 5-GCGCAAGTGACGGTACCTAGTAG-3’
(Carella, et al., 2013)
NVP3 5'- CGTTAGCTACGGCACGGA-3'
Edwardsiella 9yrBF1 5-GCATGGAGACCTTCAGCAAT-3 (Engelsma, et al,
tarda gyrBR1 5-GCGGAGATTTTGCTCTTCTT-3' 2008)
SagroEl2 ; ;
5-GCAAGTTTTAGGACAGTCTGCT-3
Streptococcus  fonyarg (Leigh, et al., 2018)
agalactiae

SagroEl reverse

5-AGTTTCAGTGCCGCTACTTT-3'
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10 FIGURES

10.1 Figure 1
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Fig.1. Survival rate of fish challenge in the laboratory with isolates MOR, SIN and CHI obtained

from sampled commercial farms. The average values of daily survival obtained from each group from

three repetitions of the challenge are shown.
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10.2 Figure 2
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Fig 2. Molecular phylogenetic analysis based on 24 16S tRNA gene. The Mexican SGLFS SIN

1solate, Edwardsiella, and other bacteria from the Enterobacteriaceae and Pectobacteriaceae families

were inferred using the Neighbor-Joining method, and a bootstrap consensus tree inferred from 1000

replicates were taken to represent the evolutionary history of the taxa analyzed. The tree was rooted

using Siccibacter colletis strain 1383 as an outgroup. The Gram-negative short rode isolate (Black

dot) was located in the same group as Edwardsiella anguillarum and close to other E. species. Note:
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The percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test
(1000 replicates) are shown next to the branches. The evolutionary distances were computed using
the Maximum Composite Likelihood method and are in the units of the number of base substitutions
per site. This analysis involved 24 nucleotide sequences. All ambiguous positions were removed for
each sequence pair (pairwise deletion option). There were a total of 1546 positions in the final dataset.

Evolutionary analyses were conducted in MEGA11.
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10.3 Figure 3
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Fig 3. Molecular phylogenetic analysis based on 31 16S rRNA gene. The Mexican SGLFM1 MOR

1solate and other Nocardia species were inferred using the Neighbor-Joining method, and a bootstrap

consensus tree inferred from 1000 replicates was taken to represent the evolutionary history of the
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taxa analyzed. The tree was rooted using Mycobacterium marinum strain ATCC 927 as an outgroup.
The weak acid-alcohol resistance isolate (Black dot) was located in the same group of Nocardia
asteroides. Note: The percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together in
the bootstrap test (1000 replicates) are shown next to the branches. The evolutionary distances were
computed using the Maximum Composite Likelihood method and are in the units of the number of
base substitutions per site. This analysis involved 31 nucleotide sequences. All ambiguous positions
were removed for each sequence pair (pairwise deletion option). There were a total of 1532 positions

in the final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA11.
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10.4 Figure 4
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Fig 4. Molecular phylogenetic analysis based on 30 16S tRNA gene. The Mexican CHI isolate and
other Streptococcus spp. were inferred using the Neighbor-Joining method, and a bootstrap consensus
tree from 1000 replicates was taken to represent the evolutionary history of the taxa analyzed. The

tree was rooted using Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071 as an outgroup. The Gram-positive
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cocci (Black dot) was located in the same group of Streptococcus agalactiae. The percentage of
replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates)
are shown next to the branches. The evolutionary distances were computed using the Maximum
Composite Likelihood method and are in the units of the number of base substitutions per site. This
analysis mvolved 30 nucleotide sequences. All ambiguous positions were removed for each sequence
pair (pairwise deletion option). There were a total of 1602 positions in the final dataset. Evolutionary

analyses were conducted in MEGAI11.
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Abstract

Granulomatous diseases are caused mainly by bacterial infections that the fish
immune system cannot eliminate; consequently, pathogens are encapsulated, form-
ing a complex structure where immune cells participate in containing the damage.
The granuloma is covered by a collagenous layer that may be an attractive surface for
external bacteria, leading to the potential development of amicrobiota associated with
the outer side of granulomas. Therefore, this study aimed to describe the microbiota
attached to and encapsulated by granulomas dissected from tilapia spleen obtained
from a commercial farm. Tissue samples with an advanced granulomatosis stage were
analyzed by amplifying and sequencing the V4 variable region of the 16S rRNA gene.
More than 20 phyla were detected attached to granulomas; however, only five repre-
sented 94% of the relative abundance, and the genus Gordonia was the most abundant
with 21.9%. This bacterium has been previously identified in the tilapia gut and has also
been reported as the etiologic agent of granulomatous disease in humans and terres-
trial animals. This is the first time it has been detected in fish granulomas. Finally, these
results provide the first evidence of microbiota attached to granulomatous lesions
while demonstrating that these can provide a

surface that can harbour highly diverse microbial communities.

KEYWORDS
Gordonia, granulomas, microbiota, tilapa

Granulomatous diseases represent a common problem in fish aqua-
culture; these can be produced by bacterial infections that may not
cause immediate acute effects on the host but cannot be eliminated by
the immune system (Martinez-Lara, Martinez-Porchas, Gollas-Galvan,
Hernandez-Lopez, & Robles-Porchas, 2021). Briefly, instead of acti-
vating the central mechanisms of immune defence against bacterial

infection, the proliferation of foreign agents is halted by their encap-
sulation in structures called granulomas. In particular, granulomas
were caused by infections characterized by a necrotic core where
extracellular bacteria persist surrounded by a cellular homogeneous
necrotic debris (Lin et al, 2006). Also, a complex structure of host
immune cells is formed, including dendritic cells, macrophages, natural

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium, provided

the original work is properly cited.
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killer-like cytotoxic cells, B lymphocytes, T lymphocytes, and plasma
cells surrounded by a collagenous matrix. These can ‘wall off' and
contain the bacterial nidus to conduct damage containment (Rajme-
Manzur et al,, 2021). At some point, the organelles of the hostt's epithe-
lioid and spindle-cells surrounding the granuloma are less numerous,
while the cytoskeleton components become prominent (Gauthier et al.
2004), transmuting from being metabolically active cells to structural
elements.

Although dozens of pathogenic bacteria have been recorded for
teleost fish, afewgenera cause granulomatouslesions, including Nocar-
dia, Streptococcus, Mycobacterium, Lactococcus, Francisella, Edwarsieila,
Staphylococcus, and Ichthyophonus (Rajme-Manzur et al, 2021; Rousse-
let et al., 2018; Shahi, Mallik, Sahoo, Chandra, & Singh, 2018). These are
encapsulated into granulomas, and through microscopy, it is observed
that only the bacteria that the body cannot eliminate are encapsulated
in most cases. However, the degradation of the superficial collagenous
layer can cause the leaking of the encapsulated bacteria. This degra-
dation is produced by matrix metalloproteinases upregulated by the
internal bacteria (Ruggiero, Pilvankar, & Ford Versypt, 2017); however,
the collagenous layer could be an attractive surface for external bacte-
ria, particularly those containing collagenases or capable of triggering a
biofouling process. This information could be disruptive and contribute
to hypothesizing about possible interactions between granulomatous
tissue and external bacteria, which could, at a given moment, affect the
integrity of the nodule structure by some mechanism. To the best of
our knowledge, there is no evidence of the microbiota associated with
fish granulomas. Therefore, this study aimed to describe the microbiota
attached to and encapsulated by granulomas dissected from tilapia
spleen obtained from acommercial farm.

In the laboratory of the Centro de Investigaciones Biolégicas, three
tilapia spleen samples were received from a commercial farm of Oax-
aca, Mexico (Productores de Mojarra Enriquez) registering fish with
granulomatous lesions and 43% mortality, Samples were provided by
the Oaxaque Committee of Aquaculture Health and Safety (COSIA).
Tilapia specimens were adults weighing ~250 g. The three tissue sam-
ples presented an advanced granulomatosis stage, and the granulomas
were observed as variable-sized pleiomorphic whitish nodules dis-
tributed along the entire organ surface. According to the COSIA report,
traditional bacteriology analyses concluded the presumptive diagnosis
of Francisella spp., and a differential diagnosis discarding Streptococcus
spp., Staphylococcus spp., and Mycobacterium spp. Tests included blood
agar growth (+++) and TSA Agar Growth (+++) after incubating at
25°C. Opaquecolonies were also observed, variable in size with entire
borders,straw-colored, Gram-Negative (coccobacdilli), catalase (weakly
positive), oxidase(negative), MIO medium: immobile, ornithine decar-
boxylase negative, indolepositive, and TSI/KLIGLER revealing no gas
production nor hydrogen sulfide.

Spleen samples were thoroughly washed with sterile and nuclease-
free water (molecular grade), and several nodules sizing 1-2 mm from
each sample were dissected using a previously sterilized dissection kit.
Afterwards, granulomas were submitted to mechanical lysis using a
Fastprep 5G with Lysing Matrix A (MP Biomedicals, USA). The DNA
was extracted using the FastDNA™ SPIN Kit (MP Biomedicals, USA).

The V4 variable region of the 16S rRNA gene was amplified using
the primers 515F 5'-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’ and 806R 5'-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’ (Caporaso et al., 2011) with the
adaptor sequence, sample-spedific eight-base, pad, and linker (Kozich,
Westcott, Baxter, Highlander, & Schloss, 2013). The thermocycling con-
ditions were set as follows: 95°C for 3 min, followed by 32 cycles
of 95°C/20 s, 55°C/15 s, 72°C/5 min, and a final extension of 72°C
for 7 min. Thereafter, the PCR products were purified using the
SequalPrepplate normalization kit, quantified, and pooled in equimolar
concentrations. The concentrations of each sample and the final library
were quantified through fluorometry using the Qubit dsDNA HS kit
(Invitrogen, USA). A PhiX control library was used, and the sequencing
process was performed in a MiSeq platform using the Miseq Reagent
Kit v2 (Illumina, USA). The quantity and quality of rawreads (R1and R2)
were analyzed with the FastQC software control (SRASUB11145237).
A standard QIIME2 pipeline was used to eliminate low-quality reads,
merge R1 and R2, denoise reads, and discard chimeras through DADA2
(Bolyen et al., 2019; Callahan et al, 2016). Sequencing depth used to
calculate the alpha diversity metrics was set at 10,000 reads per sam-
ple. Alpha diversity indices including Shannon, Simpson, and Chaol
were also calculated through QIIME2, where the taxonomic assign-
ment of the readings and the calculation of relative abundance were
also carried out. APICRUSt2 pipeline was used for functional metage-
nomic prediction (Douglas et al,, 2020). The files of amplicon sequence
variant (ASVs) abundance table and represented sequences were also
used as an input to assess functional predictions and matching ASVs
normalized by 16S rRNA copy number against the Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG) database.

An average of 46,885 reads per sample were obtained, and 40,313
resulted after the quality pipeline (<1% reads were unclassified).
Results revealed an unexpected diversity in the granuloma sam-
ples registering 214-242 OTU (Figure S1) and more than 20 phyla;
however, only five phyla, induding Proteobacteria, Actinobacteria, Fir-
micutes, Bacteroidetes, and Planctomycetes, represented >94% of
relative abundance (Figure 1). Asimilar diversity between samples was
detected, registering alpha diversity as Chao1, Simpson, and Shannon
indices in the range of 214-242,0.91-0.92, and 5.2-5.3, respectively,
a high diversity considering that gut microbiota in tilapia usually regis-
ter Shannon index values below 5 (Bereded et al., 2021). This suggests
that the granulomatous lesion could provide an adequate surface for
harbouring a diversity of microbes, indicating that there could also
be other interactions with external bacteria. Functional prediction
showed a similar profile between samples with a higher abundance
of biosynthesis and degradation of proteins, fatty acids, and carbohy-
drates (Table S1). Although this approach is a case report, the evidence
suggests that the external microbiota should be included and studied in
granuloma models for more comprehensive approaches (Figure 2).

On average, the most abundant genera detected were Gordonia
(21.9%), Ralstonia (12.7%), Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia
(9.3%), Geobacillus (2.7%), Bacillaceae (classified at the family level,
2.3%), Paracoccus (2.2%), Alphaproteobacteria (Class, 2.0%), and
Mycobacterium (1.5%) (Figure 3), whereas the rest of genera did not
reach 0.5% of representativeness. Some of these are reported with
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FIGURE 1 Relative abundance of bacterial phyla detected in granulomas dissected from Nile tilapia spleen obtained from acommercial farm.

The five most abundant phyla are lined in black.

collagenase activity, induding Geobacillus, Bacillaceae, Burkholderia,
and Acinetobacter (Itoi, Horinaka, Tsujimoto, Matsui, & Watanabe,
2006; Monboisse, Labadie, & Gouet, 1979; Rainbow, Wilkinson, Sar-
gent, Hart, & Winstanley, 2004), probably taking advantage of the
granuloma surface,

The genus Gordonia, the most abundant genus and a member of the
Nocardiaceae family, has been detected in the tilapia gut and other fish
(Giatsis et al., 2015); however, it has been associated with skin lesions
and granulomatosis in human and terrestrial animals. Several members
of the genus Gordonia capable of triggering infectious granulomatous
lesions in humans were often incorrectly identified as Mycobacterium
(Lyamin et al., 2019). In addition, Nocardia spp. is a closely related
pathogen to Gordonia, both causing granulomatous skin infection in
humans (Blanc et al., 2007). Interestingly, the evidence suggests that,
in this case, Gordonia was also mistakenly classified by the health com-
mittee as Francisella spp. One of the reasons is the absence of molecular
tests, which are more accurate. In addition, Gordonia is a genus associ-
ated with granulomas of terrestrial but not aquatic animals; therefore,
the classification may be biased as previously occurred with this same
genus. Furthermore, no 165 rRNA (V4) reads were associated with
Francisella sp., indicating a misclassification; however, further research
is required to evaluate if Gordonia or other bacterial species behave
similar to Francisella sp.

To date, no information is available about treatments to eradicate
Gordonia. Previous studies even demonstrated the immunostimulation
of fish by using heat-killed Gordonia as an immunostimulant (Shaban-
zadeh et al., 2016); however, no information about antibiotics for fish
has been provided since this genus is not usually associated with
disease of these animals.

The pathogenic bacteriain marine fish are often opportunistic spec-
imens thriving as part of the normal seawater microbiota. In this case,
this could be the first report associating Gordonia with granulomatosis
infish. Besides, the only genus of the rest detected (>1%) that has been
assodiated with granulomatous diseases is Mycobacterium (1.5%); how-
ever, it is unclear if Mycobacterium is the etiologic agent or if it is part
of a coinfection or has another role. Nonetheless, it is fully proven that
Mycobacterium causes granulomatous diseases in fish, so its presence
must be associated with the disease.

The only report associating Gordonia and Mycobacterium to a marine
animal disease was provided by Anderson and Petty (2013), detecting
this pair of pathogens in seahorse (Hippocampus erectus) with symp-
toms including altered buoyancy and distended upper trunks, enlarged
friable kidneys, distended gas bladders containing copious purulent
exudate, and necrotic tissue,

Finally, these results provide the first evidence of microbiota associ-
ated with granulomatous lesions. The diversity is higher than expected,
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FIGURE 2 Relative abundance of bacterial generadetected in granulomas dissected from Nile tilapia spleen obtained from a commercial farm.
The eight most abundant phyla are lined in black. The taxonomic groups nonclassified to the genus level are marked with an asterisk.
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FIGURE 3 Hypothetical basic model of a tilapia granuloma and its encapsulated and external microbiota. Created with BioRender.com
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considering these organs may not harbour extensive microbial commu-
nities, such as those forming the gastrointestinal tract (Vargas-Albores
et al, 2021). In this regard, the granulomatous lesions could favour
microbial populations. Besides, it should be considered that this is a
case report based on agroup of fish and may not represent other farms
or fish species.
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1 Introduccion

La acuacultura se ha convertido en una de las actividades econdmicas de mayor crecimiento a nivel
mundial, con la tilapia (O. niloticus) destacAndose como una de las especies mas cultivadas debido
a su adaptabilidad, répido crecimiento y alta demanda en el mercado (Fitzsimmons, 2000). En
México, la tilapia representa un componente esencial en la produccion de alimentos y en la
generacion de empleo, especialmente en regiones rurales y costeras donde se concentra la mayoria
de las granjas acuicolas (CONAPESCA, 2022b). Sin embargo, el incremento en la produccion ha
venido acompafiado de diversos desafios sanitarios, siendo las enfermedades infecciosas una de las
principales amenazas para la sostenibilidad de la industria acuicola.

Entre las enfermedades que afectan a la tilapia, las lesiones granulomatosas han surgido como un
problema significativo en los sistemas de cultivo intensivo. Estas lesiones, que resultan de una
respuesta inflamatoria crénica del organismo, son indicativas de la presencia de infecciones
bacterianas persistentes, que pueden comprometer la salud de los peces y, en Gltima instancia, la
rentabilidad de las operaciones acuicolas (Gauthier and Rhodes, 2009; Martinez-Lara et al., 2021).
Los granulomas se forman como una estrategia del sistema inmune para contener a los patégenos,
pero su presencia también puede reflejar la incapacidad del organismo para erradicar
completamente la infeccién (Ramakrishnan, 2012).

La identificacion y caracterizacion de los agentes causantes de estas lesiones ha sido
tradicionalmente limitada por el uso de técnicas de cultivo microbiol6gico, las cuales no siempre
logran detectar la diversidad total de microorganismos presentes en los tejidos afectados (J
Handelsman, 2004). En respuesta a estas limitaciones, la metagenémica ha emergido como una
herramienta poderosa que permite analizar de manera exhaustiva las comunidades microbianas en
muestras complejas, sin necesidad de cultivo previo. Este enfoque, basado en la secuenciacion del
gen ARNr 16S, proporciona una vision detallada de la composicion taxonomica y funcional de los
microbiomas asociados a las lesiones granulomatosas, permitiendo identificar patogenos
emergentes y comprender mejor las interacciones microbianas que podrian estar involucradas en
la patogénesis (Gu et al., 2019).

El presente estudio tiene como objetivo perfilar metagenémicamente las lesiones granulomatosas

bacterianas en tilapia de granjas de cultivo en México, utilizando la secuenciacion de la region V4
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del gen ARNr 16S para identificar y caracterizar los microorganismos presentes. Mediante esta
investigacion, se busca no solo detectar los patdgenos asociados a estas lesiones, sino también
aportar conocimiento que permita mejorar las estrategias de diagndstico y manejo sanitario en la

acuacultura, contribuyendo asi a la sostenibilidad y competitividad de esta industria en el pais.

2 Antecedentes

Las enfermedades granulomatosas en la acuacultura representan un problema grave para la
produccién de tilapia (O. niloticus) en todo el mundo especialmente en México, donde es la
principal especie de agua dulce producida a nivel nacional (Platas-Rosado, 2017; CONAPESCA,
2022a; Rajme-Manzur et al., 2023). Este problema abarca desde el tipo de agente etioldgico que
causa las enfermedades, las pérdidas econdmicas sufridas y la deteccion temprana de estas
(Martinez-Lara et al., 2021). En los Gltimos afios, se han reportado casos en México (Ortega et al.,
2018; Del Rio-Rodriguez et al., 2021).

Un granuloma es una coleccion organizada de células inflamatorias, que tipicamente consiste en
macréfagos dispuestos de manera compacta para aislar al agente causante del tejido sano. Los
granulomas pueden tener origenes infecciosos o no infecciosos (Ramakrishnan, 2012; Shah et al.,
2017; Pavloudi et al., 2023). Los granulomas infecciosos mas estudiados en humanos y peces son
aquellos causados por micobacterias (James, 2000; Ramakrishnan, 2013; Meijer, 2016; Madigan
et al., 2017; Pavloudi et al., 2023).

El campo de la biologia y la ecologia microbiana ha avanzado significativamente con la llegada de
las tecnologias de NGS (por sus siglas en inglés) desde 2005. Posteriormente, las NGS han
encontrado una amplia aplicacién clinica, notablemente en la deteccion y comprension de
enfermedades granulomatosas en humanos (Gu et al., 2021; Li et al., 2023) y, mas recientemente,
en especimenes de acuacultura (Pavloudi et al., 2023; Sun et al., 2023). Se ha empleado para
descubrir la verdadera diversidad microbiana que de otro modo pasaria desapercibida al utilizar
métodos tradicionales de cultivo (Jo Handelsman, 2004). Las heridas crénicas vinculadas a
infecciones microbianas se han convertido en un punto focal de la investigacion clinica, ya que los

métodos tradicionales de deteccion de patdgenos dependen en gran medida de técnicas y
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condiciones de laboratorio. La secuenciacion metagenémica de proxima generacion ofrece la
promesa de una deteccidn de patdgenos mas rapida y precisa (Li et al., 2023).

La metagendmica ha sido ampliamente utilizada en microbiologia ambiental (Vieites et al., 2008;
Mocali and Benedetti, 2010; Zhang et al., 2021) y se ha convertido en el estandar de oro para la
investigacion del microbioma intestinal humano (Wang et al., 2015). Ademas, numerosos estudios
han demostrado la efectividad de los analisis metagendmicos en el tracto gastrointestinal de la
tilapia (Younes et al., 2023; Gong et al., 2024; Medina-Félix et al., 2024) y otras especies de peces
(Yukgehnaish et al., 2020; Johny et al., 2021). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue emplear
la secuenciaciébn metagendmica de proxima generacion en ADN extraido de lesiones
granulomatosas del bazo de tilapia provenientes de granjas acuicolas con sospecha de
enfermedades granulomatosas. Este enfoque tenia como objetivo investigar la presencia de
patdgenos conocidos por causar granulomas y comparar el microbioma dentro de la lesion

utilizando las secuencias de la region variable V4 del gen ARNr 16S.

3 Materiales y Métodos

3.1 Muestreo

Se realizé un andlisis diagndstico sanitario en tilapia (O. niloticus); las muestras consistieron en
tejido esplénico con lesiones granulomatosas, las cuales fueron recolectadas asépticamente de tres
granjas distintas situadas en los estados mexicanos de Morelos (MOR) en 2015, Sinaloa (SIN) en
2017 y Chiapas (CHI) en 2022. Las muestras de MOR se obtuvieron de lesiones granulomatosas
en tilapias que pesaban entre 150-180 g y fueron proporcionadas por el Comité Estatal de Sanidad
Acuicola del Estado de Morelos (CESAEM). Las muestras de SIN fueron bazos de tilapias
clinicamente enfermas (170-180 g), que mostraban formaciones granulomatosas obtenidas de una
granja comercial. De manera similar, las muestras de CHI comprendieron lesiones granulomatosas
de bazos de tilapias (150-160 g). Todas las muestras se transportaron refrigeradas en tubos conicos

sellados de 15 ml al Laboratorio de Referencia, Analisis y Diagnéstico en Sanidad Acuicola
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(LARADSA) del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR) para su analisis.

3.2 Extraccion de ADN para Analisis Metagenomico

Las muestras de bazo se lavaron minuciosamente con agua estéril libre de nucleasas y de grado
molecular. Posteriormente, se disecaron varios nédulos de 1-2 mm de cada muestra utilizando un
kit de diseccion previamente esterilizado. Los granulomas se lisaron mecénicamente utilizando un
Fastprep 5G con Lysing Matrix A (MP Biomedicals, USA). La extraccion de ADN se realizé
utilizando el kit FASTDNA™ Spin (MP Biomedicals, USA). La region hipervariable V4 del gen
ARNr 168 se amplifico utilizando los cebadores 515 F (5°-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3") y
806 R (5’- GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3") con la secuencia adaptadora, un codigo de ocho
bases especifico para cada muestra, un pad, y un linker, siguiendo el método descrito por Caporaso
et al. (2011) y Kozich et al. (2013) (Martinez-Lara ef al., 2022). Las condiciones de termociclado
incluyeron un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de
95 °C durante 20 segundos, 55 °C durante 15 segundos, 72 °C durante 5 minutos y una extension
final de 72 °C durante 7 minutos. Posteriormente, los productos de PCR se purificaron utilizando
el kit de normalizacion de placas SequalPrep, se cuantificaron y se agruparon en concentraciones
equimolares. Las concentraciones de las muestras individuales y de la biblioteca final se
determinaron por fluorometria utilizando el kit Qubit dsSDNA HS (Invitrogen, USA). Se incluyd
una biblioteca de control PhiX, y la secuenciacion se realizd en una plataforma MiSeq utilizando

el kit de reactivos Miseq v2 (Illumina, USA).

3.3 Procesamiento de Datos Metagenomicos

Los datos iniciales de secuencias crudas se importaron en QIIME2 y se desmultiplexaron.
Posteriormente, se utilizo un pipeline estandar de QIIME2 para eliminar lecturas de baja calidad,

fusionar, eliminar el ruido de las lecturas y descartar lecturas quiméricas utilizando DADA2
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(Callahan et al., 2016; Bolyen et al., 2019). Se realizaron cortes de 2 pb en los extremos 5°-3’ y de
80 pb en los extremos 3’-5’ para el filtrado de las muestras, asegurando una longitud minima de
170 pb y secuencias de alta calidad (valor de calidad Phred >30). Se realiz6 una exploracion inicial
de la composicion taxondmica utilizando SILVA 132 para 16S como base de datos de referencia
para alinear las secuencias resultantes. A través de la clasificacion taxonomica, se llevé a cabo un
proceso de filtrado que elimin6 secuencias no asignadas y minimamente representadas, obteniendo
las mas representativas. Ademas, se realizaron analisis de diversidad mediante dos enfoques:
diversidad alfa y beta.

La profundidad de secuenciacion empleada para calcular las métricas de diversidad alfa se
establecié en 10,000 lecturas por muestra. La diversidad alfa se estim6 utilizando los indices
Chaol, Shannon y Fisher en QIIME2, y las diferencias significativas se evaluaron mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (P<0.05). Esto involucré la asignacion taxondmica de las
lecturas y el célculo de la abundancia relativa. Adicionalmente, se aplic6 un pipeline de PICRUSt2
para la prediccion metagenomica funcional (Douglas ef al., 2019). La tabla de abundancia de
variantes de secuencias de amplicon (ASV: Amplicon variant sequence) y las secuencias
representadas se utilizaron como entrada para evaluar las predicciones funcionales. Las
asignaciones taxondmicas de ASV se realizaron utilizando el comando “classify-consensus-blast”
(Camacho et al., 2009) en UTOs (Unidad taxondmica operativa) del gen ARNr 16S agrupados al
99% de similitud dentro de la base de datos SILVA 132 (Quast et al., 2012). Los siete niveles
taxondmicos se utilizaron para generar graficos de barras de la abundancia relativa de los taxa; se
excluyeron las lecturas no asignadas y aquellos ASVs con un numero total de lecturas menor al
0.001%. La diversidad beta se evaluo utilizando andlisis de coordenadas principales (PCoA:
Principle coordinate analysis) basado en las métricas de distancia Bray Curtis, Jaccard, y Unifrac
filogenéticas ponderadas y no ponderadas. La visualizacion de resultados se realizé utilizando
MicrobiomeAnalyst 2.0 (https://www.microbiomeanalyst.ca/).

Se realizé una comparacion estadistica de la composicion de la comunidad microbiana mediante el

analisis de varianza multivariado permutacional (PERMANOVA).
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4 Resultados y Discusion

4.1 Analisis Metagenémico

Los filos mas dominantes en las lesiones granulomatosas encontradas en las muestras de SIN y
CHI fueron Proteobacteria (99.88%) y Firmicutes (98.14%), respectivamente. Los resultados
revelaron una diversidad inesperada en las muestras de granulomas de MOR, registrando mas de
15 filos; sin embargo, solo 3 filos diferentes, incluyendo Proteobacteria (45.08%), Actinobacteria
(34.79%) y Firmicutes (10.03%), constituyeron >90% de la abundancia relativa (Figura 1). Se
reportaron diferencias significativas (prueba de Kruskal-Wallis) entre las muestras (p = 0.034) en
los indices de diversidad alfa de Shannon, Chaol y Fisher (Figura 2), alineandose con los
porcentajes de frecuencia relativa observados que se muestran en la Figura 1. Ademas, la diversidad
beta reveld diferencias significativas (p = 0.004) entre las comunidades bacterianas en todas las
muestras de lesiones granulomatosas de tilapia.

Los resultados obtenidos en el presente estudio proporcionan una vision detallada a nivel de filo
de la composicion bacteriana asociada a las lesiones granulomatosas en tilapia (O. niloticus)
provenientes de diferentes granjas de cultivo en México. La dominancia de los filos Proteobacteria
y Firmicutes en las muestras de SIN y CHI, respectivamente, es consistente con estudios previos
que han reportado la prevalencia de estos filos en infecciones bacterianas en peces (Gauthier and
Rhodes, 2009; Ortega et al, 2018; Rodrigues et al, 2019; Vanamala et al., 2022). La alta
abundancia de Proteobacteria en SIN (99.88%) podria estar relacionada con la presencia de
patdgenos conocidos dentro de este filo, como Aeromonas y Pseudomonas, que son agentes
comunes en enfermedades en peces (Austin and Austin, 2016). Sin embargo, un patégeno de
particular relevancia es E. anguillarum, una bacteria recientemente reconocida como una especie
dentro del género Edwardsiella, 1a cual pertenece al filo Proteobacteria. E. anguillarum ha sido
aislada en lesiones granulomatosas en varias especies de peces, incluyendo la tilapia (Oh ef al.,
2020; Armwood et al., 2022). Su capacidad para invadir tejidos y provocar la formacion de
granulomas es un aspecto critico que destaca su importancia como patdégeno emergente en la

acuacultura.
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Figura 1. Abundancia relativa de filos bacterianos en diferentes lesiones granulomatosas de tilapia
de distintas granjas en México

El filo Firmicutes, aunque menos diverso que Proteobacteria, incluye géneros de bacterianas que
son patogenas para los peces como lo son Streptococcus y Lactococcus los cuales han sido
identificados como causantes de infecciones severas en sistemas de acuacultura (Evans et al., 2006;
Vendrell et al., 2006). Un estudio realizado por Ortega et al. (2018) reportd por primera vez en
Meéxico la presencia de S. iniae en tilapias que presentaban lesiones granulomatosas. Este patogeno
es conocido por causar septicemia y formacion de granulomas en multiples tejidos, lo que conduce
a un alto indice de mortalidad y pérdidas econémicas (Heckman et al., 2022). Adicionalmente, S.
agalactiae es otra bacteria del filo Firmicutes que ha sido implicada en infecciones en peces

(Pretto-Giordano et al., 2010; Amal and Zamri-Saad, 2011). Se ha reportado que esta especie
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produce brotes de infecciones con la presencia de lesiones granulomatosas en poblaciones de tilapia
(Asencios et al., 2016). Este patdgeno es especialmente virulento en condiciones de alta densidad

de cultivo y temperaturas elevadas, lo que subraya la necesidad de estrategias de manejo eficaces

(Iregui et al., 2014).
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Figura 2. Indice de diversidad alfa en lesiones granulomatosas de tilapia de distintas granjas en
Meéxico.

El filo Actinobacteria incluye bacterias Gram positivas de crecimiento lento que son conocidas por
causar enfermedades cronicas en peces. Entre los géneros mas relevantes de este filo se encuentran
Mycobacterium y Nocardia, ambos ampliamente reconocidos como patdgenos en sistemas de
acuacultura. Las especies de Mycobacterium son bien conocidas por su capacidad de causar

infecciones granulomatosas cronicas en peces, una condicion conocida como "micobacteriosis"
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(Tsiolakkis et al., 2023). Puk et al. (2018) documentaron la presencia de 4 especies de
Mycobacterium en peces ornamentales, destacando su capacidad de inducir granulomas en
multiples 6rganos, incluidos el higado, los rifiones y la piel. La micobacteriosis es particularmente
problematica debido a su curso subclinico, lo que permite que la infeccion persista y se propague
dentro de los sistemas de desarrollo. Nocardia spp. también ha sido reportado como un patogeno
significativo en peces, causante de una enfermedad conocida como nocardiosis, caracterizada por
la formacion de granulomas multifocales (Martinez-Lara et al., 2021; Rajme-Manzur et al., 2021).
Al igual que Mycobacterium, las especies de Nocardia son dificiles de erradicar una vez
establecidas, y las infecciones tienden a ser cronicas y debilitantes para los peces afectados. Ambos
géneros representan un desafio significativo para la acuacultura, no solo por su capacidad de
inducir enfermedades cronicas, sino también por la dificultad de diagnosticar y tratar estas
infecciones de manera efectiva.

Por otro lado, las muestras de MOR mostraron una diversidad filogenética significativamente
mayor, con la identificacion de mas de 15 filos diferentes. Esta diversidad podria reflejar una
exposicion a un ambiente microbiano mas complejo o una respuesta inmunitaria mas diversificada
en las tilapias de esta region. Sin embargo, la concentracion de la abundancia relativa en solo tres
filos principales (Proteobacteria, Actinobacteria, y Firmicutes) sugiere que, a pesar de la diversidad
observada, un numero limitado de grupos bacterianos domina las comunidades microbianas en las
lesiones granulomatosas (Figura 1).

Las diferencias significativas observadas en los indices de diversidad alfa (Shannon, Chaol y
Fisher) entre las muestras sugieren que la estructura de la comunidad bacteriana varia
considerablemente entre las diferentes granjas. Esta variacion puede estar influenciada por factores
especificos de cada entorno de cultivo, como la calidad del agua, el manejo de la alimentacion y
las précticas sanitarias (Martinez-Lara et al., 2021). La diversidad alfa mas alta registrada en las
muestras de MOR podria estar asociada con una mayor heterogeneidad en el entorno microbiano
o con la presencia de multiples agentes patdogenos que provocan respuestas inmunitarias
diferenciadas en los peces (Figura 2).

Adicionalmente, la diversidad beta reveld diferencias significativas entre las comunidades
bacterianas de las diferentes muestras (p = 0.004), lo que sugiere que la composicion microbiana
en las lesiones granulomatosas no solo varia en términos de riqueza y diversidad, sino también en

la estructura comunitaria (Figura 5). Estas diferencias podrian estar relacionadas con variaciones
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en la exposicion a diferentes bacterias patdgenas o con diferencias en la susceptibilidad de los peces

a infecciones en funcion de factores genéticos o ambientales.

5 Conclusion

El estudio del perfil metagendmico de las lesiones granulomatosas bacterianas en tilapia (O.
niloticus) de granjas de cultivo en México ha revelado una compleja diversidad microbiana en estas
lesiones, destacando la predominancia de los filos Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria.
Estos hallazgos subrayan la importancia de estos grupos bacterianos en la patogénesis de las
infecciones granulomatosas en tilapia, donde patdégenos emergentes como E. anguillarum y
especies ya conocidas como S. iniae, Mycobacterium y Nocardia juegan un papel central.

Las diferencias significativas en la estructura de las comunidades microbianas observadas entre las
muestras de diferentes granjas sugieren que las condiciones especificas de cada entorno de cultivo,
como la calidad del agua y las practicas de manejo, pueden influir en la diversidad y composicion
bacteriana de las lesiones granulomatosas. Esta variabilidad también podria estar relacionada con
la susceptibilidad diferencial de las poblaciones de tilapia a las infecciones, lo que resalta la
necesidad de enfoques de manejo sanitario personalizados para cada granja.

Los resultados de este estudio proporcionan informacion crucial para la mejora de las estrategias
de diagnostico y manejo de enfermedades en la acuacultura, especialmente en relacion con la
deteccion de patogenos y la comprension de las interacciones microbianas en las lesiones
granulomatosas. La implementacion de técnicas metagendmicas en la vigilancia sanitaria de
granjas acuicolas puede ofrecer una herramienta poderosa para la identificacién temprana de
patdgenos, permitiendo una respuesta mas rapida y eficaz a las amenazas sanitarias emergentes.
Ademas, el conocimiento generado a partir de este estudio puede contribuir significativamente a la
sostenibilidad y competitividad de la industria acuicola en México, al facilitar la implementacion
de practicas de manejo que minimicen el impacto de las enfermedades infecciosas en la produccion

de tilapia.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION GENERAL

El estudio se centré en la identificacion de bacterias patdgenas responsables de la formacion
de lesiones granulomatosas en tilapia (O. niloticus) cultivada en granjas acuicolas mexicanas.
Utilizando técnicas de secuenciacion masiva y analisis metagenémico, se evaluaron muestras de
tilapia procedentes de tres diferentes regiones del pais: Morelos (MOR), Sinaloa (SIN) y Chiapas
(CHI). Estas muestras presentaban lesiones granulomatosas que indicaban infecciones bacterianas
cronicas.

Las muestras de tejido esplénico de tilapia recolectadas en las tres granjas se analizaron mediante
un enfoque metagendmico, lo que permitid identificar una diversidad bacteriana. Los filos mas
predominantes fueron Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria, aunque se observaron
variaciones importantes en la composicion microbiana entre las diferentes muestras.

En las muestras de SIN, Proteobacteria fue el filo dominante con un 99.88% de abundancia relativa,
lo que coincide con la identificacion de E. anguillarum en esas mismas muestras a través de PCR
en tiempo real. E. anguillarum es un patdégeno recientemente reconocido que estd emergiendo en
la acuacultura. Este patdogeno tiene una alta capacidad para invadir tejidos y formar granulomas, lo
que lo convierte en una amenaza importante para los sistemas de produccion acuicola.

Las muestras de CHI mostraron una predominancia del filo Firmicutes (98.14%), con una fuerte
representacion del género Streptococcus, particularmente S. agalactiae. Esta bacteria es conocida
por causar infecciones severas en peces, especialmente en condiciones de alta densidad de cultivo.
En estudios previos, se ha documentado la presencia de S. agalactiae en poblaciones de tilapia
afectadas por granulomas en México, lo que subraya su virulencia y potencial de causar brotes
infecciosos masivos.

Por otro lado, las muestras de MOR revelaron una diversidad microbiana mayor, con mas de 15
filos identificados, aunque solo tres (entre ellos Proteobacteria y Actinobacteria) constituian mas
del 90% de la abundancia relativa. Se encontrd6 que N. asteroides, perteneciente al filo
Actinobacteria, estaba presente en estas muestras, siendo responsable de la nocardiosis, una
enfermedad cronica en peces que se caracteriza por la formacion de granulomas multifocales.
Ademas, los analisis de diversidad alfa y beta revelaron diferencias significativas entre las

comunidades bacterianas de las diferentes muestras. Las muestras de MOR presentaron la mayor
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diversidad alfa, lo que sugiere un entorno microbiano mas heterogéneo o una respuesta inmunitaria
mas variada en las tilapias de esta region. Las diferencias en la diversidad beta indicaron que la
estructura de la comunidad bacteriana variaba considerablemente entre las diferentes granjas,
influenciada por factores como la calidad del agua y las practicas de manejo.

Los resultados obtenidos proporcionan una comprension mas profunda de la composicion
bacteriana asociada a las lesiones granulomatosas en tilapia, identificando patéogenos clave que
estan afectando a la acuacultura mexicana. El filo Proteobacteria, ampliamente representado en las
muestras de SIN, incluye varios géneros patogenos como Aeromonas y Pseudomonas, pero el
aislamiento de E. anguillarum en lesiones granulomatosas es particularmente notable, ya que es la
primera vez que se reporta esta bacteria como agente causal de granulomas en tilapia en México.
Esto pone de relieve su relevancia emergente como patégeno de preocupacion en la acuacultura.
De manera similar, la dominancia de Firmicutes en las muestras de CHI refleja la presencia de
patogenos como S. agalactiae, cuya capacidad para causar enfermedades en condiciones de cultivo
intensivo subraya la necesidad de implementar estrategias de manejo adecuadas para evitar la
propagacion de infecciones.

El hallazgo de N. asteroides en las muestras de MOR representa un reto adicional para la industria
acuicola, dado que la nocardiosis es una enfermedad dificil de controlar debido a su naturaleza
cronica y a la capacidad de las bacterias para persistir en el sistema inmunologico de los peces.
Este patdgeno, junto con las otras bacterias identificadas, resalta la complejidad de las infecciones
bacterianas en tilapia y la importancia de adoptar medidas de vigilancia sanitaria mas rigurosas
para mitigar su impacto en la produccion acuicola.

Los datos también sugieren que las diferencias en la diversidad microbiana observadas entre las
diferentes granjas pueden estar asociadas a factores ambientales especificos de cada region, como
la calidad del agua y las practicas de manejo. Esto sugiere que mejorar estas condiciones podria

reducir la susceptibilidad de los peces a infecciones bacterianas cronicas.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral han permitido avanzar en el conocimiento
sobre las enfermedades granulomatosas en la acuacultura de tilapia en México. A través del uso de
técnicas avanzadas de secuenciaciébn metagendmica, se ha logrado identificar una diversidad
inesperada de microorganismos asociados con lesiones granulomatosas, subrayando la
complejidad microbiana que subyace a estas infecciones.

La identificacion de E. anguillarum, N. asteroides y S. agalactiae como patégenos involucrados
en la formacion de granulomas en tilapia, constituye un hallazgo relevante, ya que estos no habian
sido previamente asociados con tales infecciones en la acuacultura mexicana. Ademas, se
comprobd la capacidad patégena de estas bacterias mediante un reto experimental, provocando la
muerte de los organismos y recuperando e identificindolas de nuevo en 6rganos blanco Este
descubrimiento no solo resalta la importancia de una vigilancia sanitaria mas rigurosa en las granjas
acuicolas, sino que subraya la necesidad de desarrollar estrategias de manejo mas eficaces para
prevenir la propagacion de estas infecciones.

Ademas, los estudios sobre la microbiota asociada a las lesiones granulomatosas han revelado que
estas estructuras pueden albergar una comunidad microbiana diversa, lo que sugiere la posibilidad
de interacciones complejas entre los patdgenos primarios y otras bacterias presentes en el entorno.
Este hallazgo abre nuevas lineas de investigacion sobre el papel de la microbiota en la patogénesis
de las enfermedades granulomatosas y su impacto en la salud de los peces. La implementacion de
técnicas metagendémicas en la vigilancia sanitaria de granjas acuicolas se perfila como una
herramienta indispensable para la identificacion temprana de patégenos y la prevencion de brotes
de enfermedades, lo que en ultima instancia contribuird a la sostenibilidad y competitividad de la

industria acuicola en México.
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8. RECOMENDACIONES

Continuar con los muestreos en las diferentes granjas acuicolas del pais en busqueda de la
presencia de tilapias con lesiones granulomatosas.
Seguir con estudios metagendmicos para conocer las poblaciones que interactiian dentro de las
lesiones granulomatosas, asi como la comparativa de las poblaciones en estdbmago e intestino.
Utilizar distintas concentraciones de infeccion, asi como diferentes tallas de tilapia con el fin de
conocer el proceso de infeccion en distintas etapas bioldgicas de tilapia.
Ampliar los medios de cultivo y pruebas bacterioldgicas para los distintos aislados bacterianos y

asi aumentar la informacion fenotipica disponible.
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