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Resumen:

La nanotecnologia ha tenido un avance significativo debido a sus multiples aplicaciones; una de ellas es su
uso como agente antimicrobiano en cultivos acuicolas. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto
antimicrobiano de las nanoparticulas de plata (AgNPs) contra Vibrio fluvialis en el cultivo de Ptephyllum
scalare. Las AgNPs fueron sintetizadas en diferentes concentraciones (90 y 180ppm). A través de la
espectroscopia UV-Vis se confirmo la formacién de AgNPs con absorbancia maxima de 427 y 422 nm, la
distribucion de tamafio de la poblacion de las AgNPs fue entre 60.7 y 155.8 nm a 90 ppm y entre 63.3y 170.8
a 180 ppm. El resultado de SEM indica que el tamafio de particula de 13-20 y 4-15 nm, con formas cubicas
y circulares. En las pruebas para determinar la actividad antimicrobiana in vitro se obtuvo una CMI de 45
ppm y halos de inhibicion de 14.3+1.15 mm a 180 ppm y 8.66+£0.57 mm a 90 ppm. En la cinética de V.
fluvialis al contacto con las concentraciones de AgNPs, se observo que a partir de las 6 horas de exposicion
se inicia el proceso de inhibicién del crecimiento bacteriano. La prueba de toxicidad, las AgNPs demostré
que uno hubo evidencia de dafio en los ojos, aletas, escamas y organos internos, teniendo el 100% de
supervivencia. En la prueba in vivo se observé una supervivencia de 88 y 93% para los tratamientos con
nanoparticulas en comparacion con el tratamiento control, donde solo se inocul6 el patégeno ya que los
peces no sobrevivieron las 48 horas de la infeccidn experimental. En este estudio concluye que las AgNPs
tuvieron una actividad antimicrobiana contra V. fluvialis, dando una nueva alternativa para controlar las
enfermedades microbianas en cultivo de P. scalare. Sin embargo, se debe de continuar investigando del

efecto de AgNPs en otros microorganismos patogenos y en otras especies de peces ornamentales.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata, enfermedades de peces, Vibrio fluvialis, efecto antimicrobiano
Abstract:

Nanotechnology has taken a significant step forward because of its multiple applications; one of them is the
use of nanoparticles in fish medicine. The objective of this work was to determine the antimicrobial effect of
silver nanoparticles (AgNPs) against Vibrio fluvialis in the cultivation of Ptephyllum Scalare. The AgNPs were
synthesized in different concentrations (90 and 180 ppm). Through the UV-Vis spectroscopy confirmed the
formation of AgNPs with absorbance maximum of 427 and 422 nm, the distribution of population size of the
AgNPs was between 60.7 and 155.8 nm to 90 ppm and between 63.3 and 170.8 to 180 ppm. The result of
SEM indicates that the particle size of 13-20 and 4-15 nm, with cubic forms and circulars. In the tests to
determine the antimicrobial activity in vitro, obtained a MIC 45 ppm and the inhibition zone was 14.3+1.15

mm to 180 ppm and 8.66+0.57 mm to 90 ppm. In the kinetics of V. fluvialis to contact with the concentrations



of AgNPs, it was noted that from 6 hours of exposure starts the process of inhibition of bacterial growth. In
toxicity test, the AgNPs showed that one there was no evidence of harm in the eyes, fins, scales and internal
organs, obtaining the 100% survival. In vivo test, there was a survival of 88% and 93 for treatments with
AgNPS in comparison with the control treatment, where only the pathogen inoculum as the fish did not survive
the 48 hours of experimental infection. This study concludes that the AgNPs had a significant antimicrobial
activity against V. fluvialis, giving a new alternative to control microbial diseases in cultivation of P. scalare.
However, it must be to continue to investigate the effect of AgNPs in other pathogenic micro-organisms and

other species of ornamental fish.

Keys words: Silver nanoparticles, fish disease, Vibrio fluvialis, antimicrobial effect
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1. Introduccion:

La acuacultura engloba todas las actividades que tienen por objeto la produccion, desarrollo y
comercializacién de organismos acuaticos en ecosistemas controlados como estanques o en sistemas
abiertos que incluyen lagos, rios, presas, lagunas y el mar (Guzman y Fuentes, 2006). Dicha actividad juega
un papel importante en la produccion de organismos con diferentes finalidades, desde la produccion de
alimentos hasta la actividad ornamental y es una industria con un alto potencial econémico para México
(Rodriguez, 2014).

De acuerdo con CONAPESCA en 2018, la produccién anual es de alrededor de 60 millones de peces de
ornato, siendo el estado de Morelos como principal productor y anualmente produce 30 millones de
organismos de 100 variedades dentro de las que destaca la produccion de Pterophyllum scalare (pez angel),
especie que ha sido ampliamente comercializada debido a que tiene una llamativa estética y amplia
aceptacion en el mercado mundial de la acuariofilia (Jiménez et al., 2012; CONAPESCA, 2017). Sin embargo;
la intensificacion en la produccién de esta especie y la falta de control del comercio internacional de los
peces, ha provocado la movilizacién de gran cantidad de organismos y, como consecuencia, el transporte
de microorganismos patégenos que en condiciones ambientales diferentes pueden desencadenar procesos

infecciosos, impacto ambiental y pérdidas econdmicas para los productores (Verschuere et al., 2000).

Entre las enfermedades mas comunes en los peces se encuentra la Vibriosis causada por bacterias Gram
negativas de la especie Vibrio fluvialis (Savin, 2013). La enfermedad generalmente se presenta como una
septicemia generalizada, en la cual se pueden observar hemorragias en la base de las aletas, ojos, branquias

y en 6rganos internos como el higado, bazo y rifién (Jiménez, 2006).

Para el tratamiento y la prevencion de las enfermedades en los peces se utilizan una gama de compuestos
quimicos y antibiéticos los cuales pueden tener un alto impacto en el ambiente y el personal que maneja a
los peces (Cabello, 2004), ya que el uso excesivo e inadecuado de los antibioticos ha propiciado resistencia
bacteriana que se transmite en la progenie de estas, de forma directa a través de los genes, y de forma
indirecta a través de la adquisicion de plasmidos-R entre especies. Debido a ello, en la actualidad se estan
investigando alternativas para el control de enfermedades sin el uso de antibidticos (FAO, 2014). Una
tecnologia novedosa que en afios recientes ha llamado la atencion en el sector acuicola, es el uso de
nanoparticulas ya que se han reportado efectos positivos en el desarrollo de vacunas para la proteccion de
la carpa asiatica usando complejos nanoencapsulados contra la bacteria Listonella anguillarume, de igual
manera se han utilizado en el control del virus de la mancha blanca (WSSV) en camarones (Handy, 2011).



Las nanoparticulas son compuestos, generalmente de forma esférica, con dimensiones entre 1y 100 nm,
que pueden ser sintetizadas a partir de metales nobles como el oro, plata, platino, cobre y paladio (Diaz del
Castillo, 2012; Dananjaya, et al., 2016). Recientemente la plata (Ag), tiene especial interés debido a su efecto
bactericida en su forma i6nica (Ag*'). Las nanoparticulas permiten la liberacion de los iones de Ag* que se
unen a las proteinas de la membrana celular causando una ruptura lo que lleva a muerte a las células
bacteriana o también pueden unirse al citocromo y a los acidos nucleicos dafiandolos e inhibiendo la division
celular (Huang et al., 2015). Por lo anterior, esta tecnologia puede ser aprovechada en el control de

enfermedades en acuicultura.



2. Pregunta de investigacion
¢ Sera efectiva la aplicacion directa de las nanoparticulas de plata (AgNPs) para el control de Vibrio fluvialis?
3. Hipétesis:

Las Nanoparticulas de Plata (AgNPs) seran efectivas para el controlar la infeccién de Vibrio fluvialis, en

Pterophyllum scalare.
4. Objetivos:
4.1.General:
e Evaluar la actividad antimicrobiana de las AgNPs sobre V. fluvialis en el cultivo de P. scalare.
4.2. Particulares:
e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de las AgNPs.

e Determinar el efecto antimicrobiano in vitro de las diferentes concentraciones de AgNPs sobre

V. fluvialis.

e Evaluar el efecto antimicrobiano in vivo de las concentraciones de AgNPs durante la infeccion

de P. scalare con V. fluvialis
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5. Marco de Referencia

5.1. Produccion acuicola

La acuicultura es el cultivo de organismos acuaticos, tanto en zonas costeras como del interior, que implica
intervenciones en el proceso de cria para aumentar la produccion. Es probablemente el sector de produccion
de alimentos de mas rapido crecimiento y representa ahora casi el 50% del pescado destinado a la
alimentacion a nivel mundial (FAO, 2012). A nivel mundial estan registradas 26 mil granjas de acuacultura
ornamental en Singapur, China, Taiwan, Malasia, Indonesia, Republica Checa y Estados Unidos, que en
conjunto producen 2,500 millones de organismos con valor de 56 mil millones de dolares. En América Latina,
en paises como Colombia, Brasil, Pert, Argentina y Venezuela, existen alrededor de 3,532 granjas que
producen 300 millones de organismos. (CONAPESCA, 2017).

En México, la acuicultura nace como una actividad complementaria de apoyo social a las comunidades
rurales, con lo cual se pretendia incrementar el consumo de proteina animal y mejorar asi los niveles
nutricionales de la poblacién (Juarez-Palacios, 1987). Desde sus inicios, la acuicultura ha trascendido por
diferentes etapas de desarrollo, siguiendo tres vertientes principales, la acuicultura de autoconsumo
destinadas al cultivo de diferentes especies de tilapia y carpa; la acuicultura realizada en embalses de
mediana y gran escala para el cultivo de carpa, tilapia, bagre y lobina entre otros y los sistemas controlados
principalmente de camaron, tilapia, trucha, atun, ostion y bagre practicada con fines de comercializacion y el
requerimiento de grandes inversiones (Ramirez-Martinez et al., 2010).

La produccién acuicola en nuestro pais se lleva a cabo bajo tres modelos de produccién, los cuales
dependeran de diversos factores para su categorizacion de entre los que podemos mencionar la densidad
de cultivo, el suministro de alimento y la tecnificacién del sistema productivo (filtros, estanquera, aeracion

entre otros) (FAQ, 2004). Estos modelos son:
Cultivo extensivo

En este tipo de cultivo la intervencion humana es minima después de la siembra. La inversién que se hace
es baja y no se requiere personal calificado, pero sus rendimientos son bajos La alimentacién de los peces
depende de la productividad natural del agua, ya que el manejo se limita a la siembra y cosecha de los peces,
se realiza generalmente en lagunas o estanques. Los rendimientos van alrededor de 1 a 2 toneladas por

hectarea (Arredondo y Lozano, 2003).
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Cultivo semi-intensivo

Este cultivo puede ser en estanques, corrales y cuerpos de agua como represas, canales de riego por
mencionar algunos, hay un mayor manejo en aspectos reproductivos y en la administracion del alimento, se
pueden mezclar subproductos agricolas con alimento balanceado, ya que se siembra mayor numero de

peces por area. Los rendimientos pueden ser de cuatro a seis toneladas por hectarea (FAO, 2004).
Cultivo intensivo

En el cultivo intensivo se hace un control total de los pardmetros ambientales como la temperatura, el pH, el
oxigeno disuelto, por mencionar algunos. Asi mismo se cultiva una mayor cantidad de peces y la alimentacion
depende del uso de alimento balanceado que puede ser complementado con alimento vivo. Se realiza
generalmente en tanques drenables o estanques que tienen recambio de agua y un sistema eficiente de
aireacion. Los rendimientos pueden ser de 10 a 40 kg/ m® en jaulas y tanques. En estanques el rendimiento

llega a ser de 15 a 40 toneladas por hectarea (FAO, 2004).

De acuerdo con el anuario estadistico de pesca de 2013, indicaron una produccion de 242 771 toneladas de
peces de consumo con un valor econémico estimado de 7 568 180 millones de pesos. Las especies con
mayor produccion fueron el camarén, mojarra, ostion, carpa, entre otros (Tabla 1). Los principales estados
productores en la acuicultura de peces de consumo son: Baja California, Sonora, Sinaloa y Tamaulipas (FAO,
2004).

Tabla. 1 Volumen y Valor de la produccion pesquera de acuicultura, segun principales especies
(CONAPESCA, 2013)

Especie Volumen (Tonenladas) Valor (Millones de pesos)
Camarén 60. 191 3,925, 497
Mojarra 94, 575 1,766, 060
Ostion 38, 889 150,394
Carpa 26, 545 381, 960
Trucha 6, 693 398, 443
Atln 6, 238 547, 425
Brague 5, 304 186, 201
Charal 1,634 18,792
Lobina 430 13,215
Langostino 53 5, 265
Otros 2,440 174,945
Total 242,771 7,588, 180

12



Actualmente, no s6lo la produccion acuicola se hace en peces de consumo, también se producen peces de

ornato.
5.2. Produccion Acuicola Ornamental en México

La industria de peces ornamentales es un negocio con amplias perspectivas de desarrollo en nuestro pais, donde
operan 711 granjas y producen 66 millones de organismos al afio con valor de produccidn de 120 millones de pesos.
Los estados de la Republica donde estan establecidas las granjas de peces ornamentales son Jalisco, México,
Veracruz, Yucatan y Morelos, siendo éste Ultimo el principal productor con 30 millones de peces al afio (CONAPESCA,
2017).

Los productores de Morelos se encuentran organizados en asociaciones, las principales son APPOEM
(Asociacion de Productores de Peces de Ornato del Estado de Morelos A. C.), La Perla de Morelos A.C. y

productores libres (Fundacion Produce Morelos, 2011).

La produccidn de peces ornamentales frecuentemente no se incluye como parte de lo que se considera
acuicultura establecida; por lo que muchos paises incluyendo México, no mantienen estadisticas de su
produccion en comparacion a aquellas especies comestibles, por lo que estas especies no se incluyen en la
base de datos FISHSTAT Plus de la FAO. Sin embargo, es innegable la importancia econémica de esta
actividad. Una dificultad en incluir los peces ornamentales en la informacién regular de acuicultura es el
hecho de que el producto generalmente es comercializado por unidad mas que por peso. Por tanto, la mejor
manera de estimar la importancia es a través del valor de la produccion, siendo necesario mejorar y ampliar

los sistemas nacionales e internacionales de recopilacion de estas estadisticas (Dawes, 2008).

Las especies con mayor produccion son las variedades de japonés, mollys, guppys, carpas, angel, barbos,

plecos, betas, tetras y guramies (Tabla 2).
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Tabla 2. Principales peces ornamentales producidos en México.

Especie Nombre comiin
Carassius auratus Japonés
Poecilia reticulata Guppy
Poecilia latipinna Molly

Poecilia velifera Molly
Pterophyllum scalare Pez &ngel

Trichogaster trichopterus

Gouramy de tres puntos

Xiphophorus maculatus

Platy

Brachydanio rerio

Cebra

Xiphophorus helleri

Cola de espada

Gymnocorymbus ternetzi

Monijita

Nota: Las especies se ordenan de acuerdo al valor de su produccién. Fuente: Diario Oficial de la Federacidn, 2012.
5.3. Enfermedades en el cultivo de peces de ornato

Uno de los principales problemas que enfrenta la acuicultura de ornato son las enfermedades infecciosas. Las
patologias de los peces se reconocen cada vez mas como un problema en la produccién y comercializacidn que afecta
(FAO, 2001) el desarrollo de esta industria, ya que causa pérdidas economicas importantes, debido a la mortalidad de

los peces, los costos de los tratamientos y el descenso de la produccion (Negrete, 2002; Barrioluengo, 2012).

La mortalidad por enfermedades infecciosas de los organismos cultivados, en paises desarrollados con buenas
practicas sanitarias son de por lo menos el 10% del total que equivalen a casi 5,000 millones de délares, si pensamos
en aquellos paises menos desarrollados, con practicas sanitarias que no son tan rigurosas los valores se exceden
(Barrioluengo, 2012). Segun reportes de productores de P. scalare en la Ciudad de México, las pérdidas por infeccion
relacionadas con estrés ambiental ascienden a 90% de la produccién total, de ahi la importancia de la prevencion,
diagnéstico y control de las enfermedades (OIE 2003). La epidemiologia de casi todas las enfermedades bacterianas,
micoticas, parasitarias y virales de peces de ornato estan asociadas con factores que inducen estrés, tales como los
cambios bruscos de temperatura, la salinidad, el pH, disminucion de los niveles de oxigeno disuelto, manipulacién

excesiva o incremento en los niveles de materia particulado en el agua (Quintana, 2001).
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5.3.1. Estudios sobre Vibrio fluvialis en el cultivo de P. scalare

Dado los cuadros clinicos provocados por Vibrio fluvialis, que, si bien se considera un microorganismo oportunista por
su actividad bajo las condiciones ambientales estresantes, se le ubica patolégicamente como un patégeno primario
por la agresividad que muestra y la alta mortalidad que ocasiona tanto en cultivo intensivo como experimentalmente

en P. scalare (Negrete et al., 2002).

Negrete, et al. (2002), realizaron un estudio debido a que se presentaron fallas en el suministro de energia eléctrica
en las instalaciones de varias granjas acuicolas de la zona rural del Estado de México que alterd las condiciones
ambientales de los estanques de cultivos, donde se registrd la mortalidad de P. scalare, los cuales presentaron signos
diversos de infeccion de Vibrio fluvialis; otro estudio de Negrete et al., en 2004, evaluaron la resistencia bacteriana de
20 especies aisladas de procesos infecciosos en peces de ornato, en el cual reportan que Vibrio fluvialis habia
desarrollado resistencia a antibioticos como ciprofloxacino, amikacina, tetraciclina, kanamicina y determinaron la
presencia de mas de 25 plasmidos de resistencia. Por lo que es importante saber e investigar cuales son las medidas
de control y prevencion de enfermedades, tanto las que solicitan a nivel internacional y nacional, de igual manera el

tipo de antibidtico que se puede utilizar para controlar las enfermedades bacterianas en P. scalare.
5.4. Control sanitario y manejo de medicamentos para el control de enfermedades bacterianas.

Debido a la necesidad de un adecuado de control sanitario y regulaciones que permitieran identificar y evitar la
propagacion de patogenos entre paises, se cred la Oficina Internacional de Epizootias (OIE), con el acuerdo
internacional firmado el 25 de enero de 1924, misma que en mayo del 2003 se convirtié en la Organizacion Mundial

de Sanidad Animal, conservando su acronimo histérico de OIE (OIE, 2009).

Esta organizacion intergubernamental hace las recomendaciones a los paises miembros para llevar a cabo el comercio
de organismos libres de enfermedades de alto riesgo que afecten a los propios organismos o a las personas, utilizando
para ello el Cédigo Sanitario para los Animales Acuaticos (Cddigo Acuatico) cuyo objetivo es garantizar la seguridad
sanitaria del comercio internacional de animales acuaticos: anfibios, crustaceos, moluscos, peces y productos
derivados de estos gracias a una descripcion detallada de las medidas sanitarias que las autoridades veterinarias de
los paises tanto importadores como exportadores deben aplicar para evitar la transmisién de agentes patégenos a los

animales o a las personas e impedir la instauracion de barreras sanitarias injustificadas (Cédigo Acuético, 2006).

En términos legislativos respecto a la acuicultura, en México encontramos que debe cumplir con lo reglamentado en
el Proyecto de Norma Oficial Mexicana NOM-010-PESC-1994, que establece los requisitos sanitarios para la
importacién de organismos acuaticos vivos en cualquiera de sus fases de desarrollo, destinados a la acuicultura u
ornato en el territorio nacional, que estan sujetos a su importacion, a fin de minimizar los riesgos de introducir y
dispersar algun agente causal de enfermedad. Ademas, esta norma se complementa con la Norma Oficial Mexicana

NOM-011-PESC-1994 que regula la aplicacién de cuarentenas, a efecto de prevenir la introduccion y dispersién de
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enfermedades certificables y notificables, en la importacion de organismos acuaticos vivos en cual quiera de sus fases

de desarrollo, destinados a la acuacultura y ornato en México.

En el Estado de Morelos, de las 200 Unidades Productoras Acuicolas (UPAs) que existen, sélo 11 cuentan con un

certificado sanitario por parte del Servicio Nacional de Sanidad e Inocuidad Agroalimentaria (SENASICA), cuyo

principal requisito es contar con sistemas de bioseguridad que ayuden a impedir que ingresen patdgenos a las

instalaciones y causen enfermedades.

Para controlar las enfermedades bacterianas, los acuicultores hacen uso de antibiéticos. El uso de antibiéticos en la

acuicultura dependera de las normas locales, que varian mucho entre los distintos paises. Como resultado de la

creciente conciencia de que los antibidticos deben usarse con méas cuidado, hay una tendencia hacia mas estrictas

regulaciones sobre el uso de antibi6ticos en el sector de la acuicultura y de la presencia de residuos de antibiéticos en

productos de acuicultura (FAO, 2002). En la tabla 3 se muestra algunos antibiéticos utilizados en acuicultura de ornato,

y las dosis recomendadas.

Tabla 3. Dosis de administracion de antibidticos a peces de ornato.

Antibiético Dosis oral (en alimento) Barios de inmersion

Amoxicilina 1.2 - 3.6 g Ib'! en alimento por dia durante 10 | No recomendado
dias

Ampicilina 150 mg Ib"" en alimento por dia durante 10 dias | No recomendado

Florfenicol (Aquaflor)

680 mg Ib* por 10 dias

No recomendado

Kanamicina 300 mg Ib-* en alimento por dia durante 10 dias | 189-378 mg por galon cada tres dias (solo tres tratamientos)

Neomicina 1.5 g Ib"* en alimento per por dia durante 10 | 2.5 g por cada 10 galones cada tres dias (solo tres
dias tratamientos)

Nitrofurazona 1.12 g Ib-1 en alimento por dia durante 10 dias | 189-756 mg por cada 10 galones durante una hora, repetir

diario durante 10 dias 0 378 mg por cada 10 galones durante

6 a 12 horas: Repetir diariamente durante 10 dias.

2005.

Nota: Por regla general, los tratamientos orales / alimenticios son mas eficaces, mas eficientes, menos perjudiciales para la calidad del
agua y preferibles a los tratamientos de bafio. Recordar que, los tratamientos de bafios de inmersion pueden dafiar la filtracion bioldgica.
Ademas, algunos de estos farmacos estan disponibles localmente en alimentos medicados premezclados. Referencia de la dosis:
Carpenter et al. 1996; Darwish y Hobbs 2005; Darwish e Ismaiel 2003; Noga 2010; Post 1987; Stoskopf 2013; y Universidad de Florida
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Debido a lo anterior, es necesario buscar nuevas alternativas para prevenir y controlar las infecciones
bacterianas en los peces, dentro de las tecnologias mas innovadores en los ultimos afios se encuentra el
uso de nanoparticulas que ha probado efectos positivos en areas de la biorremediacion y calidad de agua

por lo que pudiera ser una tecnologia aplicable en acuicultura.
5.5. Uso de las nanoparticulas de plata en acuicultura

De acuerdo con la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion (por sus siglas en ingles FAQ), en el
2014, la produccion de organismos acuaticos se ha incrementado considerablemente en los Ultimos afios.
Aunque esta actividad se considera relativamente nueva en comparacién con la pesca o la ganaderia, ésta
se ha venido transformando constantemente para hacer frente a diversas problematicas como las
enfermedades causadas por bacterias o virus, la contaminaciéon de efluentes por los residuos de la
produccion y el excesivo uso del agua recirculada (CONAPESCA, 2008). Por lo que la industria acuicola

requiere adoptar tecnologias de ultima generacion para superar las dificultades que limitan su desarrollo.

La nanotecnologia es una de estas areas que muchos expertos en acuacultura estan recurriendo (Hand et
al., 2012). Si bien las nanoparticulas pudieran ser aprovechando en diferentes areas dentro de la acuicultura,
son tres areas principales que se han beneficiado al maximo con la nanotecnologia: alimentacion, filtros para

el mejoramiento del agua de cultivo y efluentes y el control de enfermedades infecciosas (Tabla 2).

En un estudio de Raissy y Mahsa, del 2011, evaluaron el efecto antimicrobiano de nanoparticulas de plata
en dos patdégenos de peces, Lactococcus garvieae y Streptococcus iniae. Los efectos antimicrobianos del
compuesto se evaluaron por el método de microdilucién en caldo y se realizé la determinacion de la
concentracion inhibitoria minima (CMI) y concentracion bactericida minima (CMB). De acuerdo con los
resultados la CMI varié de 1,12 a 5 yg mL- para L. garvieae y 1,12 a 2,5 ug mL-! para los aislados de S.
iniae. El valor medio de la CIM fue de 2,59 y 2,1 ug mL-' para L. garvieae y S. iniae respectivamente. Los
resultados mostraron que las cepas de S. iniae fueron méas sensibles a las nanoparticulas de plata que las
cepas de L. garvieae.

Saleh, et al, en el 2011, realizaron una investigacion para evaluar el efecto antiparasitario de las AgNPs
contra Ichthyophthirius multifiliis, un parasito causante de la enfermedad del punto blanco en peces de agua
dulce. Determinaron que las AgNPs de 10 y 5 ng L presentan un efecto antiparasitario en estudios in vitro

e in vivo.
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La utilizacién de AgNPs obtenidas a partir de sintesis de productos naturales y microorganismos estan siendo
aplicadas, teniendo resultados positivos en la acuicultura, algunos estudios como Vaseeharan et al, en 2010,
utilizaron AgNPs, sintetizadas con Camellia sinensis para evaluar el efecto antibacteriano contra Vibrio
harveyi en Feneropenaeus indicus (Camarén de la India) infectados En pruebas in vivo demostraron que la
presencia de estas particulas en una concentracion de 10 ug mL -' inhibe el crecimiento bacteriano en un
70%. Sivaramasamy, et al, en 2016 utilizd Bacillus subtilis, microorganismo no patégeno para la sintesis de
las AgNPs, para evaluar el efecto antibacteriano contra V. parahaemolyticus y V. harveyi, en Litopenaeus
vannamei (Camarén patiblanco) infectados. En la infeccién experimental el % de supervivencia en el grupo
control (10 £ 0.321%) mientras que con AgNPs fue de 90.66+ 0.523 y 71 £ 0,577.

Otras aplicaciones que se esta utilizando para mantener la estabilidad de las AgNPs es encapsularlas en
polimeros biocompatibles. Barakat, et al, en 2016, sintetizaron AgNPs, con quitosano-squilla mantis (CSQ-
AgNPs), para evaluar el efecto antibacteriano contra Vibrio anguillarum en Dicentrarchus labrax (Rdbalo)
infectados. Este grupo de investigadores administrd las CSQ-AgNPs mediante alimentos enriquecidos
teniendo como resultado, que los organismos no infectados y los organismos infectados tuvieron un % de
supervivencia de 74,5 £ 1,5y 72,5 £ 2,5, respectivamente. Daniel, et al, en 2016 evaluaron el efecto
antiparasitario y antifungico de AgNPs encapsuladas con almidon. Utilizaron Carassius auratus (Pez dorado),
infectados con Ichthyophthirius multifilis y Aphanomyces invadans. Realizaron bafios de inmersién con una
concentracion de 10 ng, sumergiendo a los peces durante 20 segundos, demostrando que los peces se
recuperaban al paso de 3 dias sin presentar ningun efecto toxico que pudiera causar las AgNPs. Dananjaya
et. al desde el 2014 han utilizado AgNPs encapsuladas con quitosano. En estudios in vitro exponiendo las
AgNPs a Vibrio tapetis, demostrando que la concentracion de 75 pg mL' demostrd tener efecto
antibacteriano. Uno de sus Ultimos estudios publicados de Dananjaya et. al., en 2017 evaluaron el efecto
antifungico de las AgNPs con quitosano al ponerlas en contacto contra Fusarium oxysporum. En las pruebas
in vitro descubrieron que la concentracion minima inhibitoria de las AgNPs fue de 38.69%, a una
concentracion de 250 pgmL-', y en las pruebas in vivo, utilizaron pez cebra infectado con el hongo.
Realizaron pruebas histoldgicas para observar el deterioro del micelio del hongo almacenado en el dorso de
los peces y encontraron que el hongo se deteriord por estar en contacto con las AgNPs. En tabla 4 se enlistan

estudios sobre las AgNPs como agente antimicrobiano.
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Tabla 4. Estudios sobre el uso de nanoparticulas de plata en el control de patégenos en la acuicultura.

Autor(es)

Caracteristicas AgNPs

Microorganismo

Resultados

Dananjaya, et
al, 2016

AgNPs con quitosano

Aliviibrio salmonicida

CMI, 50 pg mL'y MCB, 100 ug mL-!

Ravikumar, et
al, 2012

Nanoparticulas ~ comerciales  de
Al203, Fe304, Ce02, Zr02, MgO,

Aeromonas  hydrophila, Bacillus
subtilis, Vibrio  harveyi, Vibrio
parahaemolyticus and serratia sp.

Las Nps de Ce02, mostraron tener mayor efecto

antibacterial en una concentracién de 10 pg mL-
1

S. iniae Concentracion Minima Bactericida

2013

Eucalytus terticonis, Carica Papaya
y Musa paradisiaca

Soltani. et al _ Streptococcus iniae,‘ Lactococcuc (CMB)de 5a0.15 ug mL, L. garvieace QMB de
2009 ’ " | Nanocid® garvieae, Yersinia  ruckeri, | 10 ug mL"" to 0.62 pg mL-", A. hydrophila CMB
Aeromonas hydrophila de 0.31 yg mL' a menos de 0.15 ug mL1, Y.
ruckeri CMBs de 2.5 2 0.62 ug mL"!
Aeromonas hydrophila,
Edwardsiella tarda, Pseudomonas
Swain , et al, | Nanoparticulas de CuO, ZnO, Ag- | aeruginosa, Flavobacterium | Mostraron efecto antibacteriano en las cepas
2014 Ti02 branchiophilum, Vibrio spp | experimentales
Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus y Citrobacter spp.
Nanoparticulas  sintetizadas con Las nanoparticulas sintetizadas con Carica
Mahanty, et al, | hojas de plantas Mangifera indica, A . papaya mostraron tener una actividad
eromona hydrophila

antimicrobiana a una concentracién de 153.6 g
mL!

La concentracion de AgNPs (50 ug mL) ha

Vijay Kumara, | AgNPs sintetizadas con Boerhaavia | A. hydrophila, P.fluorescens y F. | demostrado mayor zona de inhibicién de 15 mm
etal, 2013 diffusa branchiophilum. para F. branchiophylum seguida por A.
hydrophilla (14 mm) y P. fluorescen (12 mm)
i -1
Saleh, et al, AgNPs Iechthyophthirius multifilis Determinaron que las AgNPs. dc 10y5nglL
2011 presentan un efecto antiparasitario

Recientemente, se estan desarrollando investigaciones para la generacion de vacunas para la proteccion de

la carpa asiatica usando complejos nanoencapsulados contra la bacteria Listonella anguillarum

(Rajeshkumar et al., 2008) y también contra el sindrome de la mancha blanca (SMB), un virus que ataca a

los camarones. Esta técnica es capaz de proporcionar a la vacuna una barrera adicional de proteccién para
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evitar ser inactivada por la maquinaria metabdlica de las especies cultivadas (Rajeshkumar, et al., 2009).
Rather, et al, en el 2016 elaboraron AgNPs utilizando como agente reductor Azadirachta indica para evaluar
el efecto inmunomodular en peces infectados (Cirrhinus mrigala) con Aeromona hidrophila. Administrando
una concentracion de 20 UL de AgNPs a los peces durante 20 dias. La actividad funcional de los pardmetros
inmunolégicos, como el azul de nitro-tetrazolio, actividad mieloperoxidasa, actividad fagocitaria, anti-proteasa
y de la lisozima, aumentaron significativamente en peces tratados con AgNPs, teniendo un 73% de

supervivencia a la infeccion.
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6. Marco tedrico
6.1 Acuicultura

La interaccion de la CONAPESCA con la acuacultura ornamental esta definida en las disposiciones generales
de la Ley de Pesca y Acuacultura Sustentables en su ultima reforma de abril de 2018, en su Articulo 4°
establece: “Acuacultura: Es el conjunto de actividades dirigidas a la reproduccidn controlada, pre-engorda y
engorda de especies de la flora y fauna realizadas en instalaciones ubicadas en aguas dulces, marinas o
salobres, por medio de técnicas de cria o cultivo, que sean susceptibles de explotacién comercial, ornamental

0 recreativa”.
6.2. Acuicultura ornamental en México

Tradicionalmente en México se habia desarrollado la acuacultura con fines de consumo humano y de
esparcimiento, sin embargo también se hace acuicultura ornamental (Negrete et al., 2002). El término
“acuicultura ornamental” es un término genérico que describe a el cultivo de aquellos organismos acuaticos
con propdsitos de ornamento en acuarios, incluyendo peces, invertebrados como corales, crustaceos,

moluscos, equinodermos, asi como roca viva (EcuRed, 2013).
6.3 Pterophyllum scalare (Pez éngel)

6.3.1 Taxonomia

CLASE: Actinopterygios

ORDEN: Perciformes

FAMILIA: Cichlidae

GENERO: Pterophyllum Figura 1. Pterophyllum scalare
ESPECIE: Pterophyllum scalare

Sindnimos: Zeus scalaris (Schultze, 1823)

Nombre comun: Pez angel

6.3.2. Caracteristicas de P. scalare

El pez Pterophyllum scalare (Lichtenstein), conocido cominmente como pez Angel, es un ciclido originario
del rio Tapajoz, afluente del Amazonas, asi como de numerosos riachuelos de la parte norte del Brasil
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(Soriano y Hernandez, 2002), con un alto potencial econémico en el mundo y se ha constituido a través de
los afios en uno de los peces mas apreciados en el ornato, por su gran belleza, elegancia, su temperamento
apacible, compatible con muchas especies y una gran adaptabilidad en cautiverio (Luna-Figueroa, 2003). Lo

que lo hacen especie idonea para la comercializacion (Zafra y Vela, 2015).
6.3.3. Caracteristicas de Cultivo de P. scalare

Las condiciones ideales para su cria y reproduccidn en cautiverio son las siguientes: pH de 6.8 a 7.2, la
dureza del agua no debe ser mayor a 100 mg L' de carbonatos, la temperatura promedio entre 26 a 28° C,
los niveles de nitratos deben estar por debajo de los 100 mg L' (Pérez, 2002). Si bien no existen estadisticas
que estimen la aportacion de esta especie a la produccion ornamental nacional, se sabe a través de los
comercializadores que es una de las de mayor demanda y que tienen muy buen precio en el mercado ya que
se venden a un precio de menudeo entre los 50 a 80 pesos mexicanos por pez, la variacion en el precio
depende del estadio de desarrollo. Pese a lo antes descrito, Ribeiro et al., (2007), mencionan que la demanda
comercial de pez angel ha incrementado la intensificacion de la produccién de esta especie, lo que ha traido
como consecuencia el desarrollo de procesos infecciosos que ocasional mortalidad y graves pérdidas

economicas.
6.4. Proceso salud- enfermedad (Triada ecoldgica)

El concepto general de salud y enfermedad ha evolucionado a un concepto de multi causalidad, explicado a
traves de lo que se conoce como “triada ecoldgica’, que toma en consideracion el hospedero, el agente y el
ambiente (Suzén et al., 2000). Entendiendo como hospedero al organismo expuesto a los factores que
gravitan sobre él, de cuyo equilibrio complejo depende su estado de salud o enfermedad. Sin embargo, una
serie de factores intrinsecos del hospedero aumentan o reducen la susceptibilidad frente a la agresion
externa, estos factores son el sexo, la edad, el estado nutricional, aspectos genéticos, la conducta, los
antecedentes patoldgicos y de exposicion a factores de riesgo, entre otros. El agente causal se designa como
aquel capaz de producir aisladamente o asociado con otros microrganismos y producir enfermedad; e incluye
diferentes factores como la patogenicidad, virulencia y dosis infectiva del microrganismo. Finalmente, cuando
hablamos del ambiente se refiere al conjunto de todas las condiciones externas en donde ocurre la
interaccidn entre agente y hospedero (Armijo, 1994; Vargas, 2004). De aqui resulta intrincado definir y
concebir el estado de salud como una condicion de equilibrio entre todos los factores dependientes de la
triada ecoldgica (Armijo, 1994), por lo que el estado de salud o de enfermedad, depende del equilibrio entre

hospedero, el agente causante de infeccién y ambiente. La modificaciéon de uno de ellos producira cambios
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en los otros que pueden determinar la enfermedad (Vargas, 2004). En el caso particular de los organismos
acuaticos en cultivo, Sniezko (1973), debate sobre las interrelaciones entre patdgenos, hospederos y
ambiente, proponiendo un modelo del estado de salud-enfermedad de estos organismos (Figura, 2) (Del Rio,
2004).

Agente
infeccioso
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" 4 -
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y .
) )
{' ]
I Desencadenag
] la |
‘ vnfrrnwdndg’
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h ¥
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Fig. 2 Triada ecoldgica
6.5. Enfermedades en P. scalare

Uno de los principales problemas del cultivo de peces ornamentales en general es la apariciéon de
enfermedades de tipo infeccioso producidas por bacterias, virus, hongos y parasitarios. Algunas
enfermedades de origen bacteriano y viral como pueden ser: Septicemia hemorragica, ascitis causada por
Pseudomonas fluorescens en los peces presentan Ulceras por todo el cuerpo, enrojecimiento de la base de
las aletas y pérdida de apetito y la enfermedad escalar donde el agente causante es un herpesvirus. Cursa
con pérdida del equilibrio, los peces nadan cabeza abajo, presentan hemorragias superficiales y mueren
(Rioja, 1998), entre otras. Estas enfermedades son consideradas de mayor riesgo y patogenicidad debido a
que ocasionan hasta el 100% de mortalidad de los organismos por la falta de tratamientos adecuados (Del
Rio-Rodriguez, 2004; Ramaiah, 2006; Harvell et al., 2007). Ademas, la carencia en infraestructura y
capacitacion técnica en la cuantificacion y diagnostico de microorganismos patdgenos ocasiona graves

problemas de sanidad acuicola (Lango, et al, 2012).
6.5.1. Enfermedades bacterianas

Al igual que la mayoria de los peces, P. scalare es susceptible a las infecciones bacterianas, causadas por
bacterias oportunistas, patogenas estrictas y de patologia secundaria, que incluye los géneros: Aeromonas,
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Vibrio, Citrobacter, Flavobacterium, Flexibacter, Edwardsiella, Mycobacterium y Pseudomonas. (Samanidou
et al., 2007). Cabe destacar que la mayoria de las bacterias patégenas de peces son habitantes naturales
del medio acuatico, ya sea de agua dulce o marina (Inglis, et al., 1993), por lo que, la calidad del agua debe

ser evaluada de forma rutinaria durante la investigacion de los brotes de enfermedades en los peces.

Estas enfermedades son complejas en los peces y requiere la interaccion de diversos factores, entre ellos el
medio ambiente, el hospedero (la funcion del sistema inmunolégico, la susceptibilidad, la salud etc.), y el
agente patogeno especifico. El estrés puede provocar la supresion de la inmunidad y es critico en la

patogénesis de la enfermedad bacteriana en peces con malas condiciones ambientales (Roberts, et al, 2009)
6.5.2. Vibrio fluvialis

V. fluvialis es una bacteria Gram negativa, en forma de bacilo curveado, anaerobio facultativo, con presencia
de 1 a3 flagelos. Crecen a temperaturas entre los 20°C y 30°C. En agar sangre, las colonias son grisaceos
y circular, de 2-3 mm de diametro y las colonias en agar tiosulfato citrato sales biliares (TCBS) son de color
amarillo o verde. Es causante de la Vibriosis; enfermedad en los peces ornamentales, caracterizada por
producir una septicemia sistémica generalizada y con una elevada tasa de mortalidad de casi el 90% entre
las 24 a 48 horas, produciendo, distencion abdominal, exoftalmia, furinculos y petequias, asi como nado
erratico y 6rganos internos hemorragicos. El periodo de incubacién es de 3 a 8 dias y depende de la
temperatura del agua, virulencia de la cepa y grado de estrés en el que se encuentra el pez (Kinkelin et al.,
1985).

Dado los cuadros clinicos provocados por V. fluvialis, que si bien se considera oportunista por su actividad
bajo las condiciones ambientales estresantes, se le ubica patolégicamente como un patdégeno primario por
la patogenicidad y virulencia que tiene esta bacteria y la alta mortalidad que ocasiona tanto en cultivo
intensivo como experimentalmente en P. scalare (Negrete et al., 2002).

6.5.3. Diagndstico y control de V. fluvialis

Se recomienda realizar el cultivo del microorganismo y pruebas de sensibilidad. El cultivo de la bacteria
ayuda a determinar e identificar cual es la bacteria que esta produciendo la enfermedad y las pruebas de
'sensibilidad ayudan a definir el tratamiento de las bacterias con una serie de antibiticos para determinar
cual funciona mejor. Aunque el cultivo y las pruebas de sensibilidad suelen durar dos o tres dias, son, de
lejos, los mejores métodos para la seleccion de un antibiotico que tendra éxito y econémicamente tratar una

infeccidn. Para controlar la Vibriosis, los antibiéticos como las fluoroquinolonas, sulfonamidas, penicilinas y
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otros son ampliamente utilizando los cuales son administrados rutinariamente e incorporados en el alimento

para los peces 0 son administrados directamente dentro de los estanques de cultivo (Yanong, 2003)
6.6. Nanotecnologia y Nanoparticulas de plata (AgNPs)

Cuando describimos a los conceptos de nanotecnologia y nanociencias hay que hacer referencia al tamafio
de particula con el cual se trabaja que es a una escala nanométrica (entre 1y 100 nanémetros) (Savage et
al., 2007). El prefijo “nano” indica una medida (la milmillonésima parte de algo), por ello la nanotecnologia se
caracteriza por ser un campo esencialmente multidisciplinar cohesionado exclusivamente por la escala de la
materia con la que trabaja (Waldner, 2013). El término “nanotecnologia” fue usado por primera vez en 1974
por Norio Taniguchi, un investigador de la Universidad de Tokio, quien sefialaba sobre la posibilidad de
manejar materiales a nivel nanométrico, utilizando un amplio rango de herramientas, técnicas y aplicaciones,
aunque algunos cientificos encuentran méas apropiado llamarlas nanotecnologias, y entre las disciplinas
involucradas se encuentran la quimica, la fisica, la biologia, la medicina y la ingenieria, entre otras (Mendoza
y Rodriguez, 2007).

Lo que caracteriza a la nanotecnologia como gran novedad son al menos cuatro aspectos. En primer lugar,
se trata de construir de lo mas pequefio (dtomos y moléculas) a lo mas grande (producto final) —proceso
bottom-up—, en lugar de comenzar por la materia fisica tal como viene dada en la naturaleza, segun sus
estructuras de union propias, y reducirla al tamafio de los objetos de uso, como se venia haciendo hasta
ahora (proceso top-down). A pesar de que este camino ya se conocia en procesos quimicos, la novedad
radica en que ahora los atomos y las moléculas se pueden manipular de manera directa para construir
productos (Pidgeon, et al, 2004) En segundo lugar, en ese nivel atdmico no hay diferencia entre la materia
biética y la abidtica, de manera que resulta potencialmente posible aplicar procedimientos biolégicos a los
procesos materiales, o interferir con materiales en los cuerpos vivos, adaptando estos Ultimos a determinados
fines u ofreciendo ventajas particulares, o también crear vida artificial para desempefar funciones
especificas. En tercer lugar, cualquiera de los elementos quimicos manipulados en el nivel nano despliega
propiedades fisicas diferentes que las correspondientes a una escala mayor. Puede que sea mas resistente,
ofrezca mayor conductividad eléctrica, cambie de color, etc. Por ultimo, la nanotecnologia combina varias
tecnologias y ciencias, como informatica, biotecnologia y tecnologia de materiales (Invernizzi, y Foladori
2006).

Dentro de la nanotecnologia se ha estado desarrollando la produccién y la utilizacion de particulas de tamafio

nanométrico. Recientemente se han desarrollado enfoques para comprender y controlar la materia a
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dimensiones nanométricas ((Pidgeon, et al, 2004)). En este rango de tamafio de particulas presentan
propiedades fisicas y quimicas novedosas que pueden ser utilizadas en diferentes aplicaciones
nanotecnoldgicas debido a sus reducidas dimensiones y a su elevado numero de atomos superficiales, o
que les confiere propiedades particulares. Los nanomateriales pueden dividirse en dos grandes grupos: de
tamafio nanoparticulas ultrafinas que estan presentes normalmente en la naturaleza y no producidos
intencionalmente y nanoparticulas disefiadas que se producen en una manera controlada (Oberddrster,
2010). Actualmente se han comenzado a utilizar las nanoparticulas de metales (NPs), con propiedades
biolégicas, opticas, magnéticas, electronicas, entre muchas otras. En 1857 Michael Faraday llevo a cabo el

primer estudio de NPs, donde indica la preparacion y propiedades del oro coloidal (Nalwa, 2001).

Las nanoparticulas metélicas de plata (Ag), oro (Au) y cobre (Cu), han sido ampliamente probadas (Mallick
et al., 2012). Dentro de las cuales, las nanoparticulas de plata (AgNPs), son de las méas estudiadas por sus

propiedades particulares.

La plata ha sido empleada durante miles de afios como metal precioso por el ser humano en aplicaciones
tan dispares como joyeria, utensilios, moneda, fotografia o explosivos. Incluso civilizaciones antiguas como
los griegos utilizaban la plata para cocinar y mantener la calidad del agua. Esto debido a que, al almacenar
el agua en vasijas de plata, se mantenia limpia y sin el ingreso de microrganismos patégenos. Lo anterior,

fue el punto de partida actual para el desarrollo de nanomateriales basados en plata (Monge, 2009).

Las AgNPs son de interés debido a sus propiedades Unicas como son: la superficie de la particula, la
distribucién del tamafio de particula, la forma, composicion, particulas de recubrimiento/nivelacion,
aglomeracion, la tasa de disolucion, reactividad de particulas en solucién, eficiencia de liberacion de iones,

tipo de células, y el tipo de agentes reductores utilizados para la sintesis de AgNPs (Carlson, et al, 2008).

Para la obtencion de las AgNPs se realizan sintesis por métodos quimicos, fisicos y biolégicos. Sin embargo,
métodos de sintesis quimica son los mas comunmente utilizados (Shaalan et al., 2016). Después de la
sintesis, caracterizacion de AgNPs es necesario, porque las propiedades fisicoquimicas de una particula
podrian tener un impacto significativo en sus propiedades bioldgicas. Para evaluar los nanomateriales
sintetizados se han utilizado técnicas analiticas, incluyendo la espectroscopia ultravioleta visible (UV-VIS),
difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia
de fotoelectrones de rayos X (XPS), dispersién de luz dinamica (DLS), microscopia electronica de barrido
(SEM), microscopia electronica de transmision (TEM), microscopia de fuerza atémica (AFM), etc. (Sapsford,
et al, 2011).
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Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han demostrado tener un efecto antimicrobiano contra bacterias, virus
y hongos (Gong et al., 2007). Se han utilizado como una medida eficaz con efecto antibacterial de amplio
espectro, para bacterias Gram positivas y Gram negativas (Marambio-Jones, et al, 2010). Actualmente las
AgNPs se utilizan en diferentes productos como son: apésitos para heridas, los filtros de tratamiento de agua,
biorremediacion, catalizadores, sensores, tintas, productos farmacéuticos entre otros. (Scown et al., 2010).
Esta caracteristica se ha vuelto de gran interés de los investigadores, debido a la creciente resistencia

microbiana contra los antibiéticos y el desarrollo de cepas resistentes (Gong, et al, 2007).
La actividad antimicrobiana de las AgNPs se debe a:

A) Tamano: Las AgNPs de menor tamafio tienen mayor superficie de contacto. Esto se afiade a la
posibilidad de que AgNPs con tamafios pequefios pueden penetrar libremente en el interior de la

membrana celular de las bacterias (Navarro, et al, 2008).

B) Forma: La eficacia antimicrobiana de las AgNPs se ha confirmado que es dependiente de la forma.
En estudios que utilizaron en forma diferencialmente las nanoparticulas, sugirié que la geometria es

mas eficaz que las nanoparticulas de plata triangular (Morones, et al, 2005).

Se han demostrado que las AgNPs pueden llegar a actuar en contra de las bacterias a través de multiples
mecanismos, y por ello pueden evadir la resistencia bacteriana, en contraste con los antibiéticos que lo hacen
a través de uno solo (Knetsch y Koole, 2011). EI mas estudiado es la toxicidad por la presencia de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que son subproductos del metabolismo respiratorio de los microorganismos. La
importancia de la generacion de ROS es la alteracion de las enzimas producidas en la cadena respiratoria a
traves de interacciones directas con grupos tiol en estas enzimas o la compactacion de super oxidoradical
de las enzimas como el superdxido dismutasas (Park et al. 2010). El nivel de ROS puede ser controlado por
las defensas antioxidantes de las células, tal glutation/glutation disulfuro (relacién GSH/GSSG) y el exceso
de la produccion de ROS pueden producir estrés oxidativo (Nel et al., 2006). La generacion de radicales
libres adicionales pueden atacar lipidos de membrana y conducir a una ruptura de la membrana y la funcion

mitocondrial o provocar dafios en el ADN (Mendis et al., 2005).

Actualmente, también se estan estudiando otras aplicaciones de las nanoparticulas, como en el diagnéstico
de enfermedades bacterianas, micéticas y virales en peces o como utilizacion de vehiculo para vacunas y
para otros farmacos (Shaalan et al., 2016). Por tanto, las AgNPs proporcionan una reduccién sustancial de

la viabilidad de las bacterias.
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7. Metodologia:
7.1. Areas de trabajo

La sintesis y caracterizacion de las AgNPs, asi como la evaluacion in vitro se realizd en el Laboratorio de
Microbiologia y Biologia Molecular del Departamento de Atencion a la Salud, de la UAM-Xochimilco. El cultivo
de peces y la evaluacion in vivo se llevd a cabo en el laboratorio de Alimento Vivo y Analisis Quimico del

Departamento del Hombre y su Ambiente de la UAM-Xochimilco.
7.2. Sintesis de Nanoparticulas:

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) fueron preparadas utilizando el método de reduccion quimica basados
en la técnica de Lee y Meisel (1982). Se preparo soluciones de 90 y 180 ppm de AgNOs (EMDAR MERCK)
en 1L de agua destilada, se agregaran 20 mL de citrato de sodio al 1% a la solucion, se llevaron a ebullicion

por una hora, se enfriaron y se aforaron a volumen.
7.3 Caracterizacion de Nanoparticulas de Plata.
7.3.1 Analisis de Espectro Ultravioleta-Visible (UV-Visible)

Se determind la formacion de las AgNPs. Se prepard una dilucién de la solucion de AgNPs a 1:10 y de esta
solucién se tomaron 3 mL y se llevara a 100 mL con agua destilada. Se utilizaron soluciones de referencia
del precursor de plata (AgNOs) y se utilizd agua destilada como blanco. Se obtuvo un barrido
espectrofotométrico de la solucion de las AgNPs a una longitud de onda que va de 300 nm a 700 nm en un

espectrofotometro marca Beckman Coulter DU730.
7.3.2. Microscopia electronica de barrido (SEM).

Para determinar la superficie morfolégica de las AgNPs se realizé6 por SEM en un equipo marca Jeol modelo

JSM-7401f). Se analizé las dos concentraciones de AgNPs y se obtuvieron imagenes tridimensionales.
7.3.3. Espectrofotometria de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR).

Se determind los tipos de vibraciones que pudieran aparecer entre las nanoparticulas de plata 'y el precursor
de Ag (AgNOs3). Se realiz6 en un equipo IRAffinity-1S, Shimadzu®, modelo 4350. Se utilizo el aditamento
ATR (Attenuated Total Reflection) para muestras liquidos. Se determind la absorbancia en un rango de 400
a 4000 cm', empleando 40 escaneos para cada medicion. Se analizO AgNOs, y AgNPs para hacer las

comparaciones.
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7.3.4. Tamaiio de particulas.

La distribucion del tamafio de particula se determind por difraccion de luz laser (Horiba, Partica LA 950)
equipo que mide en un intervalo de 0.01 ym hasta 3000 ym, para ello se tomaron 16 mL de muestra cada
muestra de AgNPs (I.R = 1.35) y se colocaron en una celda sin realizar ninguna dilucién. Los experimentos

se realizaron por triplicado para obtener una distribucion media de tamafio en volumen.
7.4. Obtencion de Vibrio fluvialis

La cepa Vibrio fluvialis QHL19 que se utilizo en este estudio, se obtuvo previamente en el laboratorio de
Alimento vivo y Andlisis Quimico del Departamento del Hombre y su Ambiente de UAM-Xochimilco, a partir

de muestras de rifién de peces enfermos.
7.5. Actividad antimicrobiana in vitro de las AgNPs

Se realiz6 la prueba de susceptibilidad por el método Kirby-Bauer de difusién en disco, de acuerdo al Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI 2012) (M02-A11). Se prepar6 un inoculo de Vibrio fluvialis ajustando
a una concentracion de 0.5 McFarland (1 x 108 UFC mL-") utilizando un equipo Densimat (Biomérieux), y se
sembro estriando toda la superficie de las placas con medio agar Mller-Hinton. Se prepararon las soluciones
de AgNPs de las concentraciones que se probaron y se colocaron sensidiscos de 0.6 cm de didmetro
previamente impregnados con la suspension de cada concentraciones de AgNPs sintetizadas, asi como los
sensidicos para la solucion de referencia de AgNOs a las mismas concentraciones. Las placas fueron
incubadas a 37°C por 24 h. Se determind el tamafio del halo de inhibicién, que fue proporcional a la

sensibilidad de la bacteria Vibrio fluvialis.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria de las AgNPs se utilizé el método de macrodilucion de
acuerdo al Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI, 2012), (M07-A9). Se prepard un inéculo V.
fluvialis ajustando a una concentracion de 0.5 McFarland utilizando un equipo Densimat (Biomérieux). Se
realizaron diluciones seriadas de las soluciones de AgNPs en 8 tubos con 1 mL de caldo Muller Hinton;
posteriormente se le agreg6é 1 mL del inoculo de la bacteria a una dilucién (1:150) a cada uno. Se dejaron
incubar a 37°C por 24 h, después de la incubacién, estos fueron examinados para observar el crecimiento

microbiano.
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7.6. Cinética de las AgNPs ante V. fluvialis.

Para determinar la cinética de crecimiento de V. fluvialis en contacto con las AgNPs, sé inoculé V. fluvialis
al medio caldo TBS (Marca Becton Dickson) y se dej6 incubar durante 24 h a 37°C. Posteriormente se ajustd
la concentracion a 1 x 108 UFC mL-" y se adicion6 50 pl de las soluciones AgNPs de 90 y 180 ppm a los

tubos. El crecimiento de la bacteria fue monitoreado por un equipo Densimat, durante 24 h.
7.7. Obtencion de peces

Los peces requeridos para esta investigacion se obtuvieron de un centro productor de peces ornamentales
de la Ciudad de México. 150 peces juveniles de la especie Pterophyllum scalare se mantuvieron por un
periodo de aclimatacion de 15 dias, bajo las siguientes condiciones en la calidad del agua: pH 7, oxigeno
disuelto 5 mg mL-" y 0.3 ppm de nitratos y nitritos. Los peces fueron alimentados diariamente con una dieta

comercial para la especie, tomando en consideracion el 10% de su peso.
7.8. Actividad antimicrobiana in vivo de las AgNPs

Los peces fueron distribuidos al azar en acuarios de 40 L de capacidad (8 organismos /acuario.) El
experimento cont6 con un tratamiento control (sin nanoparticulas) un control negativo, un control positivo
tratado con el antibiético (Ciprofloxacino, Dosis 500 mg) y dos tratamientos con nanoparticulas a
concentraciones de 90 y 180 ppm (Dosis 50 mL/40 L). Previo al tratamiento se indujo la infeccién

experimental en los peces inoculando la cepa Vibrio fluvialis a una concentracion de 1x108 UFC mL-".

Tomando como referencia el cuadro clinico que se manifiesta de la enfermedad, se observaron durante las
primeras 24 h posteriores a la exposicion del patogeno y se tomo nota de los signos y lesiones que se

pudieron observar en el experimento. En la tabla 3 se muestran los signos y lesiones que corresponden.

Cada tratamiento conté con tres réplicas y el experimento se llevo a lo largo de un periodo de 7 dias. A partir
del inicio del experimento se registraran, los signos y lesiones de enfermedad presentados por los peces con
el fin de caracterizar el cuadro clinico del proceso infeccioso. A cada una de las lesiones y signos observados
se categoriz6 considerando el grado de dafio causado por la bacteria, segun lo reportado por Vazquez et al
2010 (Tabla 5)
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Tabla 5. Lesiones y signos para caracterizar el cuadro clinico de los peces

Signos

Lesion

. Nado erratico,
. Abdomen distendido

. Anorexia

Hemorragias en las aletas
Hemorragias en los ojos
Aletas deshilachadas
Furinculos

Lesiones en escamas

Fuente: Vasquez et al., 2010; Fuentes y Pérez, 1998; Carnevia et al., 2010.

7.9. Evaluacion de la toxicidad de las AgNPs en P. scalare

P. scalare utilizados en el estudio se obtuvieron de un productor local de la Cd. de México. Se utilizaron 90

peces, que se mantuvieron en un periodo de aclimatacion de 15 dias con las mismas condiciones de calidad

de agua anteriormente mencionadas. Se verifico que los peces seleccionados no presentaran ningun signo

de lesién o enfermedad para este estudio. La prueba de toxicidad se realizé con 10 organismos en cada

acuario con 3 réplicas aplicando las concentraciones de AgNPs de 90 y 180 ppm y los tratamientos control

donde no se aplicé ningun tratamiento. Las lecturas definitivas de prueba toxicolégica se monitorearon a las

24, 48, 72 y 96 de exposicion, registrando los valores de mortalidad. Posterior a las 96 h se seleccion de

manera aleatoria 3 peces para realizar una diseccion y revisar érganos internos de los peces (higado,

vesicula e intestino).
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8. Resultados:
8.1. Sintesis de las AgNPs:

Se obtuvieron dos concentraciones de AgNPs: a 90 y 180 ppm y se observé que dependiendo de la

concentracion de Ag utilizada para sintetizar se tendra una coloracion diferente (Figura 3).

-

:

Tl
-

S0l.90-ppm Sol. 180 ppm

Figura 3. Imagen de AgNPs en las diferentes concentraciones.

8.2. Caracterizacion de AgNPs:
8.2.1. Espectro UV Visible:

Con relacion a los picos de plasmoén obtenidos en el espectro de UV- Visible, se observa que en el caso de
las AgNPs de 90 ppm, se obtuvo un pico de plasmon de 422 nmy en las AgNPs de 180 ppm, fue a los 427
nm. Las soluciones de plata de 90 y 180 ppm, no presentan ningun pico de absorbancia, en todo el rango

de luz ultravioleta y visible.(Figura 4).
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Fig. 4 Espectro UV-Visible de AgNPs
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8.2.2. Distribucion del tamafo de particula

La caracterizacion por dispersion de luz laser indicd que la distribuciéon de tamafio de la poblacion de las
AgNPs a una concentracion de 90 ppm varia entre 60.7 y 155.8 nm y cuando la concentracion es de 180
ppm varia entre 63.3 y 170.8 nm En las figuras 5 y 6 son graficas representativas la distribucion de tamafio

de particula de las AgNPs y en la tabla 6 a y b, se compilan los deciles D10, Dso y Dgo.
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Fig. 5 Grafica del tamafo de particula de la poblacion de las AgNPs a 90 ppm
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Fig. 6 Grafica del tamafo de particula de la poblacién de las AgNPs a 180 ppm
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Tabla 6. Distribucion de tamario de particula AGNPs 4a) AgNPs a 90 ppm y 4b) AgNPs a 180 ppm

4a) AgNPsa90 | D1o(nm) | Dso(nm) | Deo (nm) 4b) AgNPs a D10 (nm) Dso (nm) | Dgo (nm)
ppm 180 ppm
1 60.7 92.8 155.8 1 63.6 101.3 171
2 60.7 92.8 155.9 2 63.2 100.6 170.4
3 60.7 92.7 155.8 3 63.2 100.8 171
Promedio 60.70 92.77 155.83 Promedio 63.3 100.9 170.8
Desviacién std 0.000 0.058 0.058 Desviacion std | 0.188 0.294 0.282
% CV 0.000 0.062 0.037 % CV 0.002 0.002 0.001

8.2.3. Espectrofotometria de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Enla figura 7, se muestra el espectro IR de las AgNPs de cada concentracion, al igual que el espectro de las

soluciones de referencia y la solucién de citrato de sodio. Esta prueba detecta la formacion de las diferentes

interacciones vibracionales que presentan los elementos de las AgNPs.
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Fig. 7 Espectro IR de las soluciones de referencia, solucion de citrato de sodio y AgNPs de 90 y 180

ppm.
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8.2.4. Microscopia electrénica de Barrido (SEM)

Los resultados obtenidos en SEM ndican que las AgNPs a una concentracion de 90ppm tienen una forma
mayoritariamente esférica, aunque también se observan algunas de forma cubica y la formacién de
conglomerados. El tamario de las AgNPs se encuentra en un intervalo entre 4 y 15 nm. En comparacion las
AgNPs a una concentracion de 180 ppm que presentan la forma cubica en mayor proporcion, se observan
algunas de forma esférica, hexagonal y alargadas, ademés de la formacién de conglomerados. El tamafio

de las AgNPs se encuentran en un intervalo entre 13 'y 20 nm. (Figuras 8 y 9)

st LOKY Q00000 1000 WL 300w

Fig. 9 Imagen de SEM de las AgNPs a 180 ppm

8.3. Actividad antimicrobiana in vitro:

8.3.1. Difusion en disco

En tabla 7 se muestra la actividad antimicrobiana de las dos concentraciones de AgNPs sobre V. fluvialis.
Las AgNPs de 90 ppm de 8.66 mm y en las de 180 ppm un halo de inhibicion de 14.3 mm. Las soluciones
de AgNOs3 de 90 y 180 ppm no presentaron ninguna actividad.
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Tabla 7. Actividad antimicrobiana de AgNPs sobre V. fluvialis, Difusion en disco

Tratamiento Halo de inhibicién
AgNPs 90 ppm 8.66%0.57 mm
AgNPs 180 ppm 14.3%1.15 mm
Sol. AgNO; 90 ppm 0 mm

Sol. AgNO; 180 ppm 0 mm

AgNPs 180 ppm

Fig. 10 Halos de inhibicion de las AgNPs en contacto con V. fluvialis
8.3.2. Macrodilucion

Se determind la CMI de las dos concentraciones de AgNPs, obteniendo que la concentracion de 45 ppm es
la que mostro dicha actividad. Se determiné la CMI de las dos concentraciones de AgNPs, obteniendo que

la concentracion de 45 ppm es la que mostré dicha actividad.
8.3.3. Cinética de V. fluvialis ante AgNPs

En la figura 11 se observa el resultado de la cinética de crecimiento en contacto con las AgNPs .Se mantuvo
en monitoreo el tiempo de crecimiento de V. fluvialis en contacto con las concentraciones de AgNPs durante
8 h continuas y un monitoreo a las 24 mostrando que ambas concentraciones a partir de la 5 h inhiben el

crecimiento de V. fluvialis, en menos de la mitad que el crecimiento que presenta el control. Mostrando que
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las AgNPs tienen un efecto bacteriostatico, lo cual significa que inhiben el crecimiento de V. fluvialis,
alrededor del 50%.

N WO B~ O O

UFC X 108

Horas
—e—Control —m-V.fluvialis —A—AgNPs 90 ppm —#—AgNPs 180 ppm

Fig. 11 Grafica de la cinética de V. fluvialis en contacto con AgNPs

8.4. Actividad in vivo

8.4.1. Evaluacion de la actividad antimicrobiana in vivo de las AgNPs

Los resultados obtenidos de la prueba de inhibicion in vivo, mostraron que a partir de las 24 h después
de la inoculacién del patdgeno, se observaron todos los signos y lesiones caracteristicos de la Vibriosis
en P. scalare (Fig. 12-16), como son nado erratico, boqueo, anorexia, hemorragias en aletas y cola.
Posteriormente se administraron los tratamientos con nanoparticulas quedando con una concentracion
de las AgNPs a 90 ppm de 1.125 x104 ppm y las AgNPs a 180 ppm de 2.25 x10-4 ppm. En los acuarios
donde sélo se inoculd el patdgeno y no se aplicd ningun tratamiento, se observd que a las 48 h
posteriores a la inoculacion, el 100% de los peces murieron (Fig. 12-17), en comparacion con los

tratamientos con nanoparticulas y con antibiético que mostraron una mejoria a las 48 h (Fig. 12-16).

En los tratamientos con AgNPs y antibiotico pasadas las 96 h los peces ya no mostraron ningun tipo de

signo ni lesién, obteniendo una supervivencia entre el 88 y el 100 % (Fig. 17).
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Fig. 12 Porcentaje de organismos con hemorragias en aletas
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Fig. 15 Porcentaje de organismos con hemorragia en cola
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Fig. 17 Porcentaje de supervivencia de P. scalare ante el tratamiento con las AgNPs



7.4.2. Toxicidad de los peces:

El efecto de las concentraciones de AgNPs en P. scalare mostré que no hubo mortalidad al contacto con
ellas. Posteriormente a que pasaran las 96 h del experimento, no se observd ningun dafio en aletas, ojos y

escamas.

Tabla 8. Actividad toxicoldgica de las AgNPs sobre juveniles de P. scalare

Concentracion

Mortalidad (%)

(ppm) 24h 48h 72h 96h Total
180 0 0 0 0 0
90 0 0 0 0 0

En la diseccion de P.scalare, se observd que no hubo ningun dafio en érganos internos. En las figuras 17 y

18 se muestran dichos resultados.

Fig. 17 y 18 Imagen de la diseccion de P. scalare (con infeccion y con AgNPs) a las 96 h
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9. Discusion
Sintesis y Caracterizacion de AgNPs

En este estudio se llevd a cabo una sintesis quimica, la cual es el método mas comun para la obtencién de
AgNPs (Natsuki, et al, 2015) y requiere equipo sencillo para su elaboracion. Utilizamos como agente reductor
citrato de sodio, al igual que Pacioni et. al., en 2016, mencionan que una de las ventajas de utilizar esta sal
para la sintesis de las AgNPs es que actua tanto para reducir los cationes metalicos como para estabilizar

las nanoparticulas resultantes.

La caracterizacion de las AgNPs es necesaria, porque las propiedades fisicoquimicas de la particula podrian
tener un impacto significativo en su efecto bioldgico (Lin, et al, 2014). La espectroscopia de absorcion de UV-
Vis, ayuda a detectar las bandas de absorcion que se relaciona con el diametro y la relacidn de aspecto de
las nanoparticulas de plata (Smitha, et al, 2008). Los resultados de esta investigacion mostraron un pico de
plasmon entre los 422 y 427 nm en las AgNPs de 90 y 180 ppm respectivamente. Algunos autores como
Pillai y Kamat, en 2004, sefialan que el citrato de sodio controla el tamafio y la forma de AgNPs. Los autores
indican que, utilizando el método de ebullicion con diferentes concentraciones de citrato, el plasmon
absorbancia maxima de las AgNPs se presenta a partir de 420 nm. Mientras que, en este estudio se
determind que la distribucion de tamarfio de las AgNPs varia entre 60.7 y 155.8 nm cuando la concentracion
es de 90 ppm y entre 63.3 y 170.8 nm cuando la concentracion es de 180 ppm. Los resultados de la
observacion en SEM permitieron observar un tamafio de particula entre 4 y 15 nm a una concentracién de
90 ppm y en su mayoria de forma circular y a 180 ppm el tamafio de particula fue entre 13 y 20 nm en su
mayoria de forma cubica. Un punto a destacar es que se observé la formacién de conglomerados, esto
también ha sido reportado por Sileikaité et al., en 2009. Evaluando los nanomateriales sintetizados utilizando
técnicas analiticas (Sapsford, et al, 2011) definimos que nuestras AgNPs entran dentro del rango

nanométrico, por lo que pueden ser utilizadas para evaluar su efecto antimicrobiano.
Actividad Antimicrobiana in vitro

Los resultados obtenidos en la prueba de inhibicion in vitro por el método de difusién en placa mostraron que
la concentracion de 180 ppm tiene un mayor efecto antimicrobiano contra V. fluvialis con un halo de inhibicion
de 14.3 mm a comparacién de las AgNPs de 90 ppm. Sivaramasamy et al., en 2016 evaluaron la actividad
antimicrobiana de AgNPs obtenidas por sintesis biolégica utilizando Bacillus subtilis para la inhibicion de V.

parahaemolyticus, observaron halos de inhibicion de 19.27 mm. Por otro lado Wang et al, en 2016 utilizaron
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AgNPs obtenidas por sintesis verde utilizando Cordyceps militaris a una concentracion de 10 mM para el

control de V. anguillarum, se obtuvieron halos de inhibiciéon de 16.4 mmy para V. alginolyticus de 13.6 mm.

La CMI obtenida en este estudio fue de 45 ppm (equivalente a 45 ug/mL), para ambas concentraciones lo
cual es cercano a lo reportado por Dananjaya y col, en 2014 quienes reportaron para el caso, V. tapetis una
CMI de 50 uL/mL y para Aliivibrio salmonicida de 50 ug/mL (Dananjaya, et al, 2016). Ambas AgNPs se

realizaron por sintesis quimica utilizando NaOH y recubriéndolas con quitosano.

El efecto antimicrobiano de las AgNPs parece estar conferido por su pequefio tamafio y el aumento de la
superficie de contacto, lo que les permite destruir la membrana bacteriana y atravesar al interior del
microorganismo efectuando dafios intracelulares (Knetsch y Koole, 2011). Se ha reportado que dependiendo
en método de obtencidn de las nanoparticulas, su forma, tamafio y estructura es su potencial antimicrobiano,

tal como lo sefialan He, et al, (2010) y Hajipour,et al, (2012).
Actividad Antimicrobiana in vivo

Con relacion a la prueba de toxicidad, se pudo observar que no hay efectos adversos en los peces en
ninguna de las concentraciones utilizadas, ya que no se observaron signos y lesiones de dafio en piel , tejido
y érganos internos, tampoco se observaron cambios en su comportamiento, esto concuerda con lo reportado
por Juarez- Moreno,(2017), donde evaluaron el efecto de nanoparticulas en Litopenaeus vannamei durante
96 horas de exposicion, la supervivencia del camaron fue mas del 90% para todos los tratamientos. La tasa
de consumo de oxigeno y el recuento total de hemocitos permanecieron inalterados, lo mismo sucedié en
este estudio ya que al efectuar la diseccién los drganos internos se encontraban intactos y en condiciones
normales y tampoco se observd cambio en su comportamiento. En otros estudios como el de Scown et al.
en 2010, evaluaron el efecto de la exposicion de nanoparticulas en la trucha arcoiris con concentraciones
de 10 y 100 pg L-1 de AgNPs con un periodo de tratamiento de 10 dias donde tampoco se observaron
efectos adversos ni dafio toxico. Destacando que los periodos de exposicidn pueden variar al igual que las
dosis administradas. También depende la especie con la que se esté trabajando por lo que se tiene que

considerar evaluar constantemente la toxicidad de las AgNPs.

Los resultados de la prueba de inhibicién in vivo, demostraron una respuesta positiva al utilizar las
nanoparticulas de plata para el control de Vibrio fluvialis, obteniendo porcentajes de supervivencia de 89y
93% con las concentraciones de 90 y 180 ppm respectivamente, estos resultados superan lo reportado por

Sivaramasamy, et al (2016), al utilizar nanoparticulas de plata en el camardn, obteniendo porcentajes de
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supervivencia de 40.6% en el tratamiento de 0.1 mg de AgNPs, en un periodo de 60 dias donde utilizaron
una concentracion 106 UFC mL-1 de V. parahaemolyticus. Del mismo modo Vaseeharan, et al, (2010) obtuvo
71% de supervivencia en el tratamiento de 10 ug de AgNPs, donde utilizaron una concentracion de 104
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) mL-' de V. harveyi en un periodo de 14 dias. Cabe resaltar que
en nuestra investigacion sélo usamos una dosis unica de AgNPs, obteniendo resultados positivos a los 4
dias del tratamiento, donde se observo que los peces ya no mostraron ningun tipo de lesion o signo de la
enfermedad. Por lo que las AgNPs son una alternativa al uso de antibioticos ya que se sabe que el caso de
los antibidticos usados en la acuacultura, cuando las dosis del farmaco es alta y el tratamiento es muy largo,
existe un peligro de toxicidad en el pez, frecuentemente causando dafio en higado, rifién y en algun otro
érgano, esto puedo generar un dafio reversible. Por otro lado si la dosis del farmaco es muy baja y el periodo
de tratamiento fue muy corto, la bacteria no sera eliminada e incrementa el riesgo de que desarrolle
resistencia ante el antibiotico (Yanong, 2013). Es por ello que las dosis de AgNPs y el periodo de exposicion

se deberan continuar estudiando en otras especies de peces de ornato.
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10. Conclusiones

» Se sintetizaron y caracterizaron AgNPs dos concentraciones de 90 y 180 ppm con tamafio de
nanoparticula de 4-15 nm y 13-20 nm con una forma esférica y cubica, respectivamente con
formacién de conglomerados obtenido en el SEM, la identificacion de elementos presentes en las
AgNPs a través del espectro IR y un pico de plasmon de 423 y 427 nm obtenido en el espectro UV-
Visible

» En las pruebas in vitro se determind que las dos concentraciones de AgNPs muestran efecto

antimicrobiano contra V. fluvialis.

» Enlas pruebas in vivo la aplicacion de las AgNPs en P. scalare sanos, son seguras y no presentan

ningun efecto toxicoldgico.

» Las AgNPs mostraron un efecto antimicrobiano al contacto con peces enfermos por V. fluvialis,
disminuyendo sus signos y lesiones de la enfermedad obteniendo altos porcentajes de

supervivencia.

» La utilizacion de las AgNPs para controlar infecciones provocadas por V. fluvialis en cultivos de P.
Scalare, puede ser una nueva alternativa como agente antimicrobiano para la salud y produccion de

esta especie.
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Titulo: Uso de nanoparticulas de plata para el control de Vibrio fluvialis en el cultivo de Ptephyllum scalare
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1. Abstract:
La nanotecnologia ha tenido un avance significativo debido a sus multiples aplicaciones; una de ellas es su
uso como agente antimicrobiano en cultivos acuicolas. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto
antimicrobiano de las nanoparticulas de plata (AgNPs) contra Vibrio fluvialis en el cultivo de Ptephyllum
scalare. Las AgNPs fueron sintetizadas en diferentes concentraciones (90 y 180ppm). A través de la
espectroscopia UV-Vis se confirmo la formacién de AgNPs con absorbancia maxima de 427 y 422 nm, la
distribucion de tamafio de la poblacién de las AgNPs fue entre 60.7 y 155.8 nm a 90 ppm y entre 63.3 y 170.8
a 180 ppm. El resultado de SEM indica que el tamafio de particula de 13-20 y 4-15 nm, con formas cubicas
y circulares. En las pruebas para determinar la actividad antimicrobiana in vitro se obtuvo una CMI de 45
ppm y halos de inhibicion de 14.3£1.15 mm a 180 ppm y 8.66+0.57 mm a 90 ppm. En la cinética de V.
fluvialis al contacto con las concentraciones de AgNPs, se observo que a partir de las 6 horas de exposicion
se inicia el proceso de inhibicidn del crecimiento bacteriano. La prueba de toxicidad, las AgNPs demostro
que uno hubo evidencia de dafio en los ojos, aletas, escamas y 6rganos internos, teniendo el 100% de
supervivencia. En la prueba in vivo se observd una supervivencia de 88 y 93% para los tratamientos con
nanoparticulas en comparacién con el tratamiento control, donde solo se inoculd el patdgeno ya que los
peces no sobrevivieron las 48 horas de la infeccion experimental. En este estudio concluye que las AgNPs
tuvieron una actividad antimicrobiana contra V. fluvialis, dando una nueva alternativa para controlar las
enfermedades microbianas en cultivo de P. scalare. Sin embargo, se debe de continuar investigando del

efecto de AgNPs en otros microorganismos patdgenos y en otras especies de peces ornamentales.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata, enfermedades de peces, Vibrio fluvialis, efecto antimicrobiano

Key words: silver nanoparticles, fish disease, Vibrio fluvialis, antimicrobial effect

2. Introduction:
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La acuacultura engloba todas las actividades que tienen por objeto la produccion, desarrollo y
comercializacién de organismos acuaticos en ecosistemas controlados como estanques o en sistemas
abiertos que incluyen lagos, rios, presas, lagunas y el mar. Dicha actividad juega un papel importante en la
produccion de organismos con diferentes finalidades, desde la produccién de alimentos hasta la actividad

ornamental y es una industria con un alto potencial econdémico para México.

De acuerdo con CONAPESCA en 2018, la produccién anual es de alrededor de 60 millones de peces de
ornato, siendo el estado de Morelos como principal productor y anualmente produce 30 millones de
organismos de 100 variedades dentro de las que destaca la produccion de Pterophyllum scalare (pez angel),
especie que ha sido ampliamente comercializada debido a que tiene una llamativa estética y amplia
aceptacion en el mercado mundial de la acuariofilia (CONAPESCA, 2017). Sin embargo; la intensificacion en
la produccion de esta especie y la falta de control del comercio internacional de los peces ha provocado la
movilizacion de gran cantidad de organismos y, como consecuencia, €l transporte de microorganismos
patdgenos que en condiciones ambientales diferentes pueden desencadenar procesos infecciosos, impacto

ambiental y pérdidas economicas para los productores (Verschuere et al., 2000).

Entre las enfermedades mas comunes en los peces se encuentra la Vibriosis causada por bacterias Gram
negativas de la especie Vibrio fluvialis (Lee, et al, 2002, Redondo, et al, 2004) La enfermedad generalmente
se presenta como una septicemia generalizada, en la cual se pueden observar hemorragias en la base de

las aletas, ojos, branquias y en 6rganos internos como el higado, bazo y rifién.

Para el tratamiento y la prevencion de las enfermedades en los peces se utilizan una gama de compuestos
quimicos y antibiéticos los cuales pueden tener un alto impacto en el ambiente y el personal que maneja a
los peces (Cabello, 2004), ya que el uso excesivo e inadecuado de los antibidticos ha propiciado resistencia
bacteriana que se transmite en la progenie de estas, de forma directa a través de los genes, y de forma
indirecta a través de la adquisicion de plasmidos-R entre especies. Debido a ello, en la actualidad se estan
investigando alternativas para el control de enfermedades sin el uso de antibidticos (FAO, 2014). Una
tecnologia novedosa que en afios recientes ha llamado la atencion en el sector acuicola, es el uso de
nanoparticulas ya que se han reportado efectos positivos en el desarrollo de vacunas para la proteccion de
la carpa asiatica usando complejos nanoencapsulados contra la bacteria Listonella anguillarume, de igual
manera se han utilizado en el control del virus de la mancha blanca (WSSV) en camarones (Handy, 2011).

Las nanoparticulas son compuestos, generalmente de forma esférica, con dimensiones entre 1y 100 nm,

que pueden ser sintetizadas a partir de metales nobles como el oro, plata, platino, cobre y paladio (Diaz del
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Castillo, 2012; Dananjaya, et al., 2016). Recientemente la plata (Ag), tiene especial interés debido a su efecto
bactericida en su forma ionica (Ag*'). Las nanoparticulas permiten la liberacion de los iones de Ag* que se
unen a las proteinas de la membrana celular causando una ruptura lo que lleva a muerte a las células
bacteriana o también pueden unirse al citocromo y a los acidos nucleicos dafidndolos e inhibiendo la division
celular (Huang et al., 2015). Por lo anterior, esta tecnologia puede ser aprovechada en el control de

enfermedades en acuicultura.
3. Materials and Methods:

3.1. Sintesis y Caracterizacién de AGNPs
Las AgNPs fueron preparadas utilizando el método de reduccién quimica basados en la técnica de Lee y
Meisel (1982) utilizando dos concentracionesa 90 y 180 ppm (EMDAR MERCK). Para caracterizar las AQNPs
se realiz6 un barrido espectrofotométrico de las soluciones a una longitud de onda de 300 nm a 700 nm en
un espectrofotometro UV-Visible marca Beckman Coulter DU730. Se determin los tipos de vibraciones que
pudieran aparecer entre las nanoparticulas de plata y el precursor de Ag (AgNOs). Se realizé en un equipo
IRAffinity-1S, Shimadzu®, modelo 4350. Se utiliz6 el aditamento ATR (Attenuated Total Reflection) para
muestras liquidos. Se determin6 la absorbancia en un rango de 400 a 4000 cm-!, empleando 40 escaneos
para cada medicién. Se analizé AgNOs, y AgNPs para hacer las comparaciones. El tamafio y la morfologia
de las AgNPs fueron analizadas por SEM en un equipo marca Jeol modelo JSM-7401f. De igual manera se

determind la distribucion del tamafio de particula por difraccion de luz laser (Horiba, Partica LA 950).

3.2. Actividad antimicrobiana in vitro:
Se realiz6 la prueba de susceptibilidad por el método Kirby-Bauer de difusién en disco, de acuerdo al Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI2012) (M02-A11). Se preparé un indculo de Vibrio fluvialis ajustando
a una concentracion de 0.5 McFarland (1 x 108 UFC mL-") utilizando un equipo Densimat (Biomérieux), y se
sembrd estriando toda la superficie de las placas con medio agar Miller-Hinton. Se prepararon las soluciones
de AgNPs de las concentraciones que se probaron y se colocaron sensidiscos de 0.6 cm de didmetro
previamente impregnados con la suspension de cada concentracion de AgNPs sintetizadas, asi como los
sensidiscos para la solucién de referencia de AgNOs a las mismas concentraciones. Las placas fueron
incubadas a 37°C por 24 h. Se determiné el tamafio del halo de inhibicion, que fue proporcional a la
sensibilidad de la bacteria Vibrio fluvialis. Para determinar la concentracion minima inhibitoria de las AgNPs
se utilizo el método de macrodilucion de acuerdo al Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI, 2012),

(M07-A9). Se preparo un indculo V. fluvialis ajustando a una concentracion de 0.5 McFarland utilizando un
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equipo Densimat (Biomérieux). Se realizaron diluciones seriadas de las soluciones de AgNPs en 8 tubos con
1 mL de caldo Miller Hinton; posteriormente se le agregd 1 mL del inoculo de la bacteria a una dilucién
(1:150) a cada uno. Se dejaron incubar a 37°C por 24 h, después de la incubacion, estos fueron examinados

para observar el crecimiento microbiano.

Para determinar la cinética de crecimiento de V. fluvialis en contacto con las AgNPs, sé inoculé V. fluvialis
al medio caldo TBS (Marca Becton Dickson) y se dejo incubar durante 24 h a 37°C. Posteriormente se ajustd
la concentracion a 1 x 108 UFC mL-" y se adicion6 50 pl de las soluciones AgNPs de 90 y 180 ppm a los

tubos. El crecimiento de la bacteria fue monitoreado por un equipo Densimat, durante 24 h.

3.3. Actividad Antibacterial in vivo:
Los peces requeridos para esta investigacion se obtuvieron de un centro productor de peces ornamentales
de la Ciudad de México. 150 peces juveniles de la especie P. scalare se mantuvieron por un periodo de
aclimatacion de 15 dias, bajo las siguientes condiciones en la calidad del agua: pH 7, oxigeno disuelto 5 mg
mL-"y 0.3 ppm de nitratos y nitritos. Los peces fueron alimentados diariamente con una dieta comercial para
la especie. Los peces fueron distribuidos al azar en acuarios de 40 L de capacidad (8 organismos /acuario.)
El experimento conté con un tratamiento control (sin nanoparticulas) un control negativo (sélo con inoculo de
la bacteria), un control positivo tratado con el antibiético (Ciprofloxacino, Dosis 500 mg/40L) y dos
tratamientos con nanoparticulas a diferentes concentraciones (180 y 90 ppm Dosis 50 mL/40 L), cada
tratamiento se llevé por triplicado. Previo al tratamiento se indujo la infeccién experimental en los peces
inoculando la cepa V. fluvialis a una concentracion de 1X108 UFC mL-" Una vez inoculado el patdgeno se
procedié al monitoreo y caracterizacion del cuadro clinico presentado por los peces mediante el registro de
los signos y lesiones de la enfermedad que desarrollaron los organismos en experimentacion durante siete

dias, segun lo reportados por Vasquez et al., 2010; Fuentes y Pérez, 1998; Carnevia et al., 2010 (Tabla 1).

3.4. Toxicidad de las AgNPs en los peces:
Para determinar los efectos de la exposicion de los peces a las nanoparticulas de plata se llevd a cabo un
ensayo de toxicidad en donde 60 peces juveniles fueron expuestos a una concentracion de 90 y 180 ppm
durante un periodo de 96 h. A partir de la exposicion, los organismos fueron monitoreados con el fin de

observar un cambio en el comportamiento o algun dafio a nivel externo y en érganos internos

4. Results:

4.1. Sintesis y Caracterizacion de AgNPs
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Se obtuvieron nanoparticulas de plata de dos concentraciones de 90 ppm y 180 ppm, por el método de
reduccion quimica, presentando las soluciones diferentes tonalidades de color que nos indica la formacién

de AgNPs, como se muestra en la figura 1.

En la figura 2 se observan los picos del plasmon del espectro del UV- Visible de las AgNPs. En el caso de
las AgNPs de 90 ppm, se obtuvo un pico de plasmon a los 422 nmy en las AgNPs de 180 ppm fue a los 427
nm. En la figura 3, se muestra el espectro IR de las AgNPs de cada concentracion, al igual que el espectro
de las soluciones de referencia y la solucion de citrato de sodio. Esta prueba detecto la formacion de las
diferentes interacciones vibracionales que presentan los elementos de las AgNPs. La caracterizacion por
dispersion de luz laser indicd que la distribucion de tamario de la poblacion de las AgNPs a una concentracion
de 90 ppm varia entre 60.7 y 155.8 nm y cuando la concentracion es de 180 ppm varia entre 63.3 y 170.8
nm. SEM determin6 que las AgNPs a una concentracion de 90 ppm tienen en su mayoria una forma esféricas,
formando conglomerados aunque también se observan algunas nanoparticulas de forma cubica y con
tamanos entre 4 y 15 nm (figura 4), en comparacidn con las AgNPs de 180 ppm que mostraron forma cubica

y algunas con forma circular y con tamafios entre 13 y 20 nm (figura 5).

4.2. Actividad in vitro de las AgNPs contra V. fluvialis
En la figura 6 se muestra la actividad antimicrobiana de las dos concentraciones de AgNPs sobre V. fluvialis.
Las AgNPs de 90 ppm de 8.66 mm y en las de 180 ppm un halo de inhibicion de 14.3 mm. Las soluciones
de AgNOs de 90 y 180 ppm no presentaron ninguna actividad. En la figura 6 se observa el resultado de la
cinética de crecimiento en contacto con las AgNPs .Se mantuvo en monitoreo el tiempo de crecimiento de V.
fluvialis en contacto con las concentraciones de AgNPs durante 8 h continuas y un monitoreo a las 24
mostrando que ambas concentraciones a partir de la 5 h inhiben el crecimiento de V. fluvialis, en menos de
la mitad que el crecimiento que presenta el control. Mostrando que las AgNPs tienen un efecto

bacteriostatico, lo cual significa que inhiben el crecimiento de V. fluvialis, alrededor del 50%.

4.3. Actividad in vivo de las AgNPs contra V. fluvialis
Los resultados obtenidos de la prueba de inhibicién in vivo, mostraron que a partir de las 24 h después de la
inoculacion del patogeno, se observaron todos los signos y lesiones caracteristicos de la Vibriosis en P.
Scalare (Fig.7-12), como son nado erratico, boqueo, anorexia, hemorragias en aletas y cola. Posteriormente
se administraron los tratamientos con nanoparticulas quedando con una concentracion de las AgNPs a 90
ppm de 1.125 x10-* ppm y las AgNPs a 180 ppm de 2.25 x10-4 ppm. En los acuarios donde sélo se inoculd

el patdgeno y no se aplicd ningun tratamiento, se observo que a las 48 h posteriores a la inoculacion, el 100%
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de los peces murieron (Fig. 8-12), en comparacion con los tratamientos con nanoparticulas y con antibiético

que mostraron una mejoria a las 48 h (Fig. 8-12).

En los tratamientos con AgNPs y antibidtico a las 96 h los peces ya no mostraron ningun tipo de signo ni

lesion, obteniendo una supervivencia entre el 88 y el 100 % (Fig. 12).

4.4. Toxicidad de los peces
La prueba de toxicidad no mostrd efectos negativos al contacto con las AgNPs a en las dos concentraciones
utilizadas en este estudio. En las figura 13 se muestra que no hubo dafio en aletas, ojos, branquias y
escamas, tampoco se observd lesiones en o6rganos internos, ni el comportamiento de los P.scalare,
obteniendo el 100 % de supervivencia. La fig. 14 es una imagen de como se observa un P. scalare infectado
con V. fluvialis, el cual nos ayudd a comparar los 6rganos con los peces con los que se elaboré la prueba de

toxicidad.

5. Discusion

Sintesis y Caracterizacion de AgNPs

En este estudio se llevo a cabo una sintesis quimica, la cual es el método mas comun para la obtencion de
AgNPs (Natsuki, et al, 2015) y requiere equipo sencillo para su elaboracion. Utilizamos como agente reductor
citrato de sodio, al igual que Pacioni et. al., en 2016, mencionan que una de las ventajas de utilizar esta sal
para la sintesis de las AgNPs es que actua tanto para reducir los cationes metalicos como para estabilizar

las nanoparticulas resultantes.

La caracterizacion de las AgNPs es necesaria, porque las propiedades fisicoquimicas de la particula podrian
tener un impacto significativo en su efecto bioldgico (Lin, et al, 2014). La espectroscopia de absorcion de UV-
Vis, ayuda a detectar las bandas de absorcidn que se relac