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1. Introduccién

La acuicultura, es el sector productor de alimentos con el mayor crecimiento a nivel mundial,
constituye el 50% del alimento acuatico en el mundo y se percibe como la actividad con el
mayor potencial. Su éxito y crecimiento acelerado se debe a la percepcion generada por
sectores publicos y privados como fuente favorable y aprovechable para el desarrollo
econémico de los paises (Garcia et al., 2013). La FAO reconoce ampliamente el papel
esencial de la pesca y la acuicultura para la seguridad alimentaria y la nutricion en el
contexto del cambio climatico, especialmente en el mundo en desarrollo (FAO, 2018).

En México, la acuicultura y pesca son parte esencial del quehacer econémico y social del
pais (Garcia-Mondragén et al., 2013). Esta contribuye de manera significativa a la
produccion de alimentos de origen animal para consumo humano y dentro de éstos, la
familia de los salménidos forma uno de los grupos que colabora de manera efectiva a dicha
demanda (Garcia-Macias et al., 2004). El cultivo de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
es un ejemplo del crecimiento y desarrollo de la acuicultura en México (Garcia-Mondragén
et al., 2013). En 2008, el total de toneladas producidas fue de 6,878 y para 2017 fue de
14,197, con lo cual la tasa media de crecimiento anual de produccion en los ultimos 10 afios
es de 8.39%, posicionandose el Estado de México como principal productor, seguido del
Estado de Puebla, Tamaulipas, Veracruz y Michoacan (CONAPESCA, 2017).

El cultivo de trucha arco iris (O. mykiss) en México comenzé a finales del siglo XIX con el
fin de repoblar cuerpos de agua nacionales, iniciando con la introduccion de ejemplares de
trucha en Chimela Lerma, Estado de México. En 1937 se formaliz6 la cria de O. mykiss en
cautiverio con la creacion de un centro piscicola en Salazar, Estado de México, que en 1943
se convirtié en el Centro Acuicola El Zarco, el cual facilito la dispersion del cultivo de trucha
en muchos cuerpos de agua del pais (Vazquez, 2014).

Por otro lado, como en todos los sistemas de produccién acuicola, los peces son
susceptibles a enfermedades que suponen una considerable limitacion de la produccion,
desarrollo y expansion (Ruiz et al., 2002). En los cultivos de peces se tiene incidencia de
enfermedades provocada por la interaccion de agentes patégenos con factores estresantes
(FAO, 2011). Muchas de estas reacciones son aparentes y van desde pérdida de apetito
hasta una mayor sensibilidad a las enfermedades, principalmente aquellas de tipo
infeccioso (Monteros, 1988).

En este sentido, se han identificado numerosos estresores que afectan a los peces. Estos
incluyen los cambios fisicos extremos del ambiente, interaccién animal, interferencia
humana y aguas contaminadas (Barandica, 2010). Los peces en cautiverio estan sujetos a
largos periodos de estrés debido al manejo, cambios en el agua y hacinamiento (Auré de
Ocampo y Ocampo, 1999). El estrés es inevitable en los sistemas de cultivo, principalmente
el crénico o subletal, que no producen mortalidades masivas, pero compromete diversas



funciones fisioldgicas del huésped, entre ellas la vulnerabilidad a las enfermedades, lo que
conduce al brote de éstas, siempre que el patégeno esté presente (Prieto, 2004).

Para el tratamiento de las enfermedades de tipo infeccioso se emplean quimicos
farmacéuticos y antibidticos. Los antibidticos pueden definirse como agentes
quimioterapéuticos que anulan o restringen el crecimiento de microorganismos. Han sido
utilizados de manera extensa y efectiva para el tratamiento de animales enfermos y sus
beneficios también son reconocidos en la agricultura, acuicultura, apicultura y como
promotores de crecimiento en ganaderia (Gothwal y Shashidhar, 2015; Varela y Alfaro,
2018).

Debido al uso excesivo de productos farmacéuticos, la contaminacion del ambiente es un
problema de salud publica. Entre las principales consecuencias del uso y abuso de los
antibioticos, se encuentran el desarrollo y difusion de la resistencia que se han convertido
en un problema mundial (Smaldone et al., 2014). Los antibiéticos pueden ser absorbidos
por vegetales, cultivos, plantas acuaticas y animales (Gothwal y Shashidhar, 2015). La
mayoria de los farmacos tienen la capacidad de fijarse a determinados tejidos en los que
alcanzan concentraciones altas que en el resto del organismo, como sucede con la
acumulacién de los farmacos liposolubles en la grasa, las tetraciclinas en el hueso o la
griseofulvina en la piel (Armijo, 2014), lo que ha permitido la restriccion del uso de
antibiéticos en acuicultura. Como respuesta a la problematica y con el fin de reducir el uso
de antibiéticos, se ha incursionado en diferentes alternativas terapéuticas, entre ellas el uso
de sustancias naturales, tales como extractos vegetales con propiedades antibacteriales,
mas econdmicos, seguros y biodegradables (Varela y Alfaro, 2018).

Por lo anterior, el objetivo de la investigacion para el servicio social fue identificar bacterias
en muestras de aguay ovas de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y probar la eficiencia
antimicrobiana de extractos naturales sobre cepas patdgenas de interés halladas en el
centro de cultivo.

2. Antecedentes

Llerena (2012) argumenta que las enfermedades de la trucha son ocasionadas
principalmente por contagios directos o indirectos, frecuentemente ocasionadas por
microorganismos como bacterias, virus, protozoarios, hongos y parasitos. Dentro de las
enfermedades comunes en truchas estan: necrosis pancreatica, necrosis infecciosa
hematopoyética y septicemia hemorragica, furunculosis, enfermedad entérica de la boca
roja, ictioftiriasis, costiasis, chilodoneliasis, argulosis, entre otras.

Fuentes y Pérez (1998) realizaron un muestreo en una granja piscicola dedicada a la
explotacion de trucha arco iris (O. mykiss), ubicada en el Estado de México, en el cual hubo
un brote de septicemia hemorragica provocada por el agente etiolégico Aeromonas
hydrophila. La septicemia hemorragica, se caracteriza por ulceracién dérmica y necrosis en
los 6rganos mayores. Los animales estudiados presentaban oscurecimiento de la piel,



exoftalmia unilateral y el patrébn de comportamiento alterado, la morbilidad fue de 80% y la
mortalidad del 51.2%.

Por otra parte, Constantino et al. (1997) realizaron un estudio donde encontraron un brote
de infeccion por A. hydrophila acompafiada de una infestacién masiva por Ichthyophthirius
multifiliis en trucha arco iris (O. mykiss) y tilapia (O. aureus) en una granja de acopio del
estado de Morelos, México. En el estudio, concluyeron la relevancia de la interaccion de los
patdégenos, asi como la posible inconveniencia del mantenimiento estrecho de diferentes
especies sin las medidas adecuadas de manejo.

La mayoria de los cambios que la civilizaciéon humana induce o provoca de modo directo
sobre los ecosistemas acuaticos han ocurrido en la escala de apenas décadas, siglos o
milenios. A partir del siglo XX el desarrollo tecnolégico agropecuario e industrial, el
formidable incremento de tamafo de los asentamientos humanos, la enorme cuantia en los
desechos que estos generan y el desdén y abuso con el que se han utilizado arroyos, rios,
cenotes, lagos y estuarios como fuentes de agua, proveedores de agua o como simples
drenajes, han causado dafios severos en plazos de apenas decenios o afios (INE-
SEMARNAT, 2007).

El aumento descontrolado de la actividad humana se ha convertido en el principal factor de
cambio en los ecosistemas, ocasionando problemas ambientales sin precedentes en el
planeta. Factores como el crecimiento en la poblacion humana, el aumento en la actividad
econdmica, el consumo de bienes y servicios per capita, asi como la necesidad de nueva
infraestructura para el desarrollo humano han sido catalizadores directos para la
degradacién de las areas naturales (CONABIO, 2009).

El agua, ademas de ser un recurso imprescindible para la supervivencia del ser humano y
el desarrollo de todas las formas de vida, es ampliamente utilizada en las actividades diarias
(Gutierrez et al., 2014). La calidad del agua incluye todos los variables fisicos, quimicos y
biol6gicos que influyen en la produccion de peces y otros organismos acuaticos y el objetivo
mantener las condiciones adecuadas del medio (Meyer, 2004). Por otro lado, los tensores
antropicos definen variaciones drasticas en las condiciones fisicoquimicas y biol6gicas
dentro de los cuerpos hidricos (Custodio y Pantoja, 2012).

Los cuerpos de agua naturales siempre han sido utilizados como una via para llevar las
excretas humanas. Ademas de la contaminacion, que reduce la calidad del agua para la
biodiversidad de los ecosistemas acuaticos, la extraccion para uso humano ocurre la mayor
parte de las veces a tasas por encima de la recarga natural, lo que reduce la superficie y el
volumen del cuerpo de agua (Challenger et al., 2009).

Un aspecto relevante para el cultivo de truchas es el agua, pues es el medio donde los
peces se desarrollarén, asi que conocer y mantener la temperatura, oxigeno, turbidez, pH
y amonio es de suma importancia para el éxito de produccién (Hernandez y Aquino-
Martinez, 2008). En relacion con la calidad, es importante tener disponible una fuente de
agua limpia, libre de contaminacién y con poco sedimento. La temperatura del agua es
importante porque regula el crecimiento de los peces, ya que estos no tienen capacidad
propia para regular su temperatura corporal. Otro parametro que es afectado por la



temperatura es el oxigeno disuelto en el agua, pues a temperaturas altas, el oxigeno
disuelto es menor que a temperaturas bajas (FAO, 2014).

Salgado et al. (2010) evaluaron la frecuencia de aislamientos bacterianos en la trucha arco
iris de cultivo (O. mykiss) de México. Se incluyeron en el estudio 65 fincas distribuidas en
siete estados de México. En total, se recuperaron 371 aislados bacterianos de peces
muestreados. Identificaron aislados de los géneros Aeromonas, Edwardsiella,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Plesiomonas, Pseudomonas y Yersinia. Aeromonas
fue el género de bacterias més frecuentemente aislado. Los resultados mostraron presencia
de bacterias que son patdgenos potenciales tanto de la trucha arco iris como de los
humanos.

El efecto terapéutico y profilactico de por lo menos 40 productos vegetales en especies
acuaticas, tanto de consumo como de ornato, esta aprobado y validado con los estudios
experimentales hechos por investigadores en varios paises y existen aproximadamente
otros 30 cuyo potencial terapéutico para la acuicultura esta en vias de prueba. La mayor
parte de las plantas son comunes a los paises tropicales y subtropicales y actualmente ya
existen marcas registradas que estan comercializando productos para el control de
enfermedades infecciosas o invasivas en peces y camarones, tanto en Japon como en
México (Prieto et al., 2005).

Smaldone et al. (2014) evaluaron la presencia de residuos y resistencia antimicrobiana en
especies de bacterias aisladas de diferentes peces y productos pesqueros de agua de mar
capturados en el medio silvestre. Detectaron tres sustancias antibiéticas (oxitetraciclina,
sulfametoxazol y trimetoprima) en Octopus vulgaris, Sepia officinalis y Thais hemematoso.
Todas las cepas de Vibrio aisladas de peces fueron resistentes a vancomicina y penicilina.
En Vibrio anginolyticus aislado de Octopus vulgaris se observo resistencia contra nueve
antibioticos.

Por otra parte, en un articulo realizado por Citarasu (2010) afirma que los productos
biolégicos a base de hierbas son una alternativa en las actividades de acuicultura ya que
tienen como caracteristicas aumentar la capacidad de crecimiento y mejorar el sistema
inmunolégico, actian como estimuladores del apetito, aumentan el consumo, inducen la
maduracion, tienen capacidad antimicrobiana y también caracteristicas antiestrés que
seran de gran utilidad en el cultivo de camarones y otros peces de aleta sin ningun problema
ambiental o peligroso.

(Bulfon, Volpatti y Galeotti, 2014) examinaron quince extractos etandlicos comerciales de
plantas medicinales in vitro para determinar su actividad antibacteriana frente a Listonella
anguillarum (serotipos O1 y O2), Yersinia ruckeri, Photobacterium damselae sub. Piscicida
y Lactococcus garvieae. El potencial antimicrobiano se evalué mediante el ensayo de
difusion de disco, luego se establecié la concentracion inhibitoria minima (CIM) y la
concentracion bactericida minima (CBM) mediante el método de microdilucion en caldo. Se
detectaron diferencias significativas en el potencial antimicrobiano de los extractos de
plantas, segun la fuente herbal y la cepa bacteriana.



(Abutbul etal., 2004) utilizaron Rosmarinus officinalis como tratamiento contra
Streptococcus iniae en Oreochromis sp. Se utilizaron dieciséis fracciones del extracto de R.
officinalis por varios solventes y se probaron in vitro frente a S. iniae mediante un ensayo
de difusion de disco. Todos los extractos fueron efectivos para inhibir el crecimiento
bacteriano. También se encontré que R. officinalis tiene un efecto bacteriostatico en un
ensayo de dilucién en caldo, ya que el crecimiento bacteriano inhibido se recuperd después
de 48 h.

La acuacultura es una de las actividades que ha tenido un auge en los ultimos afios, debido
a que la crianza de peces ha ayudado a diversas culturas a mitigar la pobreza, la falta de
empleos y la desnutricién. Sin embargo, la crianza de animales en cautiverio no es sencilla,
se deben de afrontar riesgos y problemas relacionados con esta actividad. Uno de estos
problemas es la calidad del agua debido a que la mayoria de los peces de crianza necesitan
condiciones especificas para llevar a cabo sus funciones metabdlicas con normalidad. Otro
problema al que se enfrentan los productores son las enfermedades, ya que los peces en
cautiverio suelen ser mas propensos a ellas cuando estan en cautiverio debido al estrés
gue representa la manipulacion, los espacios reducidos, la calidad del agua o la
competencia. Las enfermedades en peces pueden ser propiciadas por diversos tipos de
organismos ya sea virus, hongos, parasitos o bacterias. Para reducir el impacto de las
enfermedades se recurre a la terapia utilizando medicamentos, siendo los antibiéticos los
mas utilizados en las ultimas décadas. No obstante, el uso desmedido e indiscriminado de
antibidticos ha llegado a ser un problema aln mayor, pues se ha demostrado que varios
microorganismos generan resistencia a estos, siendo cada vez mas necesario incrementar
las dosis o recurrir a nuevos medicamentos que ponen en riesgo al ecosistema. Esto nos
da hincapié de la problemética actual relacionada con el uso indiscriminado de antibioticos
como parte del tratamiento de enfermedades y el interés de proponer alternativas que
ayuden a disminuir estos riesgos. El uso de extractos naturales ha demostrado ser una
alternativa para el tratamiento de enfermedades relacionadas a infecciones de
microorganismos, sin embargo, los estudios en ova de trucha arco iris (O. mykiss) son
limitados. El presente estudio tuvo como objetivo central dar a conocer las bacterias
presentes en el agua y ovas de O. mykiss y evaluar la capacidad antimicrobiana de
extractos de Allium sativum sobre las cepas.

3. Marco teoérico

3.1. Importancia de la truticultura

La acuacultura es una actividad que en los ultimos afios ha cobrado importancia. El cultivo
de trucha arcoiris se ha venido desarrollando de manera importante desde la década de
1950 especialmente en Europa. La cria de truchas constituye un importante renglén de la
actividad piscicola del pais debido a que es una actividad considerada como rentable, sin
embargo, ésta es afectada por diferentes enfermedades en los cultivos y en algunos casos
por la falta de una buena calidad y volumen de agua. La actividad truticola se realiza
principalmente en zonas con climas de templado a frio y en sitios con altitud superior a los



1200 m sobre el nivel del mar (Rosado Puccini y Erazo Keller, 2010; Instituto Nacional de
Pesca, 2018).

3.2. Enfermedades

Las enfermedades de los organismos acuaticos tienen diferentes origenes, enfermedades
de naturaleza infecciosa: son aquellas provocadas por patégenos, tales como virus,
bacterias, hongos y paréasitos (Hernandez y Aquino-Martinez, 2008). Las enfermedades de
las truchas son ocasionadas principalmente por contagios directos o indirectos. Estan las
provocadas por virus: septicemia hemorragica viral, necrosis pancreatica infecciosa o
necrosis hematopoyética infecciosa; causadas por hongos: ictiofoniasis, saprolegniasis o
branquiomicosis y enfermedades causadas por parasitos como: costiasis, trichodina,
enfermedad del punto blanco, enfermedad del torneo, girodactilosis, entre otras (Ghezzi
Solis et al., 2014).

Mientras que las enfermedades de naturaleza no infecciosa son las causadas por las
condiciones del ambiente, tales como: contaminacion por plaguicidas, metales pesados,
detergentes, entre otros, y las causadas por condiciones extremas del ambiente como:
temperatura, oxigeno, pH, salinidad, dureza, niveles altos de compuestos toxicos como
amonio, dioxido de carbono, entre otros.

Enfermedades de naturaleza nutricional son causadas por desbalances en la composicion
de los alimentos (vitaminas, proteinas, entre otros) o por sustancias téxicas presentes en el
alimento tales como: aflatoxinas, venenos, plaguicidas, metales pesados, ingestion o
exposicion a los toxicos, y enfermedades de naturaleza hereditaria: provocadas por un
manejo genético inadecuado de los reproductores, asi como por deficiencias en los
procesos biotecnoldgicos (Jiménez, 2006).

Las enfermedades infecciosas y ambientales suelen originarse y ser un factor silencioso de
perturbacion y pérdidas en las granjas truticolas y pueden llegar a ser un problema cuando
no se da un buen manejo en el cultivo de la trucha (Hernandez y Aquino-Martinez, 2008).

El pez enfermo puede reconocerse por su comportamiento y por las alteraciones
morfolégicas externas o internas como natacién lenta, errética, con balanceo lateral del
cuerpo y con ascenso a la superficie, nado independiente del movimiento de cardumen de
peces sanos, el pez enfermo se frota contra el fondo y paredes del estanque, deja de comer,
boque en la superficie del estanque, muestra ojos salientes, hundidos y blancos y presenta
alteraciones externas alrededor de la piel, branquias y aletas (Ghezzi Solis et al., 2014).

3.2.1. Enfermedades bacterianas en truchas

Las enfermedades bacterianas son las que mas mortalidades generan en los cultivos de
peces y en la truticultura no es la excepcion (Pridgeon y Klesius, 2012). Las bacterias son
organismos microscopicos que atacan a los peces cuando estos se encuentran bajo
condiciones de estrés y las enfermedades que producen generan importantes pérdidas



econémicas en los sistemas productivos acuicolas (Mattiello, 2008). Las lesiones
generalmente son provocadas por bacilos Gram negativos, Gram positivos o por acido
alcohol resistentes y éstas pueden ocurrir en érganos internos, masculos, piel, branquias o
aletas (Jimenez, 1992).

Furunculosis: la bacteria causante de esta enfermedad es Aeromonas salmonicida, siendo
el periodo de incubacion para casos agudos de dos o cuatro dias. La furunculosis se puede
manifestar clinicamente en muchos grados. La forma aguda se parece bastante a la fibrosis,
con pequefias hemorragias en todas las visceras. Las crénicas desarrollan los tipicos
forinculos. Los peces enfermos presentan ampollas en su piel, aislamiento del grupo,
pérdida de apetito, inflacién del intestino y pequefias hemorragias en el higado (Hernandez
y Aquino-Martinez, 2008; Ghezzi Solis et al., 2014).

Enfermedad columnar: causada por Flexibacter columnaris, se han detectado cepas de
alta y baja virulencia, la forma muy virulenta ataca el tejido branquial y la menos virulenta
causa generalmente infecciones cutaneas. El primer signo de la enfermedad suele ser la
aparicion de placas en la zona de aleta dorsal, estas lesiones aumentan de tamafio
exponiendo el tejido muscular. Son notables en las regiones de boca y cabeza, tornandose
a amarillas y adquiriendo forma de crater (Hernandez y Aquino-Martinez, 2008).

Sindrome del alevin de la trucha-Enfermedad del agua fria de los salmdénidos: Es
causada por Flavobacterium psychrophilum. Los sintomas varian dependiendo el tamafio
de los peces, en ocasiones cursa sin presentar sintomas. Externamente puede provocar
graves lesiones en piel, aletas y branquias. Internamente puede provocar hipertrofia el
bazo, anemia hepética y en algunos casos septicemias generalizadas (Arregui, 2013).

Enfermedad entérica de la boca roja (EBR): el agente causal de esta enfermedad es la
bacteria Yersinia ruckeri, que se transmite de un pez a otro por contacto y a través del agua.
Los peces afectados presentan oscurecimiento de la piel, letargo y dejan de comer,
presentan exoftalmia, pequefias hemorragias e inflamaciéon en la boca, también suelen
presentarse pequefias hemorragias en el vientre y en la base de las aletas. En alevines
puede provocar mortalidades sin sintomas (Hernandez y Aquino-Martinez, 2008).

Vibriosis: Es provocada por la bacteria Vibrio angillarum. Los brotes suelen ser agudos y
generar grandes mortalidades si no se tratan a tiempo. Presentan sintomas como
septicemia generalizada, con congestidn y necrosis hepatica y renal, peritonitis hemorragica
y exoftalmia (Arregui, 2013)

Lactococosis: causado por la bacteria Lactococcus garvieae. Afecta a los peces en todas
las edades, pero sobre todo en ejemplares grandes. Causa sintomas como oscurecimiento
de la piel, hemorragias en aletas, panoftalmitis, septicemia generalizada, encefalitis,
pericarditis y hemorragias extensas en higado (Arregui, 2013).

Enfermedad bacteriana del rifion (BKD): el patégeno causante de esta enfermedad es
Renibacterium salmoninarum. Es una enfermedad crénica que genera mortalidad de los
peces al final de su ciclo reproductivo. Los peces presentan exoftalmia, oscurecimiento y
granulomas grises o blanquecinos en el tejido reticuloendotelial (Arregui, 2013).



3.3. Tratamientos para el control de patdbgenos en acuaculturay alternativas

La implementacion de medidas sanitarias y profilacticas en acuicultura, especialmente en
la piscicultura, tienen un papel en la prevencion y control de las enfermedades, impidiendo
que agentes patdgenos ataquen ovas, larvas y peces sanos (Torres y Fajardo, 2011).

Hasta la década de los 90s, la situacion de la acuicultura fue el uso generalizado de
farmacos para la prevencion y tratamiento de las patologias habituales en los centros de
cultivo, sin un control riguroso y bajo la responsabilidad exclusiva de técnicos o de los
veterinarios que trabajaban con los fabricantes de estos medicamentos (Martinez y
Fontanillas, 2017).

La vacunacion o la administracién de sueros hiperinmunes se ha utilizado generalmente
para prevenir las infecciones, pero en ocasiones es necesario actuar cuando los animales
presentan la enfermedad y, o bien no existen vacunas, o estas no resultan eficaces una vez
instaurada la enfermedad, por lo que, debe recurrirse al uso de farmacos antimicrobianos
como tratamiento (Ruiz-Zarzuela et al., 2002).

Los antibiéticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar infecciones bacterianas,
son de las herramientas mas importantes que estan disponibles para la medicina y la salud
publica (OPS-OMS, 2015; OMS, 2018). El uso indiscriminado de antibidticos y agentes
quimioterapéuticos sintéticos ha propiciado el desarrollo de patégenos resistentes y dafios
considerables al medio ambiente. Esta situacidon aunada a la necesidad creciente de
métodos de control de enfermedades en la acuicultura han dirigido a productores e
investigadores a buscar formas alternativas de terapia mas rentables econémicamente y
compatibles ambientalmente (Prieto, 2002).

Una alternativa es el empleo de extractos naturales, los cuales se definen como preparados
concentrados, de consistencia soélida, liquida o intermedia que se obtienen al evaporar
parcial o totalmente los liquidos extractivos de origen vegetal (Carrion-Jara y Garcia-
GOmez, 2010). El conocimiento alcanzado ha permitido comenzar su utilizacioén, la que se
consolida progresivamente en la presente década (Prieto, 2002). El uso de plantas
medicinales en animales acuaticos va en crecimiento y no son pocos paises y especialistas
que han incursionado en el tema. No obstante, no existe un programa coherente para la
universalizacion y estandarizacion de esta forma de terapia, aspecto que deberia ser
concientizado por los investigadores y clinicos (Prieto etal., 2005). Por lo que, es
indispensable que para su aplicacién una vez detectadas las bacterias con tendencia
patégena mas prevalentes en centros de produccion, evaluar la capacidad de inhibicion de
las sustancias naturales que se quieren implementar para su control natural sin
repercusiones al ambiente y efectos favorables en la salud de los organismos acuaticos.

4. Objetivos
Identificar bacterias en muestras de agua y ovas durante el desarrollo embrionario de trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss).



Evaluar la capacidad antimicrobiana de extractos naturales sobre cepas bacterianas
patdgenas identificadas en las muestras del centro acuicola.

5. Metodologia

5.1. Area de estudio

El estudio se realiz6 con muestras de agua y ovas del area de incubacion de ovas de trucha
arco iris obtenidas del Centro Acuicola “El Zarco”, municipio de Ocoyoacac, Estado de
México. Se ubica en las coordenadas geograficas 19°17°43.103” N y 99° 21’ 14.181” O.
Centro Nacional de Referencia, Cultivo y Produccion de trucha arco iris.

Figura 1. Ubicacién del sitio de muestreo, Centro Acuicola “El Zarco”. Fuente: (GoogleMaps, 2019).

5.2. Muestreo

Se recolectaron muestras de agua y ovas de trucha arco iris del Centro Acuicola “El Zarco”.
Las muestras de agua se tomaron en frascos estériles de 500 mL, previamente etiquetados,
siendo seis muestras de agua de diferentes areas: Incubadora Entrada (Inc. Ent),
Incubadora Salida (I. S.), Estanque de Adultos (Est. Ad.), Entrada de Adultos (Ent. A.),
Estanque de Juveniles (Est. Juv.) y Alevines, los cuales fueron resguardados a temperatura
de 4 °C hasta su andlisis.

Las ovas fueron recolectadas de dos incubadoras: Incubadora A (Inc. A) e Incubadora B
(Inc. B), puestas en Cajas Petri estériles y resguardadas para su posterior andlisis en el
Laboratorio de Genética, Reproduccion y Sanidad Acuicola de la UAM-X.



5.3. Cultivo microbioldgico

Se realizaron diluciones decimales para el aislamiento y conteo de UFC’s. En cajas petri
con medio TCBS (agar tiosulfato citrato bilis sacarosa) se agregaron 200 L de cada una
de las diluciones y se extendieron en todo el medio con rastrillo de vidrio. El proceso se
repitié con los medios BHI (Caldo Infusion Cerebro Coraz6n) y TSB. Las cajas se incubaron
a 32 °C por 24 h. Posterior a la incubacion se hizo una identificacion morfologica para
posteriormente realizar resiembras y purificaciones de bacterias.

5.3.1. Tincion, observacion al microscopio y caracterizacion

Se realiz6 la tinciébn de Gram de acuerdo con Lopez Jacome et al. (2013). Los frotis se
examinaron bajo microscopia de campo claro. Se observaron varios campos hasta
encontrar aquél donde las células estaban adecuadamente separadas, para permitir la
visualizacién de la morfologia, arreglo de las células, presencia de endosporas y la reaccion
de la tincion de Gram.

Se utiliz6 un microscopio marca Olympus®, con objetivo 40x se lograron identificar 4
morfologias diferentes de bacterias: Cocos Gram-, Cocos Gram+, Bacilos Gram- y Bacilos
Gram-+.

5.4. Identificacion bioquimica de aislados bacterianos

Una vez que se aislaron y purificaron las cepas bacterianas, se realizé la identificacion
bacteriana mediante el uso de pruebas bioquimicas, galerias APl 20E y 20NE de acuerdo
con las instrucciones del proveedor.

Con hisopo estéril, se tom6 muestra de la cepa pura y se disolvié en solucién salina al 0.9%
estéril, se homogeneizé y con una micropipeta se llenaron los pocillos de las pruebas API
con la suspension de bacterias. Se llenaron las cupulas de los pocillos CIT, VP, GEL con la
suspension de bacterias. Las cupulas de los pocillos ADH, LDC, ODC, URE, H2S se
cubrieron con parafina para obtener anaerobios. La tira se coloc6 en su propia camara de
incubacién, en la que los alvéolos de la camara estuvieron previamente cubiertos con agua
para proporcionar una atmosfera himeda durante la incubacién. Se incubé a 34°C durante
24 h. Después de la incubacion se anotaron los resultados. La lectura de los resultados de
llevé a cabo por la comparacién de los colores de cada pocillo con los de las tablas de
lectura y anotando el resultado como positivo o negativo (Santos-Martin, 2016).

5.5. Antibiogramas

Los antibiogramas se hicieron mediante el método de Kirby Bauer (Determinacion de la
sensibilidad de las bacterias a los antibidticos (antibiogramas) (Pedrique de Aulacio, 2002)

Se montaron tres antibiogramas diferentes, uno con extractos acuosos de ajo en 5
concentraciones diferentes, 1, 2.5, 5, 10 y 20 g en 250 mL cada uno. El segundo



antibiograma se montd utilizando extracto de ajo comercial marca “MIXIM®” a 4 diferentes
concentraciones: al 100%, 70%, 50% y 25%. En el tercer antibiograma se utilizé un
antibiético comercial (Polimixin B, marca Fluka®) del cual se afadieron 10 yL en cada
sensidisco de evaluacion.

Para montar el experimento, se tomaron tres bacterias de interés (Photobacterium
damselae, Aeromonas spp Yy Brucella spp). Se ajustaron las cargas bacterianas para
obtener una carga de 1.5 x 10" UFC mL™. Posteriormente, se inocularon 200 pL de la
bacteria, se le colocaron tres discos estériles procurando que los discos estuvieran
espaciados entre ellos y la pared de la placa de aproximadamente 15 mm y seregaron 15
uL del extracto acuoso de ajo a cada disco a las concentraciones antes mencionadas. Esto
se repitié con todas las muestras y todas las bacterias. Para el experimento del antibi6tico,
se agregaron 10 pL de Polimixin B a cada disco. Se hicieron lecturas de los halos de
inhibicién utilizando una regla milimetrada a las 24 y 48 h de montado el experimento.

6. Resultados

Se identificaron 16 especies bacterianas diferentes en las muestras de agua y ovas de
trucha arco iris entre las cuales Enterobacter cloacae y Acinetobacter bauamannii fueron
los que se identificaron en mayor parte de las muestras. Las muestras que presentaron
mayor identificacion de bacterias fueron estanque juveniles e incubadora entrada. Se
encontrd que estas bacterias son patégenas para el ser humano, pero solo algunas de ellas
son de importancia para Oncorhynchus mykiss. Cabe mencionar que en las muestras que
menos se encontraron bacterias fue en el agua de ovas (Tabla 1).

Tabla 1. Bacterias encontradas en agua y ovas de Oncorhynchus mykiss.

Numero Referencia Medio APl Cdédigo Resultado Tipo
1 Inc Ent TSB | 20E | 204040 | Acinetobacter bauamannii/calcoaceticus Pat6geno
2 Inc Ent TSB 20E | 2026123 | Posibilidad de Vibrio fluvialis/Erwinia spp Patégeno
3 Inc Ent BHI 20E | 3226173 | Posibilidad de Enterobacter cloacae Patégeno
4 Est Juv TSB | 20E | 7027533 | Posibilidad de Vibrio fluvialis/Raoultella terrigena | Patégeno
5 Est Juv TSB | 20E | 7304773 | Serratia fonticola Patégeno
6 Est Juv TSB | 20E | 7345773 | Raoultella ornithinolytica Patégeno
7 Est Juv BHI 20E | 7107133 | Enterobacter cloacae Pat6geno
8 Est Juv BHI 20E | 7107523 | Serratia liqguefaciens Patégeno
9 Est Juv BHI 20E | 6313000 | Photobacterium damselae Patégeno
10 Est Juv BHI 20E | 7007523 | Aeromonas hydrophila/caviae/sobria 1 Pat6geno
11 Est Juv BHI 20E 3000 Brucella spp/Bibersteinia trehalosi Patégeno
12 Est Ad BHI 20E | 205053 | Enterobacter amnigeus 1 Pat6geno




13 Est Ad BHI 20E | 205053 | Acinetobacter bauamannii/calcoaceticus Pat6geno
14 Est Ad BHI 20E | 2004043 | Klebsiella pneumaniae spp ozaenae Patégeno
15 Alevines BHI 20E 5043 Acinetobacter bauamannii/calcoaceticus Pat6geno
16 Alevines BHI 20E | 2227573 | Posibilidad de Erwinia spp Pat6geno
17 Alevines BHI 20E | 2225573 | Enterobacter cloacae Pat6geno
18 Alevines TSB 20E | 5327133 | Serratia liquefaciens/marcescens Pat6geno
19 Alevines BHI 20E | 6041000 | Photobacterium damselae Pat6geno
20 Inc B TCBS | 20E | 3005163 | Enterobacter cloacae Patégeno
21 Inc B TCBS | 20E | 3000000 | Pseudomonas luteola Patégeno

Como puede observarse en la tabla 2, el extracto de ajo acuoso en cualquiera de sus
concentraciones no causo inhibicién a las tres bacterias estudiadas.

Tabla 2. Inhibicién bacterias patégenas de Oncorhynchus mykiss mediante extractos acuosos de
ajo.

Lectura (mm)

Concentracion (g) 24 h 48 h 24 h 48 h 24h  48h
1 N/I N/I N/I N/I N/I N/I
2.5 N/I N/I N/I N/I N/I N/I
5 N/I N/I N/I N/I N/I N/I
10 N/I N/I N/I N/I N/I N/I
20 N/I N/I N/I N/I N/I N/I
NI: No inhibié

El extracto de ajo comercial presenté inhibicion tanto en Photobacterium damselae como
en Aeromonas spp. En ésta ultima la inhibicién fue total cuando fue tratada con extracto de
ajo en concentracion pura. También se encontré que a las 48 h de montado el experimento
el extracto de ajo comercial presentd inhibicion en Aeromonas spp. en todas sus
concentraciones a diferencia de Brucella spp. en el cual no hubo inhibicién en ninguna de
las concentraciones y en Photobacterium damselae, donde solo inhibié con el extracto puro
y no en las diluciones (Tabla 3).



Tabla 3. Inhibicion de bacterias patégenas de Oncorynchus mykiss mediante extracto de ajo
comercial

Lectura (mm)
Concentracién

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
(%)
100 5 5 Inhibicién Inhibicion N/ N/
total total
75 N/I N/I N/I 3 N/I N/I
50 N/I N/I N/I 2 N/I N/I
25 N/I N/I N/I 1 N/I N/I

Utilizado un antibiético comercial (Polimixin B) se pudo hallar que éste inhibe tanto a
Photobacterium damselae como a Brucella spp. Se determindé que Aeromonas spp ya no
es sensible a Polimixin B por la ausencia total de inhibicion (Tabla 4).

Tabla 4. Inhibicién de bacterias patdégenas de Onchorhynchus mykiss mediante antibiético comercial
(Polimixin B).

Photobacterium damselae Aeromonas spp. Brucella spp.
Lectura (mm)
Polimixin B 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
12 mm 13 mm N/I N/I 10mm | 14 mm

7. Discusién

La especie Photobacterium damselae se engloba dentro de la familia Vibrionaceae y esta
subdividida en 2 especies: damselae (PDD) y piscicida (PDP). Ambas bacterias estan muy
proximas genéticamente, pero al mismo tiempo tienen caracteristicas diferentes. PDP es el
agente causante de la fotobacteriosis en peces, mientras que PDD afecta a gran variedad
de animales marinos e incluso es un patégeno oportunista para el ser humano (Lemos
Ramos, 2018). En un estudio realizado por (Ramirez-Cando, Guerra-Guevara y Reinoso-
Molina, 2017) determinaron que P. damselae es capaz de remover hasta 80 ppm de plomo
y que pese a ser considerado patégeno en la acuacultura, no es un limitante para aplicarlo
en sistemas cerrados o batch para la recuperacion de aguas contaminadas con metales
pesados.



El género Aeromonas incluye bacterias Gram negativas que se encuentran ampliamente
distribuidas en ambientes acuaticos. Estos microorganismos afectan a una amplia variedad
de animales, incluido el hombre (Zepeda-Velazquez, 2015). Esta bacteria se adquiere
principalmente por el consumo de alimentos de origen acuético, como pescado, mariscos y
agua de bebida (Suarez y Herrera, 2011). En un estudio realizado por (Suarez vy
Herrera.,2011), encontraron que las especies de pescado que presentaron mayor presencia
de Aeromonas spp. fueron trucha y rampuche (100%), seguido por dorada (80%), bagre
(73.33%), bocachico (60%), sierra (60%) y mojarra (50%).

El género Brucella esta formado por bacterias parasitarias intracelulares facultativas, que
producen el aborto epizodtico en muchas especies domésticas de animales y una
enfermedad febril septicémica o infecciones focalizadas en el hombre (Lépez-Merino,
2006). La brucelosis es considerada la enfermedad zoonética mas importante del orbe, con
500, 000 nuevos casos en humanos al afio. En los ultimos 25 afios ha cambiado el
conocimiento en su ecologia, afectando también a diversos animales silvestres acuaticos;
por ejemplo: Oncorhynchus mykiss, Clarias gariepinus, Lithobatesc atesbeianus,
Ochrobactrum anthorpi (Cruz-Avifia, Castafieda-Roldan y Macek, 2015). En el caso de
nuestro estudio, se tendria que ver si afecta directamente a O. mykiss o fue un hallazgo
debido a la contaminacién del agua.

En estudios realizados en diferentes laboratorios del mundo se ha visto que el ajo (Allium
sativum) contiene compuestos como la alicina y la alistatina de comprobada accién
antibacteriana y ejerce una accion inhibitoria sobre géneros bacterianos tan diversos como:
Aerobacter sp., Aeromonas sp., Bacillus sp., Citrella sp., Citrobacter sp., etc (Rojas
Camacho y Villca Vega, 2011). En esta investigacion podemos ver como el extracto de ajo
inhibié el crecimiento de Aeromonas spp. y Photobacterium damselae, en cambio, en
Brucella spp. no existié inhibicién alguna.

Prieto et al. (2005) destacan que pruebas en donde se utilizd el extracto de ajo en
concentracion de 0.02-5.5 pg mL* se inhibié el crecimiento de Aeromonas hydrophila y
sirvié como bactericida a otros grupos de Aeromonas spp. (Franco, 2011). En nuestro caso,
el extracto de ajo comercial puro tuvo un efecto bactericida total en Aeromonas spp. al
inhibir por completo a la bacteria. Las concentraciones del extracto de ajo comercial también
presentaron inhibicién, pero en menor cantidad que el extracto sin dilucion.

En 82 aislamientos de Aeromonas obtenidos en tilapia destinados para consumo humano
en México, se observo resistencia a polimixin B del 86%. En nuestro caso, obtuvimos una
resistencia a este antibiotico de un 100% para Aeromonas spp. La resistencia a los agentes
antimicrobianos es una respuesta genético-evolutiva y estd mediada por la presencia de
genes, algunos de los cuales se en los plasmidos, integrones o en el genoma de la bacteria
(Vega, 2014).

De acuerdo a un articulo publicado por De la Fuente-Salcido et al. (2015), durante milenios
las plantas han sido una de las principales fuentes para la obtencion de nuevas drogas y
se ha comprobado que las infusiones herbales y los aceites esenciales ha contribuido
enormemente a preservar la salud humana. Se requiere urgentemente implementar



estrategias de investigacion y desarrollo para generar nuevos agentes antimicrobianos y
estrategias efectivas para su aplicacion.

Los resultados de diferentes estudios son dificiles de comparar, principalmente debido a los
diferentes métodos de prueba, cepas bacterianas y fuentes de muestras microbianas
utilizadas. Ademas, la composicién de los extractos de plantas del suelo, la temperatura a
la que ha sido cultivada, la variedad y el método de extraccion (Garcia-Marquez, 2018).

8. Conclusiones

Se identificaron diversas especies de bacterias, lo que nos indica un déficit en la calidad del
agua, sin embargo, aquellas que se consideraron de importancia para O. mykiss fueron
Photobacterium damselae, Aeromonas spp. y Brucella spp. Aeromonas spp. demostré ser
resistente al antibidtico comercial, sin embargo, se demostré que el extracto de ajo (A.
sativum) puede ser una buena alternativa para inhibir esta bacteria. P. damnselae es
sensible al antibidtico comercial, pero el ajo también demostré ser una buena alternativa
para inhibir esta bacteria. Brucella spp. puede ser inhibida por el antibiético comercial, pero
es resistente frente al extracto de ajo, por lo que se deben buscar otras alternativas para
tratar las enfermedades causadas por esta bacteria para asi disminuir el uso de antibiéticos.
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