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Resumen

Desde hace 15 afios la produccion acuicola en México ha logrado un crecimiento favorable, pues
los beneficios y facilidad de cultivo que representa este sector en comparacion con otros sistemas
agroalimentarios lo ha posicionado como prioritario en los planes a futuro del pais en cuanto a
seguridad alimentaria. Sin embargo, el crecimiento acelerado de este sector conlleva ciertos
riesgos. Uno de ellos es la aparicion de enfermedades zoonoticas, las cuales podrian ser
subestimadas debido a la falta de monitoreo y vigilancia.

Es por ello que el objetivo del presente trabajo fue determinar la presencia de bacterias patogenas
susceptibles o resistentes a antibioticos en un ejemplar de Oncorhynchus mykiss cultivado en un
centro piscicola de Hidalgo.

Durante los muestreos del centro piscicola se registraron valores correspondientes a indicadores
fisicoquimicos y microbiologicos del agua empleada en el cultivo de O. mykiss, lo que denotd las
condiciones que favorecieron la aparicion de enfermedad en el cultivo.

Se utilizaron medios selectivos para el aislamiento de las bacterias, y posteriormente se realizaron
técnicas como la tincién de Gram y la prueba de la catalasa para una pre-identificacion. Sin
embargo, para asegurar la identificacion taxondémica, se empled la técnica molecular MALDI-TOF,
que permiti6 identificar a nivel de especie a las cepas aisladas como Pseudomonas stutzeri.

Finalmente, mediante la aplicacion de antibiogramas se determind la susceptibilidad o resistencia
de P. stutzeri frente a los antibioticos; de acuerdo a lo propuesto en los manuales correspondientes.

De los antibidticos evaluados, las cepas fueron resistentes a cefotaxima y carbenicilina.




1. Introduccion
La acuacultura estd definida en la Ley General de Pesca y Acuacultura Sustentables (Secretaria de
Servicios Parlamentarios, 2023, México), como el “conjunto de actividades dirigidas a la
reproducciéon controlada, pre engorda y engorda de especies de la fauna y flora realizadas en
instalaciones ubicadas en aguas dulces, marinas o salobres, por medio de técnicas de cria o cultivo,
que sean susceptibles de explotacion comercial, ornamental o recreativa” (Art. 4).

Este sector es reconocido internacionalmente por su gran contribucion a la seguridad alimentaria y
se estima que la produccion mundial ha incrementado significativamente. En los ultimos siete
decenios, se ha registrado un valor de venta de hasta 265,000 millones de dolares, de acuerdo a
datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por
sus siglas en inglés) (FAO, 2022).

En el caso de México, la acuacultura es el sistema agroalimentario que presenta la mayor tasa de
crecimiento anual (TCA), de hasta 10.3%, de acuerdo con los datos recopilados de 2010 a 2020;
posicionandola por encima de la agricultura y la ganaderia, las cuales solamente han alcanzado un
TCA de 1.4% y 2.6%, respectivamente. Por ende, para el afio 2030, se espera un crecimiento a 296
toneladas de produccion, en comparacion con lo registrado en el afio 2019 de 251 toneladas (Garcia
Medel, 2022).

Asimismo, se resalta la importancia de esta actividad agroalimentaria en México al ser reconocida
como proyecto prioritario para la autosuficiencia alimentaria en el Plan Nacional de Pesca y
Acuacultura emitido por el gobierno federal a finales de 2020. Por ello, de acuerdo a datos del
Registro Nacional de Pesca y Acuacultura, aproximadamente 56,250 personas se dedican a esta
actividad en un total de 9,443 instalaciones registradas (Vazquez-Vera y Chavez-Carrefio, 2022).

De acuerdo a la Carta Nacional Acuicola, documento que realiza el Instituto Nacional de Pesca y
Acuacultura (INAPESCA), en México se han registrado 16 especies para la acuacultura comercial,
27 para la acuacultura de fomento y siete con potencial acuicola (Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural, 2022). De las cuales, por su volumen y valor de produccion destacan: el atun
aleta azul (Thunnus orientalis), el camaron blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei), el bagre
de canal (Ictalurus punctatus), la carpa (Cyprinus spp.), el ostion japonés (Crassostrea gigas), la
tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) y la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Garcia Medel,
2022).

Sin embargo, el crecimiento acelerado de la acuacultura implica ciertos riesgos; como la aparicion
de enfermedades zoonoticas. Las cuales se han generalizado como de baja incidencia, pero, algunos
autores establecen la posibilidad de que se estén subestimando debido a la falta de monitoreo y
vigilancia (Ziarati ef al., 2022).




2. Antecedentes

2.1 Trucha arcoiris

2.1.1 Generalidades

Oncorhynchus mykiss (Walbaum 1792), mejor conocida como trucha arcoiris, pertenece a la
familia Salmonidae, que se caracteriza por tener un cuerpo de forma alargada y fusiforme, el dorso
verdoso con flancos mas claros y una banda irisada en todo el cuerpo. Caracteristicamente presenta
numerosas manchas negras en el dorso, en los flancos y sobre las aletas dorsal, adiposa y caudal.
Es nativa de las cuencas que drenan al Pacifico en Norte América, y desde 1874 ha sido introducida
en las aguas de todos los continentes, excepto la Antartica, con propositos recreacionales para pesca
deportiva y para acuacultura. (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2021).

Tiene un crecimiento rapido y es tolerante a una amplia gama de ambientes y manipulaciones. El
habitat natural de O. mykiss es en rios, lagos y lagunas de aguas frias, limpias y cristalinas, donde
prefieren corrientes moderadas y fondos pedregosos. Pero, es capaz de ocupar muchos habitats
diferentes, en donde puede presentar un ciclo de vida anadromo (vive en océano, pero desova en
rios y corrientes con fondos de grava) o habitar de manera permanente en lagos. La variedad con
un ciclo anadromo es caracterizada por alcanzar rdpidamente de 7-10 kg en tres afios, mientras que
la variedad de agua dulce solamente alcanza 4.5 kg en ese mismo periodo (FAO, 2024).

Cabe mencionar que las truchas no desovan naturalmente en los sistemas de cultivo, por lo que los
juveniles deben ser obtenidos por desove artificial o por recoleccion de huevos de poblaciones
silvestres (FAO, 2024).

2.1.2 Produccion en México

En el pais, el cultivo de esta especie inici6 a finales del siglo XIX en un vivero natural del Estado
de México con fines de repoblamiento en embalses y cuerpos de agua nacionales. Actualmente, 17
Entidades han registrado su cultivo con fines comerciales: Baja California, Chihuahua, Ciudad de
México, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan,
Morelos, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala y Veracruz. Esta actividad se realiza
principalmente en zonas con climas de templado a frio y en sitios con altitud superior a 1,200
metros sobre el nivel del mar (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2021).

En el afio 2021, el sector acuicola produjo 1,083 toneladas en peso vivo de O. mykiss con un valor
aproximado de $68,181 pesos mexicanos (Comision Nacional de Acuacultura y Pesca, 2022). La
comercializacion se enfoca a mercados regionales, usualmente en corredores turisticos. Mientras
que, en las grandes ciudades, el producto tiene poca introduccion debido a que el volumen de
produccion solo alcanza para abastecer los requerimientos del mercado local (Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2021).

En México, generalmente se emplean tres diferentes sistemas de produccion: extensivo, semi-
intensivo e intensivo. Los cuales estan clasificados de acuerdo a la densidad de organismos por




metro cuadrado o cubico, tipo de alimentacion, flujo de agua, tecnologia empleada, capital a
invertir, especie acuatica a producir, entre otros (Gomez et al., 2023).

El sistema extensivo estd asociado al modelo basico de gestion, por lo que se conoce también como
“acuacultura de repoblacion”. Este sistema se realiza en embalses (presas, jagueyes, lagos y
lagunas) o en estanques rusticos de tierra. La practica de crianza, preengorda y engorda de las
especies es a expensas de la productividad natural del sitio de cultivo. La densidad de organismos
es de 3 peces/m’. El recambio de agua se da de manera natural (afluente de rio, lluvia, etc.). La
supervivencia es baja y existe una amplia competencia entre especies. No se lleva a cabo la
medicion de pardmetros fisicoquimicos del agua y no se tiene tecnologia alguna (Gomez et al.,
2023) (Ramirez et al., 2018).

El sistema semi-intensivo, también conocido como “acuacultura de subsistencia o rural” utiliza
estanques con superficies manejables, donde los suelos estdn impermeabilizados. La densidad de
organismos puede llegar a ser de 1 a 10 peces/m>. Los peces se alimentan parcialmente del alimento
natural del agua complementandose con alimento balanceado provisto por los acuicultores. Se tiene
control completo sobre el agua, realizdndose recambios de 5-20% de agua por dia, con base en la
medicion de los parametros fisicoquimicos. Se pueden tener mono o policultivos de peces (Gomez
et al., 2023) (Romero, 2020).

Dentro de este sistema frecuentemente se emplea el “sistema tradicional de agua”. El cual no
contempla tratamiento del agua posterior a su uso. Por lo que, no es posible implementar técnicas
de recirculacion de agua para disminuir el gasto hidrico generado, y a su vez, contamina cuerpos
de agua aledanos al cultivo, ya que el agua que emerge de dichos centros piscicolas tiene niveles
altos de residuos toxicos (amoniaco, amonio, nitritos, etc.) que ya no eran optimos para el cultivo
(Sanchez et al., 2023).

El sistema intensivo se dedica exclusivamente a monocultivos de especies de alto valor mercantil
para la venta en frontera y para la exportacion. Puede utilizar estanques, jaulas flotantes o canales
de corriente rapida (raceways), que permiten cultivar altas densidades de peces. Depende
totalmente del alimento comercial. Realiza hasta 3 recambios de agua por dia y diariamente se
toman los parametros fisico quimicos del agua para evitar problemas de sanidad por la densidad de
los cultivos y de sus desechos organicos (Gomez et al., 2023)

En algunos sistemas intensivos se han implementado estrategias para limpiar el agua y disminuir
el gasto hidrico. Tal como el Sistema de Recirculacion Acuicola (RAS, por sus siglas en inglés),
en el cual se utilizan sedimentadores, filtros mecanicos, filtros bioldgicos y esterilizacion UV, con
lo cual se busca reutilizar hasta un 90% total del agua. Sin embargo, presenta la desventaja de ser
un reto econémico para los productores (Sanchez et al., 2023).

2.2 Patogenos zoondticos que afectan a los peces

Una de las prioridades del sector acuicola es mantener el control de enfermedades dentro de los
centros acuicolas, ya que las infecciones en peces pueden generar brotes que resulten en un




significativo dafo econdémico debido a la alta morbilidad y muerte de las especies cultivadas,
ademas de que pueden comprometer la salud humana, tal como en el caso de las zoonosis. (Irshath
etal., 2023).

Una zoonosis se define como aquella enfermedad infecciosa que es transmitida de especies
animales a humanos. En el caso de aquellas de origen acuatico existen dos principales rutas de
transmision: 1) mediante el consumo de pescado crudo o no lo suficientemente cocido y el consumo
de agua contaminada con heces o mucosidades de pez y 2) mediante el contacto con el agente
infeccioso a través de heridas abiertas o abrasiones (Ziarati ef al., 2022).

La diversidad de especies bacterianas asociadas a organismos acuaticos es vasta, derivado del
amplio espectro de condiciones ambientales en las que viven y que les permiten estar en contacto
con patogenos. Las bacterias Gram negativas son los principales patdégenos de peces, aunque
también las especies Gram positivas han sido registradas como potenciales zoondticos (Lowry y
Smith, 2007).

A escala mundial, en el cultivo de peces del sector acuicola se han reportado con mas frecuencia
las siguientes especies bacterianas: Aderomonas salmonicida, Aeromonas hydrophila, Edwardsiella
ictaluri, Edwarsiella tarda, Yersinia ruckeri, Piscirickettsia salmonis, Flavobacterium
psychrophilum, Flavobacterium columnare, Pseudomonas anguilliseptica, Vibrio anguillarum,
Vibrio salmonicida, Vibrio carcharieae, Moritella viscsa, Tenacibaculum maritimum, Lactococcus
garvieae, Streptococcus iniae, Streptococcus parauberis, Streptococcus phocae y Mycobacterium
marinum (Irshath et al., 2023).

Sin embargo, las especies anteriormente mencionadas no son las unicas que se pueden encontrar
asociadas a los peces, pues la matriz ambiental se puede ver afectada por actividad humana; dando
como resultado la aparicion de bacterias patdgenas de procedencia humana, tales como Salmonella
sp., Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus (Flores et al., 2021).

2.3 Bacterias

2.3.1 Enfermedades bacterianas reportadas en trucha arcoiris
De acuerdo con los datos recopilados a nivel mundial por la FAO (2024), se han reportado
infecciones recurrentes generadas por Aeromonas salmonicida (furunculosis), Aeromonas
liquefaciens (enfermedad similar a la furunculosis), Vibrio anguillarum (vibriosis), Renibacterium
salmoninarum (enfermedad bacteriana del rifidn) y Myxobacterium (enfermedad bacteriana de las
agallas).

En México, de las bacterias previamente mencionadas, solamente se han reportado cepas de la
especie Renibacterium salmoninarum en la Carta Nacional Acuicola, ademas de que esté enlistada
y monitoreada en el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica (SIVE) (Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2021).




Mientras que, con base en los resultados publicados de investigaciones cientificas, se han
identificado dentro del pais las siguientes especies bacterianas en trucha arcoiris: Aeromonas
salmonicida, Aeromonas veronii, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas aeruginosa, Flavobacterium branchiophilum, Flavobacterium psychrophilum,
Yersinia ruckeri'y Lactococcus garvieae (Alcantara et al., 2022).

Alcantara et al. (2022) menciona que a pesar de que se realizan esfuerzos de la comunidad cientifica
para identificar a las bacterias patogenas de peces en la acuacultura, la difusion de esta informaciéon
no ha sido prioridad. Lo que repercute en el control y monitoreo de las enfermedades de origen
bacteriano; al no poder llevar un correcto registro que permita establecer si alguna otra especie
bacteriana es capaz de generar brotes significativos en los cultivos.

2.3.2 Mesofilos aerobios
Los microorganismos mesofilos aerobios son reconocidos como parte de los grupos indicadores
que advierten oportunamente un manejo inadecuado o contaminacidon de un alimento y/o sitio de
produccion (Sieger, 2020).

En el caso del agua, el conteo de mesofilos aerobios es ampliamente utilizado para estimar la
calidad sanitaria; de acuerdo con la NOM-127-SSA1-2021, que establece los limites permisibles
para diversos parametros fisicos, quimicos, microbiolodgicos y radioldgicos que deben cumplir el
agua para considerarse potable (Secretaria de Salud, 2022). Estos microorganismos son
heterotrofos, aerobios o anaerobios facultativos, mesofilos o cridfilos, capaces de crecer en
cualquier medio de agar nutritivo (Silva et al., 2004).

2.3.3 Enterobacteriaceae

Las especies pertenecientes a esta familia forman parte natural de la microbiota de los peces, sin
embargo, algunas cepas o serovariedades pueden causar ciertas enfermedades en humanos. Dentro
de esta familia se incluyen especies como Escherichia coli, Klebsiella sp. y Salmonella sp.; estos
bacilos Gram negativos se pueden encontrar tanto en el ambiente acuatico como en el tracto
digestivo del pez. La ruta de infeccion en humanos se da mediante heridas abiertas, al estar en
contacto con el pez o mediante rasgufios que sirven como punto de entrada para estas bacterias
(Ziarati et al., 2022).

2.3.4 Pseudomonadaceae

Los microorganismos pertenecientes al género Pseudomonas son Gram negativos caracterizados
por presentar cé¢lulas en forma de bacilo recto o ligeramente curveado, pero no helicoidales.
Moviles por uno o varios flagelos polares (dependiendo de la especie). Usualmente aerobios,
aunque en algunos casos pueden utilizar nitrato como aceptor de electrones alternativo en el
metabolismo respiratorio. Son catalasa positiva y pueden ser oxidasa negativa o positiva
dependiendo de la especie. Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza; en cuyo caso existen
especies patdgenas para humanos, animales o plantas (Brenner et al., 2005).




Dentro de la variedad de especies pertenecientes a este género también se encuentran las de tipo
patdgenas oportunistas, que son caracterizadas por el potencial de producir enfermedad solamente
cuando la resistencia del hospedador es deficiente; lo que podria ser ocasionado por inflamacion,
infecciones previas, inmunodeficiencia, altos niveles de estrés generado por el medio o incluso la
edad (Tavera, Acosta y Rodriguez, 2015).

De acuerdo con el manual Bergey's de Sistematica Bacterioldgica (Brenner ef al., 2005) y con la
actualizacion sobre el phylum aprobada por el Comité Internacional de Sistematica de Procariotas
(Oren y Garrity, 2021), esta clasificada taxondémicamente de la siguiente manera:

Phylum XIV: Pseudomonadota
Clase III: Gammaproteobacteria
Orden IX: Pseudomonadales
Familia I: Pseudomonadaceae
Género I: Pseudomonas

Especie: Pseudomonas stutzeri

Las células poseen un diametro de 0.7 - 0.8 um y una longitud de 1.4 - 2.8 um. Las colonias tienen
una textura rugosa y adherente, sin pigmento. Aunque algunas pueden presentar un color café
oscuro debido a la alta concentracion de citocromo C de las células. Usualmente crecen a 43 °C,
pero el 6ptimo de temperatura es alrededor de 35 °C. Las cepas de P. stutzeri pueden producir, bajo
ciertas condiciones, un flagelo lateral de longitud de onda corta adicional al flagelo polar que
caracteriza al género bacteriano (Brenner ef al., 2005).

2.4 Identificacion de bacterias

2.4.1 Métodos tradicionales
Los métodos tradicionales, también conocidos como métodos fenotipicos, permiten identificar
microorganismos aislados hasta nivel de género o especie, en funcion del nimero de observaciones
macroscopicas, microscopicas y de pruebas bioquimicas realizadas (Carrasco et al., 2020).

Se toma en cuenta la forma celular (tamafo, aspecto, endosporas, capsulas, flagelos, tipo de tincion,
etc.), el aspecto en los medios de cultivo sélidos (tamano, forma, borde, transparencia, brillo, color,
textura, elevacion, y consistencia), las propiedades fisioldgicas (margen de crecimiento a distintas,
temperaturas, pH y cloruro sodico, etc.), las necesidades nutricionales, asi como las propiedades
bioquimicas (prueba de la catalasa, de oxidasa, la reduccioén de nitratos, el rojo de metilo, etc.)
(Hervé, 2015) (Gobernado y Lopez, 2003).

Generalmente, el uso de medios de cultivo es el método diagndstico de eleccion, ya que permite el
aislamiento de la bacteria implicada, su identificacion, y la aplicacion del estudio de sensibilidad a




los antibioticos. Para ello, es esencial la correcta eleccion del medio de crecimiento y las
condiciones de incubacion (Bou et al., 2011).

En el presente trabajo, se utilizaron medios de cultivo selectivos y no selectivos. La diferencia
radica en que los selectivos incluyen ingredientes que inhiben el desarrollo de determinados
microorganismos y contiene sustancias que favorecen el crecimiento de otros. Mientras que los
medios no selectivos favorecen el desarrollo de la mayor parte de los microorganismos sin
satisfacer especificamente algin requerimiento nutricional (Rodriguez y Zhurbenko, 2018).

El agar cuenta estandar es un medio no selectivo utilizado para la cuantificacion de la carga
microbiana presente en muestras de aguas de consumo, aguas residuales, bebidas lacteas, entre
otros alimentos. Estd compuesta por extracto de levadura, tripteina, glucosa y agar, que permiten
el desarrollo de bacterias aerobias no exigentes. Particularmente busca determinar la cantidad de
bacterias del tipo mesoéfilas aerobias que se desarrollan entre 25° C y 40 °C (Gil, 2023).

Por otro lado, el agar para Aeromonas (Ryan) es un medio selectivo de Aeromonas hydrophyla a
partir de muestras clinicas y ambientales. El medio ademds de tener sustancias que proporcionan
los requerimientos nutricionales basicos de las bacterias deseadas, contiene sustancias indicadoras
(azul de bromotimol y azul de timol) e inhibidoras de ciertos microorganismos (sales biliares
inhibidoras de Gram positivos) (Condalab, 2022).

Cabe mencionar que el medio Aeromonas (Ryan), si bien su objetivo es aislar A. hydrophila,
caracterizada por presentar colonias verdes con un centro negro, también existe la posibilidad de
aislar otra especie bacteriana. De acuerdo al test microbiologico de la ficha técnica del agar, puede
darse el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa, las cuales reaccionan con el medio formando
colonias azul-verdes (Condalab, 2022).

2.4.2 Métodos modernos (MALDI-TOF)
Los métodos modernos, también conocidos como métodos moleculares, son una respuesta a la
necesidad de obtener la identificacion bacteriana de una forma mas rapida y precisa. Aunque

usualmente estos métodos se utilizan de manera complementaria a los tradicionales (Garcia ef al.,
2012).

Los primeros métodos de identificacion molecular se basaron en la composicion constitutiva de
los 4cidos nucleicos mas que en los productos de su expresion. Por ello, se han implementado
técnicas como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), y la
pirosecuenciacion, entre otros (Palomino y Gonzalez, 2014).

Asimismo, existen métodos basados en la protedmica, que se encarga de estudiar y caracterizar al
conjunto de proteinas expresadas por un genoma. Las técnicas mdas usadas se basan en la
electroforesis y en la espectrometria de masas (Bou et al., 2011).

La desorcion-ionizacion laser asistida por la matriz con deteccion de masas por tiempo de vuelo
(mejor conocida como MALDI-TOF, por sus siglas en inglés) es una técnica de identificacion de
microorganismos basada en la espectrometria de masas. Esta técnica se realiza mediante el analisis




de proteinas, principalmente ribosomales, que conduce a la creacion de un espectro de masas que
es especifico para cada especie (Zarate et al., 2014).

Es una herramienta 1til para el laboratorio de microbiologia, ya que permite identificar bacterias y
levaduras de manera rapida, e incluso es capaz de diferenciar a nivel de subespecie, donde los
espectros obtenidos en el analisis de proteinas se comparan con una base de datos amplia (Relloso
et al., 2015).

2.5 Resistencia a antibidticos de bacterias

La resistencia antimicrobiana se define como la capacidad de los microorganismos para resistir los
efectos de los antibidticos; es una caracteristica inherente de las bacterias o puede ser una capacidad
adquirida durante el proceso infeccioso (Giono et al., 2020).

Especificamente hablando del sistema de salud en México, es una situacion compleja, pues en los
ultimos afnos, la poblacion ha crecido hasta alcanzar los 127 millones de habitantes y, en contraste,
el gasto en salud publica pasé de una inversion del 2.8% del total del Producto Interno Bruto en
2012 a tan solo 2.6% en 2021. Estas cifras indican que el gasto publico de salud en México esta
por debajo del 6% recomendado por la Organizacion Panamericana de la Salud (Medina, 2020).

Incluso para el 2021, aunque se registré un ligero incremento de $683,221 millones de pesos
destinados a este sector, a causa de la pandemia por Covid-19, sigue considerandose como un
estancamiento de los recursos monetarios al sector salud (Saldivar, 2022). Esas cifras posicionan a
Meéxico como un pais vulnerable ante enfermedades infecciosas e infecciosas emergentes. Pues sin
una inversion significativa, disminuyen las probabilidades de atender de manera eficiente a la
poblacioén, especialmente a los grupos vulnerables.

Agravando el tema de salud, no solo en México, sino a nivel mundial, se presenta el rapido
incremento de la resistencia a antibioticos de las cepas bacterianas. Esta resistencia a antibidticos
implica que una bacteria, que en un principio era sensible al efecto de un activo antibacteriano, ya
no lo es. Dicha resistencia puede obtenerse por alguna mutacion en sus genes, o al haber adquirido
esos genes de resistencia de otra bacteria con la que estuvo en contacto en algiin medio (Székely,
2018).

La problematica de la resistencia a antibioticos estd relacionada con el uso excesivo y extendido
de éstos. No solamente en el &mbito médico, sino que, de acuerdo a Ochoa (2017), el uso de
antibioticos en seres humanos representa el 50% del consumo global de los mismos. Mientras que
el porcentaje restante comprende al uso de antibidticos en actividades agropecuarias (40%) y un
porcentaje desconocido en actividades de investigacion y desarrollo de productos higiénicos.




3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar la presencia de bacterias patdgenas resistentes a antibioticos en un ejemplar de
Oncorhynchus mykiss cultivado en un centro piscicola, empleando medios de cultivo selectivos y
espectrometria de masas, para contribuir a los reportes actuales relacionados al estado sanitario de
esta actividad en Hidalgo.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar la calidad del agua empleada en el cultivo de Oncorhynchus mykiss con base
en la toma in situ de los pardmetros fisicoquimicos pH, temperatura y oxigeno disuelto, y
el analisis microbioldgico mediante el uso de agar cuenta estandar y medios de cultivo
selectivos.

e Identificar morfologica y bioquimicamente bacterias presentes en escamas y heces de un
ejemplar de O. mykiss enfermo.

e Identificar taxondmicamente a nivel de especie las bacterias aisladas a partir de escamas de
un ejemplar de O. mykiss enfermo utilizando espectrometria de masas MALDI-TOF.

e Evaluar la susceptibilidad/resistencia a antibidticos de las bacterias identificadas del
ejemplar de O. mykiss mediante antibiogramas.




4. Materiales y método

Figura 1.
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4.1 Sitio de estudio y muestreo

El proyecto de investigacion fue realizado en un centro piscicola ubicado en el Estado de Hidalgo;
datos mas especificos no pueden ser proporcionados debido a un acuerdo verbal de
confidencialidad.

Dicho centro piscicola se dedica al monocultivo de Oncorhynchus mykiss (Figura 2), cominmente
conocida como trucha arcoiris. Cuenta con un sistema de produccion semi intensivo, con un sistema
tradicional de agua. Se alimenta de agua (Figura 3) proveniente de un lago, fluyendo de manera
vertical por los estanques destinados al mantenimiento de los ejemplares de O. mykiss. Finalmente,
el efluente desemboca en una pileta que reune toda el agua de las tres hileras de estanques y es
vertido al siguiente cuerpo de agua que se encuentra cuesta abajo.




Figura 2.

Ejemplar adulto de Oncorhynchus mykiss

Nota. Tomado de Female Rainbow Trout Oncorhynchus mykiss [Fotografia], por Anderson Mike, 2014,

Wikimedia Commons (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Female Rainbow Trout in_hand.JPG).
CCBY-SA 3.0

Se realizaron tres muestreos de agua; durante los dias 01, 15 y 29 de marzo del 2023. Todas las
muestras se colectaron alrededor de las 10:00 am del desemboque de agua de los estanques (Punto
A, Figura 3).

El muestreo se realizd de acuerdo con lo indicado en la norma mexicana NMX-AA-042-SCFI
(Secretaria de Economia, 2016a). Se emplearon frascos de vidrio de 250 mililitros previamente
esterilizados. Se sumergieron los frascos cerrados a 30 cm de profundidad y se procedio a abrirlos
hasta llenarlos a % de su capacidad para inmediatamente retirarlos del agua con la tapa nuevamente
cerrada. Se mantuvo el uso de cubre bocas y guantes estériles durante todo el procedimiento.
Finalmente, los frascos se colocaron en una hielera a 4 °C para ser transportados al laboratorio de
Genética del Centro de Investigaciones Bioldgicas para su analisis inmediato.



https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Female_Rainbow_Trout_in_hand.JPG

Figura 3.

Esquema del sistema tradicional de agua del centro piscicola.

CUERPO DE AGUA | (LAGO)
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Nota. Las flechas indican el flujo de agua. El punto A indica el sitio en donde se tomaron las muestras de
agua. Elaboracion propia

4.2 Medicion de parametros fisicoquimicos del agua

De manera complementaria y siguiendo las respectivas normas mexicanas y manual técnico del
instrumento, durante cada muestreo se tomaron in situ los pardmetros fisicoquimicos: temperatura
NMX-AA-007-SCFI-2000 (Secretaria de Comercio y Fomento Industrial, 2014), potencial de
hidrogeno NMX-AA-008-SCFI-2016 (Secretaria de Economia, 2016b), y oxigeno disuelto en agua
(HANNA Instruments, 2015).

4.3 Determinacion de la calidad microbiolédgica del agua

4.3.1 Aislamiento de bacterias: diluciones decimales seriadas
A partir de cada una de las tres muestras colectadas, se realizaron diluciones decimales seriadas
para contabilizar las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de mesofilos aerobios. Esta técnica
es una reduccion sistematica de una entidad conocida o desconocida, mediante la resuspension
sucesiva de una solucion inicial en volimenes fijos de un diluyente liquido (Blaize J., Suter E. y
Corbo C., 2022).




A seis tubos de 1.5 mL de capacidad, rotulados de 1x10™! a 1x107 se les afiadié 900 uL de solucion
salina isotdnica al 0.6%, esterilizada. Luego, se tomaron 100 pL de la muestra original colectada y
se afladieron al tubo 1x107! (primera dilucién), posteriormente se agitd en vortex para homogenizar
la muestra. A continuacion, se transfirieron 100 puL de la dilucién 1x10" al tubo 1x102, y asi
sucesivamente. El procedimiento se repitié hasta la dilucion 1x10°¢. El proceso fue realizado en
condiciones estériles (Figura 4).

Figura 4.

Dilucion en serie decimal a partir de las muestras colectadas de un centro piscicola.
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Nota. Elaboracion propia.

4.3.2 Siembra microbiologica
A partir de cada dilucion se sembraron 100 uL en cajas de Petri, con la técnica de extension en
superficie. Dicho proceso consiste en colocar el volumen de la muestra directamente sobre el agar
solidificado y, con ayuda de un asa de Drigalsky esterilizada, se extiende la muestra hasta cubrir
toda la superficie (Figura 5) (Garcia Martos, Fernandez del Barrio y Paredes Salido, 1996). Se hizo
por duplicado.

Los medios de cultivo empleados para la siembra fueron; 1) agar cuenta estandar (ACE), para
determinar la carga de mesofilos aerobios y; 2) agar citrato de Simmons (ACS) y eosina azul de
metileno (EAM), para aislar bacterias de la familia Enterobacteriaceae (Anexo I).




Posteriormente, las cajas Petri se incubaron en posicion invertida, para evitar formacion de gotas
por condensacion, a 36 °C durante 48 horas. Una vez transcurrido el periodo de incubacion se
contabilizaron las UFC, de acuerdo con lo establecido por la NOM-092-SSA1-1994 (Secretaria de
Salud, 1995).

Figura S.

Siembra microbiologica de diluciones decimales seriadas en agar para cuenta estandar y agares
selectivos.
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4.4 Procesamiento de ejemplar juvenil de Oncorhynchus mykiss

4.4.1 Obtencion del ejemplar
Durante el segundo muestreo, los operarios del centro piscicola en estudio notificaron la muerte de
ejemplares juveniles (menores a 15 meses de edad) de O. mykiss por una supuesta infeccion por
Aeromonas. Los sintomas que reportaron los encargados fueron: nado erratico, letargo, falta de
apetito, ampollas cerca del area del opérculo y a lo largo de la zona troncal de los ejemplares.

Al momento del muestreo, los estanques en donde se encontraban dichos ejemplares, ya estaban
drenados para proceder a la limpieza y desinfeccion. Los ejemplares sobrevivientes fueron
separados en estanques de menor tamafo para iniciar el protocolo de cuarentena, asi como para
administrarles un antibidtico de amplio espectro; oxitetraciclina.




Por ende, se solicitaron al encargado del centro piscicola ejemplares para realizar el andlisis en el
laboratorio y confirmar la presencia de Aeromonas. Sin embargo, solo fue proporcionado un
ejemplar juvenil, que presentaba comportamiento erratico y letargo.

Para facilitar el transporte, el personal del centro realizé el debido sacrificio del animal. De modo
que el pescado se coloco dentro de una bolsa limpia sellada y fue transportado en una hielera con
temperatura de 4 °C, para ser procesado en el laboratorio.

4.4.2 Siembra microbiologica
Se tomaron muestras a partir de las escamas (Punto A, Figura 6) y del excremento (Punto B, Figura
6). Con ayuda de hisopos estériles, previamente sumergidos en solucion salina isotonica al 0.6%,
se realizo un frotis de las escamas de la region troncal del ejemplar. Y, para la obtencion de la
muestra del excremento, se aplico presion en la zona baja troncal del organismo con direccion al
ano para colectar con los hisopos una muestra de las heces (metodologia modificada de Soto-
Calderon et al., 2023).

Ambas muestras fueron sembradas por la técnica de hisopo en agar Aeromonas (Ryan) (Anexo I).
La muestra proveniente de las escamas se sembro por triplicado y se sometio a incubacion durante
48 horas a 36 °C en condiciones aerdbicas. Mientras que, para el excremento, se sembrd por
duplicado y se sometio a incubacion en condiciones anaerdbicas a 36°C durante 48 horas. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacién, se registraron el nimero de UFC presentes, asi como las
caracteristicas coloniales, de acuerdo con lo descrito por Ramirez (2020).

Figura 6.

Ejemplar juvenil de O. mykiss proporcionado por el centro piscicola.

Nota. El punto A indica la zona de donde se tom6 la muestra de las escamas y el punto B indica la ubicacion
del ano, de donde se extrajo las heces empleadas para la siembra microbiologica. Fuente propia.




4.4.3 Tincion de Gram
Se emple6 la técnica de tincidn de Gram, que permite clasificar a las bacterias en dos grandes
grupos: Gram negativas y Gram positivas, basado en el grosor de la pared celular (Lopez-Jacome
et al., 2014).

Para ello, de las UFC crecidas en medio Aeromonas (Ryan), se tomo una pequefia empleando un
asa de siembra de punta redonda, esterilizada, y se coloco la muestra en un portaobjetos limpio
realizando un pequefio frotis para incorporar uniformemente y poder fijar la muestra con calor.

Posteriormente, se realizo el siguiente procedimiento (Casasola, 2022): 1) se afiadi6 una gota de
cristal violeta, dejandolo reposar durante un minuto, 2) se afiadié una gota de yodo-lugol, dejandolo
reposar un minuto, 3) se agrego6 una gota de alcohol-cetona al 50%, dejandolo reposar solamente
treinta segundos y, 4) se afiadio una gota de safranina, dejandola reposar un minuto. Entre todos
los pasos las muestras fueron enjuagadas con agua destilada.

Al terminar el procedimiento, se dejaron secar los portaobjetos y se observo en el microscopio
optico marca Velab (VE-B400) a un aumento de 100X, con ayuda de una gota de aceite de
inmersion, para visualizar alguno de los siguientes resultados:

e (Gram negativas: las bacterias se tifien de color rosa o rojizo.
e Gram positivas: las bacterias se tifien de color morado o azul.

4.4.4 Prueba de catalasa
A las UFC anteriores también se les realizd la prueba de catalasa (Garcia-Tinajero y Cordoba-
Ponce, 1988) para comprobar si las bacterias aisladas son aerobias al producir H,O,. Si las bacterias
presentan la enzima catalasa se desdobla el perdxido de hidrogeno en agua y en oxigeno libre.

Para realizar la prueba se tomd una pequeiia cantidad de la UFC aislada de interés, con ayuda de
un asa de siembra esterilizada de punta redonda y se coloco en un portaobjetos. Inmediatamente se
le afiadieron unas gotas de peroxido de hidrogeno al 3% y se analizaron los resultados de acuerdo
a lo siguiente:

e Prueba positiva: se observa formacion inmediata de burbujas (liberacion de oxigeno).
e Prueba negativa: no hay formacion de burbujas.

El procedimiento se realiz6 en campo estéril para evitar contaminacién del ambiente.

4.5 Aislamiento de cepas.

Con la finalidad de determinar molecularmente mediante MALDI-TOF hasta nivel de especie y
aplicar satisfactoriamente la prueba de resistencia/susceptibilidad a antibioticos, se conformo6 un
cepario a partir de las bacterias aisladas de las escamas de O. mykiss.




Para ello, se seleccionaron solamente dos UFC bien diferenciadas de las cajas de Petri sembradas
en el punto 4.4.2, y se resembraron en medio de cultivo 4deromonas (Ryan) (Ver anexo I). La
siembra microbiolodgica se realizd mediante la técnica de aislamiento por agotamiento (Figura 7)
para verificar que la UFC seleccionada proviene de una célula viable, y asi obtener cultivos
axénicos (Sanz-Cervera, 2011). Las dos cajas de Petri sembradas se incubaron invertidas a 36 °C
durante 24 horas.

Figura 7.

Técnica de aislamiento por agotamiento.

Nota. La numeracion indica la secuencia de siembra de las estrias, las cuales conforme se avanza en la
técnica, se aumenta la dispersion entre cada una de éstas para obtener una muestra axénica. Elaboracion
propia.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se utilizaron las UFC de los cultivos axénicos para el
posterior procedimiento de identificacion molecular MALDI-TOF, debido a que éstas debian ser
frescas, con un periodo de vida de 24-48 horas. Simultdneamente, se tomaron parte de las mismas
UFC aisladas para la conformacion del cepario.

Mediante la técnica de cultivo continuo (Gutiérrez et al., 2015), se tomo6 una UFC de cada cultivo
axénico con un asa de siembra de punta redonda y se inocularon en tubos Eppendorf de 1.5 mL,
que contenian 1000 pL de caldo nutritivo (Anexo I). Se agitaron los dos tubos Eppendorf en vortex
y se incubaron durante 48 horas a 36 °C. Finalmente, el cepario se mantuvo en refrigeracion a 4
°C, en espera de la aplicacion de antibiogramas.

4.6 Identificacion mediante MALDI-TOF

A partir del cultivo axénico, se prepararon las muestras como se especifica en el Manual Maldi
Biotyper 3.1 ver. 2 (Bruker, 2023) siguiendo los puntos 1-8 sobre la extraccion con etanol. En




cuatro tubos Eppendorf de 2 mL se afiadieron 300 puL de agua grado molecular y con ayuda de un
asa de siembra microbioldgica de punta redonda se transfirieron por duplicado parte de las UFC
aisladas en los cultivos axénicos. Luego, se agitaron en vortex hasta la disgregacion completa de
las colonias y se afiadieron 900 pL de etanol grado analitico. Finalmente, se cerraron y sellaron los
tubos Eppendorf con cinta Parafilm para evitar derrames.

Inmediatamente se mandaron a procesar al Laboratorio Divisional de Espectrometria de Masas, de
la UAM Iztapalapa, CDMX en un equipo MALDI Biotyper (Bruker, servidor 4.1.80 (PYTH) 102
2017-08-226 04-55-52). La identificacion a nivel de especie se realizd con base en el valor de
coincidencia.

4.7 Prueba de resistencia/susceptibilidad a antibioticos

4.7.1 Activacion de la cepa bacteriana
Del cepario, se tomaron los dos tubos guardados y se colocaron a temperatura ambiente durante
15-20 minutos para consecuentemente homogenizar las cepas en un vortex. Después, en campo
estéril, se tomd una considerable porcion de cada cepa con ayuda del asa de siembra de punta
redonda, y se sembro en tubos Eppendorf que contenian 1000 pL de caldo infusion cerebro corazon
(BHI, por sus siglas en inglés) (Anexo I). Finalmente, los tubos se agitaron en vortex y se
sometieron a incubacion aerobia durante 24 horas a 35 °C. Todo por duplicado.

4.7.2 Ajuste del patron de turbidez McFarland 0.5
Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizé el siguiente procedimiento: 1) se centrifugaron los
cuatro tubos a 14,000 revoluciones por minuto durante 15 minutos para formar un pellet, 2) en
campo estéril se destaparon los tubos para quitar el sobrenadante con ayuda de una micropipeta, 3)
se re suspendieron los pellets en 1000 pL de solucion salina isotonica al 0.4% y se agitaron en
vortex.

A continuacidn, en cuatro tubos de ensaye previamente esterilizados, se afiadieron 2000 uL de
solucion salina isotonica al 0.4% + 200 pL de las bacterias re suspendidas, y se sometieron a
agitacion en el vortex.

Finalmente, se compard la turbidez de los cuatro tubos resultantes con el estandar 0.5 de McFarland
(Becton and Dickinson, 2005), a contraluz en un fondo blanco con lineas negras, de acuerdo con
lo indicado en su ficha técnica (Figura 8).




Figura 8.

Patron de turbidez McFarland 0.5
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Nota. Para verificar que los tubos preparados coincidan con la densidad bacteriana del estandar 0.5 de
McFarland, se posicionan los tubos al mismo tiempo contra un fondo blanco con lineas negras y se compara
a simple vista la turbidez. Elaboracion propia.

4.7.3 Aplicacion de antibiogramas
Se tomaron 100 pL de la concentracion bacteriana al 0.5 de McFarland previamente preparada, y
con ayuda de un asa de vidrio Drigalski, se sembré mediante la técnica de extension en placa
(Garcia Martos, Fernandez del Barrio y Paredes Salido, 1996) en agar Miieller Hinton (Anexo I).
Posteriormente, con pinzas esterilizadas se adhirio sobre el agar el sensidisco para Gram negativo
de la marca Bio Rad ©, y se posicionaron de forma invertida para incubacion a 32 °C durante 18
horas (Figura 9) (metodologia modificada del instructivo de uso de Bio Rad).




Figura 9.
Secuencia de aplicacion de antibiogramas.

* Tubo
preparado
con cepa
aislada de
O. mukiss

Nota. El paso A indica la toma de concentracion bacteriana al 0.5 McFarland. El paso B es la siembra por
extension en placa en agar Miieller Hinton y el paso C se refiere a la colocacion del sensidisco para Gram
negativo de la marca Bio Rad ©.

Finalmente, los resultados se interpretaron con base en lo indicado en el manual CLSI: Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing Ed. 33 (2023), The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (2023) y en el instructivo de uso de Bio Rad (s.f.); tomando
como referencia el género Pseudomonas.




5. Resultados

5.1 Parametros fisicoquimicos del agua

Las cifras obtenidas en el analisis fisicoquimico del agua (Tabla 1) son similares uno de otro. La
desviacion estandar de cada pardmetro evaluado indica poca dispersion de dichos datos con
respecto al promedio calculado.

Tabla 1.

Parametros fisicoquimicos registrados in situ durante los tres muestreos realizados en el centro piscicola

en estudio.
Fecha de muestreo Temperatura (°C) pH Ox1g?;;$;uelto
01 marzo 2023 17 6.07 6.0
15 marzo 2023 17.2 6.21 6.28
29 marzo 2023 17.4 5.83 6.57
Promedio (X) 17.2 6.04 6.28
Desviacion estandar 0.2 0.19 0.29

5.2 Calidad microbiolodgica del agua y conteo de UFC

En los medios de cultivo selectivos, agar citrato de Simmons y agar eosina y azul de metileno, de
los tres muestreos realizados no se presentd crecimiento bacteriano. Sin embargo, en el agar cuenta
estandar, empleado para el conteo de mesofilos aerobios, si se obtuvieron resultados durante los
dos primeros muestreos realizados el dia 01 y 15 de dicho mes (Tabla 2).

En el caso del tercer muestreo, el centro piscicola informé que derivado de las condiciones
climaticas que se presentaron en la localidad un dia antes, los encargados realizaron un cambio
completo al agua de los estanques para poder retirar la hojarasca que habia quedado atorada tras
los fuertes vientos. Esto pudo contribuir a que el crecimiento bacteriano fuera nulo en los tres
medios de cultivo empleados.




Tabla 2.
Numero total de UFC crecidas en los medios agar cuenta estandar, agar citrato de Simmons y agar eosina
vy azul de metileno empleados para determinar la calidad microbiologica del agua de los estanques del

centro piscicola en estudio.

Numero total de UFC/100 pL de muestra
Fecha de colecta Agar cuenta Agar citrato de Agar eosina y azul
estandar Simmons de metileno
01 marzo 2023 29x10° 0 0
15 marzo 2023 25x10° 0 0
29 marzo 2023 0 0 0
Promedio 27x10° - -

5.3 Analisis microbiologico de Oncorhynchus mykiss

La siembra microbioldgica en agar Aeromonas (Ryan) realizada a partir del ejemplar de O. mykiss
dio resultados positivos, al tener crecimiento bacteriano tanto en las inoculaciones a partir de
escamas como aquellas a partir de excremento.

Tabla 3.
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) crecidas en agar Aeromonas (Ryan), a partir de muestra de

escamas y de excremento del ejemplar juvenil de O. mykiss

UFC en medio Aeromonas
Caja de Petri (Ryan)
Escamas Excremento
1 1 58
2 2 66
3 2 No aplica
Promedio 62

Para distinguir las colonias, se les asignd una clave para facilitar su identificacién en las pruebas
posteriores. A las colonias aisladas a partir de escamas de O. mykiss se les asigno el prefijo OM,
seguido de un guion y la letra A, B o C, dependiendo del nimero de la caja Petri en la que crecieron.
En el caso de las colonias con caracteristicas diferentes pero aisladas de la misma caja de Petri, se
les asignd un namero, empezando por el 1 (revisar claves asignadas en Tabla 4).




Tabla 4.

Descripcion de las caracteristicas de las UFC segun Ramirez (2020) crecidas en agar Aeromonas (Ryan),

inoculado a partir de escamas de la zona troncal del ejemplar de O. mykiss

Siembra a partir de frotis de escamas de O. mykiss

Numero de Caja

de Petri 2 3
Clave asignada OM-A OM-B OM-C1 OM-C2
. 2 mm >3 mm <1
Tamaio . >3 mm (grande) mm
(mediana) (grande) e
Forma Circular [rregular Irregular Circular
Borde Entero Ondulado Ondulado Entero
Transparencia Opaco Opaco Opaco Opaco
Brillo Sin brillo Sin brillo Brillante Sin brillo
Transparente
Transparente con centro Verde con un
Color con centro azul azul/verde pequeiio centro Verde claro con
verdoso opaco ul/v negro centro azul opaco
opaco
Textura Rugosa Rugosa Lisa Rugosa
Elevacion Convexa Convexa Plana Convexa
Consistencia Mucoide Mucoide Mucoide Mucoide




A pesar de que en los medios inoculados a partir de escamas crecieron pocas colonias bacterianas
(Tabla 3), tenian buen tamafio y se diferenciaban claramente la una de la otra. De modo que la
descripcion de las caracteristicas coloniales (Tabla 4) y las imagenes obtenidas fueron precisas
(Figura 9). Es importante destacar que todas las colonias, a excepcion de la OM-C1 (Figura 9,
inciso C), presentaban exactamente la misma caracteristica de un centro prominente de color azul
opaco. Y, de acuerdo con lo especificado en la ficha técnica del medio Aeromonas (Ryan) (Oxoid
Limited, 2007), el crecimiento de colonias color azul/gris indica que se trata de Pseudomonas sp.

Figura 9.
Colonias bacterianas crecidas en agar Aeromonas (Ryan), a partir de frotis de escamas de ejemplar de O.

mykiss.

Nota. Resultados en la caja de Petri 1 (A), en la nimero 2 (B) y en la ntimero 3 (C).

Las colonias bacterianas crecidas a partir de la muestra de excremento presentaron tamafio
pequefio, aunque el nimero de colonias fue abundante (Tabla 3). De manera general, las colonias
se asemejaban en tamafio y en presentar una tonalidad naranja/amarilla. Aunque, algunas partes
del medio de cultivo se tornaron de color negro y unas cuantas UFC presentaban un centro negro
plano. (Figura 10).




Figura 10.
Colonias bacterianas crecidas en agar Aeromonas, a partir de una muestra de excremento del ejemplar

Juvenil de O. mykiss.

Nota. Resultados en caja de Petri 1 (A) y caja de Petri 2 (B).

Para facilitar la identificacion se les asignd una clave a las colonias bacterianas aisladas del
excremento con base en los mismos criterios empleados previamente. Para referirse a que la UFC
provenia de excremento de O. mykiss se les asign6 el prefijo EX, seguido de un guion y la letra A
o B, dependiendo del nimero de caja de Petri. Y, finalmente un nimero, empezando por el 1, en el
caso de que en un mismo medio de cultivo se encontrard mas de una UFC con caracteristicas
diferentes (revisar etiquetas asignadas en Tabla 5).




Tabla 5.

Descripcion de las caracteristicas coloniales segun Ramirez (2020) crecidas en agar Aeromonas (Ryan),

inoculado a partir de excremento del ejemplar de O. mykiss

Siembra a partir de excremento de Oncorhynchus mykiss
Numero de
1 1 2 2
Caja de Petri
Clave EX-Al EX-A2 EX-B1 EX-B2
asignada
5 >3 mm >3 mm 2 mm 2 mm
Tamarno . .
(grande) (grande) (mediana) (mediana)
Forma Irregular Circular Circular Circular
Borde Ondulado Entero Entero Entero
Transparencia Opaca Opaca Opaca Opaca
Brillo Sin brillo Sin brillo Brillante Sin brillo
Naranj Naranj
Color Naranja aranja con aranja cofl Naranja
centro negro centro negro
Textura Lisa Lisa Lisa Lisa
Elevacion Plana Plana Plana Plana
Consistencia Suave Suave Mucoide Mucoide




5.3.1 Tincion de Gram y prueba de la catalasa

De acuerdo a lo observado en microscopio optico (Figura 11), tanto las UFC aisladas a partir de
escamas como aquellas aisladas a partir de excremento de O. mykiss, fueron categorizadas como
bacilos Gram negativas, por su caracteristico color rosa adquirido después de la tincion.

Figura 11.

Bacilos Gram negativo observados al microscopio a 100X.

Nota. Fotografia propia.

Tabla 6.

Resultados de la tincion de Gram y de la prueba catalasa aplicada a las UFC aisladas en medio Aeromonas

(Ryan) a partir de escamas y de excremento de un ejemplar de O. mykiss

Tincion de Gram Prueba de la catalasa
Clave Gram negattva o Morfologia Resultado
Gram positiva
OM-A - Bacilos -
OM-B - Bacilos -
OM-C1 - Bacilos -
OM-C2 - Cocobacilos -
EX-Al - Bacilos -
EX-A2 - Bacilos -
EX-B1 - Diplobacilos -
EX-B2 - Bacilos -




En la prueba de la catalasa, todas las UFC aisladas dieron resultado negativo (Tabla 6), al no
desprender burbujas que indicaran la liberacion de oxigeno. En la Figura 12 y Figura 13 se visualiza
la formacion de unas burbujas en algunas muestras. Sin embargo, al ser escasas, se consideré como
consecuencia del pipeteo y sus residuos de aire, por lo que no se considera catalasa retardada ni
resultado positivo.

Figura 12.

Resultado de la prueba de la catalasa aplicada a las bacterias aisladas a partir de escamas de O. mykiss.

Nota. Fotografia propia.

Figura 13.

Resultado de la prueba de la catalasa aplicada a las bacterias aisladas a partir de excremento de O. mykiss.

Nota. Fotografia propia.




5.4 Identificacion mediante MALDI-TOF

Las caracteristicas coloniales y la tincion de Gram coinciden con la descripcién del género
Pseudomonas. Sin embargo, el resultado negativo a la prueba de la catalasa no coincide con lo
indicado para este género. Por lo que, el analisis molecular mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF sirvié no solamente para corroborar si se aislaron cepas de Pseudomonas, sino que
también proporciono una identificacién taxondmica hasta nivel de especie.

Los resultados indican que las dos muestras aisladas a partir de escamas de O. mykiss son la misma
especie; Pseudomonas stutzeri (Tabla 7).

Tabla 7.

Resultados de identificacion de bacterias aisladas de O. mykiss mediante espectrometria de masas MALDI-

TOF.
Clave Patron concordante | Valor de puntuacion Codigo NCBI
OM-A Pseudomonas stutzeri 2.27 316
OM-A Pseudomonas stutzeri 2.31 316
OM-B Pseudomonas stutzeri 2.14 316
OM-B Pseudomonas stutzeri 2.03 316

Nota. El valor de puntuacion se basa en el nivel de confianza de la identificacion, siendo los valores 2.00-
3.00 como “alta confianza”, 1.70-1.99 “baja confianza” y 0.00-1.69 “sin identificacion posible”

5.5 Prueba de resistencia/susceptibilidad a antibidticos

Los resultados de la prueba de resistencia/susceptibilidad a antibioticos (Tabla 8) indican que la
OM-A presenta alta resistencia a dos antibioticos: cefotaxima y carbenicilina. Mientras que OM-B
presenta una alta resistencia a cefotaxima y una resistencia intermedia a la carbenicilina.

De los demads antibioticos que si son empleados en los manuales para el tratamiento de infecciones
por Pseudomonas, OM-A y OM-B fueron susceptibles a ceftriaxona, netilmicina y amikacina.




Tabla 8.

Resultados de la prueba de resistencia/susceptibilidad a antibioticos mediante la aplicacion de multidiscos

Bio Rad © para las cepas aisladas e identificadas como Pseudomonas stutzeri.

Dosis Punto de quiebre
Antibistico | M® | delazona de Diametro del halo de Resultado
en el o o s inhibicion (mm)
. difusion (mm)
disco
Sensible  Resistente | OM-A OM-A OM-B OM-B
Nirofurantoina | 55, | ypax  [g&+ | 10 8 12 8 s gitien
(NF)
Cefalotina (CF) 30 [E** [E** 6 6 6 6 No aplica
Ampicilina sk . .
(AM) 10 IE IE 6 8 8 8 No aplica
Trimetoprim-
sulfametoxazol 25 [E** [E** 6 6 6 6 No aplica
(SXT)
Cefotaxima
>]18% <14* i
(CTX) 30 >18 <14 CBA 10 8 8 Resistente
Cloranfenicol |35 | s [E** 2 12 14 10 No aplica
(CL)
Carb(‘glé‘;ﬂma 100 | >17%*x  <[3*** 12 8 16 14 Resistente
Ceftriaxona % .
< %

(CRO) 30 >18 <14 12 CBA CBA CBA Susceptible
Ne(tll\l%nTc)ma 30 >15*  <I2* | CBA CBA CBA CBA  Susceptible
Pefloxacina Sin . .

(PEF) 5 datos Sin datos | CBA CBA 18 16 No aplica
Anzi‘%ma 30 | >17* <14+ | CBA CBA CBA CBA  Susceptible
Gen(tggl)cma 10 | IE**  IE** | CBA CBA CBA CBA | Noaplica

Nota. Los parametros para considerarlas como susceptible o resistente al antibiotico se tomaron de los
manuales: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing Ed. 33 (*), The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (**) y en el instructivo de uso de Bio Rad (***). La
simbologia “IE” se refiere a que el antibiotico no es adecuado para el tratamiento sistematico de las
infecciones causadas por Pseudomonas. La abreviacion “CBA” se refiere a que no hubo crecimiento

bacteriano en el medio Miieller -Hinton.




6. Discusion

En el presente trabajo se logr6 aislar a partir de un ejemplar de Oncorhynchus mykiss bacterias
patogeno oportunistas pertenecientes a la especie Pseudomonas stutzeri, las cuales presentaron
resistencia a antibidticos. Conjuntamente se registraron datos de las variables fisicoquimicas
(temperatura, pH y oxigeno disuelto en agua), y agentes bioldgicos (presencia de mesofilos
aerobios) que determinan la calidad del agua.

De acuerdo con Olivo-Gutiérrez et al. (2018), los parametros fisicoquimicos mas importantes a
monitorear en un sistema acuicola son temperatura, oxigeno disuelto (OD), potencial de hidrogeno
(pH) y salinidad, ya que éstos afectan directamente la salud del animal y su tasa de crecimiento.

Respecto con la temperatura, el valor medio en los muestreos fue de 17.2 °C, por lo que se
consideran valores constantes en la presente investigacion (Tabla I). Por consiguiente, a través del
cotejo de los datos obtenidos con la literatura se reviso si esos valores eran Optimos para O. mykiss.

De acuerdo con lo indicado por el Instituto Nacional de Pesca (2018), el rango optimo para esta
especie va desde los 9 °C a 17 °C. Sin embargo, autores como Acosta, Devezé y Méndez (2018)
mencionan que el rango dptimo es mucho mas amplio, reportando un intervalo desde los 7 °C hasta
los 22 °C. En cualquiera de los casos, los datos registrados durante los muestreos se posicionan
dentro de los rangos propuestos en la literatura.

En cuanto a los valores obtenidos de pH, el promedio fue de 6.04 (Tabla I), lo que indica un medio
acido para los peces en cultivo. En la literatura se indica que cada especie posee intervalos
especificos y Optimos para su desarrollo (Briones-Pérez et al., 2017). No obstante, para esta
variable se encontraron rangos diferentes reportados de acuerdo con varias autoridades en materia
acuicola.

De acuerdo a lo indicado por el Instituto Nacional de Pesca (2018) cuyo publico objetivo son
acuicultores en México, se indica un intervalo 6ptimo de pH de entre 4.5 a 10. Mientras que, para
la FAO (2023), cuyo publico objetivo son los acuicultores de diferentes paises, el intervalo éptimo
es mucho mas reducido y se debe posicionar entre 6.5 y 8.5.

Claramente existe una gran diferencia entre ambos rangos propuestos por las autoridades en
materia acuicola. Sin embargo, Campos-Solano y Lewis-Brenes (2006) indican que un pH menor
a 6 debe evitarse ya que produce irritacion en las branquias y pérdida de la capacidad de absorcion
de oxigeno. Asimismo, de acuerdo a Kubitza (2017), los estanques que presentan un pH extremo,
ya sea alcalino o acido, producen depresion de la actividad alimentaria, reduce el crecimiento, y
deprime el sistema inmune de los ejemplares cultivados.

En el caso del oxigeno disuelto (OD) en agua, los valores fueron constantes durante los muestreos;
manteniéndose un intervalo de 6.0 a 6.57 mg/L (Tabla I). De acuerdo con el Instituto Nacional de
Pesca (2018) el OD minimo debe ser de 5 mg/L. Sin embargo, otros autores como Sierra-Goémez y
Molina (2019) indican que especificamente O. mykiss es una especie que posee muchas ventajas
como resistencia a la manipulacidn, tolerancia a diversos ambientes y rapido crecimiento, pero
tiene un aspecto dificil de controlar; presenta un alto requerimiento de oxigeno, con un rango




optimo de 8-10 mg/L. Lo que concuerda con lo propuesto por Mohan et al. (2021), quien menciona
que, si los niveles de OD no son los adecuados, los peces son mas propensos a enfermedades e
infecciones, son menos eficientes para asimilar el alimento, y experimentan un crecimiento
estancado.

En cuanto al analisis microbioldgico, se obtuvo crecimiento de un solo grupo de interés, el de las
bacterias mesofilas aerobias, cuyas caracteristicas les permiten habitar en condiciones similares
(pH, temperatura, nutrientes, etc.) a los de otros agentes patdgenos, pero son mas economicas y
faciles de detectar (Valenzuela-Armenta et al., 2018), lo que las convierte en excelentes
indicadores.

En México, es particularmente dificil estimar o calificar como “buena” o “mala” la calidad
microbioldgica del agua empleada en el mantenimiento de los estanques de los peces, debido a la
falta de Normas Oficiales Mexicanas que sean especificas en cuanto a los limites permisibles;
observacion que también ha sido mencionada en el trabajo de Valenzuela-Armenta et al. (2018).

De parte de autoridades competentes en el sector, solamente se ha publicado un borrador del
manual de buenas practicas acuicolas durante la produccidon primaria de peces emitido por el
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (2019), donde se establece
que, el limite permisible en 100 mL de agua, debe ser “ausente” o “no detectables” para organismos
coliformes totales, E.coli, coliformes fecales u organismos termotolerantes; de acuerdo con la
NOM-127-SSA1-1994 que establece los limites permisibles de calidad y tratamientos para el agua
de uso y consumo humano. Lo que indica que solamente se estd tomando en cuenta la calidad que
debe tener el agua para poder ser empleada en el centro piscicola, sin embargo, no existen datos
oficiales que indiquen la calidad microbioldgica ideal del agua de los estanques cuando ya ha
entrado en contacto con los peces y que se utiliza durante el proceso de su cultivo.

Derivado de dicha situacion, autores como Serrano-Heredia et al. (2023) y Valenzuela-Armenta et
al. (2018), han enfocado sus trabajos en comparar el conteo de UFC/mL de mesoéfilas aerobias
entre muestras tomadas al inicio y al final del sistema de agua. En donde se menciona que el agua
de salida del sistema, contiene mas bacterias mesoéfilas debido a que ya estuvo en contacto directo
con los peces y sus desechos.

Por ende, para tener un mejor panorama de la carga de bacterias mesofilas aerobias del centro
piscicola en estudio, se compararon los datos registrados en la presente investigacion con los
registrados por Valenzuela-Armenta et al. (2018) referentes al agua de salida del sistema. Y, se
encontro que los valores registrados en el presente estudio, son considerablemente mayores en
comparacion con lo registrado por dicho autor. La cifra mas alta que registré Valenzuela-Armenta
et al. (2018) fue de 1901 UFC/100uL, mientras que la mas alta registrada en el presente estudio es
de 29 x 10° UFC/100uL.

Por otro lado, en cuanto al analisis microbioldgico del ejemplar de O. mykiss, se observo que las
caracteristicas coloniales de las UFC registradas a partir de excremento (Tabla 5), no coinciden
con lo descrito para las especies enlistadas en el control de calidad del medio Aeromonas (Ryan)
(Oxoid Limited, 2007). Derivado de esto, es importante resaltar que, aunque es un medio selectivo




para Aeromonas, la ficha técnica indica que también pueden crecer Pseudomonas spp.,
Plesiomonas spp. y otras Enterobacteriaceae comunes.

En algunas partes del medio de cultivo se observo ennegrecimiento, asi como un cambio en la
coloracion general, de verde a verde-amarilloso. Ese sutil cambio de coloracién se aprecia mejor
si se compara el medio Aeromonas que no sufridé cambios con la inoculaciéon de escamas de O.
mykiss (Figura 9) con el medio Aeromonas donde se inocul6 excremento (Figura 10). Dicho efecto
se considera importante en cuanto a que las sustancias que son utilizadas en la preparacion del
medio de cultivo, asi como las propiedades fisicoquimicas de los azlicares, las proteinas, y los
indicadores, revelan el comportamiento de las bacterias aisladas (Caycedo-Lozano, Corrales-
Ramirez y Trujillo-Sudrez, 2021).

La aparicion de una tonalidad negra ha sido contemplada en otros medios de cultivo, a razon de los
diferentes componentes del medio. Tal es el caso del agar sulfito bismuto (Condalab, 2019), el agar
Hierro Kligler (Laboratorios Britania, 2021), y del agar xilosa-lisina-desoxicolato (Valtek
Diagnostics, 2021), en donde la presencia de un precipitado negro indica la produccion de 4cido
sulfhidrico (H2S).

Las bacterias que producen H>S obtienen su energia reduciendo diferentes compuestos que poseen
azufre en su molécula, incluyendo compuestos organicos e inorganicos con azufre oxidado
(Instituto Valenciano de Microbiologia, 2018). En el caso del agar Aeromonas (Ryan), el tiosulfato
de sodio proporciona el azufre y el citrato férrico de amonio es el indicador de la produccion de
H>S, que se ve a simple vista con la aparicion de un precipitado negro. Adicionalmente, el medio
posee otros dos indicadores, azul de bromotimol y azul de timol, que cambian su color a amarillo
cuando se detecta la presencia del 4cido sulthidrico; lo que permite explicar el cambio general en
tonalidad del medio de cultivo (Condalab, 2022).

Una identificacion més especifica de las colonias crecidas en el medio resulta dificil sin un analisis
molecular, pues en las fuentes de informacion se indica que las bacterias productoras de H>S
comprenden un grupo bastante amplio y heterogéneo. Sin embargo, aquellas denominadas como
bacterias reductoras de sulfato son las que poseen caracteristicas mas similares en cuanto a lo
obtenido en laboratorio (Instituto Valenciano de Microbiologia, 2018).

Las bacterias reductoras de sulfato son un grupo anaerdbico diverso que esta ampliamente
distribuido en la naturaleza, por su gran adaptabilidad a diferentes temperaturas, encontrandose en
entornos acuaticos y en terrestres. Abarca alrededor de 40 géneros, principalmente de la subclase
y phylum Proteobacteria y tres Gram positivos esporulantes del grupo Bacillus-Clostridium del
phylum Bacillota y varios géneros bacterianos termofilos Gram negativos (Kushkevych et al.,
2021).

Respecto a los resultados obtenidos del aislamiento de bacterias a partir de las escamas de O.
mykiss, se destaca el aislamiento de microorganismos pertenecientes a la especie Pseudomonas
stutzeri. Con esto se destaca la importancia del continuo monitoreo de patdogenos en los centros
piscicolas, ya que esta cepa bacteriana no habia sido reportada anteriormente por autoridades
mexicanas (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2022).




La especie P. stutzeri ha sido poco estudiada respecto a su grado y alcance de patogenicidad pues,
aunque cuentan con amplia distribucion ambiental -principalmente habita en suelo y agua- estan
involucradas en procesos de nitrificacion, desnitrificacion y degradaciéon de contaminantes
ambientales (Diep et al., 2009).

Su papel como patdgeno oportunista en humanos toma relevancia a partir de su aislamiento en una
muestra de fluido espinal humano. Subsiguientemente fue reportada como causante de
osteomielitis, artritis, endocarditis, meningitis, neumonia, infecciones de piel, de ojos, y de vias
urinarias (Park et al., 2013).

Sin embargo, se ha reportado que P. stutzeri tiene un grado relativamente bajo de virulencia, y que
los pacientes infectados por esta bacteria tenian uno o mas de los siguientes factores de riesgo
predisponentes: enfermedad subyacente, cirugia previa, traumatismo o infeccién cutdnea previos
y/o inmunodepresion (Lalucat ef al., 2006).

De su aislamiento en organismos acuaticos, se ha reportado en peces como la tilapia, pez azul,
carpa, pez dorado y bagre, en estudios orientados a la caracterizacion de la microbiota bacteriana
(Gonzalez-Diaz et al., 2020) y estudios enfocados a patogenicidad en peces de ornato (Emam,
Haridy y Hossam, 2022).

Dichos estudios sobre P. stutzeri han proporcionado informacion relevante para el sector acuicola
de comercio; ya que P. stutzeri en caso de ser aislada a partir de la matriz ambiental agua, se puede
encontrar tanto en temporadas secas como en las humedas (Gonzalez-Diaz et al., 2020). En el caso
de tilapias y bagres, ya se han reportado brotes de esta bacteria en Egipto; en cuyo caso le permitio
ser clasificada como patdgeno oportunista que, cuando infecta a los peces, provoca sintomas como
alteraciones en las escamas, hemorragias y congestion hepatica (Emam, Haridy y Ahmed, 2022).

En cuanto a los resultados de la resistencia antimicrobiana, las cepas de P. stutzeri presentaron
resistencia a dos antibidticos: cefotaxima y carbenicilina. En la literatura se ha documentado un
incremento en la resistencia a estos agentes antimicrobianos, asociado a su uso en la acuacultura,
lo que puede causar riesgos a la salud humana (Gormaz et al., 2014).

Ambos antibidticos pertenecen a la familia de los betalactdmicos. La familia se caracteriza por la
presencia de un anillo betalactdmico - anillo tiazolidinico en el caso de la carbenicilina y anillo
dihidrotiacinico en el caso de la cefotaxima- (Suarez y Gudiol, 2009). Basicamente su mecanismo
de accion es similar, ya que ambos inhiben selectivamente diferentes pasos de la sintesis del
peptidoglicano de la pared celular bacteriana, la cual le confiere forma y rigidez a casi todas las
bacterias de importancia médica (Lozano-Valdés et al., 1998).

Especificamente la cefotaxima es una cefalosporina de tercera generacion con un espectro amplio
de actividad. En tanto que la carbenicilina es parte de las penicilinas que son activas frente a
enterobacterias como Pseudomonas. Pero, la eficacia de ambos antibioticos se ha visto disminuida
con el surgimiento de bacterias multirresistentes (Suarez y Gudiol, 2009).

Autores como Park et al. (2013) discuten que P. stutzeri a pesar de pertenecer al ampliamente
estudiado género Pseudomonas, no es frecuente de aislar de ambientes clinicos, lo que reduce su
exposicion y evolucion frente a los antibidticos.




No obstante, a través de los afios se han realizado algunas pruebas de susceptibilidad para esta
especie bacteriana. Desde un principio, entre los antibioticos testados, se habia encontrado que era
“susceptible” a las penicilinas con efecto anti pseudomonas y a las cefalosporinas de tercera
generacion (Noble y Overman, 1994). Hasta ahora dichos estudios habian mantenido resultados
constantes, donde P. stutzeri se presentaba como “susceptible” a la carbenicilina y a la cefotaxima
(Lalucat et al., 2006; Park et al., 2013).

El hecho de que ahora sean “resistentes” para dichos antibidticos no resulta extrafio o nuevo para
esta especie bacteriana. Pues, especificamente se le ha relacionado con al menos dos mecanismos
de resistencia a los antibidticos: 1) alteraciones en las proteinas de la membrana externa y los
perfiles de lipopolisacaridos y 2) la presencia de betalactamasas que hidrolizan penicilinas y
cefalosporinas de amplio espectro (Lalucat et al., 2006; Park et al., 2013).

Finalmente, cabe mencionar que frecuentemente en la literatura se discute que, para minimizar el
incremento de la resistencia a antibioticos derivado de su uso en la acuacultura, se debe disminuir
su uso, deben ser usadas solamente bajo la supervision de un veterinario, y se recomienda que
exista una regulacion por parte de las agencias gubernamentales apropiadas. Asi como invertir en
investigacion que permita entender las causas y epidemiologia de las enfermedades que afectan a
los peces, para reducir la necesidad del uso de estos compuestos (Gormaz et al., 2014).




7. Conclusiones

La calidad del agua de los estanques del centro piscicola de este estudio no es la dptima para el
cultivo de trucha arcoiris.

La evaluacion de factores fisicoquimicos resaltd la importancia del control de pH y de oxigeno
disuelto en agua de los estanques de peces, particularmente en cultivos de Oncorhynchus mykiss,
pues no mantener los niveles recomendados, vuelve mas susceptible el sistema inmunologico de
los peces, dando oportunidad a la proliferacion de patdogenos que enferman a las truchas cultivadas.

No se lograron aislar bacterias en dos de los tres medios empleados; los medios citrato de Simmons
(ACS) y eosina azul de metileno (EAM) dieron resultados negativos. Sin embargo, los valores
proporcionados por el crecimiento de mesofilos aerobios en el agar cuenta estandar (ACS) fueron
significativamente altos en comparacion con aquellos registrados en la literatura.

Los altos valores de UFC parecian indicar un manejo deficiente de la salubridad de los estanques
de los peces. Sin embargo, no se puede concluir de manera contundente que sea el caso del centro
piscicola de este estudio. Ya que la revision bibliografica resaltd una de las areas de oportunidad
del sector de produccion acuicola: la falta de Normas Oficiales Mexicanas que establezcan los
limites permisibles que se deben mantener una vez que el agua entra en contacto con los peces y
que se utiliza durante su mantenimiento.

Mediante el uso de medios de cultivo selectivos y confirmacion molecular mediante la técnica de
MALDI-TOF se registraron por primera vez en el sector acuicola de México cepas de
Pseudomonas stutzeri aisladas a partir de un ejemplar de Oncorhynchus mykiss. Dichas cepas
resultaron ser resistentes a dos antibidticos: cefotaxima y carbenicilina.

Los resultados obtenidos recalcan la necesidad de un constante monitoreo de los patdgenos en los
centros piscicolas, pues la deteccion y correcta identificacion de las bacterias permite acciones
rapidas y eficientes para controlar las enfermedades producidas en peces.




8. Perspectivas

El andlisis conjunto, tanto de la calidad del agua como de O. mykiss, permitidé tener un mejor
panorama de la aparicion de la enfermedad en el cultivo acuicola. De acuerdo a la literatura, los
valores registrados de pH y de OD del agua, pudieron influir en la aparicion de enfermedad en los
peces, al comprometer su sistema inmunologico.

Si bien no se pudo determinar oficialmente la “calidad” del agua por falta de Normas Mexicanas
en cuanto al aspecto microbioldgico (mesodfilas aerobias), se entiende que el manejo del centro
piscicola no era el optimo.

La presencia de P. stutzeri denota la importancia de los monitoreos en el centro piscicola, pues al
ser una bacteria con potencial zoonotico podria significar un riesgo potencial a la salud humana.
Particularmente las personas que trabajan directamente en el mantenimiento de los peces, podrian
verse afectadas, al ser quienes estan mas propensos a una infeccion por las vias cutdneas o mediante
ingesta accidental de mucosidades o heces de las truchas.

Ademas, las pruebas de resistencia/susceptibilidad a antibidticos resaltaron otra preocupacion
actual. Ya que incluso en una matriz ambiental no clinica, se encontrd resistencia hacia ciertos
antibioticos de parte de P. stutzeri
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Anexo I

Agar Citrato de Simmons
BD Bioxon ©

Para diferenciar enterobacterias con base en la utilizacion de citrato.

Formula aproximada por litro:

Fosfato Dihidrégeno de amonio 1.0g
Fosfato Dipotésico 1.0g
Cloruro de Sodio 50g
Citrato de Sodio 20¢g
Sulfato de Magnesio 02¢g
Agar 150¢g
Azul de Bromotimol 80 mg

Cantidad requerida para un litro de preparacion: 24.2 g

Preparacion®:

Se disolvieron 5.5 g de polvo en 220 mL de agua destilada, dejando hidratar de 5 a 10
minutos y se mezclo perfectamente con una varilla de vidrio. Se calent6 en parrilla con
agitacion frecuente hasta su punto de ebullicion durante 1 minuto para obtener una
disolucion completa. Se esterilizo en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Agar eosina y azul de metileno
BD Bioxon ©

Para identificacion y diferenciacion de enterobacterias.

Formula aproximada por litro:

Peptona de gelatina 100 g
Lactosa 50¢g
Sacarosa 50¢g
Fosfato dipotasico 20g
Agar 135¢
Eosina 04¢g
Azul de metileno 0.065 g

Cantidad requerida para un litro de preparacion: 36 g

Preparacion®:




Se disolvieron 8.5 g de polvo en 220 mL de agua destilada, se mezcl6 perfectamente con
una varilla de vidrio y se calentd en parrilla con agitacion frecuente hasta su punto de
ebullicion durante 1 minuto para obtener una disoluciéon completa. Se esterilizd en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Agar para cuenta estandar
MCD LAB ©

Recuento no selectivo para mesofilos aerobios.

Formula para un litro:

Peptona de caseina 50¢g
Extracto de levadura 25¢g
Dextrosa 1.0g
Agar bacterioldgico 150¢g

Cantidad requerida para un litro de preparacion: 23.5 g

Preparacion®:

Se disolvieron 5.2 g de polvo en 220 mL de agua destilada, se mezcld perfectamente con
una varilla de vidrio y se calentd en parrilla con agitacion suave hasta su punto de
ebullicion durante 1 minuto para obtener una disolucién completa. Se esterilizd en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Se dejo enfriar a una temperatura entre 45-50 °C
y se dispensaron en las cajas de Petri estériles.

Agar Aeromonas (Ryan)

Oxoid Limited ©
Formula aproximada por litro:
Peptona de proteosa 50¢g
Extracto de levadura 30¢g
Monoclorhidrato de L-lisina 35¢g
Monoclorhidrato de L-arginina 20¢g
Inositol 25¢g
Cloruro de sodio 50¢g
Azul de bromitol 04¢g
Lactosa 15¢g
Sorbitol 30g
Xylosa 375¢
Sales biliares No. 3 30¢g
Tiosulfato de sodio 10.67 g
Citrato férrico de amonio 0.8 ¢g




Azul de timol 0.04 g
Agar 125 ¢

Cantidad requerida para 500 mL de preparacion: 29.5 g

Preparacion®:

Se afiadieron 7.08 g de polvo en 120 mL de agua destilada y se calentd en parilla con
agitacion frecuente, hasta llegar a su punto de ebullicion. Se esperd a que se enfriara hasta
llegar aproximadamente a 50 °C y se dispenso en cajas de Petri estériles.

Agar Miieller Hinton
MCD LAB ©

Para investigar la susceptibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos y aislar
gonococos

Formula aproximada por litro:

Infusion de carne 300.0 g
Peptona de caseina H 175¢
Almidon 15¢g
Agar bacterioldgico 17.0 g

Cantidad requerida para un litro de preparacion: 38 g

Preparacion®:

Se suspendieron 3.8 g en 100 mL de agua destilada y se mezclaron bien en parilla con
agitacion suave hasta su completa disolucion. Se dejo hervir durante un minuto y se
metieron a autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Finalmente, se dejé enfriar a una
temperatura de entre 45-50 °C y se vaciaron en placas de Petri estériles.

Caldo nutritivo
Britania Lab ©

Para propositos generales, para el desarrollo de microorganismos con escasos
requerimientos nutricionales

Formula aproximada por litro:

Pluripeptona 50¢g
Extracto de carne 30g

Cantidad requerida por litro: 8 g

Preparacion®:




Se mezclaron 6.4 g del medio en 800 mL de agua destilada y se dejo reposar durante 5
minutos. Posteriormente se calent6 en parrilla con agitacion frecuente hasta llegar al punto
de ebullicion. Se esterilizo en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Se dejo enfriar hasta
llegar a 45-50 °C y se dispenso en tubos eppendorf.

Infusion cerebro corazon
MCD LAB ©

Medio enriquecido para microorganismos con numerosos requerimientos RUtritivos

Formula aproximada por litro:

Infusion de cerebro de ternera 200.0 g
Infusion de corazédn de res 2500 ¢g
Peptona de gelatina 100 g
Cloruro de sodio 50¢g
Fosfato disodico 25¢g
Dextrosa 20¢g

Cantidad requerida para un litro de preparacion: 37 g

Preparacion®:

Se disolvieron 1.85 g del medio en 50 mL de agua destilada. Se calent6 con agitacion suave
en una parrilla hasta alcanzar su punto de ebulliciéon durante un minuto. Se esterilizo en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos, y una vez que se dejo enfriar a 45-50 °C, se
dispenso6 en tubos estériles Eppendorf.

Solucion salina isotonica al 0.6%

Solucion acuosa de sales, particularmente de cloruro de sodio, que se utiliza como
diluyente.

Preparacion:

Se disolvieron 0.8 gramos de cloruro de sodio de grado analitico en 100 mL de agua
destilada. En un matraz con tapa se agitd vigorosamente la solucion. Y, se esterilizo en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Solucion salina isotonica al 0.4%

Solucion acuosa de sales, particularmente de cloruro de sodio, que se utiliza como
diluyente.

Preparacion:

Se disolvieron 0.4 gramos de cloruro de sodio de grado analitico en 100 mL de agua
destilada. En un matraz con tapa se agit6 vigorosamente la solucion. Y, se esterilizdé en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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