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RESUMEN 

RESUMEN 

La importación y exportación de gran cantidad de peces de especies exóticas en 

el mercado internacional, ha provocado también la movilización de la flora 

bacteriana que portan estos individuos, microorganismos cuya relación etiológica 

con su hospedero aún es desconocida, misma que al ingresar a granjas acuícolas 

con condiciones ambientales, sanitarias y de producción diferentes a las nativas, 

pueden llegar a variar su capacidad infecciosa y provocar graves pérdidas en los 

cultivos al manifestar su virulencia. El uso desmedido de antibióticos como 

estrategia de control y prevención de estas infecciones ha generado la presencia 

de plásmidos-R, atribuyendo resistencia a antibióticos a las bacterias 

ictiopatógenas, muchas de ellas de riesgo también para el humano. La 

determinación de factores de patogenicidad como la virulencia, entre otros, se ha 

relacionado con plásmidos a partir de estudios pioneros en Vibrio anguiflarum. En 

granjas acuicolas del estado de Morelos, cuya principal actividad es el cultivo de 

peces de la especie Carass;us auratus, se han aislado sistemáticamente 

bacterias de dudosa identificación como Aeromonas hydrophifa y Vibrio fluvialis; 

esta última hasta el momento no se ha reconocido como patógena de organismos 

acuáticos. En el presente estudio después de efectuar la prospección sanitaria en 

cinco granjas aculcolas del Estado de Morelos, se identificó, con ayuda del API-

20E, API-20NE, pruebas bioquimicas complementarias y peR, además de las 

bacterias ya mencionadas, también se aisló Vibrio fumissH, bacteria que hasta el 

momento igualmente es desconocida como patógeno de organismos acuáticos. 

Se estableció 10 4.5 ufclmL como la D50L de ambas especies de Vibrio, igualmente 

se definió el slndrome dermomionecrosis ulcerativa con septicemia aguda como el 

cuadro clínico provocado por ambas especies, por lo cual se les definió como 

patógenos sumamente agresivos de alto riesgo para el cultivo de organismos 

acuáticos, cumpliéndose los cinco postulados de Koch. Se comprobó la necesidad 

de estas dos especies de un hospedero vivo para poder trasmitir la infección. Las 

tres especies estudiadas fueron portadoras de plásmidos-R con pesos 
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moleculares de intervalos de 25.7 pb hasta 6.6 pb, con resistencia a los siguientes 

antibióticos: cefalotina, telraciclina, nitrofurantoina, ampicilina, carbacilina y 

kanamicina . Las bacterias estudiadas no presentaron capacidad de transmitir los 

plásmidos por conjugación a bacterias receptoras de Eseheriehia eoli. Después de 

someter las cepas Aeromonas hydrophila, Vibrio nuvialis y V. fumissii, silvestre y 

de colección, con capacidad de a-hemólisis y con resistencia a antibióticos, al 

proceso de curación de plásmidos con naranja de acridina, se comprobó la 

relación de estas caracterlsticas con la presencia de plásmidos, ya que estas 

bacterias perdieron la capacidad de hemólisis y se volvieron sensibles a los 

antibióticos utilizados. 
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ABSTRACT 

Import and export of greater amounls of exotic species of fi sh from intemational markets 

such as Singapore, Malaysia, Thailand, Honk Kong and Japan have brought about, as well, 

the mobilization of the bacterial flora that these microorganisms carry along and whose 

etiological relation with its host is sti ll unknown. AIso, as they enler the aquatic fanns with 

environmental, s anitary and p roduction e onditions d ifferent from t heir n ative e onditions, 

their i nfecting eapaeity can vary a nd e ause s evere loses in t he fanning as t hey m anifest 

their virulence. The unregulated use of antibiotics as control and prevention strategies of 

these infections has generated the presence of plasmid-R, providing the bacteria with 

ietiopathogenic ri sk resistanee to antibioties, many ofwhieh are also a risk for humans. The 

determination of pathogenie [aetors as virulenec, among other, has becn rclated to plasmid 

from pioneer research in Vibrio anguillarum . In aquatic fanns in Morelos, whose main 

activity is the production of fish Carassius auralus, bacteria from doubtful identification 

such as a Aeromonas hydrophjfa and Vibrio jluvialis have been isolated systematically; 

although this bacteria has nol been recognized as pathogen of aquatic organisms to date. In 

the current research, after making the sani tary prospecting in five aquatic fanns in Morelos, 

besides the already mentionated bacteria, Vibrio furnissii was isolated and identified by 

means of API-20E and API-20NE techniques, complernent identification tests and PCR 

technique, such bacteria is to tbis time unknown as pathogen of aquatic organisms. 104
.
5 

cfu/rnL was established as L50D of both Vibrio species, likewise, the focal 

dermomyonecrosis ulcerative acute conceptive syndrome was defined as the c1inical 

diagnostic caused by both species; therefore, they were defined as highly aggressive 

pathogens of bigh risk for the cultivation of aquatic organisms, fulfilling the postulates by 

Koch. The necessity of those two species in lodging in order to transmit the infection was 

proved. The tbree species studied contained R-plasmids with molecular weigths ranging 

from 25.7 to 6.6. bp, with resistanee to the following antibiotics: cephalothin, tetracycline, 

nitrofurantoin, ampicillin and kanarnyein. No one ofthe plasmid were able to transfer to 

111 
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Escherichia coli and no incompatibility group could be detennined. After putting through 

the strains of AeromolJas hydrophila, Vibrio fluvialis and Vibrio funzissii, both, wild and 

collection strain with haemol itic capacity and resistance la antibiotics, to the plasmids 

curing process with acridine orange, the relationship of the virulence of these strains was 

proved, it was assumed as the capacity to hemolyse blood, with the presence of plasmid, 

when obtaining negative grownth from the slrains while were seeded on blood agar plales 

and the antibiotics susccptibility test. 

IV 
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INTRODUCCiÓN 

La acuicultura en México tradicionalmente ha hecho uso de estrategias de cultivo 

de organismos vivos para la obtención de proteína de origen animal, para 

consumo humano, desarrollándose como consecuencia fuentes de trabajo para 

las poblaciones rurales aledañas por medio de la pesca de subsistencia (Barnabé, 

1991). Sin embargo, durante la última década estas comunidades rurales han 

cambiado al cultivo de especies exóticas, improvisando, en el mejor de los casos, 

estanques de concreto o bien implementándolos excavando un hoyo en el suelo. 

Una de éstas especies exóticas es el pez Carassius auralus (Linnaeus, 1758). 

mejor conocido como pez dorado, de origen oriental, que por su belleza se ha 

constitutido en una de las especies de mayor demanda comercial tanto en Europa 

como en México (Milis y Beber, 1995). 

La movilización de especies exóticas desde zonas como Singapur, Tailandia, 

Hong-Kong, Japón y Malasia (Barnabé, 1991) conlleva obligada mente a la 

movilización de la carga bacteriana de estos peces, misma que al cambiar las 

condiciones ambientales y de producción e ingresar al tipo de granjas acuicolas 

rurales en condiciones sanitarias y de producción diferentes a las nativas, llega a 

variar su virulencia manifestándose enfermedades infecciosas (Negrete y Romero, 

1999). 

La introducción al país de especies exóticas lleva como consecuencia al 

incremento significativo de la diversidad de microorganismos patógenos en el 

ambiente, razón por la cual se han aislando, sistemáticamente de muestras de 

riñón de peces entennos de C. auratus, bacterias de identificación dudosa con los 

sistemas de identificación bacteriana tradicional (Kinkelin el al., 1985), cuya 

relación etiológica con su hospedero se desconoce y por lo tanto también su 

efecto sobre los sistemas aculcolas del pals, sobre todo en granjas que como las 
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mencionadas carecen de condiciones s anitarias adecuadas ( Negrete y Romero, 

1998a). 

El acuicultor al detectar signos de infección en su producción y tratando de 

resolver el problema, ad ministra de manera indiscriminada antibióticos y otros 

qulmicos que seleccionan bacterias portadoras de plásmidos (Davis y Hayasaka, 

1983; Hasting y Me Kay, 1987; Madigan, el al., 2000) fenómeno que lleva 

connotaciones graves en el ámbito de la salud pública. dado que estas bacterias 

son patógenas de especies que son manejadas por el humano, ya sea en el 

proceso de producción o como mascota. 

Aunque los plásmidos no portan genes necesarios para el huésped, pueden 

ejercer profunda influencia en el fenotipo celular, llegando a codificar propiedades 

para la bacteria que los porta. La principal caracteristica que determina la 

patogenicidad o vi rulencia de microorganismos es su habilidad de anclaje y 

colonización de sitios especlficos del hospedero y la producción de sustancias 

tales como toxinas, enzimas y otras moléculas que inducen daño a éste. En 

algunas bacterias patógenas estas caracterlsticas están codificadas por 

plásmidos. La hemolisina es una protelna extracelular considerada como factor de 

virulencia producido por patógenos que contribuyen al establecimiento y 

mantenimiento de infecciones por acción sobre la membrana citoplasmática del 

huesped al lisar los eritrocitos. La virulencia de algunas bacterias ictiopatógenas 

ha sido relacionada con diferentes caracterlsticas bioqulmicas (Toranzo y B a~a, 

1993). En Vibrio anguiflarum se ha demostrado que la virulencia está relacionada 

con la presencia de plásmidos (Crasa el al., 1987 y 1988). 

El presente trabajo pretende e studiar de lonma integral los problemas de orden 

sanitario que se generan en el proceso la producción intensiva de organismos 

acuáticos, desarrollando estrategias metodológicas para el estudio de bacterias 

2 
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patógenas de alto riesgo para el cultivo de organismos acuáticos de importancia 

biológica, comercial y económica. 

3 
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Las investigaciones efectuadas durante los pasados siglos, demostraron que una 

gran cantidad de enfermedades, tanto del humano como de animales y plantas, 

resultan del ingreso al cuerpo de ciertos agentes invisibles para el ojo humano 

pero capaces de ser vistos con la ayuda del microscopio. 

Estas enfermedades infecciosas ocurren esporádicamente e infectan a un gran 

número de individuos, constituyéndose en epidemias o epizootias. Muchas de 

estas enfermedades tienen trascendencia nacional, internacional e inclusive hasta 

mundial, ya que han causado a la humanidad graves, dolorosas y cuantiosas 

pérdidas (Tortora el al. ,1997). 

Antiguamente se designaba la palabra peste para referirse a cualquier enfenmedad 

epidémica independientemente de sus slntomas o naturaleza. Sin embargo, hasta 

hace relativamente poco, las causas de estas enfermedades eran desconocidas 

para el ser humano. La asociación del microorganismo concreto como agente 

causal de la infección especifica, esto es la teoría microbiana de las enfenmedades 

infecciosas, debla pasar por el cumplimiento de una sucesión de eventos 

históricos- científicos para poder ser aceptada y comprobada experimentalmente. 

Esta larga cadena de eventos tiene como primer antecedente el pensamiento 

mágico del hombre primitivo, cuyas ideas de causalidad están fuertemente 

conectadas con fuerzas sobrenaturales. 

Posteriormente la teorla del Contagium, que contiene los orígenes a la explicación 

de que las enfermedades pueden comunicarse por contacto, se remonta a la 

costumbre de los antiguos egipcios y hebreos. En la Biblia se encuentran 

referencias a enfermedades contagiosas. De este modo, por ejemplo, las 

regulaciones Mosaicas para la lepra, as! como su diagnóstico y control, son 

4 



MARCO TEÓRICO 

minuciosamente descritas en Leviticus (cap. XII y X IV). La leyera extensiva en 

cuanto a la forma de proceder con el leproso y las posesiones directas del 

enfermo: la casa, ropas, muebles y alrededores (Yeast, 1819; Marxs, 1824; 

Berheim, 1877). 

Muchas de estas ideas de transmisión por contagio de enfermedades se fueron 

perdiendo durante el periodo de los griegos y romanos, la mayoría de los 

estudiosos del tema coinciden en que en el Tratado Hipocrático no existe 

referencia al Contagio, sin embargo, gran número de escritores de la época entre 

ellos principalmente poetas, hacen alguna alusión a la naturaleza del ecntagio. 

Esta teoría sobrenatural del a e nfermedad, perduró por m uchos s iglos pero fue 

gradualmente desplazada por la idea de que la peste es originada de una forma 

natural, especialmente como fenómenos cosmo-telúrico, tales como terremotos, 

eclipses, cometas, y demás manifestaciones atmosféricas y particularmente por 

contaminación con los miasmas. Los cambios del aire, como resultado de los 

ciclos estacionarios o climáticos, fue el fundamento favorito de la Doctrina 

Patológica de Hipócrates. Justamente, asl como el calor, el frío, lo seco, lo 

húmedo, se suceden a lo largo del a~o, explicaban que en el cuerpo humano se 

sucedlan cambios análogos que influlan sobre las enfermedades de la época. 

En el mismo tratado Hipocrático sobre los humores, el aire es registrado como la 

causa de las enfermedades y expone que cuando el aire es infectado con 

miasmas, los cuales son hostiles, hacen que la gente llegue a enfermarse. 

Aunque fueron muchas y muy importantes las aportaciones al conocimiento de 

gran variedad de enfermedades contagiosas efectuadas por los médicos del 

mundo Árabe y Oriental, no se lograron avances más allá de las doctrinas 

etiológicas hipocráticas (Bulloch, 1938). 

5 
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Durante la Edad Media sobrevinieron gran cantidad de epidemias y epizootias que 

proporcionaron la oportunidad de reflexionar sobre la doctrina de la infección y 

contagio, asi Jacobo da Forti y posteriormente Alessandro Benedetli fueron los 

primeros en aplicar la teoría del Contagio en sus tratados sobre las plagas. Este 

último n o s ólo sostuvo que I as enfermedades pueden contagiarse por c ontaclo, 

sino que también afirmó que el principio mórbido es embebido y retenido en los 

objetos usados por el enfermo (Omadei, 1822). 

Los siguientes avances al conocimiento del contagio o de las infecciones los da 

Giorolamo Fracastoro, quien en su primer libro sobre la Teoría del Contagio lo 

definió como una infección que pasa de un individuo a otro. Plantea tres tipos de 

contagio: 1) Contagio por contacto solamente; 2) Contagio por fomites (ropa, 

cosas de madera u otro género, las cuales por si mismas no están corruptas pero 

que p reservan el germen original del contagio y dan lugar a transferirlo a otros 

objetos) y 3) Contagio a distancia, en esta categoria incluye enfermedades que 

pueden ser contraídas a distancia, tales como la peste, la tisis y exantemas, no 

todas son contagiosas a distancia pero todas son comunicables por contacto. 

Fracastoro trató de probar la esencia del contagio y habla del · Seminaria de la 

Enfermedad·, lo cual puede ser entendido como la ·Semilla· o ·Germen· de la 

enfermedad, entendiendo este concepto como exhalación, argumentó que el aire 

es apto para trasmitir el contagio porque fácilmente capta la infección (Singer, 

1792). 

Estas especulaciones teóricas que sugieren la existencia de "Semillas o 

Gérmenes" de las enfermedades, encabezaron el establecimiento de la doctrina 

del contagium animatum, la cual recibió posteriormente bases objetivas que 

provienen del descubrimiento del microscopio a principios del siglo XVII, hecho 

que se atribuye a Comelius Drebell y a Hans Zaccharia Janssen y de su 

demostración como herramienta de gran utilidad práctica, efectuada a través de 
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los descubrimientos de Antonio Van Leeuwenhoek. Robert Hooke. Luis Joblot. 

Benjamfn Marten y Athanasius Kircher, referentes a principios vivientes 

constituidos por muy finos, pequeños e imperceptibles cuerpos con movimiento 

propio (Bulloch. 1938). 

A pesar de todos los avances efectuados y la larga lista de aportaciones en el área 

del desarrollo del conocimiento del mundo microscópico, la demostración práctica 

de la relación entre los microorganismos y la enfermedad. no se podla llevar a su 

comprobación. Las doctrinas sobre las infecciones y enfermedades contagiosas 

eran nebulosas e inexactas. La idea de la especificidad de las enfermedades no 

existe aún hasta avanzado el siglo XVII. aunque si bien Thomas Sydenham 

reconoce claramente que hay diferentes enfenmedades con slntomas y 

propiedades particulares, no las atribuye a una causa específica. 

No fue sino hasta después de una serie de estudios detallados sobre anatomia 

patológica. que Bretonneau de Tours propone la Doctrina de la Especificidad 

Etiológica. manifestando que "el principio que genera enfermedad puede atacar en 

varios cuerpos y conservar sus propiedades tanto tiempo como le sea posible 

ejercer sus efectos deletéreos si este se introduce en un nuevo sujeto susceptible. 

Sin embargo. nunca intentó conectar el agente productivo de infección con los 

animálculos microscópicos (Coquerelle. 1869: Rolleston. 1924). 

El hecho de relacionar a los "animálculos" con el contagio correspondió a Enrico 

Acerbi, quien postuló con base en sus estudios sobre la fiebre tifoidea la existencia 

de parásitos que tienen la capacidad de entrar al cuerpo. multiplicarse y provocar 

la enfenmedad (Acerbi. 1822). 

La demostración experimental. en el área de la Botánica. correspondió a Antonio 

Bassi en 1835. quien es reconocido como el fundador de la doctrina de los 

microorganismos patógenos de origen vegetal. Después de sucesivos 
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experimentos y metódicas observaciones de las enfermedades en el cultivo del 

gusano de seda, llegó a la conclusión de que el agente de la enfermedad era un 

hongo criptogámico de carácter parasltico. Sassi continuó desarrollando su 

doctrina del contagio por parásitos vivos en otras enfermedades como la viruela, 

tifo, sífilis, gangrena, cólera y pelagra; escribió sobre germicidas como el alcohol, 

el calor, ácidos, cloro y azufre; planteó el aislamiento de los enfermos de cólera y 

la desinfección de sus ropas y excretas. Por todo esto es considerado precursor 

de Schwann, Pasteur y Koch (Vittadini, 1852; Sulloch, 1938). 

El siglo XIX se caracterizó por una gran cantidad de observaciones, sobre todo en 

el área médica, destacando el tratado de Palhologische Unlersuchugen de Henle, 

en donde se postuló teóricamente la hipótesis que "el material del contagio no es 

solamente orgánico, es viviente también, está dotado de vida individual, se ubica 

en el cuerpo enfermo y en relación con la presencia de un organismo parásito." 

Consideró tres tipos de enfermedades epidémicas: 1) las miasmáticas, 2) las 

miasmáticas contagiosas; enfermedades tales como lepra, e influenza, y 3) las 

contagiosas; enfermedades como slfilis y rabia. Estableció el concepto de contagio 

como un tipo de miasmas en la segunda generación, entendido como el miasma 

que pasó su prímer desarrollo en el cuerpo humano, es eliminado y comunicado al 

organismo sano igualmente por la atmósfera o por contacto, dando a entender que 

las descargas que provienen del cuerpo contienen las materias de infección. 

Henle, argumentó que el contagio debe de ser vivíente; • .... .. . el pus de viruela es 

pus más el contagio de viruela, hay un sladium lalenlis en el cual el contagio está 

incrementándose". Postuló, también, que al existír diferentes enfermedades 

miasma-contagiosas, debe haber diferencias especificas en el agente contagioso, 

el cual en todos los casos es viviente, pero que aunque se había encontrado el 

agente en una enfermedad, esto pudo ser meramente accidental y no haber 

relación causal con la enfermedad. Emitió que para poder determinar lo 

anteriormente propuesto, el agente constantemente encontrado, debe ser aislado 

y probar que estos aislamientos producen enfermedad, Este constante 
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aislamiento-comprobación de los aislamientos, es la ineludible base sobre las 

cuales todos los subsecuentes trabajos sobre patogenicidad bacteriana se han 

construido, las declaraciones de Henle contienen los elementos para los 

postulados de Koch (Fildes y Mclntosh, 1920). 

Es hasta mediados del siglo pasado cuando los ténminos de contagio e infección 

llegaron a ser considerados semejantes. En un principio se consideraron procesos 

diferentes, aunque, esta diferencia no se habla establecido. Para la mayoria de los 

investigadores de la época el término infección fue asumido como la comunicación 

de la enfennedad del individuo enfermo hacia el sano, a través de un miasma 

mórbido o exhalación difundida por el aire, mientras que contagio lo fue como la 

transmisión por mediación del contacto. Actualmente, el ténmino infección ha 

suplantado al término contagio (Bulloch, 1938). 

Las grandes pandemias de cólera, registradas tanto en Asia como en Europa, 

durante mediados del siglo XIX (1846-1875) proporcionaron los eventos para 

fundamentar las observaciones que llevaron a diferentes investigadores al 

establecimiento final de la teoria del Contagium animatum. 

Las observaciones al microscopio de Brittan, Swayne y Budd (1849), éste último 

en muestras de agua para beber de las zonas de cólera, registraron la presencia 

de ·cuerpos anulares"; mientras Pouchet en el mismo año reporta una inmensa 

cantidad de "animálculos" en muestras de contenedores de agua no potable, 

identificándolo como Vibrio regula de Müller, pero ninguno logró establecer alguna 

relación causal con la infección de cólera. 

Después de sucesivas epidemias de cólera, John Snow (1849), demostró, por 

primera vez, la naturaleza del agua en estas epidemias y encabezó las 

afinnaciones acerca de que esta infección se inicia con el proceso alimentario y 

que el agua podria ser su vehículo, ideas que no fueron recibidas con entusiasmo. 
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No fue sino hasta la epidemia de cólera de agosto de 1854, en donde Snow trazó 

el origen de la misma a partir de un depósito de agua en donde encontró las 

evidencias de contaminación con materia orgánica. 

Durante etapas tempranas de la microbiologla, 1880, algunos prominentes 

microbiólogos dirigieron su atención al mar aplicando los métodos desarrollados 

para la microbiología de ambientes terrestres, improvisándolos intempestivamente 

a ambientes de agua salada. Los nuevos métodos se empezaron a poner en 

práctica a partir de 1950 (Umbreit, 1976). 

Aunque la expedición del Challenger (1873-1876), se puede considerar como el 

punto de partida para establecer las bases para el estudio cientlfico de la 

oceanografía, el estudio de los microorganismos marinos se inició hasta 1860-

1875 con los trabajos pioneros de Certes, Regard Rusell y Fischer sobre la 

demostración de que las bacterias, levaduras y hongos pueden ser encontrados 

en partes de los océanos contaminados directamente por la tierra. A pesar de las 

ideas prevalecientes h asta ese momento respetando los flujos abiogénicos y la 

naturaleza no microbiológica del mar, se sentaron las bases para los actuales 

estudios (Litchfield, 1976). 

Giaxa, entre otros, se constituirá en el pionero de la bacteriologla de organismos 

acuáticos al iniciar estudios del análisis bacteriológico en agua y organismos 

acuáticos. Trabajos posteriores sobre microbiología acuática, entre los años de 

1880 y 1890, describieron los primeros métodos de purificación y análisis de agua 

en organismos acuáticos destacando las contribuciones de Certes en1 824 sobre 

el estudio de las esquizogregarinas como parásitos de tunicados, anélidos 

artrópodos y moluscos marinos (Litchfield, 1976); Emmerich y Weibel (1894), en 

Europa, inician la descripción de infecciones de origen bacteriano, como la 

fUNnculosis en peces. Zobell (1934), amplia sus aportaciones, dentro de la 
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microbiologia acuática, al estudio de organismos patógenos de peces de vida 

libre. 

En esta etapa incipiente de la micropatología, las infecciones en organismos 

acuáticos cultivados no eran consideradas de mayor importancia, mucho menos 

las de organismos de vida libre. 

Con el avance en el desarrollo de la acuicultura, con fines deportivos o 

reproductivos de especies comestibles o de ornato, el confinamiento de un gran 

número de organismos acuáticos en espacios limitados de agua, tales como 

estanques, canales y jaulas, ha incrementado la manifestación de enfermedades 

de diversa índole en organismos acuáticos cultivados, ocasionando mortalidades 

de magnitud variable que dependiendo del agente causal las perdidas pueden 

llegar a ser hasta del 100% de la producción, cambiando completamente el 

panorama del desarrollo del estudio de las causas, diagnóstico, control y 

prevención de las infecciones de organismos acuáticos, tanto para cultivo como de 

vida libre. Este cambio que se aprecia durante el desarrollo de la ciencia del siglo 

XX, durante el cual se registraron 348 artlculos publicados en revistas 

especializadas (Bacteri%gica/ Review y Bi%gical Abstracts), 93 diferentes 

especies den uevos patógenos dei nterés i ctiopatogénico de los cuales: 66 son 

diferentes especies de bacterias, entre ellas Vibrio anguillarum, Vibrio 

parahaemoly/icus y Aeromonas sa/monicida fueron las más estudiadas, sobre todo 

en las tres últimas décadas del siglo, debido a los graves daños que ocasionan 

estas en los cultivos; once especies de hongos, sobre todo de los géneros Achlya 

y Sapro/egnia y cuatro especies de Protozooarios: Chylodonella, /chthyosporidium 

Myxosoma squamata y Myxosporidium sp, igualmente patógenos de organismos 

acuáticos. 

El estudio de los diferentes patógenos de organismos acuáticos, logra 

nuevamente desarrollo paralelo a la tecnologla de la microscopia, ya que no es 
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sino hasta la década de los ochenta en que se inicia el registro de los virus como 

patógenos de organismos acuáticos, sobre todo en crustáceos, detectándose 

hasta 13 nuevas especies. Asl también, es importante el registro de la presencia 

de plásmidos en patógenos de peces, hecho que indica la contaminación por 

antibióticos, por el control químico de las enfermedades, en etapas tempranas 

(Tablas 1 y 2). 

Tabla 1. Microorganismos patógenos de organismos acuáticos reportados de 1970 a 1991 en 
el Biologlcal Abstracts . 

Especies 
BACTERIAS 
Aerobacler 
Aeinelobacter ca/coacetinas 

Aehromobaeler ínhodermis 
Aeromonas safmonicida 

Aeromonas aerogenes 

Aeromonas sobria 

Aeromonas masoucida 
Aeomonas achromogenes 
Aflomyces arbuseufa 
AJcafigenes sp 
Aeromonas piscícola 

20 

Baeillus sa/monicida 3 
Baeterium salmonicida 

Baclerium cyprimidae 1 
Baclerium coli 3 
Baclerium lyphosa 1 
Bacterias (no se Indica sp) 

Brevibacterium 
Cítrobacler freundii 
Cytophaga sp. 
Chonrodiscocus columnaris 
Enterococcus sp 

Escherichia coli 
Edwarsielfa icta/uri 
Exophilia pisciphila 
flavobacterium fuscum 
Flexibacler columnaris 
Flavobacterium freundil 
K1ebsieJla sp 

1 

Número de Publicaciones por Década 

30 

1 
1 

1 

1 

40 

3 

12 

50 

1 

1 
1 

4 

1 

1 

1 

60 

2 

2 
3 

1 

9 
2 

2 

1 

70 

3 

1 
3 

1 

80 

1 
5 

3 

1 
6 

2 
1 
3 

90 

10 
5 
1 
1 
1 

4 

1 
1 
1 

Totales 

3 
1 
4 
14 
11 
1 
1 
1 
3 
2 
1 
6 
1 
1 
3 
1 
28 
2 
1 
3 
1 
1 
4 
7 
1 
1 
3 
3 
3 
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Micrococcus roseaus 2 2 5 
Mycobacterium marinum 2 3 
Mycobacterium plaYP08cilis 

Mycobacterium piscium 

Mycobacterium neoaurum 2 
Osphronema guramy 1 1 
Pasterurella piscicola 3 3 
Pseudomonas ffuorescens 1 1 1 3 7 
Pseudomonas vulgan·s 2 2 2 4 
Pseudomonas punctata 1 2 4 
Pseudomonas aerogenoides 1 1 
Pseudomonas anguilliseptica 4 4 
Pleisomonas shige/loides 1 1 1 
Proteus vulgaris 1 2 3 
Reninbacterium salmoninarum 1 4 5 
Rhodococcus 1 1 
Salmonella 1 1 1 1 4 
Shigella sp 1 1 1 3 
Serratia liquefaciens 1 
Stafyiococcus 1 1 
streptococcus 1 1 1 3 
Vibrio sp 1 3 4 9 
Vibrio anguillarum 6 13 10 29 
Vibrio parahaemolyticus 3 4 7 
Vibrio aqualitis 1 1 2 
Vibrio desulfuricarus 1 1 
Vibrio harvey 1 
Vibrio splendidus 1 1 
Vibrio alginolyticus 2 2 
Vibrio ffuvialis 4 4 
Vibrio damsela 1 1 
Vibrio cholerae 1 1 2 
Vibrio ordalii 1 1 
Vibrio salmonicida 2 2 4 
Yersinia sp. 3 3 
Yersinia ruckeri 1 4 5 
No de articulos 15 6 3 24 35 27 61 77 250 
No de especie reportadas 11 8 1 18 17 17 25 31 66 
HONGOS 
Achyla sp. 1 1 1 12 15 30 
Aphanomyces he/icolda/es 1 2 
Dictyuchus serile 1 1 
Oomycetes 1 1 
Phycomycete 1 1 
Saprolegnia chinensis 1 1 
Saprolegnfa parasitica 3 3 1 1 1 9 
Sapro/egnia diclina 1 1 2 
Oidium sp 1 1 2 
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Dermaticeae 1 1 
Entomoe.htoraceae 1 1 2 
No de articulos 3 6 4 1 4 12 19 3 52 
No de ese.ecies reportadas 3 4 2 4 4 1 5 1 11 
VIRUS 
C.C. V. (enfermedad viral del pez gato) 3 3 
CS. V.(Viremia primaveral de la carpa) 2 2 
Herpevirus 1 
Herpevirus salmonis 1 2 3 
I.N.P.(Necrosis pancreática viral) 1 4 5 
I.H.N. V.(Necrosis hematopoyética viral) 5 3 6 
,. S. H. V.(Septicemia hemorágica viral) 2 2 4 
' .H. V.(Jnfección hematopoyética 
viral) 2 1 3 
Rabdovirus 1 1 
Piconavirus 1 1 2 
PlásmkJos 1 1 2 
Virus 9 1 3 13 
Número de artlculos 10 11 6 12 
Número de ese.ecies 20 20 17 47 
PROTOZOOARIOS 

ChylodoneJla 1 1 
Ichthyosporidium 1 2 3 
Myxosoma squamala 1 1 2 4 
Ml,xosporidium se. 1 1 

Número de artlcu/os 1 3 1 1 3 9 
Número de eSe!!,cie 1 1 1 1 2 4 
Total de articulas 19 17 348 
Total de especies 19 17 4 25 40 43 103 97 93 

Tabla 2. Microorganismos patógenos de organismos acuáticos, reportados de 1980 a 1990 
en el Bacterlologlcal Revlew. 

Décadas 
80 90 Totales 

Especies 
BACTERIAS 
Acinetobacter sp 2 2 
Aeromonas hydrophlla 5 4 9 
Aeromonas safmonickJa 29 17 46 
Aeromonas puncatata 2 2 2 
Aeromonas cav;ae 1 1 
Aeromonas sobria 2 1 3 
Bacterias (no determinan especie) 13 13 
Edwarsiella sp 2 2 
Enlerobaclerias 1 1 
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Escherichia coffi 

FJexibacter sp 

FJexibacter coJumnaris 

Gram (-) 
KJebsiel/a sp 

Mycobacterium 

Peaslerurefla 

Pseudomonas 

Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas fluorescens 

Reninbacterium 

SalmoneJla 

Staphlococcus 

Vibrio sp 

Vibrio angiJ/arum 

Vibrio alginolyticus 

Vibrio sa/monicida 

Vibrio vulnificus 

Vibrio parahaemolyticus 

Yersinia ruckeri 

HONGOS 
Actinomycetos 

VIRUS 
Virus ( no especificados) 
Número de artlculos 
Número de especies 

1 

1 
2 

3 
1 
1 
1 
1 
1 
15 
4 
1 
2 
1 
14 
3 

1 

1 

1 

1 

2 

4 

3 

110 39 
27 12 

1 
1 
1 
2 

1 
3 
1 
1 
3 
1 
1 

15 
8 
1 
5 
1 
14 
3 

1 

1 
149 
31 
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También se incrementa el estudio de diferentes especies de organismos 

acuáticos, señalando las especies de mayor interés ya sea económico o científico 

reportadas durante las dos últimas décadas en esos momentos, registrándose 

enfenmedades infecciosas en 49 especies diferentes. En peces los Cyprinidos y 

Salmónidos muestran mayor interés, siguiendo los reptiles y anfibios en diferentes 

estadios de desarrollo (Tablas 3). 

Inicialmente las enfermedades que se reportaron fueron diferentes tipos de 

micosis, enteritis y bacteriosis, siendo la más común la furunculosis. 
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Tabla 3. Organismos acuáticos hospederos de microorganismos patógenos. 

Bacteriological 
Es~ec le s hoseederas Review Totales 
Ascidias 1 
Anfibios 2 2 
Anemia salina 1 
Anguiffa japonica 3 4 
Brevona tyrannus 1 1 
Carassius auratus 6 1 7 
Clupia harengues 2 
Cyprinus carpio 14 21 35 
Carassius monodon 1 1 
Ctenopharyngodon idella 1 2 
Calta calta 1 1 
Cirrhinus migafa 1 1 
Gadus momua 2 2 4 
Holoturias 1 1 
Huevos 3 3 
fctafurus punctatus 8 9 17 
Lacena ajilis 1 1 
LabeJo rohíta 1 1 
Misgrus unguillicaudatum 1 1 
Morone misanipiensis 1 1 
Mercenaria mercenaria y Ostrea gigas 6 6 
Ostrea gigas 
OphicephaJus punctata 1 1 
Oncarhyncus myldss 8 1 9 
Oncarhyncus masou 4 1 5 
Oncorhyncus keta 5 2 7 
Oncamyncus kitsuch 4 4 
Osphronemus guramy 1 1 
Perca flwiatilis 1 1 
Peces (no especifICa) 50 4 54 
Pleorogrammus monopterigius 4 4 
Pfecoglosus aftivelis 1 
Pseudopfeuronectes americano 1 1 2 
PromoboJus pseudoharinges 1 1 
Penaeus monodon 3 8 11 
PJeuromichthys 1 1 
Poecillia reticuJata 2 2 
Rana pipiens 3 3 
Rutilus nutilus 1 1 
Reptiles (no se especifica) 1 2 3 
Salmo salar 12 28 40 
Salmo tutra 19 19 
Salvelinus fontinafis 7 7 
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Salmo gairdneri 

Salmo clarckii 

Stophthalmus maximus 

Stizostedion vitreum 

Tinca tinca 

Total de especies 

9 
3 
2 
1 
1 

49 

15 

15 
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24 
3 
2 
1 
1 

64 

Como se analizó anteriormente, hasta la década de los ochentas se registran los 

primeros descubrimientos de especies vlricas patógenas de peces, por tal motivo 

hasta entonces es que se inicia también el reporte de infecciones virales en 

organismos acuáticos (Tabla 4 y 5). 

El nivel de aproximación al objeto de estudio de la Micropatologla Acuática varía 

desde sus primeras fases de detección y descripción de las diferentes etiologías e 

identificación y caracterización de los diversos patógenos aislados de los 

hospederos anteriormente mencionados durante las primeras décadas del siglo 

pasado (1920-1960), hasta las fases de control químico, inmunoprotección y 

biología molecular (1970-2000). 

En los inicios del siglo XXI, el nivel de estudio de esta área del conocimiento ha 

logrado ir avanzando paralelamente al desarrollo de la tecnologla, explicando la 

Ictiopatología a nivel molecular, tanto para la caracterización de los patógenos 

como para explicar los determinantes patogénicos en estos organismos (Tablas 6 

y 7). 

Tabla 4. Enfennedades causadas por microorganismos patógenos a organismos acutiticos 
reportados en el Biological Abstracts. 

Enfennedad 
Blastomicosís 
Dermatitis 
Deformación de la cabeza 
Enfermedad púrpura 
Enteritis 
Endomicosis 

Número de publlcaclone .. por década 
20 30 40 50 60 70 80 

2 1 

1 
1 

1 

17 

90 Totales 
1 1 
2 5 

1 

1 
1 
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Eritro-dermaUtis 1 1 2 
Enfermedad de las agallas 1 1 
Encefalomielitis 1 1 
Furunculosis 3 2 2 4 7 2 8 28 
Falla de secreción de moco 1 1 
Granuloma sistemiltico 1 1 
Gastroenteritis 1 1 
Hiperplasia de las agallas 2 2 
Linfocitis ocular 1 1 
Micosis 2 2 1 1 8 
Necrosis pancreiltica 2 4 
Necrosis intestinal 1 
Necrosis hematopoyética 4 4 
Panoftalmitis 1 1 
De la Boca Roja 1 3 4 
Esferosporosis de las agallas 2 2 
Septicemia hemorrllgica 1 6 7 
Sarcoma dermal 2 2 
Olcera de la piel 1 1 
Vibriosis 2 2 

En el contexto mundial durante las tres primeras décadas del siglo XX, Alemania, 

Estados Unidos, Gran Bretaña y Canadá marcaron el liderazgo en cuanto a 

producción cientifica en el área de la micropatologla de organismos acuáticos, 

misma que durante la década de los cuarentas se suspende dramáticamente, se 

puede suponer que fue debido a la Segunda Guerra Mundial. Para 1991, la 

cantidad de articulas publicados en el ámbito intemacional será seis veces mayor, 

marcando ahora el liderazgo Estados Unidos, Japón, Canadá, Alemania y 

Noruega (Tabla 8). 

Tabla 5. Enfermedades causadas por microorganismos patógenos a organismos acuáticos 

reportados en el Bacteriological Review. 

Dermatitis 
Furunculosis 
Infecciones 
Salmonelosis 
Septicemia 

Número de publicaciones por 
década 

80 90 Tolales 
3 2 5 
16 4 20 
3 3 
3 3 
2 5 7 
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Slndrome ulcerativo 2 2 
Necrosis hematopoyética 1 1 
No especificada 1 34 34 
De la boca roja 1 1 
Vibriosis 5 5 

Tabla 6. Producción científica en el Área de Sanidad Aculcola (Biologlcal Abstracts). 

Número de publicaciones por década 
20 30 40 50 60 70 80 90 Totales 

Área de Conocimiento 
Biolog ia Molecular 3 10 13 
Control Genético 1 1 
Control Qulmico 1 2 4 6 4 6 20 
Detección y Diagnóstico 3 5 1 8 9 8 8 11 53 
Etiologla 3 3 2 2 1 1 14 
Epidemiologia 1 1 1 2 3 8 
Genética 1 2 2 5 
Histopatología 8 8 
Historia 1 1 2 
Inmunologfa 1 4 16 18 60 
Identificación y 
caracterización 5 • 8 1 3 16 
Profilaxis 1 3 • 6 3 7 25 
Sanidad 1 
Serologfa Inmunodetecci6n • 6 2 12 
Técnicas 1 1 1 1 • Taxonomfa 3 3 • 10 
Distribución y Ecologla 1 1 2 3 3 10 

Tabla 7. Producción clentlflca en el Área de Sanidad Acufcola (Bacteriologlcal Review) . 

Número de publicaciones por 
década 

80 90 Totales 
Área de Conocimiento 
Biologla Molecular • 7 11 
Control Genético 
ControlOulmico • 5 9 
Detección y Oiagnóstico 30 5 35 
Etiologla ,. 12 26 
Epidemiologla 2 2 
Distribución y EcoIogla 2 • 6 
Genética 1 1 
Histopatologia 1 3 • 
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Inmunologla 34 7 41 
Identificación y 
Caracterización 8 O 8 
Profilaxis 
Sanidad 
Serologla Inmunodetección 1 1 
Técnicas 
Taxonomla 4 3 7 

La peste bovina de 1920 en Bélgica, causada por el paso de ganado de cebú 

enfermo por Amsterdam con destino a Brasil, motivó la creación de la Oficina 

Intemacional de Epizootias (OlE) la cual por Convenio Internacional del 25 de 

enero de 1924 se le asignó la función de: ·Promover y coordinar las 

investigaciones relacionadas con la vigilancia y el control de las enfermedades 

animales en el mundo", 

Integrada por 162 paises, hasta 2002 ha establecido representaciones en las 

regiones de Asia-Pacifico, Europa Oriental y Central, Oriente Medio y América, 

ofreciendo servicios adaptados a estas regiones para reforzar la vigilancia y el 

control de las enfermedades animales en cada una de ellas (OlE, 2000). 

En México las actividades cientificas dentro de la Patologla Acuática se inician 

oficialmente en 1977 con la creación de la Oficina de Sanidad y Nutrición, 

anexándose en 1977 el área de Genética, la cual pasará sucesivos cambios hasta 

constituirse en 1992 en la Dirección General de Acuacultura perteneciente a la 

Secretaria de Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca (SEMARNAP), en la 

actualmente Secretaria de Agricultura, Ganadería, Oesarrollo Rural y Pesca 

(SAGARPA). 
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Tabla 8. Producción clentfflca por paises en el Área de Sanidad Aculcola de 1920-1999 (Biological Abstract) . 

Periodo 1920/1929 1930/1939 1940/1949 1950/1959 1960/1969 1970/1979 1980{1989 1990/1999 Totales 
Pa ls 
África 2 2 
Alemania 6 2 1 1 4 13 
Australia 1 2 
Bélgica 2 2 
Bulgaria 1 1 
Canadá 3 2 2 2 5 7 22 
Dinamarca 5 2 7 
Escocia 5 8 
Espat\a 1 1 2 4 
Estados Unidos de 
América 4 4 7 4 13 15 17 64 
Francia 1 2 1 2 4 9 
Filipinas 
Gran Bretai'ia 3 2 2 1 3 11 
Holanda 1 1 
India 2 2 
Israel 1 1 
Islandia 2 4 6 
Italia 2 1 2 1 6 
Japón 3 2 20 7 33 
Noruega 4 6 12 
Polonia 1 2 
Praga 1 
Rusia 1 1 2 2 6 
Suecia 1 
Viena 1 
Total 18 14 19 15 29 57 69 218 
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La Dirección General de Acuacultura a través de la Dirección de Control y Sanidad 

Acuicola se constituyó en la entidad gubernamental del Programa de Pesca 

responsable para elaborar las Normas Oficiales Mexicanas sobre Sanidad 

Acuícola. para reglamentar la actividad acurcola en los rubros de movi lización, 

importación y exportación de especies acuáticas; establecimiento de cuarentenas; 

calidad sanitaria del alimento para especies acuáticas y puntos criticos de control 

de manejo sanitario de las granjas acuícola. 

Las normas emitidas por la entonces Secretaría de Pesca y Secretaria de Medio 

Ambiente Recursos Naturales y Pesca son: 

(a) NORMA Oficial Mexicana NOM-010-PESC-1993, que establece los requisitos 

sanitarios para la importación de organismos acuáticos vivos en cualquiera de sus 

fases de desarrollo, destinados a la acuicultura u ornato, en el territorio nacional. 

Esta norma tiene como objeto establecer los requisitos sanitarios para organismos 

acuáticos vivos en cualquiera de sus fases de desarrollo, sujetos a importación, a 

fin de minimizar los riesgos de introducir y dispersar algún agente causal de 

enfermedades. 

(b) NORMA Oficial Mexicana NOM-011-PESC-1993, para regular la aplicación de 

cuarentenas, a efecto de prevenir la introducción y dispersión de enfermedades 

certificables y notificables, en la importación y lo movilización de organismos 

acuáticos en cualesquiera de sus fases de desarrollo, destinados a la acuicultura y 

ornato en los Estados Unidos Mexicanos. 

En los apartados 3.2 y 3.3 de la misma se define como enfermedades 

certificables: aquéllas contenidas en las regulaciones internacionales, 

principalmente las que no tienen tratamiento actual conocido o que son de muy 

dificil controlar y causan altas mortalidades, incluidas en el Apéndice C. 

Normativo. "Enfermedades Certificables de las Especies de Organismos Acuáticos 
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Vivos en cualquiera de sus Fases de Desarrollo Destinados a la Acuacultura y 

Ornato"; y como enfermedades notifica bies aquellas que son susceptibles de 

tratamiento y que no causan altas mortalidades, incluidas en el Apéndice D 

Normativo. "Enfermedades Notificables de las Especies de Organismos Acuáticos 

Vivos en cualquiera de sus Fases de Desarrollo Destinadas a la Acuacultura u 

Ornato en los Estados Unidos Mexicanos". 

Se considera como enfermedad bacteriana CERTIFICABLE a : 

Renibacterium salmoninarum agente causal de la infección sistémica que puede 

ser crónica aguda o sub-aguda. 

Dentro de las enfermedades de origen bacteriano todas ellas NOTIFICABLES se 

registran : 

ENFERMEDAD 

Aeromoniasis. 

Furunculosis. 

Septicemia. 

Vibriosis. 

Septicemia. 

Enfermedad de la boca roja (ERM). 

Columnaris, Enfermedad columnar. 

Mycobacteriosis o tuberculosis. 

Nocardiosis. 

Edwarselliosis. 

Septicemia. 

Pasteurelosis. 

Enfermedad del agua fría. 
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AGENTE CAUSAL 

Aeromonas spp 

Aeromonas salmonicida salmonicida 

Aeromonas hydrophila 

Vibrio spp 

Pseudomonas fluorescens 

Yersinia ruckeri 

Flexibacter columnaris 

Mycobacterium spp 

Nocardia spp. 

Edwarsiel/a tarda 

Edwarsiel/a ictaluri 

Pasteurel/a spp. 

Cytophaga psycrophila 
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Enfermedad del riñón grande. Lactobacillus piscicola 

(d) NORMA Oficial Mexicana NOM.030-PESC- 2000, que establece los requisitos 

para determinar la presencia de enfermedades virales de crustáceos acuáticos 

vivos, muertos, sus productos o subproductos en cualquiera presentación y 

Anemia (Anemia spp.), para su introducción al territorio nacional y movilización en 

el mismo. 

Hasta la fecha se encuentran como proyectos de Norma los siguientes: 

(a) PROYECTO de Norma Oficial Mexicana PROYECTO NOM-020-PESC-1993, 

que acredita las técnicas para la identificación de agentes patógenos causales de 

enfermedades en los organismos acuáticos vivos cultivados, silvestres y de ornato 

en México. A fin de que con base en los resultados se recomiende el tratamiento a 

ser aplicado y se expidan los certificados correspondientes. 

Para fines de estas Normas en el punto 3.14 agente causal de enfermedad son 

virus, bacterias, hongos, helmintos, protozoarios y crustáceos parásitos, metales 

pesados, plaguicidas, toxinas, alteraciones de los parámetros flsicos y qulmicos 

del agua y deficiencias, antagonismos o des balances de los ingredientes de los 

alimentos balanceados. Y en el punto 3.15 se considera enfermedad cualquier 

desviación de la estructura o función normal de los organismos e incluye aquellos 

estados que resulten de las actividades de agentes infecciosos, invasión de 

parásitos y anormalidades genéticas y ambientales inducidas. 

(b) PROYECTO de Norma Oficial Mexicana NOM-021-PESC- 1994, que regula los 

alimentos balanceados, los ingredientes para su elaboración y los productos 

alimenticios convencionales y no convencionales, utilizados en la acuicultura y el 

ornato, importados y nacionales para su comercialización y consumo en la 

República Mexicana. 
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Establece entre otros en el punto 4.6 de la misma Norma que los limites 

bacteriológicos para alimentos, sus ingredientes y alimentos no convencionales 

será de menos de 10,000 aerobios/g, sin coliformes, mientras que para harina de 

hueso deberá tener menos de 1,000 aerobios Ig y estar sin Escherichia coli . 

(e) PROYECTO de Norma Oficial Mexicana NOM-022-1994, que establece las 

regulaciones de higiene y su control, así como la aplicación del sistema de riesgos 

y control de puntos criticas en las instalaciones y procesos de las granjas acuícola . 

Tiene como objeto establecer las prácticas de higiene para la acuicultura, con la 

finalidad de prevenir y controlar los agentes causales de enfermedades en granjas 

acuicolas, que permita producir pescado inocuo de elevada calidad para el 

consumo humano. En él se exponen factores higiénicos fundamentales, desde la 

selección del emplazamiento del establecimiento de acuicultura hasta la fase final 

de la producción de organismos acuáticos cultivados, a partir de la implementación 

de Sistemas de Análisis de Riesgos y Control de Puntos Críticos en todas las 

fases del proceso. 

Un estanque de cultivo e s u n s istema con tres e ntradas al s istema: el a gua, el 

alimento tanto balanceado como vivo y los mismos organismos en cultivo en 

cualesquiera de sus fases, que desde el punto de vista de la micropatologia 

acuática, pueden incorporar también a los sistemas de cultivo microorganismos 

patógenos. 

Cuando este sistema no se encuentra en las condiciones sanitarias de manejo de 

la producción en óptimas condiciones y el equilibrio hospedador-patógeno

ambiente se altera, puede presentarse el estado de enfermedad. 
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Así entonces. para entender la relación que guardan estos tres elementos 

Snieszko (1973) propone el siguiente modelo del estado de salud-enfermedad de 

organismos acuáticos en cultivo. 

PATOGENO 

Figura 1 Modelos del balance salud-enfermedad en un sistema acuático 
(Snieszko, 1973). 

Para que se presente el estado de infección en un sistema aculcola, el hospedero 

debe ser susceptible, el huésped debe ser virulento, debe encontrarse una 

cantidad tal (D50L) que pueda inducir la infección y las condiciones ambientales 

deben de ser propicias como por ejemplo, temperatura inadecuada para el cultivo, 

mala calidad física, química y bacteriológica del agua, elevada densidad de carga, 

presencia de contaminantes y mal manejo de las instalaciones. 

Siguiendo el modelo anteriormente mencionado, se pueden presentar tres 

variantes: 1) si el patógeno y el hospedero no coinciden espacio-temporalmente la 

infección no se manifiesta; 2) aunque el hospedero y el patógeno coincidan en el 

mismo lugar. la enfermedad infecciosa puede no manifestarse. ya que las 

condiciones ambientales favorecen al hospedero, manteniéndose el cultivo en las 

condiciones optimas (oxigeno disuelto, calidad y cantidad de agua adecuadas, 
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densidad de carga de acuerdo a la especie y al tamaño del estanque, entre otras 

especificaciones) en esta situación se puede presentar el estado de portador, esto 

significa que existe la infección mas no la enfermedad, misma que puede 

manifestarse en cualquier momento en que las condiciones ambientales cambien, 

favoreciendo en esta ocasión al patógeno, o bien, el estado de salud del 

hospedero se alteren y 3) la enfermedad se presentará cuando el patógeno 

virulento junto con el hospedador, sea susceptible un ambiente desfavorable para 

el hospedero (las condiciones de manejo anteriormente mencionadas inadecuadas 

para la especie en cultivo). 

Luego e ntonces, según P iper (1992), I a e nfermedad es I a a Iteración d el estado 

normal o saludable de un organismo causando malestar, enfermedad o la muerte, 

aunque, considerando el modelo de Snieszko (1973) y en un contexto ecológico, 

enfermedad es el resultado de la interacción entre los estimulos de las 

condiciones ambientales sobre los sistemas biológicos (Michel, 1982). 

El ambiente a cuatico, en e ste caso en particular, entendiéndose por calidad de 

agua, puede afectar directamente la salud de los organismos acuáticos, resultando 

del efecto nocivo del factor flsico y qulmico y del estrés al que se somete 

directamente a éstos, o bien indirectamente cuando estos factores estimulan o 

favorecen el crecimiento de bioagresores. 

Los componentes del ambiente que tienen mayor influencia directa sobre los 

organismos acuáticos cultivados son: 

1. El oxigeno y CO2 disuelto en el agua, las sustancias nitrogenadas y la 

turbiedad. 

2. El carácter ácido o básico del agua. 

3. El contenido de calcio y magnesio en el agua. 

4. La salinidad . 
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5. Los gases disueltos. 

6. La alimentación: racionamiento y calidad tanto bromatol6gica como 

bacteriológica . 

7. Los traumatismos. 

8. La temperatura. 

9. La luz y los rayos ultravioletas. 

Todos estos parámetros están interrelacionados y su relación, asl como su buen 

manejo determinará en menor o mayor grado la susceptibil idad del sistema a las 

enfermedades y la gravedad de las mismas (Kinkelin et al., 1985). 

Los grupos de organismos que pueden causar enfermedad incluyen a los virus, 

bacterias, hongos, protozoarios, rickettias, levaduras, algas y un amplio intervalo 

de invertebrados. Todos categorizados en dos grandes grupos: patógenos y 

parásitos. En el primer grupo se incluyen a todos los microorganismos 

subcelulares y unicelulares y en el segundo gru po a los multicelulares (Piper, 

1992). 

Las bacteriosis son enfermedades particularmente temidas por los acuicultares, ya 

que raramente son especificas y pueden permanecer desapercibidas por largo 

tiempo, además de que gran cantidad de ellas son patógenos, de humanos 

también. Algunas especies ejercen su poder patógeno únicamente de forma 

secundaria, otros agentes etiológicos actúan de forma conjunta, como es el caso 

de la furunculosis, bacteriosis que se atribuye a la acción conjunta de Aeromonas 

salmonicida y Aeromonas hydrophila. 

La clasificación en su totalidad de las enfermedades bacterianas asl como los 

agentes bacterianos reconocidos como responsables, no puede ser determinados 

con precisión, ya que algunos agentes etiológicos de éstas no han sido 

identificados con exactitud y a que las descripciones clinicas, aparentemente 
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unívocas, pueden manifestar causas múltiples y a veces combinadas, otras más 

han desaparecido al comprobarse que el agente responsable correspondía a otro 

patógeno, situación que se ha presentado en casi todas las bacterias de interés 

ictiopatógeno, por los cambios efectuados por las clasificaciones bacterianas 

(Kinkelin el a/., 1985). 

De esta manera para Roberts el a/.(1993), pueden existir muchas patologias 

diferentes pero solamente hay tres respuestas tlpicas: la respuesta septicémica, la 

respuesta con dermomionecrosis focal ulcerativa y la respuesta crónica 

proliferativa, las cuales pueden presentarse simultáneamente o bien por etapas 

dependiendo del patógeno y que se describen de la siguiente forma: 

1. En la respuesta septicémica, el principal acontecimiento en estos procesos es la 

presencia de bacterias en todos los órganos del pez infectado, las lesiones 

incluyen hiperemia de capilares, petequias hemorrágicas y exoftalmia con edema 

periorbital. 

2. La respuesta dermomionecrosis focal ulcerativa, puede presentarse 

conjuntamente con la septicemia, la bacteria puede encontrarse en músculo y en 

epidermis, al elaborar las necrotóxinas y proteasa, se pueden registrar necrosis en 

los tejidos. La furunculosis y las vibriosis son infección que presentan este tipo de 

lesiones. 

3. La respuesta crónica proliferativa, es particularmente común en los tejidos 

hematopoyéticos y se caracteriza por las constantes necrosis seguidas por la 

reparación del tejido, tlpicas de micobacterias, enfermedades bacterianas en rit'\ón 

y otras enfermedades crónicas. 

Muchas especies dentro del grupo de bacterias Gram (-) ya han sido 

experimentalmente confirmadas como patógenos de organismos acuáticos, 
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algunas como patógenos estrictos y otras como oportunistas, por ejemplo: 

Aeromonas salmonicida (Me Graw, 1952), Pseudomonas chlororaphis 

(Waluga,1962), Yersinia ruckeri (Ross et al.,1966), Vibrio anguillarum (Cisar y 

Fryer, 1969), Aeromonas salmonicida subsp. masoucida (Kimura, 1970), 

Flexibacter columnaris (Pacha y Drdal , 1970), Photobacterium damselae subsp 

piscicida (Kimura y Kitao, 1971), Pseudomonas anguilliseptica (Wakabayashi y 

Egusa, 1972), Edwarsiella tarda (Meyer y Bulloch, 1973), Aeromonas salmonicida 

subsp. achromogenes (Mac Carthy, 1975), Aeromonas hydrophila (De Figuereido 

y Labarta, 1968), Edwarsiella ictaluri (Hawke et al., 1981), Photobacterium 

damselae subsp. damse/ae (Love et al, 1981), Vibrio ordalii (Ranson et al., 1984) Y 

Vibrio salmonicida (Egidius et al., 1986). 

Rodriguez y Ribeiro (1995), evaluaron los efectos de virulencia de las especie V. 

fluvialis y V. mimicus aisladas de mariscos, obteniendo resultados positivos. Austin 

y Austin (1994), en experimentos diseñados con el objetivo de determinar la 

patogenicidad e n diferentes especie de Vibrio: V. alginolyticus, V. campbellii, V. 

diazothropicus, V. fluv;alis , V furn;ss;i, V harveyi, V. hollisae, V. loge;, V. marinus, 

V. nereis, V. metdchnikovii, V. mimicus y V. mytili, sólo produjeron efecto V, 

alginolyticus y V, parahaemolyticus en trucha arco iris, 

Sin embargo, debido a la descarga de contaminantes y desechos urbanos y 

rurales directamente a los flujos de agua que surten los estanques de cultivos de 

las granjas aculcolas, la calidad bacteriológica del agua usada en estos cultivos ha 

disminuido incrementando la variedad de especies bacterias aisladas de estos 

ambientes. Se han aislando muchas bacterias directamente del riñón de peces 

cultivados cuya relación etiológica con el hospedero aún es desconocida (Negrete 

y Romero,1998 a) 

La familia V;briona ceae incluye 20 géneros diferentes de los cuales ocho son 

reportados como patógenos de peces (Colwell y Grimes, 1984). Para Eguidus 
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(1987), únicamente cinco géneros pueden ser considerados ictipatógenos: V. 

anguillarum, V. arda/ii, V. damse/a, V. carchariae, y V sa/monícida, que son 

causantes de las infecciones que han ocasionado pérdidas económicas más 

severas en cultivos acuáticos de diferentes especies. 

Algunas de estas bacterias pertenecientes a la familia de las Vibrionaceae y 

Aeromonadaceae, son objeto actualmente de muchos trabajos que conducirán a 

cambios en las taxonomías ya conocidas. El renovado interés por las ciencias 

ambientales ha estimulado el desarrollo de la microbiologia de las aguas 

residuales, cuyas técnicas en principio aplicadas a los gérmenes indicadores de 

contaminación ambiental, comienzan aplicarse con buenos resultados a las 

bacterias patógenas de peces, de tal manera de que se ampliará la lista de 

patógenos de peces, como es el caso de Vibrio fluvialis, descrita por Lee el al. 

(1981) cuya semejanza con Aeromonas hydrophifa llama la atención desde el 

punto de vista de los caracteres fenotípicos (Kinkelin el al.,1985). Esta bacteria ha 

sido aislada de diferentes tipos de muestras procedentes de agua y de pacientes 

humanos con diarrea, pero, hasta la fecha no se ha registrado ningún reporte 

científico de esta especie bacteriana como patógena de peces de ornato (Lee el 

al.,1978; Furniss el al.,1977). Por lo tanto, en el caso de una epizootia bacteriana, 

el efecto de V. f1uvíalis sobre los organismos cultivados es desconocido. Otro 

Vibrio que igualmente deberá ser incluido como bacteria con capacidad 

ictiopatógena es V. fumissH. Esta bacteria al igual que V. fluviafis, posee gran 

semejanza con A. hydrophila, diferenciándose de ésta únicamente por el hecho de 

que se ha reportado como patógena sospechosa, faltando por comprobar 

experimentalmente su relación etiológica con el hospedero (Brenner el al. , 1983). 

Las infecciones de origen bacteriano son las causantes de altos índices de 

mortalidad de peces en cultivo intensivo. Muchas de estas bacterias son 

habitantes normales de medios acuáticos (Pillay, 1982), que pueden entrar en 

contacto con el huésped por a carreo e n a gua del os e stanques, asociadas con 
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partículas tales como sedimento y detritus fecales. por contacto directo o indirecto 

con otros organismos, o bien , por la presencia de los patógenos en el alimento 

(Munro, 1981). 

Como se dijo anteriormente el poder patógeno de la mayoría de estas bacterias, 

bacilos Gram (-) de las familias de las Enterobacteriaceae, Aeromonadaceae, 

Vibrionaceae y Pseudomonadaceae, se ha demostrado ya, inclusive 

experimentalmente, encontrándose diferentes formas de adaptaciones a la vida 

parásita. esto es, algunas siendo parásitas estrictos de organismos acuáticos, 

otras parecen intervenir más como simples comensales del hospedero. 

planteándose la necesidad de establecer los criterios en virtud de los cuales una 

bacteria se considera patógeno. 

Patógeno o parásito es todo organismo que sea capaz de multiplicarse en un 

hospedero y causar d año a s u hospedador (Madigan e t a l., 2000). El g rado de 

patogenicidad que es capaz de producir este patógeno depende de su virulencia. 

Esta virulencia o potencia de sus toxinas es expresada como D50L (dosis media 

letal), equivalente al número de microbios en una dosis que pueden matar al 50% 

de los animales experimentales inoculados, en condiciones normales (Tortora el 

al. , 1997). 

Para demostrar que un tipo concreto de microorganismos causa una enfennedad 

especifica, se han formulado los llamados postulados de Koch que describen una 

sucesión secuenciada de eventos científicos, experimentalmente comprobables: 

1. El microorganismo debe estar siempre presente en los animales que sufren 

la enfermedad y no en individuos sanos. 

2. El microorganismo debe ser cultivado en cultivo axénico, fuera del cuerpo 

del animal enfenno. 
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3. Tal cultivo, cuando se inocula a un animal susceptible, debe iniciar los 

síntomas y signos característicos de la enfermedad original. 

4. El microorganismo inoculado debe ser reaislado experimentalmente y en 

cultivo axénico, de nuevo en laboratorio, tras lo cual debe mostrar las 

mismas características. 

5. En caso de animales sobrevivientes a la infección, éstos deberán haber 

creado inmunidad contra los microorganismos inoculado. 

La sanidad acuícola adquiere pues una creciente importancia económica que hace 

necesaria la lucha contra estas enfermedades. La Ic!iopatologia en su primera 

etapa, tanto en la práctica como en la investigación, pretende el diagnóstico, la 

prevención y el control de enfermedades de los organismos, sobre todo de interés 

comercial (Contreras, 1988; K inkel in el a l., 1985). La prevención proporciona las 

medidas y acciones tendientes a evitar el ingreso, aparición y dispersión de 

condicionantes que propicien la enfermedad en las poblaciones de organismos 

cultivados en las granjas acu!cola, as! como la eliminación o disminución de 

condiciones estresantes (Piper,1982). 

De esta manera, la metodología general de intervenir para combatir las 

enfermedades será reconocer las causas, favorecer la fisiologla del animal, 

interrumpir la transmisión de los bioagresores y destruir el agente patógeno que 

haya entrado al organismo mediante el uso del control quimico adecuado, o bien, 

potenciando las reacciones de defensa naturales del hospedero (Kinkelin, el al., 

1985). 

El conjunto de medidas de higiene y mejora genética que se implementen, como 

forma de intervención zootécnica, propiciará la armonía entre las funciones 
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fisiológicas de los organismos cultivados y el ambiente, pero el manejo 

inadecuado del ambiente acuático puede comprometer la salud de los organismos. 

Asi, la calidad física (temperatura, turbiedad y radiaciones) y quimica del agua 

(acidez, alcalinidad, gas diluido, sustancias nitrogenadas, tóxicos diversos, pH, 

oxígeno. dióxido de carbono, dureza. amoniaco y salinidad), deberán mantenerse 

dentro de sus límites óptimos para cada organismo que se esté cultivando, 

debiéndose efectuar su monitoreo rutinario. 

La práctica adecuada de la nutrición y alimentación de los organismos es de gran 

importancia para su desarrollo y crecimiento saludable y se debe definir con 

exactitud para cada fase en proporción con la biomasa. El almacenaje del alimento 

balanceado será diseñado de tal manera que se evite su deterioro, as! también 

deberá d e contar con control d e calidad b romatológico y m icrobiológico, e I cual 

debe ser proporcionado por el proveedor junto con la fecha de caducidad del 

mismo (Contreras, 1988; Negrete y Romero, 1998a; Piper,1982). 

El registro de información como mortalidad e historial zoosanitario de cada lote de 

organismos ingresados a las instalaciones, as! como del uso de químicos con 

fines profilácticos, debe llevarse rutinariamente. El adecuado dise~o de las 

instalaciones, bodega y estanque ría para los fines del cultivo propuesto. es decir 

por el empleo de filtros, ventiladores y bombas que cumplan con las 

especificaciones requeridas, disminuirá las posibilidades de alterar el equilibrio 

ambiente-bioagresor-hospedero (Contreras, 1988). 

Entre las diferentes medidas adoptadas internacionalmente para disminuir estos 

riesgos. destaca la certificación de poblaciones e instalaciones acufcolas, 

principalmente en los lotes destinados a la exportación, la que conjuntamente con 

la aplicación de cuarentenas y los programas de certificación de la producción e 

instalaciones acuícolas del país, permitan certificar la ausencia de estas 

enfermedades y, por consiguiente, e vitar s u i ntraducción y dispersión ( NOM-l 0-
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PESCA-1993, NOM-011 -PESCA - 1993, PROYECTO-NOM-021-PESCA 1994 y 

NOM-022-PESCA- 1994 ). 

Para tales fines, en México, a través de la Dirección General de Acuacultura, se 

han emitido normas, las cuales no se cumplen en los centros acuícolas 

nacionales. Dada la trascendencia que ha adquirido la certificación de las 

instalaciones acuícolas, para contar con un permiso sanitario de producción y 

movilización de este producto, es de gran importancia conocer el estado sanitario 

actual del centro de producción acuícola nacional. 

La práctica más aceptada dentro del grupo de acuicultores para controlar y 

prevenir infecciones de origen bacteriano, dentro de sus instalaciones, es el 

suministro de antibióticos y otros químicos de forma rutinaria. El uso rutinario de 

estas prácticas por parte de los acuicultores, con el objetivo de resolver el 

problema de enfermedades infecciosas en sus granjas acuícolas, ha resultado en 

un incremento de la presencia de plásmidos resistentes en diferentes especies de 

bacterias patógenas de peces (Aoki el al., 1971 ,1981,1983; Watanave el al., 1971; 

Hayashi el al.,1982; Bast el al. , 1988; Hedges et al., 1985; Toranzo el al., 1983; 

Negrete et al., 2003), algunas de ellas también son patógenas para el humano, y 

que al entrar de alguna forma en contacto con éste, como fuente de alimento o 

como ornato, puede trasmitirle plásmidos y como consecuencia también la 

resistencia a antibióticos, implicando un problema de salud pública, que puede ser 

llevado a cabo por conjugación del plásmido de las bacterias portadoras a las 

bacterias receptoras, patógenas para el humano como Escherichia coli (Aoki el al., 

1971 ; Hedges y Datta , 1971; Toranzo el al., 1983). 

En E. coli se conocen al menos dos toxinas que están codificadas en plásmidos: la 

hemolisina que lisa los glóbulos rojos, y la enterotoxina que induce secreción 

masiva de agua y sales al intestino (Madigan el al., 2000). Las hemolisinas son 

proteínas extracelulares, consideradas factores de virulencia, producidas por 
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patógenos que contribuyen al establecimiento y mantenimiento de la infección y 

actúan en la membrana citoplasmática de la célula hospedera, los eritrocitos, 

provocando su lisis. La virulencia de algunas bacterias patógenas de peces ha 

sido relacionada con diferentes factores. Toranzo y Barja (1993), relacionan esta 

capacidad con diferentes características bioquímicas en V. anguiIJarum. 
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ANTECEDENTES 

La acuicultura en México, tradicionalmente ha hecho uso de estrategias de cultivo 

baratas, pero de baja producción, como la acuicultura extensiva o de repoblación , 

en donde se introducen crías o larvas en cuerpos de agua naturales o artificiales 

sin tener control de estas poblaciones, resultando como consecuencia el 

desarrollo de fuertes pesquerías en presas, la creación de fuentes de trabajo 

directas o indirectas originadas por estas pesquerías y la obtención de proteína de 

origen animal para consumo de las poblaciones rurales aledañas por medio de la 

pesca de subsistencia. 

Sin embargo, últimamente el acuarismo ha cobrado fuerte interés como estrategia 

importante de ingresos económicos, sobre todo en los estados de México y 

Morelos. 

Estos productores, básicamente rura les, están desarrollando esta actividad 

acuícola en el ámbito de subsistencia, en donde se aprovechan bordos, jagüeyes 

y otros cuerpos de agua que pueden ser permanentes o temporales, o bien 

improvisando, en la mayoría de los casos, estanques de cemento, o bien 

simplemente excavando un hoyo directamente en el suelo, de tal forma que 

obtienen estanques rústicos para el cultivo de especies exóticas (Kottella , 1993). 

La introducción al país de especies exóticas puede traer como consecuencia el 

incremento significativo en la diversidad de microorganismos patógenos en el 

ambiente. Diversos estudios han demostrado la prevalencia de patógenos en lotes 

infectados carentes de signos clínicos, como fue el caso de la infección viral 

pancreática (IPV) y la enfennedad entérica de la boca-roja (Munro el al., 1982; 

Phillips el al., 1985), que propagaron el patógeno a otras regiones, al trasladarlo 

junto con los organismos portadores sanos. 
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Los diferentes sistemas de producción de especies acuáticas requieren 

constantemente de ser provistas de organismos en diferentes etapas de 

desarrollo, que pueden ser surtidos por centros o granjas nacionales o extranjeras, 

o bien, capturados de ambientes naturales. Esto implica también, por otro lado, 

alto riesgo de contaminación, diseminación y dispersión de microorganismos 

patógenos junto con los lotes trasladados. 

Se estima que el 10% del bagre cultivado en México se pierde debido a 

enfermedades infecciosas que pudieron ser previstas (Jiménez y Galaviz. 1986). 

Infecciones como la septicemia se presentan en el 85% de las piscifactorías del 

país. En un estudio realizado en Amanalco de Becerra, Estado de México, durante 

el ciclo de producción 1988, se registró una mortandad del 35% de la producción, 

sin considerar la mortalidad natural , con pérdidas equivalentes al 20% de la 

inversión total (comunicación personal del ejidatario). 

Estas granjas acuicolas, son empresas cuyo propósito además de cultivar 

determinadas especies, es evitar las pérdidas económicas, por lo que los 

acuicultores deben prevenir los ingresos, la dispersión y pennanencia de 

bacterias dentro de sus instalaciones. Para evitarlo y creyendo que la mejor 

estrategia es la prevención, se han usado y abusado de la aplicación de químicos 

y antibióticos para el control de las infecciones. los cuales son administrados 

rutinariamente e incorporados en el alimento balanceado para peces (Davis y 

Hayasaka, 1983; Hastings y McKay, 1987; Madigan el al. , 2000), o directamente 

administrados dentro de los estanques de cultivo, desconociendo si existe el 

estado de enfermedad infecciosa, la especie de bacteria que ha infectado la 

producción , y en el caso de que así sea, el tipo de antibiótico adecuado para 

destruir la bacteria espeCífica y la dosificación necesaria . 

En países como Estados Unidos y algunos europeos, este problemas ha sido ya 

reportado (Son el al., 1977) . En México, algunos grupos de piscicultores (Negrete 
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y Romero, 1998) cuyo primer y más importante ingreso económico proviene de 

estas pequeñas granjas rústicas, al tratar de prevenir y controlar las enfermedades 

infecciosas dentro de sus instalaciones, han iniciado el uso desmedido de 

antibióticos incorporados al alimento balanceado y suministrado rutinariamente a 

los peces, por tal motivo es importante establecer la sensibilidad o resistencia a 

los antibióticos, que como resultado de este manejo inadecuado pudieron haber 

adquirido las bacterias patógenas presentes en la carpa dorada, Carassius 

auratus, así como detectar si esta práctica acuícola ha generado plásmidos 

resistentes a antibióticos de uso acuicola, y por último establecer la capacidad de 

las bacterias portadoras de plásmidos-R, de trasmitirlos por conjugación a cepas 

receptoras de Escherichia eofi. 

Existe abundante evidencia circunstancial consistente con el hecho de la 

transferencia de genes intermicrobial (horizontal y vertical) en la naturaleza. Con 

respecto al mecanismo de transferencia se considera que generalmente operan 

uno o varios de los siguientes mecanismos: conjugación, transducción y 

transformación (Davis, 1990). 

Trier-Cuot el al., (1978), construyeron experimentalmente un puente para la 

conjugación de plásmidos. Encontraron transferencia conjugativa de E. coli a E. 

faecalis, S. laclis, S. agalacliae, B. Ihuringienis, L. monocytogenes, S. aureus y B. 

sphaerieus, lo que confirma la transferencia de plásmidos entre bacterias gram 

negativas y positivas. 

Lo que es más se ha demostrado transferencia de plásmidos entre bacterias y 

células vegetales y entre bacterias y hongos (Madigan el al., 2000) . 

Crosa el al. (1987; 1980), han demostrado que la virulencia en Vibrio anguillarum 

está relacionada con la presencia de plásmidos de peso molecular de 47 x 106 

pares de bases (pb). La mayoría de los plásmidos son moléculas de ADN de doble 
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cadena circulares covalentemente cerrados (Tortora et al., 1977). Varían de 

longitud desde unos pocos hasta miles de pares de bases, contiene genes que 

son esenciales para el mantenimiento de sus funciones, tales como la iniciación y 

control de la replicación. Muchos plásmidos contienen genes que son de utilidad 

no sólo para ellos mismos, algunos lo son también para su hospedero, por ejemplo 

están los genes que controlan la resistencia a antibióticos, los que degradan 

componentes y los que codifican para factores de virulencia. 

Estos tipos de genes están frecuentemente localizados junto con transposones y 

esto ha creado una gran cantidad de variaciones y flexibilidad en la constitución de 

los plásmidos. La identificación y clasificación de los plásmidos es de especial 

importancia en medicina , porque este tipo de genes, como de resistencia a 

antibióticos y factores de virulencia , están frecuentemente presentes en los 

plásmidos. El reconocimiento de este tipo de plásmidos presentes en un patógeno 

puede ser un instrumento de gran importancia en el seguimiento de la 

diseminación de una infección y puede también ser útil para establecer el 

diagnóstico. Además de estos usos prácticos, hay otras aplicaciones más básicas 

como es el seguimiento de relaciones genéticas y origen evolutivo (Conte, 1995). 

En las últimas dos décadas, considerando, únicamente la bacteria V. anguillarum, 

se han aislado 267 serotipos 01, de infecciones de peces, alrededor de todo el 

mundo. De éstas, 260 fueron portadores de plásmidos de virulencia, todos ellos 

similares o idénticos al plásmidos pJM1 (Singer el al., 1992). La virulencia de 

estos serotipos de V. anguillarum está siempre cercana a la presencia de 

plásmidos parecidos o idénticos al plásmido de 65-70 kb pJM1 de virulencia , que 

codifican un sistema de alta afinidad con el sistema de incorporación rápida de 

fierro (Olsen y Larsen 1990; Wiik el al., 1989; Tolmashy el al.,1988 ; Crosa el al., 

1977). 

El plásmido asociado con factores de virulencia ha sido identificado en V. 
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anguillarum y las células que contienen estos plásmidos pueden crecer en 

presencia de fierro, aportando la proteína transferrina a concentraciones que no 

permitirían el crecimiento de la bacteria libre del plásmido. En suma , se ha 

demostrado que la expulsión del plásmido provoca una drástica reducción de la 

virulencia de los organismos (Crosa , 1980). 

Sobre la base de la aparente presencia de ADN extracromosómico en Vibrio 

salmonicida, y al hecho de que los plásmidos son esenciales para la expresión 

de la virulencia de V. anguillarum (Valla el al., 1992); se puede suponer que un 

plásmido sea esencial también para la expresión de la virulencia en otros especies 

del mismo género como Vibrio fluvialis y Vibrio fumissii. 
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PLANTEAMIENTO DE PROBLEMAS 

1. En muestras de riñón de peces Cyprinus carpio se han aislado 

sistemáticamente bacterias identificadas como A. hydrophila con posibilidad de 

ser Vibrio fluviafis, por lo que existe imprecisión en la identificación de estas 

cepas, así como de las técnicas empleadas hasta el momento. 

2. En todas las granjas acuícolas previamente estudiadas, se han aislado 

diferentes especies de bacterias, de las cuales se desconoce si existe una 

relación etiológica con el hospedero (Negrete y Romero, 1998a). 

3. No existe una técnica rápida, certera y confiable para identificar bacterias que 

procedan de muestras aisladas de organismos acuáticos. 

4. Con el objetivo de resolver el problema de enfenmedades infecciosas en las 

granjas aculcolas, los acuicultores están abusando del control quimico, lo que 

puede estar generando plásmidos resistentes en bacterias patógenas de 

peces y d e algunas patógenas para el humano también, y que a I entrar d e 

alguna forma en contacto con éste, como fuente de alimento o como ornato, 

puede trasmitirle plésmidos y como consecuencia la resistencia a antibióticos, 

implicando un problema de salud pública . 
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JUSTIFICACiÓN 

La sanidad acu icola está adquiriendo gran importancia económica , por lo que se 

requiere de la implementación de técnicas apropiadas que apoyen las 

investigaciones para generar conocimientos en apoyo a la solución de las 

enfermedades infecciosas en estos sistemas. 

La identificación rápida, exacta y confiable del agente causal de la infección 

mediante el uso de técnicas modernas de identificación usadas en el anál isis 

clín ico, podrán hacer posible el correcto y oportuno diagnóstico. Así mismo, debido 

a la cercanía de los perfiles bioquímicos entre las diferentes especies y 

subespecies de las principales bacterias patógenas de organismos acuáticos, 

como Aeromonadaceae y Vibrionaceae, se dificulta la diferenciación entre estos 

grupos de bacterias. En consecuencia la implementación de técnicas moleculares 

para la definición exacta de las especies de estos patógenos se plantea como la 

solución al problema. 

Al registrarse en desequilibrio la relación hospedero-patógena-ambiente, en 

granjas acuícolas estudiadas previamente, en donde se aislaron bacterias cuya 

capacidad de provocar infección en los cultivos es aún desconocida (Negrete y 

Romero, 1998b), es necesario definir si las cepas aisladas son realmente 

patógenas y en ese caso el grado de patogenicidad o virulencia de las mismas, 

entendiéndose como tal, la capacidad para provocar infección en organismos 

susceptibles sanos. 

Los grupos de piscicultores estudiados (Negrete y Romero, 1998a) cuyo primer y 

más importante ingreso económico proviene de estas pequeñas granjas rústicas, 

al tratar de prevenir y controlar las enfermedades infecciosas dentro de sus 

instalaciones, han hecho uso desmedido de antibióticos, incorporados a alimento 
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balanceado suministrado rutinaria mente a los peces y como resultado de este 

manejo inadecuado se requiere detectar si esta práctica acuicola ha generado 

plásmidos resistentes a antibióticos de uso acuícola . 
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HIPOTESIS DE TRABAJO 

Si las cepas bacterianas aisladas de la carpa dorada, Carassius auratus, 
pertenecen a las especies de Aeromonas hydrophila o Víbrio f1uvíalis ; entonces , al 
aplicar técnicas identificación a nivel bioquimico (API-20E y API-20NE) y 
moleculares (PCR) ambas especies quedarán diferencial mente establecidas. 

Si Víbrio f1uvíalis y Vibrio furníssíi tienen la capacidad de provocar infecciónes en 
organismos acuáticos, entonces, al inocular experimentalmente estas bacterias 
en carpa dorada, C. auratus, en organismos sanos y susceptibles, se cumplirán 
los postulados de Koch . 

Si las cepas bacterianas aisladas de C. auratus infectados, han recibido una dosis 
excesiva de antibióticos de uso común en acuicultura como cloranfenicol, 
kanamicina o tetraciclina, entonces, al extraer el AON plasmidico de cepas 
bacterianas aisladas de estos individuos, tratados terapéutica mente de una forma 
rutinaria con los antibióticos mencionados se obtendrán plásmidos-R 

Si la virulencia en Vibrio f1uvialis y Vibrio furníssíi está relacionada con los 
plásmidos, entonces, después de curar los plásmidos que portan, las cepas 
perderán su capacidad hemolltica al ser cultivadas en placas con agar sangre. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Prospección sanitaria de granjas y selección de la zona de muestreo. 

Durante el año de 2000 se efectuó la prospección sanitaria en cinco granjas 

piscicolas en el estado de Morelos, en donde se cultiva el pez dorado, C. auralus, 

sobre todo en aquellos sitios donde se manifestaron signos y lesiones de infección 

bacteriana. Las granjas estudiadas fueron seleccionadas al azar. 

Con el objeto de encontrar el patógeno de interés y para recabar la infom1ación 

sobre las condiciones sanitarias del manejo de las granjas se aplicó una guía de 

observaciones. ~sta contempló 48 variables que definen las condiciones de 

manejo de una granja acuicola desde la perspectiva de la Sanidad Acuicola, para 

lo cual se siguieron los criterios Piper (1992), Negrete y Romero (1998a) y las 

Normas Mexicanas de Pesca que aplican para cuarentena, movilización, alimento 

y puntos crlticos a seguir por centros y granjas acuicolas (NOM-011-PESCA-1994, 

PROYECTO NOM-020-PESCA-1994, PROYECTO NOM-021-PESCA-1994 y 

PROYECTO NOM-022-PESCA-1994). 

Se asignó un puntaje a cada uno de las variables agrupadas en los diferentes 

aspectos sanitarios a considerar. 

Durante el mismo dia, se efectuó además, la toma de muestras de agua de los 

estanques y del canal de agua que surte a una de ellas, del alimento balanceado y 

vivo que se les proporciona a los peces en cultivo y del rif'lón de los peces que 

manifestaron signos de infección (Munro el al., 1982; Austin y Austin, 1987). Se 

tomaron muestras de diez estanques en forma aleatoria. 
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Toma de muestras. 

Determinación cuantitativa. 

Selección de los ejemplares. 

Se extrajeron treinta peces de C. aurafus en estadio juvenil de los estanques de 

cultivo, m ediante u na red de cuchara, todos a ún v ¡vos y m anifestando S ignos y 

lesiones generales de infección, como nado irregular, boqueo en la superficie de 

los estanques de cultivo, aletas deshilachadas y sanguinolentas, sin escamas o 

con escamas erizadas y puntos hemorrégicos sobre la superficie del cuerpo. Se 

colocaron en una tina con agua y se anestesiaron con sulfometano de tricaina (0.1 

giL), se desinfectó con alcohol la superficie del cuerpo de cada uno de los peces, 

después de ser practicada la eutanasia, se efectuaron las disecciones haciendo un 

corte por arriba de la línea lateral y a lo largo del cuerpo, desde el opérculo y hasta 

el ano exponiendo de tal manera el riñón (Munro, 1980; Michael, 1982). 

Las muestras de riñón de los peces se tomaron in situ, en condiciones estériles 

para lo cual se delimitó el campo de trabajo con dos mecheros, se sembró con el 

hisopo y éste se introdujo en la cubeta del estuche comercial con amortiguador 

fosfato estéril (Swabs test kits) Millipore BedFor Mass (APHA, el al., 1992). 

Las muestras de agua se tomaron del canal que abastece a una de las granjas y 

de todos y de cada uno de los estanques de todas las granjas estudiadas. A 0.50 

cm de profundidad de la superficie se introdujeron bolsas estériles de pléstico 

Millipore BedFor Mass. con una pastilla de tiosulfato de sodio, y cerradas, se 

introdujeron a los estanques y se tomaron 100 mi de agua, sin permitir la entrada 

de burbujas de aire y se cerraron dentro de los estanques (APHA el al., 1992). Se 

tomaron para el conteo de bacteria muestras con Total-Count (para el conteo de 

bacterias totales) y Coli-Count (para conteo de Coliformes totales y Coliformes 
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fecales) Millipore BedFor Mass. Estos se mantuvieron sumergidos dentro del agua 

durante 30 segundos, se sacudieron para eliminar el agua en exceso, el 

muestreador se introdujo hasta el tope del estuche. Se incubaron en una 

incubadora Millipore, los primeros a 35.5 ' C y los segundos a 44.5 ' C durante 24 

h. 

Las muestras de alimento balanceado en fonmas de pienso y hojuelas, y las de 

alimento vivo (Arlemia franciscana y Tubifex sp.) se obtuvieron directamente de 

los empaques originales (en los que surte el proveedor) y de los contenedores y 

se introdujeron en bolsas estériles de plástico Millipore BedFor Mass (APHA, et al., 

1992). Una vez que se tomaron todas las muestras, éstas se trasladaron 

refrigeradas, al Laboratorio de Microbiologia de la UAM-Xochimilco para ser 

procesadas. 

Procesamiento de las muestras. 

Las muestras de agua se diluyeron a la centésima, disolviendo 1 mL de las 

muestras en 99 mL de agua estéril y solución amortiguadora de fosfato (APHA, et 

al., 1992), se sembró 0.1 mL de las diluciones y en placas con medios Agar

tiosulfato- citrato-sales biliares-sacarosa (TCBS) e Infusión Cerebro Corazón 

(BHI),se esparció con una varilla de vidrio acodada previamente esterilizada y se 

incubó durante 24 h a temperatura ambiente. 

Para los muestreadores Total-Count la incubación se efectuó a 35 ' C durante 24 

hrs. Para los Coli-Count a 35 ' C durante 18-24 h, los Coliformes Totales 44.5 ' C 

durante 18-24 h Y los Colifonmes Fecales. Por último se efectuó el conteo. 

Se disolvió 1 g de alimento en 99 mL de agua estéril con solución amortiguadora 

de fosfato esterilizado (APHA et al., 1992). Se efectuó el mismo procedimiento que 

se detalló anterionmente y se efecluaron diluciones hasta la potencia 10" . 
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Para l as muestras d el riñón de organismos se tomó 0.1 mL de Swabs t est kits 

Millipore. BedFor. Mass., se efectuó el mismo procedimiento que a las demas 

muestras, diluyéndose en esta ocasión a la centésima y hasta la cuarta dilución. 

Una vez obtenido el crecimiento de las colonias a las 24 h, se procedió al conteo 

de las mismas. 

Preparación de Muestras para conteo con Microscopio de Epifluorescencia. 

Las muestras de agua. alimento, organismo y el blanco, se fijaron en una solución 

de amortiguador de fosfato y glutaraldehido 4% (100 mL). Se agregó 0.5 mL de 

naranja de acridina, se agitó vigorosamente y se dejó reposar 10 mino 

En la columna de filtración se colocó un pre-filtro de acetato de celulosa, 

posterionmente el filtro de nucieopore de policarbonato, agregándose 10 mL de la 

muestra ya teñida con naranja de acridina y se aplicó el vaclo con ayuda del 

equipo Millipore de filtración manual, se retiró la columna de filtración, la 

membrana se colocó en un porta-objeto, se añadió una gota de aceite de 

inmersión y posteriormente se colocó el cubre-objeto. Se efectuó el conteo de las 

bacterias en el microscopio de Epifluorescencia (30 campos) (Coleman, 1980). 

Preparación de Muestras para Microscopio Electrónico de Barrido. 

Después de ser fijadas las muestras y el blanco testigo, las bacterias se 

recuperaron por filtración en vacío, en filtros de nucleopore de policarbonato de 47 

mm de díámetro (poro de 0.2 ¡im) cada filtro se deshidrató en batería de alcoholes 

(50%,60%, 70%, 80%,90% Y 100%) por 20 mín, finalmente por acetona al 100% 

y se refrigeraron. Se secaron a punto critico con CO2 se evaporaron con oro en la 

ionizadora JOEUJFC 11 OO. Posteriormente se montaron en porta muestras y se 

observaron en Mícroscopio Electrónico de Barrido JSM 35 (Zimmenmann, 1977). 
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MATERIAL Y MtTODOS 

Determinación cualitativa. 

Procesamiento de las muestras. 

Al mismo tiempo que se efectuó la toma de muestras de agua, alimento y riñón 

para la cuantificación de la presencia de bacterias en estas muestras se efectuó el 

siguiente procedimiento para su identificación. Las muestras del riñón de los peces 

se extrajeron con una asa bacteriológica estéril, se sembraron en tubos con agua 

peptonada alcalina (pH9) y se incubaron a 20 oC durante 24 h. Posterionmente, 

fueron sembradas en placas de TCBS y de BHI , y se volvieron a incubar a 

temperatura ambiente durante 24 h. Para el análisis de las muestras de agua y de 

alimento, de las placas de TCBS y BHI en donde se efectuó el conteo en placa 

(procedimiento anterior) se extrajeron al azar las colonias y se resembraron en 

placas con agar de BHI. 

Idenlificación con API-20E y API-20NE y pruebas complemenlarias. 

Las colonias obtenidas fueron sometidas al proceso de purificación, por medio de 

resiembras sucesivas en placas agar del mismo medio de cultivo, una vez 

obtenida homogeneidad en la morfologla celular se e fectuó la tinción d e G ramo 

Finalmente las cepas Gram (-) fueron identificadas usando las galerias 

comerciales API-20E y API-20NE (Analytical Profile Index, 1999; 1989) y pruebas 

bioqulmicas complementarias siguiendo los criterios de: Dalsgaard el al.(1998) 

Altewegg elal.(1990), Colwell (1984); Lee elal.(1981), Furniss elal.(1977), Cowan 

(1974), Brenner el al. (1983) y Holt el al. (1994). Con los perfiles bioqulmicos de 

las identificaciones obtenidas de esta fonma, se efectuó un análisis de similitud, 

con el objeto de seleccionar la mejor identificación, para lo cual se aplicó el Indice 

de Jaccard (Sokal, 1965); comparando el perfil bioqulmico obtenido para cada 

cepa, con los perfiles teóricos propuestos por las bases de datos de ambos API y 

de las pruebas complementarias efectuadas. 

50 



RESULTADOS 

RESULTADOS 

Prospección de las granjas. 

Los resultados de la aplicación de la guía de observaciones y la encuesta realizada en 

las cinco granjas piscícolas del Estado de Morelos. donde en ese momento se 

practicaba el cultivo de la carpa dorada, C. auratus se presenta en la Tabla 9, donde se 

señalan los puntos críticos del manejo de las granjas. 

Tabla 9. Puntos críticos del manejo de granjas acuicolas productoras de pez dorado, C. auratus, 
en el Estado de Morelos. 

Puntaje Granja Granja Granja Granja Granja 
PUNTOS CRíTICOS mbimo 1 2 3 4 5 
INFRAESTRUCTURA 3 1.5 1.5 O 3 3 
Laboratorio 1 + + 
Oficinas 0.5 + + 
Cerca proteclora 1.5 + + + + 
CONDICIONES DE BODEGA 12 O 4 2 2 12 
Ventilación adecuada 2 + + 
Ubre de humedad 2 + + 
Aislada de contaminantes 2 + + 
Sobre tarima 2 + 
Libre de fauna nociva 2 + 
Fonna de empaque 1 + + 
Fecha de caducidad 1 + 
SERVICIOS 5 5 5 4.5 3.5 5 
Agua 3 + + + + + 
Drenaje 0.5 + + + + 
Servicios eléctricos 1 + + + + 
Servicio sanitarios 0.5 + + + + 
ESTANQUERíA 14 5 5 2 14 8 
Apropiada para la especie 2 + + + + + 
Sistema de aeración 3 + + 
Temperatura adecuada 3 + 
Filtros 3 + + + 
Suministro de agua 
independiente 3 + + 
LIMPIEZA E HIGIENE 22 12 7 O O 15 
Lavado de equipo en Gral. 2 + + + 
Desinfección de estanques 3 + + + 
Estanques para cuarentena 5 
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Tabla 16. Indice de Jaccard aplicado a las cepas bacterianas aisladas de las muestras agua, alimento, y peces. 
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PNudomon.s c.p«JH _ .. 
PNudomones~ 

Pseudomones fluOflScens 

Ustonel. dImuI. 

H.fni, «v.nI 
A.mmonl$ sobri, 

o .• 
0.56 

0.65 

0.73 

o.", 

0.6 

0.91 

0.65 

0.65 

O.'" 
O.'" 
O.'" 
0.65 

0.73 

0.65 

0.73 

0.65 

0.65 

0.65 

0.65 

0.65 

0.73 

O." 
0.56 

0 .61 

0.30 

0.81 

0.91 

o .• 
0.73 

0.65 

0.65 

0.6 

0.62 

0.56 

0.56 

0.56 

0.62 

0 .62 

0.82 

0.56 

0.82 

0.56 

0.82 

0.56 

0.56 

0.56 

0.56 

0.56 

0.62 

0.6 

0.6 

0.81 

0.30 

0.65 

0.66 

73 

o .• 
0.65 

0.9 

0.05 

• 
O .• 

O .• 
O .• 

O., 

0.65 

0.65 

0.65 

O .• 
0.65 

O .. 
0.85 

O .. 

o.", 

0.76 

O.'" 

082 

0.7 

0.73 

0.52 

o.n 
0.76 

0.66 

0.91 

0.91 

0.73 

0.91 

0.73 

0.91 

0.73 

0.4 

0.63 

O~ 

0.65 

O •• 
0.18 

0.66 

0.<8 

o.n 

0.22 

0.31 

0.06 

0.81 

0.85 

0.4 

o. 
O., 

o~ 

0.4 

O., 

0.73 0.63 

o~ 

0.73 0.73 

0.73 0.72 

1 0.73 o.n 
0.92 0.92 0.91 

0.95 0.5 0.72 

0.8 0.6 O.JS 

0 .76 0.045 

0.85 0.82 0.73 

0.7 0.65 0.36 

0.7 0.78 0.81 

0.65 

0.61 

0.7 

0.66 

0.6 

0.52 

0.87 

0 .66 

O.'" 

0.42 

0.57 

0.85 

0.6 

O., 

0 .71 

O.'" 
0 .76 

0 .76 

0.65 

0.47 

0.76 

0.76 

0.65 

0.76 

0.66 

0.65 

0.76 

0.66 

0.65 

0.85 

0.52 

0.71 

o .• 
0.61 

0.36 

0.<1 

O .• 

0.7 

0.47 

0.71 

0.47 

0.85 

0.71 

0.47 

0.47 

0.33 

0.63 

0.36 

0.65 

0.47 

O., 

0.76 

0.61 

0.61 

0.39 

0.52 

0 .66 

0.85 

0.5 0 .96 

0.26 0 .92 

0.82 0.54 

0.47 

O.'" 

0.3 
0.3 

0.64 

0.82 0.92 

0 .82 0.92 

0 .78 0.92 

0 .3d 0.54 

0 .39 

0.6 

0 .78 0.54 

0.47 0.92 

0.52 

RESULTADOS 

.lmenCo ..Jim.,," ........ .... ........ 
" ... "" 
.lft1ento ...... , 
.lmento 

.Iimeoto ... "" ..... .. ~ ..... .. ~ ..... ..... 

.Iimerno 

'" .... 
0.5 19lJa 

0.82 0.92 .Iimerto 

0.52 0.5 alimento 

0.61 O.es 0.88 19lJa 

0.47 0.78 19lJa 

0.38 0.82 0.92 19UI 

0.47 0.71 0.96 19UI 

0.71 0.78 0.92 19UI 

0.42 0.82 19UI .... 
0.42 0.82 0.88 .. imento 

0.9 0.35 19UI 

0.42 0.88 0.8 pez 



A. hydtophI. 1 V . ~riIIs 

\liMo cho/e,.. No O, 

A.hydrfJpIW I V. IIuvf_ 

A. hydrophl. 1 V.//uvfd$ 

A. hydrophh I V. f/uoMls 

A. hydrophl. N. /leM_ 

A. hydlT'.lpM. Nf/INW$ 

VIMo cIIoMn. no O f 

A. h'fdtolNa N. ~ 

A hydroplllk I V.aMaIs 

A. hyt:ltophh I V.*M* 

A hydroplllk N .fIwWs _ .. 
A. hydrophl. 1 V.lluvfds 

A hydrophle I V.JlJvfAfs 

A. hydrophl. 1 V. lIuoMfs 

A hydrophle Nchde,..N 

AMIfI10IIH h~ 

Ah~3.545<I 

Ac •• '5-f(!:' 
V p",.hHmCl¡ticus 17802 

3.A.~;:': 
4s V. lIuviels 
s · A.c ...... 
6 • A. utnonIcid.t 

VIIrlo ~ no 01 

Vfbrio ~ /JO 01 

V. ".,.hHmdytlcvtllcholen. 

A. hy~vfHN . ~"'. 

A. hydrophl&lc .... HNfIuvfús 

A. h~vfHN . IIu"'. 

A. hy~oAHN . lIu~ 

\liMo chcJIere no 01 

A. ~ ..t:.vfHN . .tMab 
Ah~ . ~ 

A . h~ . """ 

A. hy~vt.N . 1tlJvWs _ .. 
Aemmon.s hydrophl. 

A. hy~"'HN . f/u"'''' 

Mromonn I VIMo 

VIMo elide,.. no O, 

A. hy~~ . .IM'aIs 

7 • A. uI. m.tsouddal.chromogenes 
8-A. sobM 
9-V . ~ 

0.91 0..86 0..85 

0.74 0..52 0..85 

0.74 0.87 0..85 

C.'" 0.82 0..85 

0 .87 0..85 0..85 

0.87 0.74 0..73 

0.87 0.82 0..8 

0.74 0.7-4 CS 

0.74 0..83 0..73 

0..62 0..82 C., 

0..82 0.87 0..73 

0.85 0..85 0..56 

0..85 0..85 0.82 

0 .87 0..04 0..$ 

0.91 0..83 0..55 

0.74 c.n 0..73 

0..82 c.n 0..56 

0..52 C .... C~ 

0..85 0..77 

0..85 0..77 

0.74 0.74 0..8 

74 

RESULTADOS 

0..78 0..62 0.71 0..46 0.02 C.'" '" 0..76 0..7 0.71 0..33 0.'" C.'" '" 0.87 0.02 0.71 0..42 0.82 0.14 og" 
0.87 0..86 0 .71 0,47 0.87 0.64 og" 
0,87 C .• 0 ,71 0.42 0.82 0..64 '" 0.87 C .• 0.71 0..42 0..83 0..92 "" 0..62 0..73 0.71 .S7 0.74 0..76 "" C .• 0..$ 0..52 0..78 C .... 0..96 ..... 
0.87 0..77 0.71 0..>7 CB7 C.'" '" 0.87 0..91 0.71 0..<2 0.'" 0..92 "" 0..95 CB. 0..78 0.-41 o.,n 0..92 "" 0..82 CB6 0.71 0..33 0..83 0..92 ""' 0..62 c.n C.'" 0..33 0..85 0..8 '" 0.74 c.n C.'" 0,47 0..56 0..8 ,,"' 

0.74 0..91 0..77 0..33 0..83 C.'" "'" 0.87 0 .81 c.n 0,42 0.74 0..80 '" 0.87 0..86 C.'" 0.47 0.74 0..64 '" 0.74 0..85 C~ 0,47 0.74 0..92 '" 0.74 0.-47 0.47 0.74 C.'" Afee 
CB' 0,47 0,47 0.74 0.81 Afee 
C .• 0..$ 0.51 C." C .... 0.81 Afee 



RESULTADOS 

Como resultado de las pruebas de bioquimicas complementarias aplicadas a 77 

cepas con identificación confusa o imprecisa, se identificaron 30 cepas como 

Aeromonas hydrophíla; 16 epas como Víbrio fluvíalis , diferenciándose un lercer 

grupo con 31 cepas, con un perfil diferente a las anteriormente mencionadas, que 

correspondieron a Víbrio rumíssíí (Tabla 17, 18 Y 19). 

Tabla 17. Reacciones bioquimicas de V. fumissii (ATCC35016), V. fluvisfis (NCTC 11327), A 
hydrophila (ATCC 35654) y cepas silves .... es, aisladas de agua, alimento y del rinon de 

e .auratus. 

.... -
,-
Roto de metilo 

Voges.Pro&IaIuer 

Cltnlto-Smnons 

H~ en agw de fierro triple: azúcar 
u ... _ 

FeoiIaIanina 

LJabI (Mohr) 

-( ....... ) 
0mIIIn0 (""""l ..,..-
HIdr6IisIs de gelatina 

vtlIIzaci6n de maIonato 

Gas a partir de gIucou 

Productlon de 6cldo . partir de: 

0."""""" 
L .... _ 

D. ArIbItol 

CeIobIooo 

""". G.,... _. 
....... 
~ 

.,."., ..... 
M!"biosa 
...eH, gil 'C68IcIo 

R_ ...,.., 
O-Sorbitol 

ESCUIINn. 

RNCdón PIra 

v. ....... 
ATCC· 

(-) 11 

C+) 100 

(-) O 

(+) 100 

(-1 O 

(-) 

(-) 

(-) O 

(+1 100 

(-) O 

(+I6Q 

(+) 86 

c-) 11 

(+1 100 

(-) O 

(+) 100 

(+) 100 

(-) 14 

(-) O 

C+l a; 
C-) O 

(+) HD 

(+) 100 

(+1 100 

(-1 11 

(-) O 

(-1 45 

c-) O 

c-) 22 

(-) O 

silvestres'llo 

(-) 

«) 
(-) 

«) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

«) 
(-) 

«) 
«) 
(-) 

(+) 33'110 

(-) 

«) 
«) 

{-l 61'110 

(-) 

«) 
(-) 

«) 
«) 
«) 

(-1 O 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 
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RINCdón J*I 

v . ....... 
ATCC· 

(-) 13 

(+) 96 

(o) O 

(+) 93 

(-) O 

(-) 

(-) 

(-) O 

C+) 93 

(-) O 

(+1 70 

(+) as 
C-l O 

(-1 O 

(-) O 

(+l 93 

C+l 67 

(+130 

(-1 O 

(-)33 

(-) O 

C+l 100 

(+1 100 

(+) 100 

(-) 3 
(-) O 

(-1 O 

C-l O 

C-l 31 

C-l 23 

.......... 
(-) 

«) 
(-) 

«) 
(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

«) 
(-) 

« ) 

«) 
(-) 

(-) "'" 
(-) 

«) 
«) 
C+l 38.5'110 

(-) 

«) 
(-) 

«) 
«) 

«) 
(-) O 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

ATCC' 

C+l as 
«) 

(+1 eo 
C+l 85 
(-) eo 
(-) 

(-) 

C-) " 
(+) 97 
(-1 O 

(+1 100 

(+1 97 

(-) O 

C+l 100 

, 
«) 
(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

«) 
(-) 

«) 
«) 
(-) 

C+l 24'110 

(-) O (-) 

" C+l 
C+) C+l 

C-l 11 (-) 38.5% 

(-) (-) 

C+l C+) 
(-) O (_) 

(+1 100 (+1 

(+1 100 (+) 

(+) " (+1 

(-1 3 (-) O 

(-) O (-) 

C-) O (-1 
(-) O (-) 

(-1 7 C-) 

C-l 7 (-) 



RESULTADOS , 

...- (+) 2D (. ) (+) 31 (.) (+) 100 (.) 

Crecimiellto en NaCl .. 

"". (-) O (. ) (-) O (.) (+) 100 (.) ,,,. (+) 99 (. ) (+) 99 (.) (+) 100 (. ) 

"". (+) 99 (.) """ (+) 99 (.) """ (+) 7 (-) "'" "". (+) 78 (.) ""' (-) 71 (. ) "'" (-) O (-) ,a.. 
Crecimiento 8 Oc 

4 'c (-) O (-) (-) O (-) (-) 7 (-) 
", ' C (+) 100 (+) 100 (+) 100 (+) 100 (+) 100 (+) 100 
35 'C (+) 100 (+) tOO (+) 100 (+) tOO (+) tOO (+) tOO 
cal .... (.) (.) (. ) (. ) (.) (.) 
_ r", (+) 31 (.) (+) 26 (.) (+) 100 (.) 
ON_ (+) 100 (+) 100 (+) tOO (+) 100 (+) 100 (+) 100 

""'- (-) O (-) O (-) O (-) O (-) O (-) O 
Quitlnasa (+)0 (. ) (+) 31 (.) (+) 100 (.) 

HemoIiaInI (.) (. ) (.) (.) (. ) (.) 

Ela"" (-) 5 (-) (-)22 (-) (-) 5 (-) - (.) (.) (.) (.) (.) (.) 

",,,,,"'" (+) 100 (.) .,.. (+) 31 (-) "" (-) O (-) "" Cltruline (-) O (-) ,a.. (+) 31 (.) ..,.. (-) O (-) ,a.. 
.. NH.- vaIento (-)v63 (-) (-) 17 (-) (-) O (-) - (+) O (. ) (-) 27 (-) (-) O (-) 
TiosUfIIto ckrat bIi8 ... lItJCfON (+ )Amarillo (+)Amarillo (+)AmariIo (.- (+)lIerde (+)Veroe 

""" ............ (.) (. ) (.) (. ) (.) (.) -- (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
NO" _ NOS. (. ) (.) (.) (.) (. ) (. ) 

"""'" (. ) (.) (.) (.) (.) (.) 

lJIbrIoMático CY129, ...-IbIIIded 10 IJO (-) O (-) (-) 31 (-) (.) (. ) 

"''''''"''''''' (-)7 (.) (+) 94 (.) (-) 10 (-) 
o-nltrcUnl-b- gelectopiren6slOo (-) 35 (-) H«> (-) (-) (-) 
T-.80 <+1 26 <+1 <+1 31 <+> <+> <+> 

( +) 11)..1 OO'!(, --(-) 0-1O'rt ruccI6n negaUve 
• r8KdoI_ en cepM de ooIec:cI6n 
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Tabla 11. Caracteres bioquímicos para diferenciar a A. hydrophila de V. nuvialis y V. fumissii. 

C!p! TeBS glucoMlqu 01121 

5 

• 
7 

• 
12 ,. 
15 

17 

" 21 
22 

23 ,. 
'" " 34 ,. 
JO 
41 

<6 ... ... 
51 

52 

53 

57 ,.. 
'" ., ., 

V 

A 

V 

V 

V 

A 

V 

A 

V 

V 

A 

A 

A 

V 

A 

A 

A 

V 
V 
A 

A 

V 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(-) 

(o) 

(o) 

(o) 

(-) 

(o) 

(o) 

(-) 

(o) 

(o) 

(o) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

""'''' OlIo 1.. 3'!1. e<'lo a .. 
{+, {+, H (-, H (+, 

(+) (+) (+) (+) (+) {tI 

(+) (+) (-) (-) (-) C+I 

(+) (+) (-) (-) (-, C-) 
(+) (+1 (o) C-I (-) (+) 

(+1 C+I (+) (+) C+l (+) 

C+I (+) (-) (-) (-) (+1 

C+) C+) C+) C+) C+l (+) 

C+) C+) C-) C-) (-) (+1 

C+) C+) C-) C-) (-) (+) 

C+l C+) C+) C+) C+' (+) 

(+) (+) C+) C+I (+1 (+) 

(+l (+) C+I C+) (+, (+) 

C+' (+l C-) C-l (-) (+) 

(.) 

(o) 

(+) (+) (+1 C+) 

(_) (_) (_) (o) 

{+l (+, C-' C-' (-l C+) 

C+' C+l (+1 (t ) (+, 

(. ) C+' (tI (+l (+, 

(+, (+, 

(+, (+l 

(+l (+l (+1 (+1 (+) (+1 

(+, (+l (+l (+, (+) (+) 

(o) (o) (_) (_) (_) (o) 

(+) (+) (+) (+) (+) (+l 

(+) (+) (+) C+l 

(. ) 

(+l (+1 

C+l C+l (+) C+) (.) 

(-) 

C+) (-, 

(+) (+l 

(-) 

C+l (+) (+) (+) (+) 

(+) (+l (+) (+) 

(+l (+, (+) (+) 

(+l (+) (+) (+) (+) 

(+1 (+l (+l (+, C+I (o) 

(o) 

(. ) 

(o) 

(. ) 

(o) 

(o) 

(.) 

(. ) 

(. ) 

(.) 

(. ) 

(.) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

(o) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

(o) 

(. ) 

(o) 

(. ) 

(o) 

(o) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

77 

(o) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

(o) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

(o) 

(o) 

(. ) 

(. ) 

(o) 

(o) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

(o) 

(o) 

(o) 

(. ) 

(o) 

(. ) 

(.) 

(. ) 

(.) 

(.) 

(.) 

(o) 

(. ) 

(o) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

(.) 

(. ) 

(. ) 

(o) 

(-) 

(o) 

(.) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(. ) 

(o) 

(o) 

(o) 

(. ) 

(. ) 

(.) 

(-) 

(-) 

(-) 

(. ) 

(o) 

(o) 

(.) 

(. ) 

(. ) 

(o) 

(o) 

(.) 

(. ) 

(-) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(.) 

(. ) 

(. ) 

(o) 

(. ) 

(-) 

(. ) 

(o) 

(o) 

(. ) 

(o) 

(. ) 

(o) 

(o) 

(. ) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(.) 

(-) 

(.) 

(o) 

(.) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

(. ) 

(-) 

(. ) 

(-) 

(-) 

(-) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(.) 

RESULTADOS 

A.romonu hydrophl. 

"..."., lurNul 

A.romon.shydrop/!h 

A.romonu hydrrJphl. 

A.romon.shy~. 

Vibrlo fumissl 

A.romonu hydrophh 

Vibrlo fumissl 

A.romon.s hydrophh 

A.romonu hydrop/llll 

VibtIo fumissl 

Viblio fum/ssl 

VibIio fur¡QsI 

A.romonu hydrrJp/'lh 

"""'~-""'" ~mIuI 
VIbrlo lurNul 

A.romonu hydrophH 

A.tornOMS hydrophH 

VIM:J f/uMb 

\.1tIrlo lumiui 

Af(Q')'IOfIU hydloplrM 

VIbrlo furriHi 

""'" "'-ViOrlo fumi$sl 

VíOrio lumiul 

ViOrio lIuvMIs 

Vibnolumlul 

Vlbrlo lumiul 

Vlbrlo lumIstJI 



'" V 
71 V 

" V 
'" A 
'" A 
" A 
.. A 
.. A 
.. A 
OS V 

.. V 
100 A 

101 A 

105 A 

'''' V 
110 A 

111 V 

,,3 V 

117 V 

118 V 

IUI A 

"" V 
121 V 

123 A 

12<4 V 

125 A 
,,. A 

". V 
13> A 

131 V 

132 A 

133 A 

",. A 

"" A 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(-) 

(o) 

(-) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(-) 

(o) 

(o) 

(o) 

(-) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(-) 

(-) 

(o) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(+) (+) (-) (-) (-) (-) 

(+) (+) (-) (-) (-) (+) 

(+) (+) (-) (-) (-) (+) 

(+) (+) (+) (+) (+) (-) 

(+) (+) (+) (+) (+) (+) 

(+) (+) (+) (+) (+) (-) 

(+) (+) (+) (+) (+) (-) 

(+) (+) (+) (+) (+) (+) 

(+) (+) (+) (+) (+) (+) 

(+) (+) (-) (-) (-) (+) 

(+) (+) (-) (-) (-) (+) 

(+) (+) (+) (+) (+) (+) 

(+) (+) (+) (+) (+) (+) 

(+) (+) (+) (+) (+) (-) 

(+) (+) (-) (-) (-) (-) 

(+) (+) (+) (+) (+) (+) 

(+) (+) (-) (-) (-) (+) 

(+) (+) (-) (-) (-) (+) 

(+) (+) (-) (-) (o) (+) 

(+) (+) (-) (-) (-) (-) 

(+) (+) (+) (+) (+) (+) 

(+) (+) (-) (-) (-) (-) 

(+) (+) (-) (-) (-) (-) 

(+) (+) (+) (+) (+) (+) 

(_) (_) (_) (o) 

(o) 

(+) (+) 

(o) 

(+) (+) (+) (+) 

(-) (-) (-) (+) 

(+) (+) (+) (+) (+) (-) 

(+) (+) (-) (-) (-) (-) 

(+) (+) (+) (+) (+) {Al 

(+) (+) (+) (+) 

(+) (+) 

(+) (+) 

(+) (+) 

(+) (+) 

(+) (+) (+) (-) 

(+) (+) (+) (+) 

(+) (+) (+) (+) (+) (+) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 
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(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(-) 

(o) 

(-) 

(-) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(-) 

(o) 

(o) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(-) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(-) 

(o) 

(-) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(o) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

RESULTADOS 

A • .ltlmCln1S hydtophl. 

A • .ltlmCln1S hydtop/lb 

AIffOmOtIIS hydrophi. 

WJrio fumiul 

WJrio lIIM.tá 

Vibrlo fumlssl 

ViMolfuvI* 

ViMofumIUI 

VIbrlo fumlul 

A • .ltlmCln1S hydffJphl. 

A • .ltlmCln1S hyr1tTJphh 

Vibrlo lfuvlm 

ViMofumlul 

VIbtIo fumlul 

A.romcn.s hydrophl. 

VIbrlo Ifuvl.1s 

A.romonlS hydrophl. 

A.rcmon.s hydrophl. 

A.rcmonlS hydffJphl. 

A.rcmonlS hydroplll. 

V.tbrlo fum/ssj 

AIffOmOtI.s hytirophl. 

AIffOmOtI.s hydrophl. 

""'" ~'""" 
AIffOmOtI.s hydffJphl. 

""'" ~'""" 
Vlbrio futdssl 

AIffOmOtIIS hydrophi. 

Vsbrio fumissi 

AIffOmOtIIS hydrophi. 

VIbrlo lfuvlals 

VIbtfo IfuIMls 

VIbtfo fum/ssI 

VIbtfo f/uvlm 



RESULTADOS 

106 A (-) (-) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (-) (-) (o) (o) (-) Vibrio l1uvids 

137 V (o) (-) (o) (o) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) Vlbrio fum/ssi 

130 V (o) (-) (o) (o) (-) (-) (-) (o) (o) (o) (-) (o) (o) Aeromotl .. s hydrophie 

13> A (-) (-) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (-) (o) (o) VJbrio fluvielis 

1'" A (o) (-) (o) (o) (o) (o) (o) (-) (o) (o) (o) (o) (o) Vlbrio fumissi 

141 A (-) (-) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (-) (o) (o) Vibtio l1uvi8/is 

1<2 V (o) (-) (o) (o) (-) (-) (-) (o) (-) (-) (-) (o) (-) Aeromooes hydrophla 

143 A (-) (-) (o) (o) (o) (o) (o) (-) (o) (o) (o) (o) (o) Vibrio l1uvia/is 

144 A (o) (-) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (-) (-) (o) (-) (-) Vibrio fumissi 

148 V (o) (-) (o) (o) (-) (-) (-) (o) (-) (-) (o) (-) (-) Aeromones hydropllie 

147 A (-) (-) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (-) (-) Vibrio l1uviefs 

148 A (o) (-) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (o) (o) Vtbrio fumfssl 

149 A ¡+) H ¡+) ¡+) {+) ¡+) j+) j+) j+) ¡+) j+) j+) ,+¡ AetCmOl'/'s ht.droplJl, 

A. co+onL .. arNIrlll«. 

V. colon .... verde. o uule. 
(-). no CretWn6enIO 

(+). crecimiento 
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Tabla 19. Caracteres bioquimicos especificos para diferenciar V. fumissii (ATCC 35016), V. 
nuvialis (NCTC 11327), A. hydrophifa (ATCC 35649) y cepas silvestres. 

v v. A. 
Prueba tumluU .. tveltres ....... " 'velltres "- " 'veltres 

Gas de glucosa (+) 100 (.) 33 (-) O (-) 43 (.) 100 (. ) 2. 
c_ (-) l. (-) 61 (. ) 30 (.) 30 (-) 11 (-) 30 

Crecimiento en NaCI% 

".. (-) O (. ) (-) O (.) (.) 100 (.) 

". (+) 99 (. ) (.) 99 (.) (.) 100 (.) 

"" (+) 99 (. ) 60 (.) 99 (.) 60 (.) 7 (-) 20 

". (+) 78 (. ) 60 (-) 71 (.) 60 (-) O (-) 10 

Putreeina (+) 100 (. ) 93 (. ) 31 (-) 7 (-) O (-) 7 

Citrulina (-) O (-) 10 (-) 31 (. ) 90 (-) O (-) 10 

PropIonato (+) O (. ) (-) 27 (-) (-) O (-) 
(. ) v_ 

Tcas Amarillas (+) Amarillas (Amarilla Amarilla V",*"", "'"1 
Sensibilidad al vibriostático 01129, 10 !:!SI {-} O H O H 31% (-¡ ¡+) (+l 

(+I90-100%rMCclón postUva 

(-1 0·10% reacción ~Ya 

• reacción en cepas de colección 

Pruebas bioquímicas complementarias según: Colwell , 1984; Cown,1974; Furniss 81 al., 1977; 
Lee et al., 1981; Brienner et al., 1983; Altereeg et al., 1990; Dasilgard et al., 1998; Manual de 
Bergey, 1999. 

Únicamente las pruebas de producción de gas a part ir de glucosa y crecimiento en 

TCBS, ofrecieron porcentajes objetivos para peder establecer presuntivamente la 

diferencia entre las tres especies, razón por la cual se aplicó la Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (RCP), para tratar de diferenciar con precisión las cepas de los 

dos géneros en cuestión, Aeromonas y Vibrio. 

Con la aplicación de los oligonucleótidos AerS y Aer9, asi como Vib1 y Vib 2 

durante la Reacción en Cadena de la Polimerasa, se logró la ampliación del DNA 

de las bacterias estudiadas pero a nivel de géneros, con lo que se logró establecer 

una diferencia entre los Aeromonas y Vibrio (Figuras 2 y 3). 
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1,000 pb 

600 pb 

1 2 3 

Pozos 

4 5 

RESULTADOS 

6 7 8 9 10 

Figura 2. Gel de agarosa al 1%. Pozo marcador de 1,000 pb (In-Vitrogen). Pozo 2 a 9 cepas 
silvestres, pozo 10 cepa de colección de V. alginolyficus. Oligonucleótidos Aer8 y Aer9 (Khan 
y Cerniglia, 1977). 
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Pozos 

1 2 3 4 5 6 I 8 9 10 

400pb 

Figura 3. Gel de agBrosa al1 %. Pozo 1 marcador de 1,000 pb (Fennentas). Pozos 2 a 9 cepas 
silvestres, pozo 10 cepa de colección A. hydrophil8. Producto de PCR con 

peso molecular de 400 pb. Ollgonucleótidos Vib1 y Vib2 (Zanetti, et al., 1992). 
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La técnica de la Reacción en Cadena de la Polimerasa se aplicó a 60 cepas 

identificadas previamente como Aeromonas hydrophila, Vibrio fluvialis y Vibrio 

furnissii, con las galerias del API-20E y del API-20NE, coincidiendo ambos 

sistemas a nivel de género en 59 de estas especies. Únicamente con una cepas 

no se logró la misma identificación, la cepa 131 , identificada previamente como 

Aeromonas hydrophila. 

La lécnica de RCP se estandarizó empleando cepas de colección (mencionadas 

en el apartado de metodología) de las que también se obtuvo el producto 

correspondiente. 

Detenninación de la patogenlcidad y D .. L de V. ffuvialis y V. furnissii. 

Todos los peces que se extrajeron de los estanques de cultivo de las granjas, para 

obtener las muestras de riñón presentaron signos y lesiones externos de infección, 

así como un comportamiento anormal en los estanques de cultivo y en los acuarios. 

Los signos y lesiones aparentes fueron: puntos hemorrágicos en la superficie del 

cuerpo, aletas sanguinolentas y rotas, falta de escamas, exoftalmia, boqueo en la 

superficie de los estanques y acuarios, nado errático, desequilibrio, anorexia, y 

comportamiento nervioso y huidizo. Después de sacrificar a los individuos y antes 

de tomar la muestra bacteriológica, se observaron las siguientes lesiones: 

hemorragia interna generalizada a todos los órganos, liquido en el interior de toda la 

cavidad, daño en todos los órganos internos, las branquias en general se 

presentaron pálidas. 

La titulación de inmunoglobulinas, efectuada previamente al experimento, reveló 

que los lotes de peces seleccionados para el experimento tuvieron contacto previo 

con ambas bacterias estudiadas, aunque los títulos obtenidos fueron bajos: 1 :80 y 

1:160 (Tabla 20 y 21). 
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Tabla 20.Titulación de inmunoglobulinas; grupos control y experimental 10" ufc/ml. 

I"EZ (c.non .... -.Ius) _ .... 
~ . ~ 

, , , • , • , • , 
" 

1.10 , O O e O e O O O O O O O 
''''' , O O e O O O O O O O O O 
1:40 , O O e O O O O O O O O O 
l :tIO ° 0 8 e O O O O O O O O O 

1:1110 E0 0) e O O O O O O O O O 
1:320 , O O e O O O O O O O O O 
,~ ol e) 10 e O O le) le) 1(') o o o o 

1:121!O "O O e, 0 8 0 O 0 o o O o 
1:2500 ' O o es ( 0) o 0 o 0 0 0 0 

.. . .. 
V. flUVlalls (x) , V. fumlSSl1 (y) , Ambos (z) 

84 



RESULTADOS 

Tabla 21 .Titulación de inmunoglobulinas; grupos control y experimental 103 ufc/mL. 

l"IiZ (c.a. .......... IuIJ -- """'" """" 
, , , • , • , • , 

" 
'" , ( e oe e ,e le e o le le e 
'" • ( le- ~e e e o le >( 
, . ~ , le le R c: e o le >( 
1:110 , le 18 le ~e e e ,e o o e ,e e 

1:ItIO ,IG.-10.., le )e e e ,e e o le 1( . .- e 
,,"" , IS le le )e e e ,e e o le ,e e 
1:&10 

G le le )e e e {¡ e¡ 0 10 ¡e ICS 
1.1 211!1O 

H le le I~ )~ ~ G:: ,e e o IG: )~ I~ 

""" ,leloI0G::ICS e le e 2Je lcs le 
.. ... 

V. nUVlal/s (x), v. rum/ss" (y), Ambos (z) 

Los peces incluidos en el grupo control inoculados únicamente con solución salina 

estéril , mostraron signos y lesiones generales de bacteriosis: escamas caedizas, 

edema, anorexia, se manifestaron muy nerviosos, mismos que desaparecieron a 

las 30 h del experimento, por lo que el estado "normal" (el observado antes del 

experimento) de comportamiento y salud de los individuos, se restableció, 

indicando que el estrés experimental tuvo importante influencia sobre el cuadro 

clínico obtenido experimentalmente (Tabla 22). 
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Tabla 22. Lote control de C. auratus, inoculados con solución salina al 8%. 

~-

_. -, _. _. 
'n' 

_. _. _. -. _ .. 
~ - ..... ..... ..... ..... ,- """" ..... ..... ..... """" 
<- ....... ..... ....... "'- ,~ ..... , ..... ..... "", .. ..... -,-... 
'"'-

"'" 
"-' - ...... -- ...... ...... ...... ...... ...... ...... ...... ...... 
~"" 

.......... .......... --.. ......... --.. ......... .......... ......... ......... --.. --s.a .... _ 

• No hubo pteMftCÓO doe olgt'OOf; 

Los grupos experimentales inoculados con 10', 10· Y 105 ufc/mL del patógeno V. 

fluvialis , empezaron a mostrar signos de infección tres horas después de ser 

inoculados. Algunos individuos mostraron cambios de coloración de la piel, en su 

mayoría se oscurecieron o bien se tornaron más rojos, presentaron edema 

corporal, escamas erizadas o caedizas, aletas deshilachadas o con finos 

filamentos sanguinolentos, respiración anormal sobre la supeñtcie de los acuarios, 

rápido boqueo y apertura de opérculos, algunos peces mostraron los ojos opacos, 

otros exoftálmicos, cuerpo hinchado y anorexia. Algunos individuos se 

comportaron de una forma anormal en comparación con los del grupo control , 

desarrollando nado nervioso, únicamente los peces del grupo de 10" sufrieron de 

diarrea, mostraron además nado desordenado o lento. En todos los peces de 

todos los lotes experimentales se apreció una secreción exagerada de moco sobre 

el cuerpo. Todos los peces de estos grupos murieron durante las primeras 24 h del 

experimento. Inmediatamente se efectuaron las necropsias, encontrándose signos 

y daños agudos en todos los órganos internos de los peces, se pudo apreciar mal 
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olor, hemorragia generalizada a todos los órganos, músculos, higado y riñón 

deshecho (Tablas 23, 24 Y 25). 

Tabla 23. Signos y lesiones mostradas por C. auratus, inoculadas con 107 ufc/mL de V. 
ffuviafis. 

, 
"" 

,,,, ,,, , 
"" "" "" "" 

,,,, ,,, . .. ". 
1 ""'" 1 """" 1 ""'" ,. I ~~. I'~ .. :. ,- ,-- _ .. ,-
~ '- ~ 1"" :: ;;O 1= ::; 1= ;:,::;;; :::;;;, :: = 

h ..... 
~ 

. Reopo-.coón ReoprliOOll . 
~ ~ 

1"'" ' ......... "- I~ ' ' '-'- ,--. .--. 
c_ ~~ ':oT.. '~. :.. 1:" 1:" :.. ::::. :.. ;.;;;;;,. 
"'*~o 

, 
I'.~M. ~'" Anot .... Anof •• ~ Anafe";. 

_.~ 

"",,' _.~ 

1= - ...... - - ....... ....... ....... ...... ...... 1 ...... 
1- I ~""" .~- I~- ~- 1 ~"' .. ~"' .. ~ ...... 

~- 1 ~"' .. 
i' - 1 ' "'~ '".- 1'"'" '"- 1 '"' ~ ",.~ .... " -" I'''·~ 1'"--- --
"" .. 

I=" -- -- --.... - - - -- "'- - -- - -- --,.., 
o.~ 0.".'" ~= o.~ o. ~ 0. ...... o.~ I~~ , ,.-

"- "'- l- o. ...... lo. ...... Io.~ lo.....,. lo. ...... .o.~ 

. . . . 

:=~ 1' .... 

1 ...... -- 1- 1-' 1- --1"'" ' ..... i, ..... ' ..... 1' ..... ,-- 1'- ,,-
" ..... ...... 

• ~ I"OI.C>O poe_. de 19"'" 

Tabla 24. Signos y lesiones de C. aurotus inoculados con 101 ufc/mL de V. fluvialis . 

CARACTERlZACION OI.f,GNÓSTIC ... 

C., __ tlce 
Pez 1 .... 2 ... . l ...... "" .... 1 "ul "u I .. ,' .. .. 10 --- . . . . . 

,. . . . . . 
, ~ 0.- ............. o.oamooOoo ~ "'- - "'- Do_ 
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..... ,- 0_. ,- ,_o ,- ,_o l*1'roI:>'l'8g0' - ... ,,- ...... , ... - ... .... · · · · · · 
&~ · · · · 

"'" &<Ift.I .... E.otI¡Omo. bofl.lmo. E.oo/III",,", E.o/!.un.. E.otIaI ..... E.oII.I"", E_""". E.o/III",,", E. OIII1"'" 

e_ .. ,- ,_o , .... ,- , ..... VienI,. ,_o ,-- ,,- v .. "". 
~ ..... ..... ..... ... - .... - ..... ... - ..... ..... -- -~ """' .... -- -- _.- -- _.-

-~ ""'.- _.-
"",-. 

~ 
~ 

....... ~ ~ ~ ....... ....... ....... ~ ~ - "'~-
No_.1dO '" '" '" NoObIlr'o'IdO 

No ____ 

'" NoCO .... _ " ~- """'- ~- ~- ~-,- E"""", '"- E"Mio;o ,- E"tbC:O E"~",,, E"tbC:O E"""", ,""'" ,"""" ... ~ ......., ......., · ......., ......., ......., ......., · · 
NECAOPSIAS .... -... · · -' ... o. -- Oo- '" -- ...... ~ No COllr'o'fdO 

No __ 1dO 

" NO ob"",fdO '" ~- ~--
CO"" __ 

Tubo digonlMl ....... -- Oo ...... Oo ...... Oo ...... Oo ...... -- Oo ...... Oo ...... ....... .... ...... Oo ...... "' ...... ....... ....... Oo ...... -- ....... ....... --"- ....... - Oo ...... ....... ....... ....... ....... ....... Oo ...... --,~- .. - · · · · ,-'- · · · · · · · · -..... -
"'" o.ugrl<l_ "''''- · · "' ........ ", ... - · Oo ... -

• No lU>o ",.oena. <JI ""7"'" 

Tabla 25. Signos y lesiones de C. auratus Inoculados con 105 cuf/mL de V. fluvialis. 

CARACT9IZACiOH DIAGNÓSTICA 

C.tloClertslka O" , ... , P •• 3 .... Pe. 5 Pul P •• 7 Pul Pul P"IO -- .... .... · - '''''- .....- ,.- ,.-
O. ,- ,- · ,- ,- ,- ,-
,_o · Oo- ---..... ,- . · .- · · .... · · . · . . 
....... 
"". E.ot\II .... T ... b"HZ · ...... . ..... . ..... . ..... 
e_ , .... · · , .... , .... , .... , .... ..... ..... ..... ..... ..... 
-= -- -- -- -- -~ -- -- _.- -- """' .... 
"",-. --- -- -- -- -- -- -- -- --_. 

"""" """ .. · ""'" """ .. """" ..... """ .. """ .. .~ .. - "' ... "' ... """" E".-:o ,"- ,"-- ......., ......., · ......., - ......., 
NECROPSIA .... · · · · · . 
o. ~ Oo- · · Oo-

Tubodigon'''' Oo ...... Oo ...... ....... ....... Oo ...... 

88 



RESULTADOS 

,- o._ 00_ - 00_ 00_ 00_ ,- - 00_ 00_ - 00_ ..-
VIHio..U b<IIi.-, · . -V"""" N9!a\OI''' . 
....... · 0_ • 0.-. . . ...... · ....... ........ . - -- -- ....... 
00. -.- -.- 0.1"_ 00 ... _ 

-.~-

• NO '""'00 .".MtIO. o. Jq>OI 

Los grupos experimentales inoculados con las dosis 10' y 10' ufclmL, del mismo 

patógeno, comenzaron a manifestar signos de infección a las 72 h de ser 

inoculados. En este caso se identificaron signos y lesiones de bacteriosis general: 

el color corporal de estos individuos se oscureció en algunos casos, en otros se 

enrojecieron, los ojos se tornaron opacos, se detectó surgimiento de micosis sobre 

el cuerpo de los peces, escamas caedizas en algunas zonas del cuerpo, aletas 

replegadas y erosionadas y anorexia. El comportamiento se observó nervioso con 

nado lento, importante secreción de moco por todo el cuerpo, 

Después de ocho días , todos los individuos de estos grupos recuperaron su 

estado de salud inicia l, aún permanecieron vivos (Tablas 26 y 27), 

Tabla 26. Signos y lesiones de C. auratus Inoculados con 10· cuflmL de V. nuvia/is. 

C_"""Iic. eH' Pu2 Pu l ... " P •• 5 P •• • Pu 7 ..... Pu l PU l O 

~ ...... ...... ...... ...... ...... ...... ...... ...... ...... ...... 
.... . · - _ . 
,~ """"""'" 00_ ..- ..- ..- ..- 00_ 00_ ..- -....., 
....... 11~ ~morr. ~ ... -... _ . 

~ •. EroslOO"\adao ~ morflgt • ,_o ,~-... . · · · 
& ..... ...... · ...... · . . 

"'" 
. · · . 

'-" . V_e , .... ,- ,- ,- ,~" ,- ,_o ..... ...." ...." ....., 
~- ~- ~-

...." - _.- _ .. _.- · . 
1"""" - -- - '"'- -- -- -- -- - -- --_. 
- , ~ ,- · · ,- ,- ,- ,- ,- . -_. -- M _~ -- -- -- _.-

·No~pt ......... o.~ 
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Tabla 27. Signos y lesiones de C. auralus inoculados con 103 cuf/ml de V fluvialis. 

" "" ", , ,,, , ,,, . ,,, . ", . ,,,, , ... , ... ", " _ .... 
lo~o lo...o 1"-' lo.- 10_ 

1'· I-N 1- 1-· 1-
1'-' 
1-,- I M ~' I M ~" 1 M,~. " 

1- 1-- ~ 
l· 
~ ~ ~ ~ 1 ....... 

1"'" I .... ~ 
le- 1 ;::.:. I ;;;m, 1;;;;';';" 1;';;;';" 1;;;;';;" I ;,;;,.;" 1;';;;';" 1;';;;';" :::. 
1"'· 1-'" I-~ 1-'- 1-'- 1-,,· 1-,,· 1-··· 1-.. • I-·~ 

1= 1 ....... 1- 1- 1- 1- 1- 1- 1- 1- I-~ 

1 ..... 
1'- 1'·- 1'·- I , •• ~ 1'·- 1'·- 1'·-

La titulación de inmunoglobulinas efectuada en los peces que sobrevivieron al 

experimento, marcó un incremento en los titulas: 1:1280 y 1:2560, indicando que 

se generaron defensas contra los patógenos inoculados (Tablas 20 y 21 ). 

Paralelamente el grupo de peces inoculados con 10' ufc/mL del patógeno V. 

fumissii, mostraron signos de infección con hemorragia en la base de las aletas y 

alrededor de los ojos, inflamación en la zona ventral, decoloración nado irregular, 

boqueo, anorexia , aletas y cola erosionadas, presencia de moco sobre la 

superficie del cuerpo, descamación y exoftalmia. A las 24 h en los inoculados se 

presentó la muerte en todos los individuos estudiados. Las necropsias mostraron 

de manera general en los 10 peces: hemorragia interna, tracto digestivo dañado y 

riñón desecho (Tablas 28 a 32). 
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Tabla 28 . Signos y lesiones de C. auralus inoculados con 101 cuf/mL de V. fumissii. 

C .. 8CI_1ica Pu l Pu2 Pe. 3 Pu' PuS Pez I ~" 
~,. 

~" P •• 10 -- ~- - ~- - ~-
~ 

~- - - -,. -- -- -~ - -- -- -- -- -- Muco.I<1~ 

,_o 0._ 0._ 0._ 
0._ 0._ 

"'- o.....- - 0._ 0. __ 

-'Y~ E,~, H.....", ... E,...-. E¡oo-', E f'OIionIdI. Hemorragr. Hemon. ,,- __ '-00' Hernor'agrl ... · 
&- , ..... , ..... P, .... , , ..... , ..... ,_o ,- ,- , ..... ,_o 

"'" ,.-.. , ....... ....... , ... - , ....... , .... - E.oIItlmol , ....... ""- , ...... 
C-.. -- --- --- -- ..- -- w,_ W,_ -- --",., _.~ 

1Inor .... Mor ... 1Inor . . .. lInor .. i" 1Inor ... ", 1Inor .... 1Inor . .. a _ .. 

_.~ 

Compor. l-.ntO - " ~~ 
_ro - _ro ~, Huidrto ..... , Hurdr~o " ~ro _. . · . . . - c- e- ,.., c- e- c- e- c- e- e_ _. -- -- · -- -- . -- -- . 

NECROPSIAS ... - .. , · . -' ... ''" ~-
0._ 

-~ - . ,-- o.~ o.~ "'~ e .... -- -- -- -- "'-- "'--"""" - o.~ - - -- - - - o.~ o.~ 

"- -- -- , ... oo." - .. - -- -- -- --VKicuI._ J -- .. - -- - -- - -- -- -- ---VII9I ...,.,...'" · 
a.-, "'-Q 

_ .. __ o 
o.~. 

_. .. ~. w,_ 
"""'"'" --' ... -,~. 

~ 
. ... ~.agr"" 0-.0-- · · . -..- -..- 0. __ . 

. ,..,F'<.Ibopre ...... <III~ 

Tabla 29. Signos y lesiones de C. auratus inoculados con 10' cuf/mL de V. fumissii. 

CARACTERIZACiÓN DIAGNÓSTICA 

C_Ilri.llc . P,.1 P .. 2 P •• 3 P •• , PI' 5 Pe.' Pn 7 P ... Pu l PI' lO -- ~ -, ~ - ~- - ~- "-- -- -, ,. -- -- - -- -- -- -- -- -- --,_o 0._ 
0._ 

"'- ..- o.....- - "'- "'- o._ ..-
Alt!ely~ 

_ . -- ........... - _ . -... -... -- ,_o <ro_ ... . . . . 
&-- ,- OO"" ,- , ..... , ..... ,- ,_o , ..... , ..... P"'" 

"" "".- ._- ,-- ---- _ .ag.oos -,- "-- E.oh_ ,.-
,- --- w,_ .. - .. - --- -- W,_ -- -- --
-~ -- . - -- "-

_ .... 
1Inor .... -.. -- -- --- ,,- - - ,- ....... ~, ....... ....... - -
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-
"'" '0- '0- '0- "'- "' .... 'O- EIfMeo 'O- "'- E"jAoco 

S-_ .... - -- -- -- . - --NECROPSIAS ... Iie,"""f~ ,. - -...-, ........ -- ........ -- -- -- ........ --._- Oo~ Oo- ~ -- ""'"'" -- ~ ~ -- -, .... ....... ~ -- -- -- -- ....... ~ ....... Oo~ 

"- "'.., ~~ ".., PM , ... .. ~ .. ~ w,_ .. - .. ~ 
V ........ _ w_ - - · .. ~ .. ~ w_ -.-
''''' ""- · · . -- . ----...... _ . ....... ......... --.. ..~. --. ....... """'"' -- 'MilO'''' ....., · 
"'" · · . . 

• NO _ PI ........ .,. """"" 

Tabla 30 . Signos y lesiones de C. 8uratus inoculados con 105 cuf/mL de V. fumissíi. 

Colofaci6n 1'. 11 Pu Z Pu l Pu 4 pt . 5 Pu l Pu 7 P ... 1' ... pu l a 

,. · · · 
,~ Oo- · .,.....- Oo- .,.....- Oo- · Oo- Oo- ---...... ,_o ,_o --- ,- _. - ... - ... ,- - ... -... -""" · · · · · · ....... · · · · · · · · 

"'" ,_o ,"""- """'"" ~ """"'" ~ ~ """- """- E.ctI ....... 
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Tabla 31 . Signos y lesiones de C. auralus inoculados con 10' cut/ml de V. fumissii. 

C..-acl"-¡stiU. Pul Pu Z Pul Pez4 Pe. 5 Pul Pu7 Pe. ' Pu l PUlO 

""' .... · "--""" · ,. -- -- ........ - ........ ......., 
-~ - ......., ......., 

,~ ..........., Do_ .......- · · .......- ""'""'""'" Do_ .......--.- ,,- -- ,_o · - ._. 
.... · · · · 
,,~ , ..... PAIicIa. . Pé4.><1a, , ..... 
Ojoo , ...... ~ · bOfIa ...... . 

~_. 

. 
C~~ ~,~ .. - - - w,_ - - - ~-

Inll.m_ 

-" ...... _.- Anot .... .... - ...... ...... _.- ...... """' ... Anot .... 

~ -- _. 
,,~ -. - Hudizo 

_. _. 
~ - -_. · · . 

"- "' ... c_ "'- 0._60_ ,.'"" c_ "''"'' c_ ,.- EmilooD 

s.._ · · ........ ......., · ......., 
• NI> f"U)O p"' ...... di "'11""" 

Tabla 32. Signos y lesiones de C. auralus inoculados con 103 cut/ml de V. fumissii. 

C. racl"-¡.Uc. P .. , 'u, Pe. 3 P.z' Pu l P .. . P • • 7 Pe • • Pe • • P •• lO 

""''''''' 
. · · O- ..... """" """" """'" , .. · · ..... ..... . · ..... ..... 

,- Do- Do_ .....- · Do_ · .......-
AIeI .. r COII Eroslo ........ "'-

_. · -_. _. _. · · . 
, ~ "- ...... . "- "- · . .,... """""'" · · 
""' ,.- · .- · · · 
'- .. ~ .. - - - - - - .. ~ -
-~ - _.- - .... - .... - .... - .... - _.- .... ---- - "- - - - - --- - - -_. 
"- ,.- · · , .... , .... , .... , .... "' ... 
"- . · - -- · -• NI> t\uIIO pI • ....-.a.. di "'IJI'ID' 

De igual forma, en los lotes experimentales de peces inoculados con 10' y 10' 

ufc/mL los signos y lesiones de enfermedad se fueron presentando de forma mas 
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lenta: boqueo, nado irregular y espasmódico, hemorragia en la base de las aletas 

y en los ojos, inflamación ventral , descamación, presencia abundante de moco, y 

perdida del apetito. Los diez individuos de este lote murieron durante el lapso de 

48 h. Después de la necrosis se observaron los mismos daños que en el lote 

anterior. 

En los lotes experimentales de inóculos 10' , 103 ufclmL, los peces mostraron nado 

irregular, boqueo, pérdida de apetito, ojos pálidos, sin embargo, después de 36 h 

los peces recuperaron su apetito de forma normal y en comparación con el lote 

control volvieron a la normalidad, y lograron sobrevivir. Todos las lesiones 

desaparecieron a los diez días del experimento. 

Igualmente de la titulación de inmunoglobulinas efectuada con los peces 

sobrevivientes se encontró un incremento en el nivel original de los títulos de 

éstas. 

A partir de muestras aisladas del riñón de los peces inoculados 10' ,106 Y 10" 

ufcJmL de bacterias tanto de V. fluvialis como de V. furnissii , se recuperaron 

ambos patógenos en cultivo puro. 

Al graficar el número de peces muertos de cada grupo experimental en papel 

probit , se detenninó 10 •. 5 ufclmL como la D", L para V. fluvia/is y V. furnissii. 

En la segunda fase experimental, solamente se registraron algunos signos leves 

de infección bacteriana, como son: oscurecimiento de la piel, anorexia, aletas 

retraídas, los cuales desaparecieron después de diez días, ningún pez murió. 

La caracterización diagnóstica general de ambas especies de Vibrio, se resume en 

la tabla 33. 
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Tabla 33. Caracterización diagnóstica general de los peces inoculados con diferentes dosis 
infectivas de V. fluviafis y V. (umissii . 

041_11_ ..... , ......... ......... 1Mc ..... .... ... s ...... 
.,......, · '"-, """"' · · 
"'" .- · -- eo..n.ym~ · .-.... ~ · --- --- -- -- ........ -,- R_ - E~s -, · _n ... lI<Iq.- ."""",,1 · . Boq ....... nortI'IIIl · 
Ibnqy". RMoPAcoOn . R~ Respófac:i6n -- R ~ -, ~ -, ,~ 

Ojoo · , ..... . · · 
"'- V_.bY_ VienUe_ 

~--
v_ ... bdo V~ . bubdo -- - -- - - .,..,. --- - """"" """"" -- - --- Nodel_ron 

~- """"" ~- ,.,- ,.,-- '""'" ..... """" ,- """" """" - M- M- - M_ · M_ 
"KItOl"~ ... · · 
"'" 

-~, M ~y ---- --Tubo digesjM> 
_00 

"""""" """""" ..., 
""""'" """"'" - -- """"'" ...... 

V.oIcuII biIioIr y · · .... ,-- · · · 
...- · · 00 ..... M_ ....... ....... - -

"'" --- -- --
o No .. ~ moRIIIidIod. 

Detenninación de la sensibilidad a antibióticos y presencia de plásmidos

R. 

Al someter las cepas a crecimiento en presencia de antibióticos, 45% de las cepas 

fueron resislentes a seis de los 14 antibióticos probados; el 100% de las cepas 

fueron resistentes a cefalotin, el 94% a la ampicilina, el 89% al cloranfenicol , 88% 

la tetraciclina. Además, fueron resistentes al nitrofurano, la carbenicilina, y la 

kanamicina en 85.3%, 61 .3% Y 65.3% respectivamente. 
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Presentaron sensibilidad 18 (23%) de las cepas, a los siguiente antibióticos: 

amikacina, trimetropin, cefotixin, nephilmecin, pefloxacina, ya la gentamicina. Sólo 

una cepa, la 9 de la especie A. hydrophila , presentó resistencia a todos los 

antibióticos, 20 cepas generaron resistencia a siete diferentes antibióticos, 67 de 

las 70, cepas generaron resistencia a más de un antibiótico (Tabla 34). 

Tabla 34. Resistencia a antibióticos de cepas bacterianas aisladas de agua, alimento y pez 

dorado C. auratus. 

Antibióticos Resistente Susceptible Intermedio 
Cefalotina 75 O O 
Cloranfenicol 26 23 23 
CeHriaxona 24 73 14 

Ampicilina 71 3 1 
Amikacina 12 60 3 
Trimetropin 11 62 3 
Cefotaxina 22 38 15 
Netilmecina 18 57 O 
Pefloxacina 7 41 27 
Carbecilina 46 19 9 
Gentamicina 64 7 4 
Kanamicina 15 58 3 
Nitrofurantoína 49 15 11 
Tetraciclina 66 4 5 

El menor porcentaje de los antibióticos (13%), resultó de resistencia intermedia 

para 23 cepas. Las cepas presentaron todavía sensibilidad a un buen número de 

antibióticos. 

Se obtuvieron plásmidos resistentes en el 94% de las cepas, las cepas de A. 

hydrophila portaron plásmidos con intervalos de pesos moleculares entre 22.5 -

6.6 kb , el 30% de estos fueron de 14.2 kb, estas cepas presentaron resistencia a 

los antibióticos: CF, T, NF, AMP, CB, y K ; en cepas de Víbrio fluvia/ís se 

extrajeron plásmidos con intervalos de pesos moleculares de 15 kb-6.9 kb el 58% 

de esta cepas portaron plásmidos de 11.2 kb, con resistencia a los antibióticos CF, 

AMP, T, NF, CB y K, las cepas de Víbrio fumíssií presentaron plásmidos de 
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intervalos entre 14.2 kb Y 6.6 kb, el 33% de las cuales portaban plásmidos de 11 .2 

kb. Fueron resistentes a CF, AMP, T, NF, CS y K (Tabla 35 y Figuras 4). 

Tabla 35. Pesos moleculares y resistencia de los antibióticos en diferentes cepas 
bacterianas aisladas de agua, alimento y pez dorado C. aunttus 

Cepas 

Aerom0ll8s hydrophí/a 

Vibrio "uvia/is 

Vibrio fumissii 

Aeromonas hydroplli/a 

(ATCC 53654) 

Aeromonas cavise 

(ATCC 15468) 

Vibrio alginolyticus 

(ATCC 177029) 

Resistencia 
antimicrobiana 

CF-T-NF-AMP-CB-K 

CF-AMP-T-NF-K. 

CF-AMP-T-NF-CB-K. 

CF-AMP-NF-K-T-CRO 

CF-AMP-T-NF-CRO-K 

CF-AMP-NF-K-T.CTX
NET 

CF-AMP-NF-K-T-CTX-

PI¿\smidos (kb) 

25.7,22.5, 21 .1, 20. 
16.3, 15,14.2, 11 .8 
11 .2, 6.9 , 6 .6 

15, 13.6,11 .2, 6.9 

15, 14.2, 13.8. 
12.8 , 11 .8 , 11.2 
10,6.9, 6 ,6 

25.7 .. 

25.7· 

25.7· 

Víbrlo parahaemolyticus NET 25.7 • 
(ATCC 17602) 
.. Promega Llfe Sclence catalog 2001 

Las cepas de colección presentaron resistencia para CF, AMP, NF, K Y T; V. 

parahaemolyticus, A. hydrophila y A. caviae res istieron además para CRO y NF; 

Vibrio alginolyticus y Vibrio parahaemolyticus presentaron resistencia para CTX y 

NET, todas portaron un plásmidos de 25.7 kb. La cepa de colección E. coli no 

registró resistencia a ningún antibiótico pero sí sensibilidad a todos, además de no 

portar ningún plásmido. 
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789 1 

Figura 4. Elecb'oforesls de gel de Agarosa al1% pozo 1 y 10 marcador de peso molecular 

10,000 pb Fermentas. Pozos del 2 al 9 cepas silvestres de V. "uvialls, V. fumíssJl y A. 

hydrophlla. 

Respecto a los plásmidos que se obtuvieron de las cepas identificadas como 

Pseudomonas, debido a los intervalos mayores en los pesos moleculares de 

las cepas de esta familia, se procedió de fonna diferente para detenninar su 

tama~o . 
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Con los plásmidos de referencia de E. cofi (HB 101 , R27 Y RP24) se obluvo la 

curva de regresión lineal en la cual se graficó el logaritmo de la movilidad relativa 

de los plásmidos (eje de las ordenadas) y el peso molecular de los mismos 

expresados en Mda (eje de las abscisas). Los pesos moleculares de los plásmidos 

idenlificados se calcularon extrapolando el logaritmo de la movilidad relativa del 

ADN plamídico para cada una de las extracciones en la curva obtenida, resultando 

los pesos moleculares y sus correspondientes número de pares de bases para 

cada uno de los plásmidos que se extrajeron de Pseudomonas (Tablas 36). 

Tabla 36. Peso molecular de los plismidos extraídos de Pseudomonas aisladasagua, 

Pozo 

1 

2 

3 

4 

5 

6 
7 

6 
9 
10 
11 

12 

alimento y de pez dorado C. auratus. 

Movilidad 
Relativa 

Marcador de peso 
molecular 1.6 

3.5 

5.6 
Pseudomonas vesicularis 0.6 

1.1 
1.5 

Pseudomonas fluorescens 0.6 
1.1 

Pseudomonas diminuta 0.7 
0.1 

Pseudomonas "uorescens 0.6 
1 
1.5 

Pseudomonas "uorescens 0.5 
Pseudomonas fluorescens 0.5 

Pseuc1omons diminuta 0.5 
Pseudomonas cepacía8 0.5 
Pseudomonas putida 0.5 
Pseudoomonas sutzterii 0.7 

1.5 
2.3 
5.7 

Marcador de peso 
molecular 1.6 

3.4 

99 

log 

0.544 

0.7462 

0.2552 
0.1461 

0.1461 

0.176 
0.777 
0.2304 
0.777 

0.413 
0.413 

0.413 
0.413 
0.413 
0.76 

0.2552 

Peso 
molecular 

1000 

5143 

3214 
3000 
16363 
12000 
3000 
16363 
25714 
16000 
30000 
16000 
12000 
30000 
30000 

30000 
30000 
30000 
25714 
12000 
7626 
3127 

11500 
5294 

Mda 

266 

147 

91 
656 
466 
343 
656 
466 
735 
514 
656 
514 
343 
656 
658 

656 
656 
658 
735 
343 
223 
89 

343 
143 
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Al obtenerse pesos moleculares demasiado elevados, saliendo de la curva de 

regresión, se optó por usar marcadores de peso molecular conocidos, se 

registraron intervalosade peso molecular desde 3157 pb hasta 30000 pb . En 

los pozos del gel de agarosa: 2,3,4,5 y 11 se obtuvo más de una banda. 

Se calcularon los MDa correspondientes a cada rango de pares de bases 

obteniendo rangos desde 286 MOa hasta 343 MOa. 

No se estableció ninguna asociación especial de los datos obtenidos con el tipo de 

procedencia de las muestras de agua, alimento y organismo. 

Detenninación de relación de la virulencia con la presencia de plásmidos. 

Las cepas de las tres especies A. hydrophiJa, V. fluvialis y V. furnissii, crecieron en 

placa de agar en sangre, presentando un crecimiento con halos color verde 

alrededor de las colonias indicando actividad de a-hemólisis (Figura 5). 

Figura 5. Crecimiento de las bacterias en agar en sangre. 
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Todas las cepas que presentaron crecimiento en agar sangre con producci{on de 

alfa hemólisis, fueron portadoras de plásmidos, con sensibilidad a diferentes 

antibióticos (Figura 6). 

Figura 6. Resistencia a antibióticos (Multidiscos Sanofi). 

De las 82 cepas de A. hydrophila, V. ffuviafis y V. fumiss;;, que fueron sometidas a 

curación de plásmidos con naranja de acridina y posteriormente sembradas en 

agar sangre, 81 no crecieron en agar sangre, incluyendo todas las cepas de 

colección mencionadas anteriormente (Figura 7). De la misma forma después de 

ser sembradas en agar de Müller y Hinton, posterior a la curación de los 

plásmidos, tampoco presentaron halos de inhibición para ningún antibiótico 
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empleado. De la misma forma ninguna de estas cepas registró presencia de 

plásmidos en la corrida de gel de agarosa efectuada después de su exposición en 

naranja de acridina (Figura 8). Para eliminar la posibilidad de que el proceso de 

expulsión de los plásmidos hubiera afectado la capacidad de las bacterias de 

multiplicarse, las cepas contenidas en los tubos de caldo de LB se sembraron 

nuevamente en agar de BHI , obteniéndose crecimiento en todas ellas. 

Figura 7. a) Crecimiento comparativo en agar sangre antes y después de tratar los 
plilsmidos con naranja de acridina. b) Sensibilidad a antibóticos después de curación de 

plásmidos. 
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POZO 

871110111213 
• 

10,000 pb 

Figura 11 . Comprobación de ausencia de plésmidos, después del tr1Itllmiento con naranja de 
aendina. 

Detennlnaclón de la capacidad de A. hydrophila, V. "uvialis y V. tumissii , para 

donar plhmldos por conjugación. 

Ninguna de las cepas de E. coli consideradas como receptoras de plásmidos que 

resultaron lactosa positiva, presentaron crecimiento después de ser sembradas en 

medio de agar de Muller y Hinton, con 2.5 rng/mL de Kanamicina. 
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DISCUSiÓN 

El creciente interés en el acuarismo como empresa familiar que permite el 

incremento del ingreso familiar, está llevando a la creación en forma improvisada 

de granjas rústicas, sin el seguimiento de acciones preventivas sanitarias ni 

prácticas de higiene y limpieza adecuadas. Las medidas preventivas sanitarias no 

se practican en las granjas acuicolas que se estudiaron, carecen además, de 

medidas de higiene y limpieza en general (Contreras,1988; Piper, 1992). 

El tipo de acuicultura de estanquerla rústica que se practica en las granjas 

estudiadas, como se mencionó anteriormente, presentaron condicionantes 

ambientales, biológicas y de explotación para que se manifieste el proceso 

infeccioso en proporciones importantes. Esto se deduce en la disposición de los 

elementos presentes en el modelo clásico, marcando un desequilibrio en este 

caso entre la relación patógeno-hospedera-ambiente propuesto por Sniezsko 

(1973), que llevará a la alteración de la relación salud-enfermedad con elevadas 

probabilidades de epizootia, al presentarse patógenos virulentos, bacterias de 

diferentes grupos con importancia ictiopatógena ya conocida, junto con el 

hospedador susceptible. Los peces e n cultivo estudiados m anifestaron signos y 

lesiones generales de infección, en un ambiente que no cumple con las 

condiciones biológicas, de manejo y de explotación adecuadas (Roberts, 1993). 

La carga bacteriana identificada de las muestras extraídas de los tres ambientes 

analizados: agua de los estanques, alimento para peces y riMn de los peces, son 

el reflejo de la contaminación de bacterias del ambiente al que se encuentran los 

sometidos los organismos en cultivo (Inglis el al., 1994). 

El cuidado y manejo de los organismos, junto con la calidad de agua de los 

estanques son parte integral de las actividades de un centro acufcola, no obstante, 

es allí en donde se encontraron las mayores deficiencias, siendo los organismos 
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por éstas mismas razones más susceptibles al ataque de los patógenos (Inglis el 

al., 1993). 

La presencia de patógenos en el agua, indica el aporte de desechos 

agropecuarios y de asentamientos humanos irregulares, manifestando las 

carencias de las condiciones sanitarias en el manejo de las granjas acuicolas que 

forman parte de este estudio. De esta forma, las áreas de agua dulce están 

fuertemente contaminadas, por lo que se registraron los más altos conteos a 37 

oC, debido a la presencia de bacterias coliformes (Negrete y Romero, 1998a). 

Los resultados también demostraron que el mayor número de bacterias de las 

muestras de agua de los estanques y organismos, son obtenidos cuando se 

cultivó en placa de agar de BHI , ya que es un medio que provee el crecimiento 

general no selectivo para las bacterias, a diferencia del medio TCBS, que al ser 

altamente selectivo, favorece el crecimiento de especies ictiopatógenas como 

Vibrio y Aeromonas. 

La variación en los resultados que se obtuvieron de la carga bacteriana, pudieron 

deberse a diversos factores, dependiendo de los microorganismos y del método 

de conteo utilizado, asl por ejemplo, células bacterianas de formas pequeñas, no 

cultivables, pero si observables pueden ser contadas con el microscopio de 

epifiuorescencia. Las diferencias entre el conteo directo y de placa pueden reflejar 

la simplificación de la selectividad del medio y de las condiciones de incubación 

usadas, proporcionando condiciones especiales a diferentes grupos fisiológicos y 

especies particulares en la muestra. La determinación de la biomasa bacteriana 

por medio del conteo directo en el microscopio de epifluorescencia, es aplicable a 

una variedad de hábitat sin llevar a cabo el procedimiento del conteo en placa 

(Atlas y Barta, 1992). 
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Por otra parte, el uso de filtros de nucleopore de policarbonato (Zimmennann y 

Meyer-Reil, 1974) en el microscopio electrónico de barrido, son mejores que el 

filtro de celulosa para el conteo directo de bacterias, debido a que éstos tienen un 

tamaño de poro de 0.2 ~m unifonne y una superficie plana que retiene las 

bacterias en la superficie del filtro (Hobbie el al. , 1977); esto puede ser demostrado 

usando el microscopio de epifluorescencia y el microscopio electrónico de barrido 

(Zimmennann, 1977). 

Las razones de la diferencia de la biomasa entre los métodos utilizados para el 

conteo. pudieron deberse a que las bacterias se encontraban en distintas etapas 

de su ciclo celular al efectuarse la preparación (Montesinos el al., 1983). 

En los tratamientos posteriores. las células bacterianas fueron deshidratadas con 

alcoholes del 80% absoluto, a punto critico de secado (CPD) y algunas fueron 

teñidas con naranja de acridina y puestas en acetona durante 24h antes de ser 

separadas a punto critico con CO,. 

Es imposible predecir. cómo las células bacterianas responden a diferentes 

tratamientos, el efecto puede presentar una variación entre la estimación de 

biomasa obtenida por diferentes métodos (Bratbak, 1985). Sin embargo, la carga 

bacteriana en los sistemas de cultivo estudiados sobrepasan los limites 

permisibles que marcan las normas, sometiéndolos a riesgo constante de 

infecciones que pueden presentarse a nivel de epizootias. al variar en cualquier 

momento las condiciones ambientales del sistemas. conjuntamente con las 

inadecuadas condiciones sanitarias de manejo de las granjas. 

El cuadro clínico que manifestaron los peces que fueron exlraldos de los 

estanques, correspondió a las respuestas arquetrpicas establecidas por Roberts 

(1993) de septicemia y de dennomionecrosis focal, la cual está particularmente 

asociada con bacterias Gram (-) agresivas, reconocidas principalmente por la 
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presencia extendida a todos los órganos d el individuo infectado, exoftalmia con 

edema periorbital y puntos hemorrágicos. 

Las bacterias asiladas en el presente estudio, que se asocian tradicionalmente con 

el cuadro cllnico anteriormente descrito son en principio: Aeromonas y Vibrio. 

Se aislaron e identificaron Aeromonas no-móviles y móviles, las cuales se 

encuentran genéticamente relacionadas (Me Innes el al.,1979). Entre las primeras 

se identificaron: Aeromonas salmonieida salmonicida y A. salmonieida mausoeida / 

achromogenes, dado que en la base de datos del API-20NE aparece esta 

agrupación de las Aeromonas no- móviles, coincidiendo con la propuesta de 

McCarthy y Roberts (1980), pero sin incluir el tercer grupo: A. salmonicida nova. 

Aunque Me Innes el al.(1979), consideran que el grupo de Aeromonas no- móviles 

es un grupo homogéneo, por lo que la división entre estos tres grupos no es 

necesaria dada la alta homologia entre el DNA de los tres subespecies 

propuestas; 95-106%, coincidiendo con las conclusiones de Popoff y Lallier 

(1984), respecto a la relación serológica entre los miembros de este grupo. 

Las especies de Aeromonas móviles identificadas en el presente trabajo e 

incluidas en la base de datos del API-20E, fueron: Aeromonas hydrophila grupo 1, 

A. hydrophila grupo 2 y en el API-20NE se incluyen únicamente A. 

hydrophila/caviaa y A. sobria. Esta división de Aeromonas móviles corresponde a 

la propuesta por Popoff y Veron (1976), quienes reconocen dos especies de 

Aeromonas: A. caviae (referida como A. hydrophila biotipo anaerogenes ) y A. 

sobria. 

Aunque Fanning el al. (1985) después de que realizan la hibridación con 

representantes de todos los grupos hlbridos de ADN, definidos por Poppof (1981), 

confirma que todas las cepas de Aeromonas estén cercanamente relacionadas y 

que las Aeromonas móviles podrlan estar divididas dentro de por lo menos 10 
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diferentes grupos de ADN hibridado, coincidiendo con la clasificación del grupo de 

Aeromonas que reporta Farmer el al. (1999), en donde se registran: como 

Aeromonas no-móviles: A. sal. safmonicida, A. sal. achromogenes y A. sal. 

masoueida, A. sal. smithia y A. media; como Aeromonas móviles: A. hydrophila, A. 

caviae, A. sChuberlii, A. sobria, A. euerophila yA. veronii. 

Aeromonas salmonicida, ha sido asociada con enfermedades infecciosas en 

organismos acuáticos reconocidas como furunculosis y con infecciones 

intestinales en pacientes humanos. 

Aeromonas sobria, A. hydrophila y A. eaviae han sido aisladas de diferentes 

especies de organismos acuáticos como langostinos de agua dulce, ranas, 

caracoles y caimanes; con signos de septicemia bacteriana (Gibbs, 1963; Head 

1969; De Figuereido y Plumb, 1971 ; Shotts el al.,1972), y se les ubica como 

patógenos oportunistas (Popoff y Veron, 1976). 

En conclusión, este género ha sido tradicionalmente ubicado dentro de la familias 

Vibrionaeeae, sin embargo, como resultado de estudios de genética molecular y 

dada su importancia como grupo de especies patógenas de organismos acuáticos, 

Colwell el al. (1986), proponen sea removido de esta posición para ubicano como 

una familia independiente: Aeromonadaceae. 

Sin embargo, especies de esta familia como A. hydrophila, puede ser confundida 

con especies de la familia Vibrionaceae como: Vibrio cholerae y Vibrio I/uvialis 

(Kinkelin el al.,1988; Farmer 111 el al., 1999). 

De esta manera en el presente estudio 41 y 37 de las cepas identificadas con el 

API-20E y con el API-20NE respectivamente, presentaron la posibilidad de ser 

Vibrio I/uvialis, especie incluida dentro de la base del primero de las galerias 

comerciales más no as! en el segundo. 
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Por tal motivo se decidió aplicar la segunda fase de identificación con pruebas 

complementarias, diseñadas con base principalmente de acuerdo a Lee el al. 

(1981) quienes reportan haber aislado bacterias, las cuales excepto por su 

halotolerancia son parecidas a las Aeromonas. Estas bacterias eran referidas 

tradicionalmente como Aeromonas- marinas por haber sido asiladas de ambientes 

estuarinos y conformaban el nombrado grupo F (Fu miss et al., 1977) y 

reconocidas como grupo EF6 por Huq et al. (1980), microorganismos que parecen 

intermedios entre Aeromonas y Vibrio por su parecido fenotípico con Vibtio 

anguillarom. Sin embargo, por un lado Lee et al. (1978) afirman que muy 

posiblemente el grupo EF6 era un nuevo grupo con dos subgrupos O variedades y 

por otro Seidler et al.(1981), al efectuar la comparación fenotípica y genotípica del 

grupo F manifiestan que éste está más relacionado con los Vibrio que con 

Aeromonas y proponen igualmente dos biovariedades, mismas que Lee el 

a/.(1981) proponen dentro del grupo de Vibrio con el nombre de Vibrio fluvialis con 

dos biovariedades I y 11 aerógena y anaerógena presentes en ambientes 

acuáticos, la biovarieda I fue asilada por Lee et a/.(1981) de muestras clínicas de 

pacientes con diarrea. Negrete y Romero (1998 a y b), la reportan como patógena 

de carpa común, Cyprinus carpio y comprueban experimentalmente su capacidad 

de provocar infección en ésta especie. 

Como consecuencia de la identificación con pruebas complementarias, se 

comprueba la presencia de Vibrio fluvia/is en 19 cepas procedentes de muestras 

de riñón del pez dorado, Carassius auratus, con signos y lesiones de infección en 

un principio descritos. 

El grupo de 31 cepas que presentaron crecimiento diferente a A. hydrophila por su 

crecimiento en TCBS de colonias amarillas de 2-3 mm, con viraje del medio a 

amarillo, y en las diferentes concentraciones salinas (0%. 1 %. 3%, 5% Y 8%) 

probadas y diferentes a Vibrio fluvialis por producción de gas en rojo fenol, como 
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fuente de glucosa, fueron identificadas de acuerdo con Brenner el al.(1983) como 

Vibrio furnissii. 

La presencia de bacterias de los dos géneros Aeromonas y Vibrio se confirmó 

empleando la técnica de la Reacción en Cadena de la Polimerasa, aunque, la 

presencia de dos especies diferentes de Vibrio: V. fluvialis y V. fumissH, no se 

estableció. Para lo cual se deberán disenar oligonucleótidos que determinen más 

detalladamente la secuenciación de estas dos especies. 

Al haber sido V. fumissH, aislado inicialmente junto con Vibrio cholerae de 

muestras cllnicas de pacientes humanos con diarrea, no pudo ser asociada 

todavia con infecciones intestinales en humanos (Farmer el al., 1999). Sin 

embargo, se puede considerar que el presente estudio es el primer reporte de esta 

bacteria como patógeno de peces de ornato, al haber sido aislado de muestras de 

riñón de individuos con signos lesiones y comportamiento característicos de 

vibriosis, igualmente no fue el único patógeno de peces aislado en las muestras, 

por tal motivo se tiene que comprobar experimentalmente la relación etiológica con 

este hospedero para poder asociarlo con infecciones bacterianas en organismos 

acuáticos. 

Las especies de Pseudomonas aisladas en el presente trabajo e implicadas con 

infecciones de organismos acuéticos son: P. fluorescens asociada a 

Oncorhynchus rhodurus en Japón (Hatai el al., 1975), P. pulida y P. cepacia ambas 

han sido reportadas como patógenos importante y de alto riesgo para cultivos 

acuáticos (Wakabayashi et al., 1981 ; Negrete y Romero, 1998a). El agente casual 

de epizootias en enfermedades en el pez conejo (Sigamurus rivulalus) ha sido 

identificado como P. pulrefasciens (Saeed el al., 1990), esta bacteria fue nombrada 

anteriormente Shewanella pulrefasciens (Lee el al., 1977; Colwell, 1985). La 

mayoría de las especies de Pseudomonas son usualmente asociadas con 
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condiciones de estrés ambiental e inapropiado manejo de la producción (Bullock y 

McLauhglin, 1970). 

Una de las enterobacterias más importantes, desde el punto de vista de salud 

pública, es Safmonella, causante de graves infecciones intestinales en el ser 

humano, las especie de esta bacteria dependerá de la especie que infecte y de 

esto dependerá los serotipos asl puede encontrarse serotipos de humanos, aves y 

puercos (LaMinar, 1981). El serotipo de la cepa de Salmonella aislada en el 

presente estudio no fue posible especificar, aunque bien podría corresponder a 

cualquiera de los anteriores, ya que se encontraban animales como vacas, 

caballos y puercos dentro de los estanques en donde se llevaron a cabo los 

muestreos y bien pudieron contaminar los e stanques por f ecalismo. El paso de 

aguas negras por las inmediaciones de estas granjas, bien pudo ser la fuente de 

contaminación por este patógeno. 

Serratia plymulhica aislada también en las muestras fue reportada por Nieto el al., 

(1990) en cultivos de trucha arco iris en Espana. Negrete y Romero (1998 a y b) la 

aislan de cultivos de Cyprinidos y Salman idos y la confi rman como patógeno 

oportunista en condiciones inadecuadas de cultivo. 

Los resultados de la inoculación experimental con cepas de V. fluvialis y V. 

fumissH, aisladas de peces infectados de C. auratus, demostraron claramente 

capacidad de efectos de patogenicida y de virulencia por inyección intramuscular 

de diferentes dosis infectivas de los patógenos problemas en peces sanos. 

Los signos y lesiones obtenidos experimentalmente replicaron los registrados 

durante la infección original presentada por los peces enfermos cultivados en las 

granjas analizadas, correspondiendo en ambas cepas a los sfndromes de 

dermomionecrosis ulcerativa focal y septicemia hemorrágica (Roberts, 1 993), 

características de infecciones provocadas por Aeromonas y Vibrio. 
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La presencia de signos generales de bacteriosis en los peces del grupo control, 

fue consecuencia del choque mecánico que implicó la inyección con solución 

salina estéril. Se puede considerar que la manifestación de estos signos de 

infección e n e stas individuos, los c uales desaparecieron e n un lapso de t iempo 

muy corto, fue como consecuencia de la disminución de defensas de los peces por 

el estrés experimental, que en presencia de bacterias que forman parte de la fiara 

normal de los peces causó la proliferación de estas dentro de los individuos 

control , iniciándose la infección (Negrete et al., 2002 ). 

El cuad ro clínico acusado por los individuos de los grupos lO', lO· Y lO', 

inoculados con ambas bacterias, se caracterizó por la presencia de algunos signos 

de bacteriosis general: nado errático, respiración sobre la superficie de los 

acuarios y opérculos abiertos constantemente; lo indica un daf10 agudo en la 

vejiga natatoria, en las branquias y en el corazón, lo que obligó a los peces a subir 

a la superficie a captar burbujas de aire desarrollando un esfuerzo considerable 

para respirar; además de la presencia de moco en forma de largos filamentos en 

la zona anal, lo que está manifestando enteritis; la presencia de secreción 

excesiva de moco sobre el cuerpo esta activando mecanismo de defensa de 

primera linea contra la infección. Se puede considerar que el cuadro clinico 

corresponde a una septicemia hemorrágica por la hemorragia generalizada a 

todos los órganos internos, además de la presencia de petequias y forúnculos 

sobre el cuerpo y de los hilos de sangre en las aletas de los peces. 

De acuerdo con los resultados obtenidos para otros cuadros cllnicos por Roberts 

(1993), Vibrio fluvialis y V. fumissii pueden ser considerados como patógenos 

agresivos, la patologla manifiesta por los peces puede ser asociada a una 

respuesta arquetlpica de la respuesta septicemia hemorrágica. Este cuadro cllnico 

puede ser asociado conjuntamente con dermomionecrosis focal ulcerativa. Las 

lesiones son caracterfsticas de cuadros agudos de vibriosis y furunculosis. Misma 

que manifestaron los peces en cultivo. 
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Con base a las D50L encontradas por diferentes autores (Michel, 1982; Munro, 
1982; Austin y Austin,1987) que han establecido ya intervalos de 10· ufclmL para 
A. hydrophila, otros como Angka (1985) proponen 10··5-5.5 para A. hydrophila y de 
1.3 x 105 ufclmL para A. sa/monicida, Toranzo el al. (1983) obtuvo intervalos entre 
10' _3 x10··5 ufclmL para V. salmonicida y de Wiik el al (1989) registraron de 4 x 
10' a 1 x 10· ufclmL. Las dosis medias letales obtenidas experimentalmente en el 
presente estudio tanto para V. fluvialis como para V. fumissii, se puede conferir a 
las cepas estudiadas características de virulencia muy agresiva, y por lo tanto se 
les debe considerar patógenos de alto riesgo para organismos acuáticos. Lo 
anterior se fundamenta en el hecho experimental de haberse cumplido todos los 
postulados de Koch . 

Las D50L obtenida, fue equivalente a 45,000 ufclmL (10 •. 5 ufclmL) la cual en 
comparación con la dosis experimental obtenida por otros autores (Munro, 1982; 
Michel, 1982; Austin y Austin 1987) al obtener experimentalmente la D50L de otras 
bacterias como Aeromonas hydrophila (10· ufclmL), úbica a Vibrio nuvialis y a V. 
fumissii como patógenos agresivos dado que la virulencia de una bacteria guarda 
relación inversa a la cantidad de ufclmL del inóculo. 

De los resultados de la segunda fase se puede inferir que estos vibrios, son 
patógenos que requieren de un hospedero vivo, y que no puede ser transmitidos 
vla el agua de los estanques, su trasmisión se lleva a cabo por contacto directo 
con el hospedero. 

En conclusión, Vibrio nuvialis y V. fumissii deben de ser considerados como 
patógenos oportunistas de peces de ornato, como la carpa dorada, Carassius 
auratus, por lo que las condiciones sanitarias de manejo de esta especie deben 
mantenerse en estricta vigilancia, a riesgo de poder presentarse una epizootia en 
cualquier momento debido a su presencia en el tipo de granjas piscícolas, como 
las descritas en el presente estudio. 
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Se obtuvieron los perfiles de resistencia y plásmidos, tanto de las cepas que 

procedlan de agua y del riñón de los peces (Watanabe el al., 1971; Hayashi el al., 

1982), así como también del alimento balanceado (Davis y Hayasaka, 1983; 

Hastings y McKay, 1987), sin establecerse ninguna asociación especial con 

alguna. 

Dentro de la variedad de antibióticos utilizados en el presente estudio, los que han 

recibido mayor acogida en la acuicultura, al menos en la zona que abarcó este 

estudio, y por el número de cepas que manifestaron resistencia a estos 

antibióticos son; cefalotina, ampicilina, nitrofurantina, tetraciclina, cloranfenicol, 

kanamicina y carbenicilina. Se desconoce, sin embargo, la sensibilidad de las 

mismas bacterias a una gran variedad de los antibióticos empleados en este 

estudio. 

En A. hydrophila se obtuvieron plásmidos en un intervalo de 6.6 kb a 22.5 kb 

coincidiendo, con Son el al. (1977), sin embargo, Chang y Bolton (1987) y 

Chaudhury el al. (1996) reportan plásmidos de intervalos desde 85.6 kb a 159 kb 

para cepas de la misma especie. Los plásmidos obtenidos de cepas de Vibrio 

fluvialis y V. fumissii, registraron pesos moleculares mayores de intervalos de 15 

kb - 6.9 kb, que los reportados por Giles el al .(1995) para V. a nguillarum. Lo 

anterior indica que el plásmido-R que media la resistencia tanto en A. hydrophila; 

(Son el al., 1977), como en V. fluvialis y V. fumissii son de peso variable. 

Se puede relacionar mayor diversidad en los pesos moleculares de los plásmidos 

en las cepas de A. hydrophila, así mismo pesos moleculares menores fueron de V. 

fluvíafis y V. fumíssH. 

Las cepas de colección empleadas en el presente trabajo presentaron únicamente 

un plásmido de peso molecular muy alto, 25.7 kb, a diferencia de los reportados 
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por Giles el al. (1995), para las cepas de A. salmonicida (ATCC33658) y V. ordalH 

(ATCC33509), que presentaban varios plásmidos de bajos pesos moleculares. 

La presencia de resistencia a antibióticos en todas las cepas y un alto porcentaje 

de éstas, en siete de los antibióticos probados, nos indica la aplicación del control 

químico por antibióticos, desconociendo por parte de los acuícultores la 

especificidad del patógeno que esta infectando al cultivo, la especificidad del 

antibiótico necesario para controlar al agente causal yola dosis necesaria. 

Intentando fallidamente el uso de un antibiótico tras otro. Obteniendo al final un 

lote de peces infeclados crónicamente, portadores de bacterias resistentes a la 

mayoría de los antibióticos comercialmente más empleados y un ambiente 

contaminado de quimicos, que inducirán a la formación de plásmidos resistentes 

de las bacterias que se encuentren en ese espacio ambiental, y que puedan ser 

patógenas para otras especies incluyéndose al ser humano. 

La práctica del uso de antibióticos como medida de control de infecciones en la 

acuicultura, por otro lado, no es redituable, ya que al ser ésta una empresa 

requiere abatir costos y el precio del alimento ya medicado incrementa estos a un 

nivel que no es conveniente desde el punto de vista de ganancias en venta. 

La presencia de más de un plásmido, indica el empleo de más de un antibiótico en 

el intento de controlar la infección detectada en los lotes de peces empleados en 

este estudio. Por otro lado, también es un indicador de que a la granja en donde 

se efectuó el muestreo ingresaron lotes diferentes de peces, por la diferencia de 

los p lásmidos e xtraldos, sugiriendo q ue estos peces que ingresaron a lag ranja 

eran portadores de bacterias ya resistentes, y que al variar las condiciones 

ambiéntales se manifestaron oomo patógenos y recibieron nuevamente la dosis de 

diferentes antibióticos. 

liS 



DISCUSIÓN 

Los plásmidos obtenidos en el presente estudio presentaron incapacidad de 

establecer transferencia a E.coli, no perteneciendo, por tanto. a ninguno de los 

grupos C o U de incompatibilidad (Hedges et al.,1985). 

Sin embargo, son necesarias, restricciones legales en el uso de antibióticos para 

prevenir y controlar infecciones en la acuicultura, ya que contribuirían para 

disminuir la formación y dispersión de plásmidos-R en otras especies que si 

presentaran tal capacidad. Todos los plásmidos extraldos de las cepas de 

Pseudomonas, presentaron en común, la presencia de plásmidos de intervalos de 

3,000 pb, 18,000 pb Y 16,363 pb, lo que comprueba que las bacterias recibieron 

un antibiótico en común. 

Los marcadores de las cepas E. coli, HB 101 , R 27 Y RP 24, que presentaron 

pesos moleculares: 143 MOa, 112 MOa y 136 MOa respectivamente, los que 

corresponde a 5,000 pb, 3,920 pb Y 1,260 pb, trazaron una curva dentro de la 

cual los pesos moleculares y el logaritmo de la movilidad relativa de los 

plásmidos problema, no fue posible interpolar debido a que sus pesos 

moleculares son demasiado elevados, quedando todos entre los intervalos 

desde 3,157 pb hasta 30,000 pb. 

El hecho de haber encontrado plásmidos de pesos moleculares altos de 3,157 

pb a 16,363 pb, indica la exposición de los organismos cultivados, de donde se 

aislaron las cepas bacterianas, a dosis y tipo de antibióticos de una forma 

indiscriminada, comparando con el plásmidos RP 24 el cual es resistente a 

kanamicina. estropmicina y amplicilina. 

Estos pesos moleculares tan elevados, pueden corresponder a la presencia de 

plásmidos de forma circular covalentes (CCC). Plásmidos de pesos 

moleculares intermedios pueden corresponder a cadenas abiertas (OC), las de 
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menores pesos moleculares indicarían la presencia de plásmidos de cadenas 

lineales abiertas (COL) o incluso a dimeros de ellas (Cohen el al., 1999). 

La obtención de multiplásmidos en cepas bacterianas aisladas de riMn de 

organismos acuáticos cultivados en granjas acuícolas, sugiere el uso 

indiscriminado de antibióticos de diferente tipo y en dosis elevadas, como 

estrategia terapéutica preventiva de infecciones bacterianas, en estos cultivos. 

Las familias de Aeromonas y de Vibrio integran un grupo complejo de patógenos 

tanto para el humano como para diferentes especies acuáticas, tanto de vida 

natural como en cultivo. Por tanto, es importante efectuar estudios tanto de 

etiologia como de epidemiologia de estas especies para establecer si alguna de 

sus características fenotípicas puede ser relacionada con la virulencia. Algunas 

propiedades bioquimicas, enzimáticas y celulares han sido reportadas como 

indicadores potenciales de la virulencía en cepas de Aeromonas: Wakabayashi y 

Joseph (1981); Hsu (1981); Turnbull el al. (1984); Morgan el al.(1985); Angka 

(1985); Kaper el al.(1990), reportan que cepas virulentas de A. hydrophila 

obtenidas de tejido ulcerado del bagre de canal, Iclalurus punclalus, posee genes 

de hemólisis que son capaces in vitro de lisar células rojas de varias especies de 

animales. Esta actividad hemolltica se logró establecer en el presente estudio para 

las cepas de v. nuvialis y V. fumissií, las cuales al ser sembradas en agar sangre, 

formaron zonas verdosas-parduscas alrededor de las colonias bacterianas, 

indicando pérdida de potasio, por la actividad a-hemolitica de las cepas. 

En V. anguiffarum se ha demostrado el requerimiento de un plásmido PJM1 de 25-

65 kbp para codificar el sistema componente de la virulencia (Crosa el al.,1987 y 

1989), asi mismo, experimentos sobre infecciones bacterianas realizados por Wiik 

el al. (1985), en A. salmonicida indican que si la virulencia está mediada por 

plásmidos, el plásmido de 24 MDa es importante. Asl mismo, en el presente 

estudio se encontró que las cepas virulentas de V. nuvialis y V. fumissii, 
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presentaban plásmidos con intervalos entre 15 kbp a 6.6 kbp Y que las cepas del 

grupo de las Aeromonas analizadas, presentaron plásmidos-R de 25.7 kbp. Se 

encontró, además, que las cepas portadoras de estos, presentaron resistencia a 

los antibióticos cefalotina, cetriaxina, cefataxina, carbecilina, kanamicina, 

tetraciclina, y ampicilina, estas tres últimas de uso común en la acuicultura. 

La relación entre la presencia de plásmidos y la capacidad hemolitica de ambas 

especies bacterianas de Vibrio; entendida como factor de virulencia (Madigan, el 

al., 2000), fue confinnada al desaparecer la capacidad de hemólisis de las cepas 

que pasaron por el proceso de curación de plásmidos, ya que las cepas que 

expulsaron los p lásmidos no crecieron en agar s angre o bien no presentaron a 

hemólisis, además de que estas cepas tampoco presentaron halos de inhibición al 

efectuarse nuevamente el estudio de antibiograma para todos los antibióticos 

antes mencionados. 
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CONCLUSIONES 

1. El tipo de acuicultura que se practica en las granjas piscicola estudiadas, se 

puede considerar rústica . Presentaron condiciones ambientales, biológicas 

y de explotación apropiadas para que se manifieste un proceso infeccioso 

de proporciones importantes. La disposición de los elementos: patógeno

hospedero-ambiente, considerados dentro del modelo clásico de la tríada 

ecológica y que desde el punto de vista de la sanidad acuicola definen el 

estado salud--enfermedad en los sistemas acuícolas, presenta una relación 

en desequilibrio tanto cuantitativa como cualitativamente, que llevará al 

proceso inclusive a niveles de epizootias. 

2 . Los ingresos de agua, alimento y organismos para cultivo en todas las 

granjas portaron carga bacteriana constituida por bacterias de alto riego 

para la acuicultura, como son los diferentes géneros identificados de las 

cuatro familias con representantes ictiopatógenos: Aeromonadaceae, 

Vibrionaceae, Pseudomonadaceae y Enterobacteriaceae. La presencia de 

especies entéricas pertenecientes a éstas dos últimas familias bacterianas 

indica aportes de desechos agropecuarios y humanos a los sistemas de 

producción acuícola. 

3. Se identificó además de la especie bacteriana V. fluvialis, ya aislada 

sistemáticamente de muestreos de estudios previos, otra especie de la 

familia de los Vibrio:V. fumissii de la cual al igual que la anterior se 

desconocía su relación etiológica con el hospedero y por tal motivo no son 

consideradas dentro de las normas sanitarias mexicanas como especies 

notifica bies ni certificables. 
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4. La relación etiológica de estas dos especies V. fluvialis y V. furnissH con su 

hospedero en este caso el pez dorado C. auratus, fue comprobada 

experimentalmente por el cumplimiento, en ambos caso, de los postulados 

de Koch . 

5. Ambas especies deben de ser consideradas como patógenos de alto riesgo 

para los sistemas acuícolas, al provocar infecciones agudas definidos 

dentro del síndrome de miodermonecrosis ulcerativa con septicemia, y 

poseer una DsoL de 1 x 10 45 ufclmL. 

6. Se comprobó el uso indiscriminado de antibióticos, como intento de control 

de infecciones en los sistemas de cultivo analizados, al obtener plásmidos

R en todas las cepas aisladas de los diferentes ambientes. 

7. La presencia de plásmidos en este tipo de muestras lleva al problema al 

ámbito de la salud pública, por tratarse de muestras que proceden de 

organismos que entran en contacto directo con el humano, al ser 

manipuladas en el proceso de producción, comercia lización y venta o bien 

como sus mascotas. Por otro lado al encontrarse en el agua para cultivo, 

que al ser liberada al ambiente, llega a otras zonas, pobladOS o granjas 

aledañas, a través del flujo natural de la misma. 

8. Se comprobó que el factor de virulencia, entendido como la capacidad de 

hemolizar sangre, de las cepas de A. hydrophila, V. fluvialis y V. furnissH, 

está relacionado con la presencia de plásmidos. 

Con fundamento en los puntos anteriores las bacterias V. fluvialis y V. 

furniss;; deben de ser consideradas dentro de las normas oficiales 

mexicanas NOM·010-PESC, NOM-011-PESC y NOM-030-PESC y los 

proyectos de norma NOM·021-PESC y NOM-022-PESC, inclusive como 
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patógenos certificables, fundamentándose en: 1) el alto grado de 

patogencidad y los cuadros infecciosos agudos y agresivos que provocan y 

2) si bien estos microorganismos tienen tratamiento, los antibióticos, la 

presencia de plásmidos resistentes en la mayoría de las cepas bacterianas 

y a su relativa fácil transferencia de un microorganismos a otro inclusive 

entre microorganismos de diferente especie, hace ineficaz el uso de estos. 

Por lo tanto el monitoreo de vigilancia de los para metros ambientales, las 

medidas zoosanitarias para control y prevención del ingreso y dispersión de 

patógenos en los tres ingresos a las granjas deben implementarse de fonna 

pennanentemente. El uso de antibióticos incorporados al pienso que se 

suministra a los organismos cultivados se debe prohibir de una fonna 

reglamentada. Al mismo tiempo que apoyar tratamientos alternativos para 

el control prevención e inmunoprotección de infecciones dentro de las 

granjas acuícolas. 

9 , La aplicación de diferentes técnicas de identificación bacteriológica a 

diferentes niveles tales como pruebas fenotípicas, bioquímicas y 

moleculares, para el diagnóstico y estudio de muestras de origen acuícola, 

originalmente disei'iadas para el análisis de muestras clínicas, aportan 

información útil. Así la identificación general de las bacterias mediante 

pruebas del API-20E y API-20NE deben considerarse presuntiva 

La estrategia de propuesta para identificación de bacterias dulce acuícolas, 

que se desprende del estudio efectuado sería: a) un primero y único 

aislamiento en medio selectivo que dependiendo del tipo de muestra , así 

por ejemplo: de origen piscicola o semejantes agar de TCBS y b) la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa. 

10. Los puntos anterionnente expuestos reflejan un campo de acción 

desprotegido dentro de la acuicultura, dado que se carece de profesionales 
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que estén capacitados para el diseño normas sanitarias más acordes con la 

realidad en el manejo de las granjas acuicolas mexicanas y la observancia 

de las normas en los diferentes puntos de aplicación: sitios de movilización 

(importación y exportación), centros de reproducción y cultivo y centros de 

comercialización y venta de especies acuicolas, suministros y piensos. 
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Presencia de plásmidos en pseudomonas aisladas 
de peces de ornato 

Abstraet 

Presence of plasmids in pseudomonas isolated 
from ornamental fish 

Pilar Negrete Redondo' 
Jorge Romero Jarero" 

Gabriela Villegas l6pez'" 
Verónica del Carmen Vázquez Sánchez' 

Following the ana lysis of the san itary condition of production in fish farms from the sta te of Morelos in 
Mexico, w hich have used antibiotics continuo usly in arder lo prevent bacteria l ¡nfeclia n since aU the fish fa rms 
ha ve presented outbreaks, su diffe rent species of the Pseudomonadaceae family: PseudomOllas cepaciae, 
Pseudomol/os diminuta, PseudomollQs fluorescells, PseudomollllS pulida, PseudomOllllS sutUrtl and Pseudamotlas 
vesicu/aris \Vere isolated, purified and identified . These bacteria are pathogenic lo both humans and fi sh. The 
alkaline Iysis technique was used toobta in ONA from these bacteria . Antibiotic resistant plasmidsof very high 
molecular weig ht we re obtained from all o f the m. Base pair number was del"ermined for all plasmids. We 
demonstrated the use of an tibiotics as preventative medicine against bacte ria l infections in a11 of ¡he farms 
sampled. The objective of this study was to identify ¡he presence of plasmids that are resistant to antibiotics 
in bacteria from the Pseudomonadaceae family from o rnam ental fish ITom the Ciclidae, PoeciLiae and 
Cyprinidae families, cultivated in fis h farm frem ¡he state of Morelos, Mexico. 

Kcy wo,d" ORNAMENTAL FISH, AQUACULTURE, PSEUDOMONAS, PLASMIOS, ANTIBIOTICS. 

Resumen 

Después de haber efectuado el análisis de las condiciones sanitarias de producción de granjas pi.scícolas del estado 
de Morelos, México, que han usado sistemáticamente antibióticos para prevenir y controlar las infecciones de 
origen bacteriano sobre los cultivos, todas las granjas han presentado epizootias, se aislaron, purificaron e 
identificaron seis especies de bacterias pertenecientes a la familia pseudomo nadaceae: PseudomorlllS cepaciae, 
PseudomolU15 diminuta, Pseudomo111lS fluorescells, PseUdo1110111lS putida, Pseudomo111lS sutzerii y Pseudomlllls vesicularis, 
son patógenas del ser humano y de peces. Mediante la técnica de extracción alcalina, se determinó la presencia de 
plásmidos resistentes a antibióticos, de alto peso molecular, en todas las cepas. Se determinó el número de bases 
para cada plásmido. Se comprobó el uso de antibióticos como medida preventiva de infecciones bacterianas en las 
granjas en donde se efectuaron los muestreos. El objetivo del presente estudio fue comprobar la presencia de 
plásmidos resistentes a antibióticos en bacterias de la familia pseudomonadaceae de peces de ornato pertenecientes 
a las familias de los áclidos, poecl.idos y cyprinidos, cultivados en granjas p i.scícolas de Mocelos, México. 

J)a labra s clave: PECES ORNAMENTALES, ACUICULTURA, PSEUDOMONAS, PLÁSMIDOS, 
ANTIBIÓTICOS. 
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each oí thecididae, poecilidae and cyprinidae families. 
Fish wereextracled from Ihecultivation ponds usinga 
fish net, and were immediately eu lhanized by placing 
Ihem in a 1 % xylacinebalh and Ihen proceeding lo the 
dissection. Prior lo the firsl incision, disinfection of the 
dissection area was carried oul using a swab dipped in 
ethyl alcohol. Dissection was carried out by culting 
along the lateralline, from Ihe operculum to the anus, 
so as lo expose the viscera. A slerile bacleriologicalloop 
was used lo collect a kidney sample from each fish ,'A 
which was then inoculated onlo a brain-heartinfusion 
agar (BH1A). 

5amples were Iransported lo the laboratory 
where they were incubated for 24 h al room lem
perature. They were then purified Ihrough succes
sive re-inoculations onlo Ihe sa me Iype of agar. 
Once Ihe punty of the samples had been proved via 
microscopic observation, Ihey were Cram-stained. 
Cram negative strains were identified using API-
20E and API_20NE9,IO and complementary identifi
ca tion tesls .ll 

The susceptibility of Ihe strains idenlified lo the 
following antibiotics: bacitradn, ampicillin, streplo
myen, trimethoprim, kanamycin and chlorampheni
col, was delermined using the standard single disk 
method.u 5trains were inoculated o nto Lunan and 
Bertani (LB) aga r plates, incubaled at 3O"C for 24 h, 
and then colonies were transferred to S mI tubes 
containing LB broth until a McFarland turbidity ofO.S 
wasobtained. 51rains were then inoculaled onlo HuU
er-Milton agar plates using a slerile swab and, after 15 
min, were placed on sterile filter disks impregnated 
with the previously described antibiotics, each ata 30 
,u.g concenlTation, and incubated al 3O"C for 24 h . 
5trains were dassified as resistant (R), intermediale 
(1) or susceptible (5), depending on Ihe diameler of 
the inhibition halo produced, as measured by Vernier 
calipers and including Ihe diameler o( the filler disk (6 
mm).1 '15 

Following inoculalion on LB agar pIates and incu
bation at 3O"C (or 24 h , thecolonies were transferred 
lo S mi tubes containing LB broth, and incubated in 
a constant agitation water bath al 30°C for 24 h . A 
pipette was used lo transfer 2 mi of the culture lo a 
steriJe Eppendorff tube for centrifugation al 4666 g 
for 30 s and subsequente removal of the superna
lan!. The pellet that remained al Ihe bottom of Ihe 
Eppendorff tube was resuspended in 100 ,u.l 01 
Iysozyme solution and agitated with a Vortex for 1 
min, then incubated on ice for 30 mino Following 
this, 2OOJ,l.I ol sodium dodecyl sulfate was added and 
mixed gently by ¡nversion, then incubated on ice for 
S min, after which lSO,u.1 ol 3M sodium acetate were 
added and mixed by ¡nversion, lor incubation dur
ing 60 min and further cenlrifugation at 4666 g for S 

tia). Los peces se extrajeron de los estanques de rultivo con 
una red de cuchara. inmediatamente después se sacrifica
ron adonneciéndolosen bañodexilocaína all %. Posterior
mente se efectuó la disccx:i6n por arriba y a)o Largo de la 
Unea lateral, desde e! opérculo y hasta e! ano, de ta1 manera 
que fueran expuestas las vfsceras; los cuerpos de los indi
viduos fueron previamente desinfectadas, pasando sobre 
elcampodedisección un hisopo impregnad.ocon alcohol 
etílico. Con un asa bacteriológica previamenteesteriJizada. 
se tomó una muestra del riñón de cada uno de los peces/A 
Y se sembró en placas de agar de infusión de cerebro 
corazón (BHIA, por sus siglas en inglés). 

Las muestras fueron trasladadas al laboratorio, en 
donde se incubaron por 24 h a temperatura ambiente, 
posteriormente se procedió a purificar por resiembras 
sucesivas en placas del mismo agar. Una vez compro
bada la pureza de las cepas mediante observación de 
microscopio óptico, se efectuó la lindón de gram, las 
cepas que tiñeron gram negativo fueron identificadas 
por medio del API-20E y API-20NE' ,I~ Y pruebas de 
identificación complementarias.u 

La susceptibilidad a los antibióticos badtracina, ampi
cilina, estreptomicina, trimetropim, kanamicina ydoran
fenicol. de las cepas identificadas, se detenninó porel uso 
del método en placa.u Las cepas se sembraron en placas 
de agar de Lurian y Bertani (LB), se incubaron a 3CrC 
durante 24 h, las colonias que crecieron se trasladaron a 
tubos con S mi de caldo de LB hasta oblener turbidez de 
05 de Mc Farland,u enseguida con un hisopo estéril se 
sembraron las cepas en placas de agarde HuUer-Milton, 
después de 15 min se colocaron los discos de papel filtro 
estériL impregnados de los antibióticos anterionnenle 
mencionados a concentración de 30 ,u.g cada uno, se 
incubaron a 3O"Cdurante 24 h. Lascepassedasificaron en 
resistentes (R), intermedio (1) o susceptibles (5), depen
diendo del diámetro de los halos medidos con un vernier, 
incluyéndose el diámetro del papel filtro (6 mm).lU5 

Después de haber sembrado las cepas en placas de 
agarde LB, y de incubarse a 3U'Cdurante 24 h; Iascolonias 
crecidas se trasladaron a un tubocon S mldecaldode LB, 
se incubaron a baño Maria con agitación a 3O"C durante 
24 h; con una pipeta setransfirieron2m1delrultivoaotro 
tubo estéril Eppendorff, se centrifugó a 4 666 g durante 30 
segy se removió el sobrenadante. La pastilla que perma
neció en e! fondo del tubo Eppendorff se resuspendiócon 
100 ,u.L de solución de lisosima; esto último ,se logró 
agitándose con un vortexdurante 1 min, posterionnente 
se incubóen hielodwante 30 mio ,se agregaron 2OO.uLde 
duodecil sulfato de scxlio, se mezcló suavemente por 
inversíón Y se inrubó durante S mio en hielo, después de 
lo cual se añadieron lSO,u.L de acetato de scx:üo 3 M. se 
mezdó suavemente por inversión del tubo yse incub6por 
60 min, nuevamente se cenb'ifugó durante S min a 4666 g, 
e! sobrenadante se transfirió a otro tubo Eppendorff 
estéril y se añadieron 1 lXXl,u.l de etanol frio, se incubó 30 
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Figura l . Gel de agarasa (1) Mar
cador de peso molecular Fermen_ 
tas 1 kb:(2)P5aldomonasl.IO"Siculllris; 
(3) P~udomorll15 f1uoresuns; (4) 

Puudomon~s diminuta ; (5) 

Puudomonos {I uortsccns; (6) 

Pstudomonos fluortsans; (7 ) 

Pstudomonas diminuta; (8) 

PUlldomOlfllS ctpll cillt; (9) 
P~domotllls plltidll; (10) Marea
dor de peso molecular Fermentas 
1 kb Y (11) P~lIdom(1tllls su/uni. 
(Gene Ruler TM.MBFERMENT AS. 
lkb. DNA L.adder.) 

bp 

¡(ro;¡ 

mobility of ¡he ONA far each of Ihe exlractions 00 Ih e 
ca1culated curve. Molecular weights and Ihe corre
sponding base pairs far each of Ihe plasmids exlracted 
from Ihe PSClldOlllonas \VeTe obtaincd (rabie 1). 

rhe molecular wcights resulted lO be too high, 
fa lling bcyond Ihe regression curve. Thcrcfore, we 
aplcd lo use markers oí known molecular weights;17 
Ihe ranges of Ihe molecular weighls registered Tan 
from 3,157bp up lo 30000 bp. In Ihe aga rose gel, wells 
2,3,4,5 and 11 had more than one balld (Figure 1). 
When calculating Ihe MOa corresponding lO each 
range of base pairs, Ihe ran ges oblained weTe {rom 
286 MOa lo 343 MOa. 

AH Ihe plasmids exlracted from Ihe PSClldomOlIaS 

strains presented ranges in common, between 3 OCIO bp, 
18 000 bp and 16363 bp, thus confirm ing tha l Ihe 
bacteria received an antibiotic in com mon. 

The E. coli markers, HB 101, R 27 and RP 24, had 
molecular weights of 143 MOa, 112 MOa and 136 MOa, 
respectively, corresponding lo 92 500 x 10",22800 x 
10"and 88 400 x 10". When plollinga curve with these, 
the molecular weigh ls and the logarithm of the relative 
mobility of the plasmids under investigation would 
not fit, since their weights were too heavy, ranging 
from 3 157 bp to 30 000 bp (Table 1). 

The fact tha! plasmids with high molecular weights 
(3157 to 16 363 bp) were located, indicates exposure oí 
culti vated organisms, from which bacterial strains were 
isolated, lo indiscriminate anlibio tic dosing and use, 

Agarose gel (1) Molecular weight 
marker Fermentas 1 kb; (2) 
PUlldomoulIs vts icularis; (3) 
PUlldomlmos {luortsctIfS: (4) 

Pstlldomol1as diminuta; (5) 

PUlldomlmos {Iuortsctns; (6) 

Pst lldomonas {IuortSUlfs; (7 ) 

PStlldomolflls dimilfll/II; (8) 
PstudomonllS ctpaciot ; (9) 

Pseudomo,UlS putidll; (10) Molecular 
weight marker Fermentas 1 kb; 
and (11) PstUdomolUlS su/uni. 
(Gene Ruler TM.MBFERMENT AS. 
lkb. DNA Ladder.) 

Los pesos moleculares fueron demasiado e levados, 
saliendo fue ra de la curva de regresión, por lo que se 
optó por usar marcadores de peso molecular conoci
dos;1? [os rangos de los tamaños molecu[ares registra
dos fueron desde 3 ]57 pb hasta 30 000 pb. En [os pozos 
del gel de agarosa: 2, 3, 4, 5 Y 11 se obtuvo más de una 
banda (Figu ra 1). Al calcular los MOa correspondientes 
a cada rango de pares de bases se obtuvieron rangos 
desde 286 MOa hasta 343 MDa. 

Todos los plásmidos extraídos de las cepas de pseu
domonas presentaron en común de rangos entre 3 000 
pb, 18 000 pb Y 16 363 pb, lo que comprueba que las 
bacterias recibieron un antibiótico en común. 

Los marcadores de las cepas E. ca/i, HB 101, R 27 Y RP 
24, registraron los pesos moleculares de 143MDa, 112 
MOa y 136 MOa, respectivamente, que corresponde a 
92500 x 106,22 800 x 10" y 88 400 x 106¡ trazaron una 
curva dentro de la cual los pesos moleculares y el 
logaritmo de [a movilidad relativa de los plásmidos 
problema no fue posible interpolar, debido a que sus 
pesos moleculares son demasiado pesados, con rangos 
desde 3 157 pb hasta 30 000 pb (Cuadro 1). 

El hecho de haber encontrado plásmidos de pesos 
moleculares a ltos: 3 157 pb a 16363 pb, indica la expo
sición de los organismos cultivados de donde se aisla
ron las cepas bacterianas a dosis y tipo de antibióticos 
de una forma indiscriminada, en comparación con el 
plásmidos RP 24m, que fue resistente a la kanamicina, 
estreptomicina y la ampicilina . 
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from Ihe producers and from Ihe resulls obtained 
during Ihe antibiolic resistance analysis on each isolal
ed sira in. The routine ad minislration of antibiotics in 
Ihe feed is consid ered bolh a growth and fauening 
stralegy in the cultivated organisms, and is employed 
without prior knowledgc and understanding oí the 
antibiotics being used. 
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Resistencia a antibioticos y presencia de plásmidos en 
Aeromonas hydrophila, Vibrio fluvialis y Vibrio fumissii, aislados de 

Carassius aura tus aura tus 

Anatibiotic resistance and presence of plasmids in Aeromonas 
hydrophila, Vibrio fluvialis, and Vibrio furnissii isolated from Carassius 

auratus auratus 

Abstraet 

Pilar Negrete Redondo' 
Jorge Romero Jarero" 

José Luis Arredondo Figueroa'" 

We isolatcd and idemified 70 bacteria l strai ns from lhe Onlate fish species Carassius aUTatus, in speci
mens wil h signs of infeClion. The isolated and identified bacterial species, Aero1llonas hydrophila, Vibrio 
fluvialis, and Vibrio furnissii, have been repon ed lO cause di arrhea in humans, and lhe first [\Vo are 
considered ve ry aggressive palhoge ns in Cyprinus carpio cultures. For this reaso n, anlibiolics la avoid and 
control che presence of these bacteria have been inadequately used and ahused. The uncontroUed use of 
antibiotics has given rise lO the presence of an R-plasmid in bacteria, as a response tú lhe environmen
tal stress represented by lhese chemical compounds. When R-plasmid ca rrying bacteri a are transmit
ted directl y to hu mans, be il by d irecl contact wilh lhe host during hand ling in culture, as a pel, in 
consumpt ion, or by a conj unction of all these faclors, lhe problem exceeds aquacul lure and becomes 
a public hea lth issue. AlIlhe sludied strains presented antibiotic resislance. We recorded resistance to 
more lhan one antibiotic, and up tú seven in some cases. Furthermore, 100% of lhe strains carried 
plasmids resistan t to antibiotics wilh molecu lar we ighls ranging from 25.7kb lO 6.6 kb. T he Aeromonas 
hydrophila strai ns presented resistance lO lhe following antibiotics: cephalolhin (CF), letracycl ine (T ), 
n itrofuramoin (NF), ampicilli n (AMP), carbenici lli n (CB), and ka namicy n (K). The molecular weights 
or lhe plasmids found ranged rrom 25.7 lO 6.6 kb, 24% of Aeromonas h),drophila carried plasmids of 14.2 
kb and 21% of22.5 kb . Plasmids of 15 tú 6.9 kb were extracted from Vibrio jluvialis strains, 58% were of 
15 kb and were resistant to CF, AMP, T, NF, CB. Vibrio fttrnissii carrried plasmids ranging from 15 to 6.6 
kb, 46% lhese slrains were of 14 .2 kb and presented resistance to CF, AMP, T, NF, CB, and K. The results 
were lhe same independent of the origin of the samples, be il water, food or an o rganismo None of the 
plasmids were able lo transfer to Eschenchia coli and no incompatibility group could be determi ned. 

K.y wo,d" AQUACULTURE, RESISTANCE, ANTlBIOTlCS, R-PLASMIDS, CONJUGATlON, 
ViDR IO fo'WVIALlS,-l1-DRIO I'URNlsslI, AEROMONAs JlYDROPlIIU, WRAsslUs AURA TUS , CHEMlCAL CONTROL. 

Resumen 

Se ai slaron e identificaron 70 cepas bacterianas del riñón de peces de ornato Carassius auratus con sig nos 
y lesiones de infección. Las especies bacterianas aisladas e identificadas, Aeromonas hydroplúla, Vibrio 
fluvialis y Vibrio furnissii, han sido descritas como causantes de diarrea en humanos y como patógeno 
muy agresivo en cu ltivos de Ciprinus carpio. Por esta razón se ha hecho ma l uso y abuso de antibiót icos 
para evitar y controlar la presencia de esta bacteria en los cu ltivos. El uso fuera de control de los anti-
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The Cypri nidac fami ly includcs specics such as 
Camss/!I.s allrolus, popll larly known as lhe goldlish, 
which, for it s beaut}', has a high commcrcial demand 
in Mexico. 

An aquaclllLUre farm is an open system with three 
importam in puts: water, fecrl for the cull ivated organ
isms, and the orga n isms themsel\'t" . From a sa n i
tar}' point ofview these three elements are very reJ
evam, since it is with them that diverse cOnlaminat
ing and bio-aggressor elemenls are illlroduced inlO 
the s}'slem. An}' oflhese ca n distOrllhe sa n itary han
dli ng conditions and alter the healt b-disease balance 
oflhe syslem, a llowing for the arrival and dissemina
lion of in fec tious d iseases. 

An aquacullure farm is an enlerprise aimcd al 
cult ivating cenain species with the leasl econornical 
loss; hence, input, d ispersion, and perma nence of 
bacteria in Ihe facilit ies mll st be a\"oided. 10 accom
plish lhis, and bclicving thalthe besl stralegy is pre
vent ion, chemical corn pounds and ant ibiotics have 
been used and abused LO control infeClions. These 
chemical compounds andlor antibiotics are routinely 
adminislered incorporated into the balanced feed 
prov ided to the Ii sh,4.6 or are applied directly lO lhe 
ponds. This is done withollt knowledge of whether 
and infectious disease is actually preselll, or which is 
the bacterial species thal is infect ing the product ion 
at that moment, and, should lh is be the case, which 
amibiotic and at what dosage, is required LO deslroy 
the speci fic bacteriu m. 

The routine use of these practices by fi sh cu lti
vators, LO avoid infectious d iseases in farms,l ha s 
resulted in an increase ofresistant plasmids in d iverse 
bacterial species which are pathogenic to f1s h7.14 as 
well as some that are pathogenic to human s. The 
latter, when in contact with huma ns, either through 
food or in ornamental fish, ca n transmitthe plasmid 
and consequently, antibiotic resistance. This could be 
a public hea lth problem, such as might ar ise from the 
conjugat ion of the plasmid from ca r rying bacteria 
lO receptor bacteria that are pathogen ic for humans, 
such as Eschl!richia coliY ) In sorne countries, such 
as lhe USA and sorne in Eu rope, this problem has 
already been reported. '6 However, in Mexico, various 
fish farmen that have been studied,17 ",hose primary 
and most important econom ic income comes fro m 
these small artisan fa rms have overused a nd mis
used antibiotics incorporated in lhe balanced feed 
rouünely administered la the fis h while allempting 
to prevent and control infectious diseases in thei r 
farms. Therefore, it is importalllto eSlablish the sen
sitivity or resistance to a mibiotics that migln have 
been acquired by lhe pathogen ic bacteria present in 
Caras.sius auratus auralus, to determ ine whet her this 
far rning pract ice has gcneraled plasm ids resistalll lO 
the antibiotics used in aquaculture, and finally to 
establish the capacity of R-plasm id ca rrying bacter ia 
of transmiuing said plasm id , by conjugation, to E. 
coli receptor Slrain s. 

erad a en la la rga cadena de comercialización, sobre 
todo al ser manejada como animal de compañia. 

La familia Cy prin idae incluye especies como 
Carassiu5 o!trallls, popularmente conocidos como pez 
dorado, que por su belleza son de g ran demanda 
comercia l en México. 

Una gra l~a acuicola es un sistema abierto con 
tres importantes tipos de ingresos: El agua, el ali
mento para los orga nismos cultivados y los mismos 
orga nismos para cu ltiva r. Desde un enfoque sa ni
tario, estos elementos son de importancia, ya que 
con ellos ingresan al sistema di ferentes elemenlOs, 
como contami na ntes}' bioagresores que pertu rban 
las condiciones sa nitarias de manej o y alteran el equi
librio salud·enfermedad en el sislema y como conse
cuencia la en fermed ad infecciosa puede instalarse 

Una g ranja acuicola es una empresa cuyo propó
si(O, además de cu ltivar determ inadas espec ies, es 
evitar las pérdidas económ icas, por lo que los acua
cu ltares deben preven ir los ingresos, la d ispersión 
y perma nencia de bacterias dentro de sus insta lacio
nes. Para evitarlo, y creyendo que la mejor estrate
gia es la prevención, se h a usado y abusado de la 
aplicación de quimicos y antibiólicos para el con· 
trol de las infecciones, los cuales son admin istrados 
rutinaria mente e incorporados en el alimento ba la n
ceado para peces,4.6 o son admini strados directa
me nte dentro de los estanques de cultivo, desconoci· 
endo si existe el estado de en fermedad in fecciosa, la 
especie de bacteria que ha infectado la producción, 
para el caso de que asf sea, el tipo de anlibiótico ade
cuado pa ra destruir la bacteria específica y la dosifi
cac ión necesaria. 

El uso ruti na rio de esta práctica por parte de los 
acuacu ltores, con el objetivo de resolver el problema 
de enfermedades infecciosas en sus gral~as acu fco
las, ha resu ltado en un incremento de la presencia 
de plás midos res istellles en diferentes especies de 
bacterias patógenas de peces,7.14 a lgu nas patógenas 
para el huma no también, y que al entrar en comacto 
con éste, como fue nte de alimento o como animal 
de compañia, puede transm itirle plásmidos y como 
consecuencia la resistencia a antibiólicos, implicando 
un problema de sa lud pública, que puede ser llevado 
a cabo por conjugación del plásmido de las bac
terias portadoras a las bacterias receptoras, patóge
nas para el hu mano, como E5cherichia coli.1,J5 En algu
nos pa ises, como Estados Unidos de América y algu-
1l0S europeos, este problema se ha notifi cado. J6 Sin 
embargo, en México va rios piscicu ltores estudiados,17 
cuyo primer y más importante ingreso económico 
prov iene de estas pequeñas granjas rúst icas, al trata r 
de p revenir y controla r las enfermedades infecciosas 
dent ro de sus instalaciones, han iniciado el uso des
med ido de antibiót icos incorporados a alimento ba
la nceado sum inistrado rulinariamente a 105 peces. 
Por ta l motivo es importante establecer la sensibili
dad o resistencia a los antibióticos, que como resul
tado de este ma nej o in adecuado pudieron haber 
adquirido las baclerias patógenas presentes en Caras-
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a nd Ihcn incubaled in ice for 30 min, addi ng 200 ~I 
sodium dodecyl sulphalc, mixcd sort ly by in\'erting 
Ihe lubc a nd incubaled for 5 min in ice. Thcn, 150 
~I of 31\-1 sodium acetatc werc addcd, mixcd softly by 
inverting Ihe lUbc and incubaled for 60 min, 10 l hen 
be centrifllged aga in al 14,000 rpm fo r 5 mino The 
sllpernala nI \Vas lransfcrred to a nal her sle r ile Eppcn
dorfftuh<=, add ing 1,000 JLI of cold el hanol, incubated 
for 30 min and Ihen cenl rifuged al 14,000 rpm fo r 
30 min o T he su pcrnalan t was removed , lhe pellel 
was dissolved in 100 JLI of 0.01 M sod ium acetate and 
0.05M Tris wilh a pH of 8, a nd prccipitaled agai n in 
3001'1 of cold et hanol.'1 

T he supernatanl was elim inaled and 10 ~I of 5X 
sample buffer solution was added (25% saccharose, 5 
mM sodium acetale, 0.05% bromophenol blue, and 
0.1% SOS). 

Exlracls ..... e re lrealed with bovi ne panc realic 
RNAase ¡-AS type, at a conce nlral ion of O.OII'g/ml, 
and Ihen incubaled in a doublc water bath at 60°C 
for 10 mi no For electrophoresis, 10 1'1 of the sa mples 
obtained were placcd in lhe aga rose gel wells at 0.6% 
were applied. Cels ~'ere prepared wilh borate T B 
buffer ru n at 0.5 X and 0.6 X of aga rose. Electro
phoresis was perfo rmed al 70 V and 250 W. Gels were 
stained for 45 min and revea led with ethidium bro
mide d issolved in d istilled water al a concenlrat ion of 
0.5 JLg/rn l. Once revealed , gels wcre washed to ctim
inale excess ethid ium brom ide a nd then placed in 
a shorl-wave UV transillum in ator. Cels we re photo
graphed with an instant Pola roid camera using Polar
oid 667 fi lms. 

EXlraCls from Ihe isolated strains were simu lt ane
ously run on gel with lhe known molecular weight 
marker: CENE RULER T M Ik.b DNA LADDER.3t 

Fina tly, the relat ive mobi li ty of Ihe plas mid and 
the refercnce marker were measu red by applying an 
inverse three rule to obta in lhe molecula r weights of 
the plasmid in nu mbers of bases pairs in relat ion LO 
the nu mber ofbase pa irs of the marker (10 000 bp). 

To know whether lhe isolaled strains were able to 
Iransmil the R-plas mid by conjugation to a recepto r 
bacterium , a collecLÍon strain of E. coli (AT CC25922) 
was inoculated in lactose broln and incubated in a 
double water bath, witn movement, at ~7°C for 24 h. 
Al lhe sa me li me, aH the isolaled Slraim ~ 'ere inocu
laled in tubes contai ning LB broth incubated in the 
sam~ way as E. coli. but al 22°C. O n Ihe follow ing d ay, 
1 ml from lhe E. coli cultivating tubcs ..... as trans f ~rre d 

to the tubes wil h lhe isolated strains and incubated 
agai n as previously descr ibed . Afterwa rds three loop
full sa mples from each tube ..... e re inoculaled in eosin 
methylene blue (E MB) aga r plales prepared ..... ith 2.5 
mg/L. Plates were finally incubatcd at 30°C for 24 h 
and observed for one week, record ing growl h or lac k 
of growth of Ihe receptor bacteriu m. 
T ne whole procedu re ..... 35 performed with collection 
stra ins of Aeromonas hydrophl'la (ATCC35654), 
Anomonas caviaL' (ATCCI5468), Vibrio alginolyticus 
(ATCCI77), and Vibrio parahatrnolyticw (ATCC7802). 

dependiendo del d iá met ro de los halos, incluyendo el 
diámetro de los discos (6 mm).u,)O 

La extracción de plo\smidos se efectuó utiliza ndo 
la téc nica de lisis alcali na. 31 De nuevo las cepas se 
semblllron en placas de agar de Lu ria Berta ni (LB) 
y se incubaron a 30°C durante 24 h , posteriormente 
las colon ias que crecieron se tra nsfi rieron a tubos con 
5 ml de ca ldo de lB, se incubaron en baño Marfa 
con ag itación a 30°C dura nte 24 h, 2 ml del cultivo 
fueron tra nsferidos a Olro tubo estl!:ril Eppendorff, se 
centrifugó a 25 000 g durante 30 seg, el sobrenada me 
se removió. La pastilla que permanece en el fondo del 
tubo Eppendorff se resuspend ió con 100 JLI de solu
ción de lisos ima , esto se resuspend ió agitá ndose con 
u n vortex dura nte 1 mi n, posteriormente se incubó 
en hielo durante 30 min, se ag regó 200 1'1 de duodecil 
sulfato de sod io, se mezcló suavemente por inversión 
y se incubó dura nte 5 mi n en hielo, despul!:s se añad i
eron 150 JLI de acet ato de sodio 3 M, de nuevo se 
mezcló suavemente por inversión delluho y se incubó 
po r 60 min, nueva mente se centrifugó durante 5 min 
a 25 000 g, el sobrenada nte se tra nsfirió a otro tubo 
Eppendorff estéril, aiiad iendo I 000 ,,1 de etanol 
fdo, se incubó 30 mi n y se cenl rifugó 30 min a 25 000 
g, el sobrcnadanle se removió, la pasti lla se disolv ió 
con 100 JLI de acetato de sod io 0.1 M Y tris 0.05 M pH 
8, rep rec ipit.a ndo en 300,,1 de eta nol fd o.31 

El sob r ~ n a dant e se eliminó y se ag regaron 10 1'1 
de solución amortig uadora de muestra 5 X (sacarosa 
al 25%, acetato de sodio 5 mM , azul de bromofenol 
al 0.05% y SOS al 0.1%). 

Las extracciones se trataron con RNAsa pan
creática de bovino tipo I·AS, a concentración de 0.01 
I'g/rnL, se incubaro n en baño Mad a a 60°C durante 
10 min . Se aplicaron 10,,1 de las muestras obten idas 
en los pozos de los geles de agarosa al 0.6% para 
el aná lisis de elcctroforesis. Los geles se prepa raron 
con amortiguador borato TB de corrida a l 0.5 X Y 
0.6 X d ~ agarosa. La electrofores is se llevó 3 cabo 
a 70 v de voltaj e, 250 w de poder. Los geles fueron 
teñ idos durante 45 min y revelados con una solu
ción de bomuro de elidio disuelto en agua destilada 
a concentración de 0.5 I' g/m L. Una vez revelados los 
geles, se lavaron con agua du ra nte 30 segcon el fin de 
elim ina r excesos de bromuro de elidio, fueron colo
cados en un transiluminador de rayos UV d e longi
tud de onda corta. Las fotograClas de los geles fueron 
tomadas con tra nsilum inador con cámara fOlogr.ifica 
Polaroid instantánea con cartuchos de pelfcula pol3-
roid 667. 

Las extracciones procedentes de las cepas aisladas 
se corrieron ~ n gel simultánea mente con el marcador 
de peso molecular conocido: GENE RUlER TM Jkb 
DNA lADD E R. 3~ Finalmente se midió la mov ilidad 
relativa de los plásmidos y del marcador de referen
cia, aplicando una regla de tres inversa para obtener 
los pesos moleculares en nú mero de bases de pares, 
en función del número de pares de bases conocido 
del marcador (10 000 pb). 

Para saber si las cepas aisladas de los p«es tenfan 
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reed, I," wt'l"e ohla ined, ami no speda l associa,ion wa s 
IOllnd amon!.: ,hcm. 

Amon¡.:- dlc scopc or a nl ibiolics lIsed in Ihe pres
enl study, Ihose mOSI widcl)' accepl cd by aquaculture 
rarm s, aml l llosc 10 which mosl rcsista nl Slrai ns are 
found are : cephalolhi n, ampicillin, nitroruramoin , 
IClracyclin, ch loramphenicol. kanam)'cin, and car
benicil1in . HO"'c"er, Ihe sensitivit y or the sa me bac
teria 10 a grea ler variely or antibiOl ics cou ld nOl be 
eSlablished, 

In lhis slud)', we oblained plasmids of6 .6 10 25.7 kb 
ror A. hydroJ¡/¡i1a, coi nciding wilh Son ti 01.; 1(; ho\\'ever, 
Chang ami Bolton" ami Chaudhu r)' t I al.'" repon 
plasmids ranging rrom 85.6 10 159 k.b ror slrai tis of 
Ihe same species. The pla smid s oblai ned rrom stra ins 
uf V,bno jflfllifllls and Vifmo [ I/musu revealed larger 
molecular weights, rangin g be lweell 15 and 6.6 k.b, 
Ihan Ihose reponed by Giles el o.l.~" ror I ~ ollglllllarum. 
Th is ind icates I hal R factor Illcd iat; ng resislancc in A , 
'I)"drophila, 16 as we lJ as in V.fi/l vialis a nd V.[urllissjj is 
of variable size (Table 2). 

A large r val'Íet)' of molecular wcighls ca n be asso· 

CF, AM 1', N F, K Y T ; V. porohol!lIIol)'tlcus, A. h)'drophilo 
)' A. cotJlae resistieron además para C RO y NF; V. algi
lIol)'ticll.$ )' V. parahal!mol)'ticus p resenla ron resistencia 
para c rx )' NET, todas porta ro n un plásmido de 25.7 
kb. La cepa de colección E. coil no registró resisten 
c ia a ningún ant ibiótico, pero si sensibi lidad a todos, 
adcmás de no por la r n ingú n p láslllido. 

No sc estableció n inguna asociación especial de 
los datos obtenidos con el tipo de procedencia de las 
muest ras: Agua, ali mento u organ ismo. No se obtuvo 
Cfecimiento en las cajas sembradas con E. coli, como 
receptoras de plásffi idos. 

Discusión 

Los palroneS de resistencia de A. Jl)'drophila, V. fiu tJialis 
y V. Jtmll ssti a a nt ibióticos de uso comercial, a través 
de 70 cepas, se muestran en el Cuadro 1. 

En eSle eSludio se obluvie ron 105 per files de resist
encia)' plásmidos-R, tanto de las ce ~ as que procedfan 
de agua)' del r iñón de los peces,1 ,11 como también 
del a limento ba l ancea d o ,4 .~ sin cSlableccrsc n inguna 

C uadro 1 

RES IST ENC IA A ANT IBIÓ ICOS OE CEPAS BACTERIANAS AISLADAS DE PEC ES DE ORNATO 

Carassi lls allraf/lS 

ANTIBIOTIC RESISTANCE OF BACTERIAL STRAINS ISOLATED FROM O RNAM ENTAL FISH 

Carassills allralUs. 

Allfibiolics Resulant Susceptible IlIlerme.diale 

Cc:phalothin 75 O O 

Chloramphenicol 26 23 23 

Ceftriaxone 24 37 14 

Ampici lt in 7J 3 

Amikacin 12 60 3 

Trimethropim JJ 62 3 

Cc ftaxinc: 22 38 J5 

Nephilmeci n 18 57 O 

Pef1o}[acine 7 41 27 

Carbecillin 46 19 9 

Gc:ntamycin 64 7 4 

Kanamicine J5 58 3 

Nitrofuranloin 49 15 JJ 

Telracycline 66 4 5 
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The presence of more tha n 1 plasmid indicales 
the use of more lhan ) a lll ibiotic in an allempt 10 
control the in fect ion detected in Ihe fi sh hatcherics 
used in ¡his sludy. On Ihe ol her hand, the difference 
in eXl racled plasmids indicates thal different harches 
of fi sh were introduced 10 the samplcd farm , suggeSI' 
ing Ihat lhe fi sh introduced were alrcady carrying 
resi starH bacteria ¡hal, under diffel'ent envi ran mental 
conditions, manifeslcd lhemsclves as palhogenic and 
again rcceived doses of differenl antibiotics. 

The plasmids oblained in the present study were 
unable 10 be tra nsferred to E. coli, hence, ther do nOI 
belong 10 any incompatibililY C or U groups. s 

HO\'>'cvcr, lega l restrictions are needed 10 regulale 
Ihe use of anl ibiotics 10 prevent and cOlllrol infections 
in aquaculture, si nce they will hclp tO reduce the foro 
mal ion and di spersion of R-plasmid s in other species 
tha! might present such a capacity. 
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asociaron con V. ftuvialü y V. fUNl üsii. 
Las cepas de colección empleadas en este trabajo 

presentaron sólo plttsmidos con peso molecular de 
25.7 kb, a diferencia de los descritos por Giles et al.ss 

para las cepas deA . salmo'lIicida (ATCC33658) y V ord
ali; (ATCC33509), que portaban va rios plásmidos de 
niveles bajos de pesos moleculares 

La manifestación de resistencia a antibióticos en 
todas las cepas y un alto porcentaje de tstas, a siete 
de los antibióticos probados, indica n la aplicac ión de 
control qulmico, por antibióticos, desconociendo por 
parte de los acuacultores, la especificidad del patóg
eno que está infectando a l cult ivo, as! como la espe
cificidad del a ntibiót ico ncresario para controlar al 
agente causa l y la dosis necesaria. Se intenta falli
damente el uso de un antibiótico tras a Iro. Al final 
se obtuvo un lote de peces infeclados crón icamente, 
portadores de bacterias resiste ntes a la mayorfa de los 
antibióticos má s empleados y un ambiente contami
nado de qufmicos que inducirán a la formación de 
plásmidos resistentes de las bacterias que se encuen
tren en ese espacio ambiental . y que pued an ser pató· 
genas pa ra otra especies, incluyendo al ser humano. 

La presencia de má s de un plásm ido indica el 
em pleo de varios antibióticos en el intento de con
trolar la infección detectada en los lotes de peces 
emp leados e n este estudio. Por otro lado, es un indi
cador de que a la granja muestreada ingresa ron lotes 
diferentes de peces, pOI" la diferencia de los plásmi
dos extrafdos, sugiriendo que esos peces ingresaron 
siendo portadores de bacterias resistentes, y que al 
vari ar las condiciones ambientales se ma nifeslaron 
como patógenas y recibieron nueva mente dosis de 
diferentes antibióticos . 

Los plásmidos obten idos en este estudio presen
taron incapacidad de establecer tra nsferencia a E. coli, 
no peneneciendo, por ta nto, a ninguno de los grupos 
C O U de incompatibilidad .L5 

Sin embargo, son necesarias restricciones legales 
en el uso de antibióticos para prevenir y controla r 
infecciones en la acuacultura, ya que contribuirfan 
para disminuir la formación y d ispersión de plásmi
dos·R en otras especies que 51 presentaran tal capaci
dad . 
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Capacidad de Vibrio fluvialis (Lee, 1981) para producir infección en 
pez dorado (Carassius auratus, L.) 

Capacity of Vibrio fluvialis (Lee, 1981) to produce disease in 
goldfish (Carassius auratus, L.) 

Abstraet 

Pilar Negrete Redondo' 
Jorge Romero Jarsro" 

José Luis Arredondo Figueroa'" 

Specimens of Carassius a,llratus were injeclcd intramuscularly Wilh different infectives closes of Vibrio 
fluvialis lO pro\"c lhe capacily of (h is palhogen for genCI"alÍng diseases in aqualic organisms, as well as 
la establ ish lhe correspollding LOso and lO kno\\! whclher (hese bacteria have lhe capacily (O infecl lhe 
cultivalcd fi sh through water [rom ponds, or ir a live hOSl is needed lO produce infection. T he eliologi
cal relationship betwecn V.fluvialis and its hOSl was established. Concurrcntly, lhe cl inica l forms Oflhis 
¡nreclian were characlcri zcd as archcLypical response, i.c. focal dermornyonecrosis concomilam with 
aCUle bacterial septicemia. The signs ancllesions wcre a panicu lar feamre ofvibriosis and furuncu losis. 
This pathogen was unab le to generate disease when the infection was experimemally induced through 
\vater from aquaria . 

Keys words: BACTERIAL INFECTION, EXPERIM.ENTAL TRANSMISSION, ORNAMENTAL 
FISH, ~8R/O FLUVIAL/S, CARASS/US AURA TUS. 

Resumen 

A algunos peces de ornato de la especie Carassius auralus se les inyectó. vla intramuscu lar, diferentes 
dosis infeclivas de la bacteria Vibrio fluvialis con el fin de probar la capacidad de ésta para producir 
infección en organismos acuáticos, establecer su correspondiente DLso y determinar si esta bacteria 
puede infectar los individuos cultivados a través del agua de los estanques de cultivo, o si necesita de 
un ho s ped ~ ro vivo para trasmiti r y producir infección. Se estableció la relación etiológica entre Vibrio 
flu vialis y su huésped, el cuadro clfnico obten ido fue ca racterizado como respuesta arquetfpica parecida 
a una dermomionecrosis ulcerativa con septicemia aguda . Los signos y lesiones fueron caraclerfsticos de 
vibriosis y furuncu losis. Se comprobó que esta especie bacteriana no posee la capacidad de ser transmi· 
lida "fa el agua de los acuarios. 

Pa labras clave: INFECCiÓN BACTERIANA, TRANSM ISiÓN EXPERIMENTAL, PECES DE 
ORNATO, J.7RRJOFLUVIAUS , CARASSIUSAURATUS. 
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Characlerutic 

Color 

Skin 

Scales 

Fins and lail 

Mouth 

Branchia 

Eyes 

Body 

Appetite 

Behavior 

F,,,, 
Swimming 

Secretions 

Fish I 

Edema 

Bristle 

• 

• 

• 

• 
• 
Anorexia 

Nervous 

• 
• 
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Cuadro t 

GRU PO TESTIGO DE PECES Carassius auralus INOCULADOS CON SOLUC iÓN SALINA ESTÉRIL. 

CARACTERIZAC iÓN DIAGNÓSTICA 

CONTROL BATC H OF Carassius aura/us FISH INOCULATED WITH STERILE SALlNE SOLUTION 

Fish 2 Fish J Fuh 4 Fish j Fish 6 Fish 7 Fish 8 Fish 9 FishJO 

• • • • 
Edema Edema Edema Edema Edema Edema Edema Edema Ed=. 
Bristle Bristle Bristle Bristle Brist1e Brisllc Bristle Oristlc 13riSllc 

• • • • 

• • • • • 

• • • • • • • 
• • • • 

• • • • • • • • 

Anorexia Anorexia Anorexia Anorexia Anorexia Anorexia Anorexia Anorexia Anorex ia 

Nervous Nervous Nervous Nervous Ncrvous Nervous Nervous Nervous Nervous 

• • • • • 

• • • • • • • 

• • • • • • • • 

- No signs were 



C.udro l 

CARACTERI ZACiÓN DE SIGNOS V LESIONES DE INFECCIÓN EN r ECES CordSsl..s " ~"""'I<S INOCULA [)()S CON 107 .. fe/m. 

CHARACTERlZAT10N Of SIGl'lS ANO LESIQNS IN C,musi..s .......... , ... fl SH lNOCULATED WITlI 101 cCl&i'ML 

OIA(;1'iO$TIC C~'''''' . '''''',Io. a.. ..... ,#rlJfIr F""u~ I FilA! FIJU FisA 4 FII~ J F .. ~ .. FiJA 7 FIS~' F .. ~9 Fi,. lO C.a -- -- "'~-, .. 
Edomo _io E4<mI_io f. ... mI n..,ro.io 

,,"'o 
Oesq_ÍOII 0. ........ ,. 

0."1 __ 
~,. 

,~ R.II"KI«I h .......... 1 ~ - , ....... R<II"KI«I , ....... RotrK'''¡ ,~""' 11. ..... (10;1 , .... , , ..... . - ....... Gu!>iII, ....... G .. P" G._ "' .... ""'''' ""'"' "'- "",o, ....... , ...... , .......... , .. _, ...... , .......... , .......... , _10_1 .......... , .......... , 
8<-'0 .. Opnao .......... 8, .. ,killl 8<_ ... ar."'iII, ar."''''1 ....... , .._, ....... , .. _, , •. E • • .".""". E..ophlhllm ... E.lo!>h"'.Imu. EIO\Ihlh.lmu. E>.""h""' ...... E>.opIo\hol ...... E>.ophIha ...... ü""'dlal"" .. E.o<>phllt.a_. S ... ollno ........... - ......... ....... A ....... A ...... A ....... A ........ A ....... A ........ .... , ...... -, .. ..... .... oIIen ... ·0 ..... .... 011 ... .... 011<11 " . ollen .... 01 .... .wol .... -" ..-.-.... ..-.-... _ .. ....... _.Y _ .... ...... _.io _ .... .... .. "" ..... - , ....... I.......,¡,; .. 1......,..; .. Immob'" ......",,¡,¡ .. ' ........ í .. hnmoloile • .......... i .. h ... " oloílo h ... ""loílo , .. No oler..,.!. No ... ,...,.,.. No ... r.ao. .... No ... 'ocaI ..... No ""<CoI;"" No ""«ao;"" No"'fuaI_ No Ik'"II. NolkfCUlKe NollckallOll S ......... _. ""'. """ .... ..... .... ..... l.....otoí .. I_ile ..... Er .. ti< -.... MIICOIÍIy M..cos~y M ..... ~ y M"""";ly MlKOIí.y MIKOIÍly MlKOIicy MIICOIicy M_ity .--NEC~OI'SJES 

""" , .. 
Daq ........ Dr ... ~""""ioa Daq ......... , ...... , ..... , ...... 

S ... oIl<II [);, .. ,ÍV't lnCI -- ""...,., .. ....,.. S .. ·oI .... S ... oll<ll S_ .... 
S ... "'''' S ........ S .......... 

' ......... F "-"F ' ......... F -~ 0..1to)'Od • .... "" ""..,., ... . ...., -- Dr.II'O)'C<I """'" o.sll'Oycd ... ...,., ""...,., Ro;Idt....r 
> - , ...... , _. 
~ 

~~ 
Swollen ti ... S .... I .... S ..... IIen ... ...,., ... ...,., ""...,., o..II'Oycd ""...,., '" --'" Gotlbbdodtt MIlI ~ 

~ . 
~ -'" S .. tn.ninl 8 --~ .""'" ....... 

M_' N<,<",," Neo ....... ~íl Necr""io 
_. 

5 ... 11 • 
Uo.pk ..... ' W • No ..... _ ....... 

~ 
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Skin 
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Finsand uil 

Moulh 

B/lnchia 
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Bod, 

Appelile 

Beluvior 

Feces 

Swimm;ng 

Se<;rdions 
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Skin 

Digestive 1ntI 

Kidney 
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Gallbladtkr and 
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Swinvninl 

bladder 

G",,,," 

M~ ' 

Smell 

Cuad ro 3 

CARACTERI ZACiÓN DE SIGNOS Y LESION ES EN PECES CarasJius auarntus INOCULADOS CON 106 d el mI 

CARACTERIZACiÓN DIAGNÓSTICA 

CHARACTERIZATlON OF SIGNS ANO LESIONS IN Carassiu$ auarlllUS FlSH INOCULATED WITH 106 ¡;fuI mi 

Fislt I Fislt 1 FiJlt J Fislt 4 FiJlt J Fislt 6 Fisll 7 Fi51t 8 Fislt 9 

• 

De$quarru!ion Oesqu.ma!ion Oesqu~ml!ion Oesqu~ma!ion Desquama!ion Desquama!ion Dcsqu~ma ! ion 

Eroded E...,od Erod<d Hcmo ff ha~ HCITlOlT""gc Hcmorrhage Hemorrhage Hemorrha~ Hcmorrhagc 

Elophtha.lmU$ ElOphtha.lmus Elophlhalmus E~ophtha.lmus Eloph!hlamus Elophtha.lmus Exophtha.lmus Exophtha.lmus EllOphtha.lmus 

Abdomen Abdomen Abd_ Abdomen Abdo~ A""""", Abdomen A~ Abdomen 

swollen swol1en swollen swollen swollen swollen swol1en swollen swollen 

Ano/ex;a Ano/ex;. Anorexia Anorui. Anorex ia Anorexia A,..,rexia Aoorexi~ Anorexia 

Abnol'lN.l Abnomul Aooormal Aooormal Abnol'lN.l Aooormal Abnol'lN.l Aooormal Abnormal 

Not observed NO! obsnved NO! obscrved NO!observed NO! obscrved NO! obseT', ed NO! obscr',ed NO! observed NO! observed 

ErnlÍt Ern!ic Ern.!ic Emolic Erra!;c Erra!i, Erralit Erralic Erntic 

MU(:osi ly MU(:osity MU(:osily MU(:osily MUC05ity MU(:osÍly 

NEC~OPS I ES 

llcmol'T'iu~ 

Mocosily Dcsquamalion No! observro Mucosity MUC05ity NO! OOservcd Notobserved NOlobserved NO! ob$erved 

""'ro"" Da"'" Da..,,,, Destroyed Da..,,,, 
Da~"" Des!royed Destroyed Da..,ro 

Deslro~ Da..,.. Da..,.. Da~"" 
Da..,,,, DeslJ'Oyed Dcstroyed. Da"''''' Destroycd 

Dcsrroyed Nec:TOIit Da..,.. Da~"" De!;troyed De$troyed Oestroyed Oestroycd Oestroycd 

Swollen 

Unpleuanl UnpleaSlnI • Unp1cuant Unpleuan! Unpleasan! 

• No signs wm: shown 

Fislt 10 

Dcsquamalion 

Hemorrhage 

Elloph!halmus 

Abdomen 

swollen 

Anoruía 

Abnormal 

NOlobscrved 

Erralic 

I1cmorrhagc 

No! ob$erved. 

Da~"" 

Da",,,,, 
Dcstroyed 



C uadro 4 

CARACTE RI ZACiÓN DE SIGNOS Y LESIONES DE PECES DE ORNATO Carani", auraM INOCULADOS CON lOS ufcJml 

CHA RACTERIZATlON OF SIGNS ANO LESIONS IN Ca,.assius aUralUJ FISH INOCULATED WITH lOS cfulml 

OlA GNOSTlC C""",c' ~r;=--tio,. 

Clttl/TICwutic FiJA/ FuI! 1 FuI! J FiJA 4 FuI! , Fisl! 6 FisA 7 FisJI8 Fisl! 9 FiJA 10 

Col« 
-~ -~ 

Reddmed .""''''' Rcddened ..... "" Iteddtned 

Skin Ed.~ ""~ Ed.~ "'m. Edema Ed.= 

Su .. Daquamalion Iksquam~tion 

Filll and lIíl E ..... ' 

"oo. 
Brlnc:l!ia 

EY" Exopblhalmus Turbid Turbld Turb,d Turbid TII,bMI 

'bdom<o Abd.Q!nm Ab,_ Abdomen Abdomen '00, • 
swollen swollm swollm lwollen t wollm 

Appcliu= AIIOI'lIIlÍl. AroOoru;a AnofcIlÍl. A~IIÍ1. APOrtllía Anorc:xÍl. AIIOfUI.I """" .. AIIOI'Ul1 Anon:~la 

Beh.avior ....... , Abnormal A""",,",' AbllOrmal AbnOl1Tla I Abnormal AbnolTNl Abnol1Tlal Abnol1Tlal 

F~ H DiaTrilea Diarrhea Di.niIc, Dilrrhea Dia...nea Diarrhea Di.,.,.hca DiaTrhca Di,nilca 

Swimminl Emtie EmIte Emlic Emtic EmllC Err.uic 

SttretionJ Muoosily MUCClsity Mucos;ty Mllcosity Mucosity 

NEC.OI'SIES 

"oo. 
Skin De:squama¡ion Desquamalion Desquamation 

'" 
Diae$tivc tnct ""~,.., IkslrOyed ""~,.., Ikstroyed IkslrOyed 

~ "'.., - ~,.., - -' ""~,.., Ikl;troyed 
~ 
~~ ' 

u~ """',.., ""'ro"" """',.., IkstrOoyed De$troyed Deslroyed 

'" 
Gallbl.ddcr and 

'" .,-
~ - Swimrmnl ~ 

'" • 
g b""" ... 

"""" D~'" -... 
"~. 

S_lIcn Rcddencd • Necrotic Swollen • Swollen Swollen 

Smcll Unplcuant Unplcuant UnplcaWlI Unpleuanl Unplnsam • 

w • No sip_re sho_ 

'" 



C u a dro 6 

CARACTERIZACIÓN DE S IGNOS y LESIONES DE PECES DE ORNATO Carassius auara/Uf INOCULADOS CON 103 l!..filln! 
CARACTERIZACiÓN DIAGNÓSTICA 

CHARACTERIZA TION OF SIGNS AND LESIONS IN Corassius Quara/us FISH INOCULATED W ITH 103 cfulml 

CharaC/tris/ic Fishl Fish} FishJ Fish4 Fish5 Fish6 Fish 7 Fish8 Fish 9 Fish 10 

Color • • • • D"" ". .. Opaque Opaque D ... 
Skin • • • • M)'Cosis Mycosis • Myoosis Mycosis 
$al" • Dcsqulmalion Dcsquamalion Dcsquamalion • De!iquamalion Desquamation 
Fins 100 tail E""'''' Mycosis Mycosis Retracled Eroded Myoosis 

Mouth • • Guping Gasping 
• Oaspillg Gl$pillg Gasping Guping 

abnormal abnonnal abnonnal abnonnal abnonnal IbnormaJ 
Brcathillg Brealhing Brealhing Brealhing Breathing Bre.thing Branchia Hemorrhage • • 
abnonnal abnonnal abnonnaJ abnonnal abllon"al abnonnal 

Ey" Exophth.lmus Exophlhalmus • • • • • 
Abdomen Abdomen Abdomen Abdomen Abdomen Abdomen Abdomen Abdomen Abdomen Body 
swol1en 

Hemormage 
swollen swollen swollen swollen swollen swollen $wollen swollen 

~ Appe1ile Anorexia Anorexia AllOTeJ[ ia Anorexia Anorexia Anorexia Anorexia Anorexia Anorexia Anorexia S: Behavior Nervous Nervous Nervous Nervous Nervous Nervous Nervous Nervous Nervous Nervous ~¡:;, 
F~" 

'" '" Swimming Erntic • • • • Emtie EmIte Emll1c Erratic Emlic 
~ - Secretions - • • 
'" • Mucosily • Mucosity MueosilY e 

• No signs wen:: shown e 
~ 

, 
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