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“ESTUDIO DE LA PATOGENICIDAD DE DIFERENTES ESPECIES DE Aeromonas EN

LA TRUCHA ARCOIRIS (Oncorhynchus mykiss)”.

El género Aeromonas incluye bacterias que habitan naturalmente el medio acuético, capaces
de infectar diferentes especies animales, incluido el humano. Las enfermedades causadas por este
género ocasionan pérdidas econdémicas significativas para la industria truticola. Con el objeto de
conocer la patogenicidad y virulencia de diferentes especies de Aeromonas spp., en la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), en el presente estudio se caracterizaron las lesiones macroscopicas
e histoldgicas presentes en truchas naturalmente infectadas por A. salmonicida biovariedad movil, A.
hydrophila y A. veronii; asimismo se realiz6 la infeccion experimental de crias de truchas arcoiris
mediante bafio de inmersion con una de las 10 especies Aeromonas incluidas en el estudio (A.
allosaccharophila, A. bestiarum, A. caviae, A. hydrophila, A. lusitana, A. media, A. popoffii, A.
salmonicida biotipo movil, A. sobria y A. veronii). Se realiz6 la eutanasia de 2 peces de cada grupo
para obtener aislamientos bacterioldgicos y evaluar las lesiones microscopicas durante la hora 1, 2,
3, 4 y 5 post-infeccidn (pi) y se realizo la eutanasia de 5 peces de cada grupo a los dias 1, 2, 7 y 14
pi. Los tejidos obtenidos fueron fijados en formalina buferizada al 10% y procesados para su

evaluacion bajo un microscopio compuesto.

Se obtuvo el aislamiento de A. veronii de una trucha infectada naturalmente, en la cual se
observo erosion de la dermis y exposicion del hueso premaxilar; a la evaluacion histopatolégica se
observo infiltrado de macrofagos y neutréfilos, edema y melanina libre en el area afectada; en
higado se observaron hemorragias multifocales en parénquima, infiltrado de centros

melanomacrofagos (CMM), degeneracion y necrosis hepatocelular; asimismo, estas lesiones



hepéticas estuvieron presentes en otra trucha infectada con la misma especie de Aeromonas, la cual
presentd erosion de la aleta dorsal con infiltrado moderado de CMM en la zona afectada. El
aislamiento de A. salmonicida biovariedad maévil en una trucha en la que se observo una ulcera
localizada en la base de la aleta pélvica, se observo infiltracion de macrdfagos, hiperemia y edema
en el area afectada. En higado, se observoé infiltrado de linfocitos y degeneracion hepatocelular;
ademas de infiltracion de CMM en rifidn. Por su parte, el aislamiento de A. hydrophila en una
trucha en la cual se observé una Ulcera localizada en la base de la aleta ventral, histolégicamente se
mostro infiltracion de macréfagos y edema con presencia de formas cocobacilares Gram negativas;
en higado se observd6 CMM en la periferia de los conductos biliares, infiltracion de linfocitos y
degeneracion hepatocelular. En rifion se observé infiltrado de CMM.

Los peces infectados experimentalmente con los diferentes aislamientos de Aeromonas,
mostraron los siguientes porcentajes de mortalidad: A. salmonicida, 18.8%; A. hydrophila, 12.2%;
A. bestiarum, 8.8%; A. veronii, 8.8%; A. caviae, 3.3% y A. sobria, 1.1 %. Los grupos de peces
infectados con A. allosaccharophila, A. lusitana, A. popoffii y A. media no registraron mortalidad.
Asimismo, se obtuvo el reaislamiento de las 10 especies a partir de branquias; el porcentaje de
reaislamiento obtenido de higado para el grupo infectado con A. popoffii fue de 86.6%, A. media,
64.4%; A. sobria, 45.5%; A. veronii, 44.4%; A. hydrophila, 41.1%, A. salmonicida, 35.5%; A.
allosaccharophila, 32.2%; A. bestiarum, 24.4%; A. lusitana, 17.7%, y A. caviae, 12.2%; se obtuvo
aislamiento de rifidn y bazo, sin embargo no se observaron diferencias estadisticas significativas.
Unicamente los peces infectados con cuatro especies de Aeromonas desarrollaron lesiones
macroscopicas. En un pez infectado con A. salmonicida se observaron petequias en la superficie
ventral cerca del ano y en la zona ventral del opérculo; en un pez infectado con A. hydrophila se

presento exoftalmia unilateral con presencia de hemorragia; en un pez infectado con A. veronii se



presentd palidez hepética; y en un pez infectado con A. bestiarum se presentd congestion hepética
severa.

Sin embargo, pese a que no todas las especies de Aeromonas indujeron cambios
macroscopicos, en todos los grupos infectados, a la histopatologia se observd congestion hepética
con diferentes niveles de severidad, con los siguientes porcentajes de lesiones microscopicas: A.
allosaccharophila 83.3%, A. salmonicida 68.8%, A. lusitana 66.6%, A. hydrophila 60.0%, A.
bestiarum 55.5%, A. popoffii 52.2%, A. sobria 52.2%, A. veronii 45.5%, A. caviae 34.4%, las cuales
mostraron diferencias estadisticas significativas con respecto a la congestion hepética con el grupo
infectado con A. media 27.7 % vy el grupo control. Los peces del grupo control no mostraron
cambios patoldgicos aparentes, con mortalidad y aislamiento nulo. Estos resultados indican que las
especies incluidas en el estudio poseen diferencias en su virulencia y son capaces de diseminarse en

tejido interno.



ABSTRACT

Aeromonas includes bacteria that naturally inhabit aquatic environments, which are capable of
infecting different animal species including humans. Disease by this agent causes significant
economic losses in trout farms. In the present study, we analyzed macroscopic and histologic skin
lesions in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) naturally-infected by A. salmonicida motile biotype,
A. hydrophila and A. veronii isolates. We also assessed the pathogenicity and virulence of ten
different, genetically-characterized species of Aeromonas isolated from healthy and diseased
rainbow trout: A. allosaccharophila, A. bestiarum, A. caviae, A. hydrophila, A. lusitana, A. media,
A. popoffii, motile biotype A. salmonicida, A. sobria and A. veronii. Rainbow trout fry were
experimentally infected by immersion bath; on the day of inoculation, 2 fish from each group were
euthanized at 1, 2, 3, 4 and 5 hours post-infection (pi), then on days 1, 2, 7 and 14 pi, 5 fish were
euthanized to obtain bacteriological isolates and for microscopic evaluation by histopathology. In
both investigations, tissues were fixed in 10% formalin and processed for evaluation and observed
with a compound microscope. A. veronii was isolated from a trout in which erosion and dermal
exposure of premaxillary bone were observed; histopathological evaluation showed the presence of
infiltration, edema and free melanin in the affected area. In liver samples, multifocal parenchymal
hemorrhage, infiltration of melanomacrophage centers (MMC), hepatocellular degeneration and
necrosis were observed; these hepatic lesions were observed in another trout infected with the same
Aeromonas species, with an eroded dorsal fin showing moderately infiltrated MMC. A. salmonicida
mobile biovar was isolated from an ulcer located at the base of the right pelvic fin in a trout, in
which histopathology showed macrophage infiltration, hyperemia and edema in the affected area. In

liver, lymphocyte infiltration and hepatocellular degeneration were observed; MMC further



infiltrated kidney. A. hydrophila was isolated from an ulcer located at the base of the ventral fin in
trout showing macrophage infiltration, edema and the presence of Gram negative coccobacillary
forms in the affected area. In liver, MMC was observed at the periphery of the bile ducts, as well as
lymphocyte infiltration and hepatocellular degeneration. In kidney, infiltrated MMC were observed.
Assays with fry experimentally-infected with different isolates of Aeromonas showed
mortality rates of 18.8% for A. salmonicida A. hydrophila 12.2%, A. bestiarum 8.8%, A. veronii
8.8%, A. caviae 3.3% and A. sobria 1.1 %, respectively. No mortality was recorded in fry infected
with A. allosaccharophila, A. lusitana, A. popoffii and A. media. All bacterial isolates inoculated
were reisolated from gill. Percentages of bacterial isolation obtained from liver differed between
bacterial species: A. popoffii 86.6%, A. media 64.4%, A. sobria 45.5%, A. veronii 44.4%, A.
hydrophila 41.1%, A. salmonicida 35.5%, A. allosaccharophila 32.2%, A. bestiarum 24.4%, A.
lusitana 17.7% and A. caviae 12.2%. Kidney and liver isolations were also obtained, but no
statistically significant differences were observed.
Infection with four Aeromonas species resulted in gross lesions in trout fry. A. salmonicida
infection in a fry induced congestion of the ventral surface near the anus and petechial hemorrages
in the ventral part of the opercula; in a fry trout infected with A. hydrophila, unilateral exophthalmia
and hemorrhage were observed. A. veronii infection in a fry induced pale liver, and infection with A.
bestiarum severe liver congestion. Livers of infected animals showed congestion with different
levels of severity: A. allosaccharophila 83.3 %, A. salmonicida 68.8 %, A. lusitana 66.6 %, A.
hydrophila 60.0 %, A. bestiarum 55.5 %, A. popoffii 52.2 %, A. sobria 52.2 %, A. veronii 45.5 %
and A. caviae 34.4 %,; statistically significant differences were observed when contrasting the latter
to fry infected with A. media 27.7 % and the uninfected control group. The uninfected control group

showed no obvious pathological changes, with no mortality and bacterial isolation. These results



indicate that the bacterial species included in the study are different in their virulence and ability to

spread in host internal tissues.
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INTRODUCCION GENERAL

El género Aeromonas spp. estd compuesto por bacterias Gram negativas que pertenecen a la
familia Aeromonadaceae y que forman parte de la microbiota simbiotica de animales acuéticos y
terrestres (Merino et al., 1995). Este agente se encuentra ampliamente distribuido en el ambiente
acuatico y es capaz de producir diferentes tipos de infecciones clinicas tanto en organismos
homeotermos y poiquilotermos (Igbinosa et al., 2012), de los cuales los peces son los hospederos
principales. Bacterias de este género también han sido aisladas de humanos con diversos cuadros
clinicos, como son: infecciones cutaneas, oculares, infecciones respiratorias (Murray et al., 2005),
diarreas en nifios menores de 5 afios (Guevara et al., 2002), en personas con dilisis peritoneal
ambulatoria continua (Yang et al., 2008), incluso se han aislado de muestras de pescado congelado
y otros alimentos (Yogananth et al., 2009; Palumbo et al., 1989), asi como también de agua potable
(Tequianes-Bravo et al., 2005), lo que sugiere que esta bacteria es muy versatil y de gran potencial
patogénico, que le permite adaptarse a diversos ambientes (Janda, 1991). A lo largo de la historia de
este género se han realizado extensos estudios de los cuales se ha obtenido informacion referente a
la signologia clinica, lesiones anatomopatoldgicas y lesiones histopatoldgicas, asicomo la obtencién
de aislamientos de infecciones naturales y el empleo de estos mismos aislamientos para realizar
infecciones experimentales, en diferentes especies de peces empleados como modelo de infeccion
(Ping-Chung et al., 2010; Paniagua et al., 1990; Kozinska, 2007).

Debido a la diversidad de patdgenos que habitan en ambientes acuaticos, en los que destacan
los generos bacterianos: Aeromonas, Pseudomonas, Yersinia, Vibrio, Renibacterium, Edwardsiella,
Lactococcus y Streptococcus (Austin y Austin, 2007); y al crecimiento de la truticultura como

fuente de proteina en la cultura mexicana, es necesario investigar y conocer a fondo los patdgenos a
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los que estan expuestas las truchas arcoiris, particularmente el género Aeromonas que posee un
amplio poder patogenico, ha sido identificado en granjas truticolas en un 48.78% (Salgado-Miranda
et al., 2010) y se ha aislado de truchas clinicamente sanas asi como de enfermas (Roberts, 2001), el
propdsito del presente trabajo fue investigar la patogenicidad y virulencia de diferentes especies de

Aeromonas obtenidas de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

I. REVISION DE LITERATURA

a. Taxonomia

El género Aeromonas este género pertenece a la familia Aeromonadaceae, orden
Aeromonadales y clase Gammaproteobacteria (Castro-Escarpulli et al., 2003). Actualmente el
género incluye 30 especies: A. allosaccharophila, A. dhakensis, A. aquatica, A. australiensis, A.
bestiarum, A. bivalvium, A. cavernicola, A. caviae, A. diversa, A. encheleia, A. eucrenophila, A.
filandiensis, A. fluvialis, A. hydrophila, A. jandaei, A. lactus, A. lusitana, A. media, A. molluscorum,
A. piscicola, A. popoffii, A. rivuli, A. salmonicida, A. sanarellii, A. schubertii, A. simiae, A. sobria,
A. taiwanensis, A. tecta, A. trota y A. veronii (Beaz-Hidalgo et al., 2013; Martinez-Murcia et al.,
2013; Beaz-Hidalgo et al., 2015). Para su estudio, el género ha sido dividido en dos grandes grupos:
el grupo mesdfilico, que estd conformado por las especies moviles, que pueden causar una
signologia clinica similar entre ellas, siendo la mas frecuente A. hydrophila, capaz de causar alta
mortalidad y provocar pérdidas econdmicas significativas en la acuicultura (Noga, 2010); y un
grupo psicrofilo, que incluye las especies no moviles: A. media, que causa infecciones clinicas en
humanos y A. salmonicida, la cual infecta en su mayoria a los salménidos y es el agente causal de la

enfermedad conocida como furunculosis (Austin y Austin, 2007).
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b. Morfologia y tincién
Este género esta conformado por bacterias Gram negativas, anaerobias facultativas, que
presentan morfologia poco variable (cocobacilar o bacilar pequefia) y miden aproximadamente 0.3-

1.0 x 1.0-3.5 um (Janda y Abbott, 2010).

c. Propiedades bioquimicas

Las bacterias de género Aeromonas son catalasa positiva, productores de gas en glucosa y urea
negativos; no obstante, se necesita de un minimo de 19 pruebas, entre bioquimicas y de
susceptibilidad a distintos antimicrobianos para lograr la identificaciéon de la mayoria de las
especies (Castro-Escarpulli et al., 2003a). Existen subespecies de A. salmonicida que no comparten
las caracteristicas generales del género y han sido catalogadas como atipicas, debido a la poca o
lenta presentacion del pigmento café observada en el crecimiento de los aislamientos; reaccion
negativa en la prueba de catalasa, oxidasa negativa, nutricionalmente son fastidiosos y su
crecimiento es lento (mas de 5 dias de incubacién) (Austin y Austin, 2007; Buller, 2004). Algunas
de las pruebas utilizadas para la identificacion general del género se basan: en la sensibilidad al
agente vibriostatico 0/129 (2,4-diamino 6-7 diisopropilpteridina), crecimiento a diferentes
concentraciones de cloruro de sodio (NaCl), crecimiento negativo en agar tiosulfato citrato bilis
sacarosa (TCBS) e inositol negativo (14). La utilizacién de marcadores moleculares permite la
diferenciacion genética, tales como: 16S rRNA, gyrB (subunidad B ADN gyrosa), rpoD (factor o),
rpoB (subunidad B, DNA dependiente de la RNA polimerasa) y la dnaJ (cabeza de proteina shock
40) (Nhung et al., 2007), ademas de la prueba de polimorfismo de longitud de los fragmentos de

restriccion (por sus siglas en inglés, RFLP) (Borrell et al., 1997).
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Il. ECOLOGIA

a. Reservorioy hospederos

La distribucién del género incluye cuerpos de agua limpia y contaminada, asi como sistemas
marinos sin extrema salinidad y lodazales, ademés de formar parte de la flora intestinal de peces
sanos (Austin y Austin, 2007). Estos microorganismos cuentan con una amplia variedad de
hospederos que incluyen diferentes especies poiquilotermas: tilapia (Oreochromis sp) (Véasquez-
Pifieros et al., 2010), carpa comun (Cyprinus carpio) (Kozinska et al., 2002), bagre (Ictalurus
punctatus) (Nawaz et al., 2006), anguila comun (Anguilla anguilla) (Austin et al., 1998), pez
dorado (Carassius auratus) (Rahman et al., 2001), carpa Koi (Cyprinus carpio koi) (Cizek et al.,
2010), lenguado (Scophthalmus maximus) (Pérez et al., 1996), salmén atlantico (Salmo salar)
(Holten-Andersen et al., 2012), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Fuentes y Pérez, 1998), pez
roca negro (Sebastes schlegeli) (Han et al., 2011), cocodrilo (Crocodylus niloticus) (Turutoglu et al.,
2005), rana (Rana tigerina y R. rugulosa) (Pearson et al., 2000); y en el mamifero lobo marino
(Otaria flavescens) (Gonzalez et al., 2009); especies terrestres como: cerdo, pollos, perros, gatos y
humanos (Paniagua et al., 1990); incluso ha sido aislado de alimentos como pescado congelado
(Castro-Escarpillu et al., 2003a), verduras, leche, carne de bovino y embutidos (Janda y Abbott,
2010). La importancia de este microorganismo en la salud publica radica en su poder zoonético.
Asimismo se ha relacionado el desarrollo de la enfermedad con el mal manejo y altas temperaturas
registradas en el agua en los periodos de primavera y verano (Amstutz et al., 2000). En humanos
producen diarrea (Guevara et al., 2003), infecciones cutaneas (Meik et al., 2011), infecciones
oculares (presencia de ulceras en la cdornea) (Puri et al., 2003), bacteremia (Chih-Cheng et al.,
2007), mortalidad de pacientes inmunocomprometidos (Yang et al., 2008), artritis, entre otras

(Isoken et al., 2012).
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b. Transmision

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad pueden variar de aguda a crénica,
dependiendo de la edad y la especie de los peces afectados, la cepa bacteriana implicada y las
condiciones ambientales (Brown, 2000). Los peces infectados con el grupo de Aeromonas mdviles,
generalmente muestran cuadros subclinicos, clinicos y en ocasiones cronicos (John et al., 2011),
mientras que el grupo no movil, tiende a presentar cuadros subagudos y cronicos en donde se
observa la formacion de lesiones dérmicas que pueden evolucionar hasta producir la lesion
conocida como furdnculo (Noga, 2010). La transmision horizontal de ambos grupos es causada por
la diseminacién del agente al ambiente, ya sea a través de las excreciones y la sobrevivencia de la
bacteria en el material organico, como ocurre en el caso de A. salmonicida; o por la formacion de
Ulceras en la piel, siendo éstas el mayor foco de infeccion durante los brotes. Sin embargo, el
aislamiento de bacterias a partir de branquias e intestino es comun debido a la exposicion al
ambiente acuatico (Inglis et al., 1993). En un estudio realizado por Rahman y colaboradores (2007),
se mostré que la vegetacion en plantas tratadoras de agua residuales puede servir como reservorio
de Aeromonas spp., por lo que el empleo de agua reciclada para la acuicultura posee un alto grado

de riesgo para las especies acuaticas asi como para la salud publica.

c. Signologiay patogenia

Cabe destacar que la descripcion de la signologia y patogenia para el grupo de las
Aeromonas moviles es similar entre las especies moéviles y en la mayoria de los casos A. hydrophila
es la especie mas reportada (Noga, 2010). Por ello, la infeccion causada por este grupo es conocida
de manera general como “septicemia por Aeromonas moviles (SAM)” (Roberts, 2001), la

signologia no es especifica y los peces infectados muestran una morbilidad del 80% y mortalidades
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acumuladas aproximadas de 50% (Fuentes y Pérez, 1998). La SAM se caracteriza por producir
lesiones en la dermis, en donde se presentan diferencias en: caracteristicas morfologicas (Ulceras
y/o hemorragias), localizacion (focal y/o multifocal), zonas infectadas (craneal, caudal, dorsal,
ventral y/o lateral) y la presencia lesiones en aletas (dorsales, caudales, ventral, pectorales y/o anal)
(Noga, 2010). Las hemorragias producidas por las hemolisinas pueden volverse procesos
septicémicos, los hallazgos macroscopicos identificados en los peces incluyen: exoftalmia,
ulceracién ocular e hidropesia (Cipriano, 2001), hiperpigmentacion de la dermis, protrusion rectal,
presencia de petequias, necrosis en la base de las aletas y/o putrefaccién en las aletas, que puede
desarrollarse sin la necesidad de lesiones en la piel (Nam et al., 2007; Saavedra et al., 2004).

En el caso de A. salmonicida puede sobrevivir afuera del hospedero, dependiendo de las
condiciones presentes en el agua (Hiney et al., 1997). Todas las edades son susceptibles a presentar
la enfermedad, aunque los peces jovenes son infectados en menor frecuencia pero cuando esto
ocurre saltan fuera del estanque, la dermis puede presentar hiperpigmentacion y los peces mueren
(Roberts, 2001). Sin embargo, peces enfermos pueden llegar a recuperarse, incluso cuando la lesién
se localiza en musculo esquelético sin llegar a la cavidad celémica (Hiney et al., 1997). Los signos
clinicos de la enfermedad dependen del tiempo y curso de la infeccién; los casos hiperagudos se
presentan generalmente en crias de salménidos con muerte stbita (Noga, 2010). En peces de mayor
edad la presentacion subaguda y crénica tiende a desarrollar el furdnculo; en la presentacion aguda
se manifiesta con una septicemia hemorréagica que puede generarse sin la presentacion de lesiones
furunculosas en la piel. En casos donde el furinculo logra desarrollarse, la ulceracion y erosion de
éste origina la secrecion de fluido sanguinolento en el agua, lo que permite la diseminacion del

agente (Inglis et al., 1993).
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En los casos crénicos el progreso de la infeccién es lento y resulta en una localizacion
generalizada del agente en las visceras, infectando diferentes tejidos, como son: branquias, higado
bazo, rifidn, células epiteliales de los vasos sanguineos e intestino (Inglis et al., 1993). También es
comun la presentacion de letargia, inapetencia, petequias y en algunas ocasiones se observa
hinchazdn en la base de las aletas, si el proceso infeccioso persiste puede transformarse en una
Ulcera; adicionalmente, se ha observado exoftalmia y secrecion sanguinolenta en narinas (Noga,

2010).

d. Lesiones macroscépicas

Para el caso de las Aeromonas mdviles, a la necropsia se ha observado branquias hemorragicas
y congestion en 6rganos internos; de manera similar el rifion puede presentar hemorragias (Fuentes
de Pérez, 1998); el bazo y el rifidn pueden encontrarse tumefactos, originando la salida de liquido;
ademas se han observado petequias en érganos internos e hinchazén del intestino (Inglis et al.,
1993). En la infeccién experimental con A. hydrophila subespecie dhakensis (actualmente A.
dhakensis) inoculada por via intramuscular (IM) en trucha arcoiris, se observé septicemia
hemorragica generalizada con presencia de lesiones tipo furunculosas alrededor del sitio de
inyeccion, asi como lesiones hemorragicas en cabeza, 0jos y branquias (Kozinska, 2007).

En peces infectados con A. salmonicida se ha observado la presencia de hemorragias en la
base de las aletas y en las branquias, ademéas de la presencia de ulceras (Kinkelin, 1991). La
presentacion crénica de la enfermedad se observa generalmente en peces de mayor edad, en donde
la presencia de lesiones furunculosas se hace evidente, dependiendo de la virulencia de la bacteria
la lesion puede extenderse hasta cavidad celémica, provocando una infeccidn sistémica y la muerte

del pez (Noga, 2010). En intestino se han observado lesiones hemorragicas y necroticas, los
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animales por lo general dejan de comer y el contenido del intestino estd constituido por moco y
sangre (Mulder et al., 2007). En corazén, se ha observado infiltracion de fluido en pericardio,

ademaés de una coloracion rojo cereza del bazo y color gris en higado (Inglis et al., 1993).

e. Lesiones histologicos

La histopatologia de peces con SAM ocasiona deplecion hematopoyética, necrosis de
celulas renales y esplénicas, necrosis en el lumen y en la membrana mucosa del intestino, ademas
de observarse necrosis focal en tejido cardiaco, higado, génadas y pancreas; en encéfalo se ha
observado congestion leptomeningea (Cipriano, 2001); en higado se ha observado hepatitis
multifocal no supurativa y colangiohepatitis (Saavedra et al., 2004). En la dermis se ha observado
edema severo, hiperemia del estrato reticular, ulceracion y necrosis hemorragica, que puede
extenderse hasta muasculo esquelético en casos severos (Rey et al., 2009). En piel y musculo se ha
observado  dermatitis y miositis aguda-cronica, con presencia de infiltrado conformado
principalmente por neutrofilos (Saavedra et al., 2004). En ojos se ha observado trombosis e
inflamacién en la region periesclerética asi como en el epitelio corneal. Cuando un pez se recupera
de la SAM, la presencia de Ulceras en la dermis es seguida de la regeneracion del tejido y la
eliminacion del patégeno (Fuentes y Pérez, 1998).

Se ha observado que aislamientos obtenidos de truchas arcoiris clinicamente sanas, de
diferentes especies de Aeromonas (A. bestiarum y A. veronii) usadas para infectar
experimentalmente truchas sanas, son capaces de provocar mortalidad y signologia, manifestadas en
diferentes niveles de virulencia en donde las lesiones se manifestaron por Ulceras y necrosis en
casos cronicos y subagudos, distension abdominal, anemia y hemorragias en tejidos internos

(Kozinska, 2007). Otras diferentes rutas de infeccion experimental incluyen la inoculacion
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intraperitoneal (IP) con aislamientos de A. hydrophila obtenidos de sedimentos de agua de rio, las
cuales provocaron lesiones hemorragicas en la pared de la cavidad celémica, palidez en higado y
ascitis (Paniagua et al., 1990). De manera similar, un estudio realizado por Nya y Austin (2010) en
donde se inyectaron por via IP lipopolisacaridos (LPS) obtenidos de un aislamiento de A.
hydrophila de un barramundi (Lates calcarifer) para infectar experimentalmente a truchas arcoiris,
no provocaron signologia durante el periodo de infeccion; sin embargo, se presentd una mortalidad
del 45%, observada en la mitad del periodo experimental y un incremento en las células
inmunoldgicas de los peces infectados.

Los hallazgos histopatologicos en la epidermis de peces infectados con A. salmonicida
incluyen la presencia agregados basofilos (colonias bacterianas) localizados de manera focal o
multifocal, con o sin presencia de celulas inflamatorias como son los macréfagos, asi como la
presencia de focos de necrosis licuefactiva al centro de las lesiones, presente de manera similar en
tejido conectivo del rifion (Inglis et al., 1993).

En la superficie del intestino se observan petequias y en tejido cardiaco se ha observado
necrosis cardiaca toxica especialmente en los atrios, asi como la localizacion focal de agregados
baséfilos y una marcada deplecion linfocitaria en riidbn y bazo; ademas de observarse la
desgranulacion de eosinéfilos en la mucosa del intestino, que puede extenderse y presentarse en
menor grado en las branquias (Hiney et al., 1997, Powell et al., 1991). Un estudio realizado por
Jutfelt y colaboradores (2006) demostr6 que A. salmonicida emplea la translocacién desde el
epitelio intestinal a diversos drganos, siendo esta una ruta de infeccion eficiente en hospederos
inmunodeprimidos.

Los peces que logran recuperarse de la enfermedad pueden fungir como reservorios,

eliminando el agente etioldgico al medio acuéatico y predisponer a la poblacion susceptible a un
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nuevo brote (John et al., 2011; Allejo y Ellis, 1989). La tasa de morbilidad en peces estresados
representa el 90% (Dror et al., 2006), mientras que la mortalidad en peces infectados con A.
salmonicida oscila entre el 80 y 90%, siendo este agente patégeno uno de los primeros sospechosos

que provocan pérdidas econdmicas en granjas de peces (Kirkan et al., 2003; Kozinska et al., 2002).

I11. Especies de Aeromonas de importancia clinica para la trucha arcoiris

Aeromonas hydrophila

Este agente ha sido considerado patdgeno secundario asociado con brotes de enfermedad, sin
embargo existe abundante evidencia que indica que las lesiones causadas por esta bacteria son tan
significativas que pudieran posicionarlo como un agente patdgeno primario, ya que se sabe que es
capaz de causar brotes en granjas con altos porcentajes de mortalidad que provocan pérdidas
econdmicas significativas en la industria acuicola alrededor del mundo (Pridgeon et al., 2011).

Es una bacteria movil, que se encuentra ampliamente distribuida en ambientes acuaticos
(Austin y Austin, 2007), es responsable de causar infecciones clinicas a una gran variedad de peces
de agua dulce y en ocasiones también a peces marinos, ademas infectar al humano (Paniagua et al.,
1990). La morfologia de sus colonias es de tipo convexas, blanquecinas y circulares, crece a
temperaturas que van desde los 22- 24 e incluso hasta 37° C, en un periodo de 24- 48 horas en
medios enriquecidos como el agar tripticasa soya (TSA por sus siglas en inglés, trypticase soy agar)
y agar sangre adicionado con 10% de sangre de ovino (John et al., 2011; Janda y Abbott 2010;
Aguilera-Arreola et al., 2009).

Este microorganismo esta asociado al desarrollo SAM e infecta a peces que se han sido

sometido a estrés de cualquier naturaleza (Kozinska et al., 2002). La presentacion aguda de la
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enfermedad se relaciona con el manejo y las altas temperaturas registradas en el agua en los
periodos de primavera y verano, provocando una alta mortalidad (Inglis et al., 1993). Los peces
infectados tienden a mostrar hiperpigmentacion, con o sin presencia de hemorragias que presentan
variacion en la extension de la superficie afectada, puede haber la presencia de ascitis, ademas de la
de Ulceras y zonas necroticas en el tejido lesionado (Austin y Austin, 2007). A la necropsia los
tejidos internos se ven congestionados y/o presentar hemorragias; el bazo y el rifién se encuentran
tumefactos, lo que origina la salida de liquido semifluido, dando la apariencia de que el tejido
goteara, de ahi se derivé su antiguo nombre Aeromonas liquefaciens (Roberts, 2001). Al estudio
histopatoldgico del tejido interno se observa: deplecion hematopoyética, necrosis de las células
renales y esplénicas, necrosis en el lumen y la membrana mucosa del intestino, ademas de
observarse necrosis en tejido cardiaco, higado, génadas y pancreas. En la dermis se ha observado
edema en grado severo, hiperemia del estrato reticular, ulceracion y necrosis hemorragica (Lund et

al., 2009; Rey et al., 2009; Roberts, 2001; Janda, 1991).

Aeromonas bestiarum

Es uno de los agentes causales de septicemia en peces, considerado importante en las
Aeromonas moviles (Kozinska y Guz, 2004), la signologia clinicas en los peces infectados puede
manifestarse como Ulceras oftalmicas, afecciones de la piel, incluyendo septicemia hemorragica
(Turska-Szewczuk et al., 2011). En un aislamiento de esta especie obtenido de una muestra de agua
de rio, se identifico la presencia de un plasmido multirresistente denominado pAB5S9 (Gordon et
al., 2008). Asimismo, un estudio realizado por Kozinska y colaboradores (2002) mostraron que 13
aislamientos de A. bestiarum obtenidos de carpa comun y 3 de truchas arcoiris inmunodeprimidas,

pueden causar que el patdgeno se torne severamente virulento y se desarrollen Ulceras y necrosis en
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la piel. Ademas se ha reportado que puede ser aislada de rifién sin cambios patolégicos aparentes, lo

que sugiere que posee la capacidad de infeccion e invasion (Soriano-Vargas et al., 2010).

Aeromonas sobria

Anteriormente era conocida como Aeromonas popoffii y A. veronii, pertenece al grupo de las
Aeromonas moviles. Su morfologia es bacilar con polos redondeados. Generalmente habita
estanques lodosos y zonas acudticas con temperaturas elevadas (Austin y Austin, 2007). El
aislamiento de esta bacteria en casos de septicemia hemorragica es poco frecuente en comparacion
con A. hydrophila; la diferencia entre ambas especies en la presentacién clinica no es clara (Janda y
Abbott, 2010). Un estudio realizado por Ya y Shuang-Hu (2001), reportaron que un aislamiento de
A. sobria identificado como PY36, puede infectar a tilapias jévenes provocando signos clinicos,
como son: putrefaccion de la cola, ascitis con o sin distencion abdominal y anorexia. Algunos
cambios patoldgicos incluyen hiperpigmentacion de la dermis y la presencia de erosion en aletas
caudales y hemorragias en higado, asimismo ha sido reportada como una bacteria no patégena

(Lallier et al., 1981).

Aeromonas piscicola

Su nombre proviene de —piscis- que significa pez y de —cola- que significa morador o
habitante, por lo que la traduccién de su nombre seria “bacteria que habita en el pez”. Posee un
flagelo polar, las colonias bacterianas miden 1.5-2.0 um de largo y 0.6-1.0 um de ancho, no es
productora de pigmento marrén. El aislamiento de esta bacteria fue obtenido de un pez moribundo

(Beaz-Hidalgo et al., 2009).
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Aeromonas salmonicida

Fue aislada por primera vez en Alemania en 1894 y era conocida como Bacillus
forellenseuche o bacilo de la enfermedad contagiosa de la trucha (Belland y Trust, 1988);
actualmente la enfermedad es conocida como furunculosis (Noga, 2010). Esta bacteria se diferencia
de las demas especies por ser no mavil; sin embargo se ha identificado un biotipo movil (Kozinska
2007 et al., 2007; Vega-Séanchez et al., 2014a). Posee una forma coco bacilar y en la mayoria de los
casos produce un pigmento café en agar tripticasa de soya (Austin y Austin, 2007). Sin embargo
dentro de este grupo existen Aeromonas que no comparten estas caracteristicas y han sido
catalogadas como atipicas debido a la poca, leve o lenta presentacion del pigmento café de los
aislamientos, reaccion negativa a la prueba de catalasa, oxidasa negativa, nutricionalmente son
fastidiosos y presentan lento crecimiento (més de 5 dias de incubacion) (Buller, 2004).

A. salmonicida es considerado como patdgeno primario, se ha aislado de una amplia
variedad de salmonidos y no salménidos que presentan infecciones clinicas, asi como de peces
clinicamente sanos (Roberts, 2001; Wiklund y Dalsgaar, 1998). Este patdgeno puede sobrevivir
fuera del hospedero, dependiendo de las condiciones que se presenten en el agua, tales como:
salinidad, pH, temperatura y contaminacion (Hiney et al., 1997). Algunos factores predisponentes
para que los peces de agua dulce o marinos, en su medio natural o en granjas tengan una
presentacion clinica de la enfermedad son: manejo inadecuado, pobre calidad y dureza del agua,
altas temperaturas de los estanques, trauma o lesiones en la piel de los peces, la patogenicidad y

virulencia del agente infeccioso (Roberts, 2001; Inglis et al., 1993).
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IV.PRESENCIA DE Aeromonas spp. EN MEXICO.

Los estudios que se han realizado en México informan el aislamiento de diferentes especies
de Aeromonas. Tal es el caso de A. hydrophila aislado de charales (Chirostoma humboldtianum,
Valenciannes, 1835) para consumo humano (Paniagua et al., 2006); otras especies como A.
hydrophila, A. bestiarum, A. salmonicida, A. veronii biovariedad veronii y A. encheleia han sido
aisladas de tilapias (Oreochromis niloticus) congeladas en un mercado de la ciudad de México
(Castro-Escarpulli et al., 2003); asimismo un brote A. hydrophila en una granja truticola en el
estado de México, en el que se observo septicemia hemorragica con morbilidad de 80% vy
mortalidad de 51.2%, (Fuentes y Pérez, 1998). Un estudio patolégico en trucha arcoiris (O. mykiss)
y en una tilapia (Oreochromis aureus, L.) que presentaban cogestion marcada y la infestacion con
Ichthyophthirius multifiliis en branquias, se report6 el aislamiento de A. hydrophila de branquias,
higado, rifién y bazo (Constantino et al., 1997); y el aislamiento de A. bestiarum a partir de carpa
comun (Cyprinus carpio L.) (Soriano-Vargas et al., 2010).

En un estudio realizado por Salgado-Miranda y colaboradores (2010), identificaron
aislamientos de Aeromonas obtenidas a partir de trucha arcoiris de cultivo, provenientes de diversas
granjas de México, que fueron identificados como A. hydrophila, A. salmonicida y Aeromonas spp.,
en donde el 48.78 % de los aislamientos obtenidos pertenecieron al género Aeromonas.
Recientemente se identificaron 10 especies de Aeromonas aisladas de trucha arcoiris (O. mykiss)
provenientes de diferentes granjas de México, siendo A. veronii biovar sobria, A. hydrophila y A.
bestiarum las especies mas predominantes (Vega-Sanchez et al., 2014a).

La produccion de trucha arcoiris en México es una actividad de gran importancia debido a

su alta demanda como fuente de proteinas, datos publicados en el mes de mayo del 2015 en un

24



comunicado de prensa; reportan que la produccion nacional pesquera y acuicola del 2014 ascendio
a un millon 751 mil 952 toneladas, obteniéndose un 32.2 % de incremento del afio 2013 al afio
2014; siendo la mojarra, trucha y el ostién las principales especies en produccion (SAGARPA,
2015). A finales del 2014 la produccion de trucha arcoiris genero 527,247.11 kilos de peso Vvivo,
con un equivalente de 28, 582, 065.83 pesos en el estado de México (CONAPESCA, 2015). La
produccion de ésta especie se localiza principalmente en los estados de México, Puebla, Michoacén,
Hidalgo, Chihuahua y Veracruz (SAGARPA, 2011); por lo que la presencia de este género en la

truticultura debe ser considerada como una amenaza.
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JUSTIFICACION

Existen especies de Aeromonas que particularmente se asocian a enfermedad en humanos.
Asimismo, ciertas especies de Aeromonas se asocian a enfermedad y otras han sido aisladas de
peces asintomaticos. Diferentes especies particularmente se consideran ambientales, ya que han
sido aisladas del medio acuético o vegetal. Recientemente, se tiene conocimiento de las especies de
Aeromonas que infectan a la trucha arcoiris de cultivo en México. Sin embargo, se desconoce la
patogenicidad de estas diferentes especies de Aeromonas aisladas de truchas arcoiris, y por tanto,
surge la necesidad determinar la patogenicidad y virulencia de las especies de Aeromonas que

infectan a la trucha arcoiris.
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HIPOTESIS

Las especies de Aeromonas spp. que se han asociadas a procesos patoldgicos en la trucha arcoiris
son patogénicas y de mayor virulencia que las especies aisladas de peces clinicamente sanos o

condiciones ambientales.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la patogenicidad y virulencia de diferentes especies del género Aeromonas

obtenidos de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Describir las lesiones histoldgicas de truchas arcoiris infectadas naturalmente con

Aeromonas spp.

e Determinar la patogenicidad y virulencia de las especies de Aeromonas que infectan a la

trucha arcoiris.
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MATERIAL Y METODOS

Bacterias. Se emplearon 10 aislamientos diferentes de Aeromonas spp., previamente

identificadas (Vega-Sanchez et al., 2014a) y obtenidas de truchas arcoiris (Cuadro 1).

Cuadro 1. Especies de Aeromonas spp. usadas en la infeccion experimental.

Aislamiento Origen Tipo de Agua Estado de la republica
A. allosaccharophila (ESV- 385) | Branquias Rio Hidalgo

A. bestiarum (ESV- 365) Lesion Rio Edo. México
A. caviae (ESV- 378) Branquias Ojo de agua Veracruz

A. hydrophila (ESV- 394) Lesion Manantial Michoacén
A. lusitana (ESV- 351) Branquias Arroyo Hidalgo

A. media (ESV- 398) Bazo Rio Hidalgo

A. popoffii (ESV- 354) Rifdon Arroyo Hidalgo

A. salmonicida (ESV- 396) Lesion Manantial Hidalgo

A. sobria (ESV- 369) Rifdon Rio Hidalgo

A. veronii (ESV- 393) Lesion Manantial Edo. México

Medios de cultivo. Para el mantenimiento, propagacién y aislamiento de los
microorganismos se utilizo agar tripticasa soya (TSA por sus siglas en inglés, trypticase soy agar),
caldo tripticasa soya (TSB por sus siglas en inglés, trypticase soy broth) y agar selectivo para
Aeromonas y Pseudomonas segun Kilelwein (GSP) adicionado con penicilina G procainica

inyectable de uso veterinario; los aislamientos de Aeromonas en el medio GPS viran al color
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amarillo. Todas las placas fueron incubadas de 24 a 48 hrs a una temperatura de 24* 2 °C (Vivas et

al., 2005).

Preparacion del indculo. Cada aislamiento fue sembrado en placas de TSA e incubadas a
24* 2 °C durante 24 horas. Las colonias fueron cosechadas por medio de un asa bacterioldgica y
fueron colocadas en 300 ml (mililitros) de TSB e incubadas a 24* 2 °C durante toda la noche, el
medio TSB fue centrifugado a 10,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 20 min. Se decantd el
sobrenadante y se agregd 50 ml de TSB estéril para despegar las bacterias del fondo del tubo y
coloco el inéculo bacteriano en un matraz con 250 ml de TSB estéril. La concentracion del in6culo
bacteriano fue determinada por densidad éptica (DO) a 540 nanémetros (nm) y ajustando en el
espectrofotdmetro a una DO= 1. Para determinar la cantidad de unidades formadoras de colonias
(UFC) se prepararon 8 viales con capacidad de 1.7 ml y se les colocd 900 pl (microlitros) de TSB
cada uno, a cada vial se le agregd 100 pl del indculo en el primer vial, se realizaron diluciones
decuples seriadas, posteriormente se colocaron 3 gotas de 10 pl de cada dilucion, las placas de TSA
se incubaron a 24*2 °C durante 24 horas, la concentracion del indculo bacteriano fue de 1.0 X 108
UFC /ml. Se realizaron 3 réplicas para cada aislamiento, todos los aislamientos fueron trabajados

por separado (Pridgeon et al., 2011).

Peces y alojamiento. Se emplearon un total de 990 crias de trucha arcoiris (O. mykiss) de
aproximadamente 3 a 5 centimetros (cm) de longitud clinicamente sanos y sin historial de
vacunacion. Los animales fueron aclimatados durante 2 semanas en contenedores de polipropileno
de 100 litros () para 100 crias, en agua desclorada, con oxigenacion y cambios diarios de agua de

50 | empleando un sifén para agua, con un pH de 7.0 *0.2 (Lapatra et al., 2010). A los peces se les
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proporciond alimento comercial de acuerdo a su edad y sin antibioticos. La cantidad de alimento
fue calculada al 4% de su peso. Los animales fueron expuestos a fotoperiodo natural (13 horas luz y

11 horas oscuridad) durante el transcurso del experimento (Winandy y Denoél, 2013).

Eutanasia de los peces. A todos los peces se realiz6 la eutanasia con una sobre dosis de
MS- 222 (metasulfonato de tricaina) (Sigma, USA) buferado a un pH de 7.0 *0.2, posteriormente se

procedid a cortar el cordon espinal (Noga 2010).

Disefio experimental. Posteriormente a las 2 semanas de adaptacion, se colocaron
aleatoriamente 120 crias (3 réplicas y un grupo control) en 4 peceras de 6 |. Se agregaron 2.7 | de
agua potable desclorada y se afiadié 300 ml del in6culo bacteriano para completar 3 I. Los animales
permanecieron durante 1 hora (h) y 30 minutos () en bafio de inmersion. En el grupo control se le
colocaron 300 ml de TSB estéril durante el mismo tiempo. Posteriormente los animales fueron
colocados en acuarios nuevos con 6 | de agua acondicionada (acondicionador comercial Neutra-
Stress, dosificado conforme a las instrucciones del producto). Se realizaron cambios diarios de agua
del 60% para eliminar residuos organicos y alimento no consumido. En el Cuadro 3 se observa el
cronograma de trabajo, posteriormente a la inoculacion se eutanasiaron 2 peces de cada grupo
durante las siguientes 5 horas (10 peces total por grupo de trabajo), asimismo se eutansio 5 peces
los dias 1, 2, 7 y 14 (20 peces) para obtener reaislamiento y hallazgos microscépicos. Las
mortalidades fueron registradas, asi como la presencia de lesiones macroscopicas (Pridgeon et al.,

2011). Todos los grupos fueron trabajados por separado.
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Cuadro 2. Cronograma del disefio experimental.

Tiempo Dia 0 Dias experimentales
Semana | Horas post infeccion Dias post infeccion
(hpi) (dpi)
Accion 1 2 0 112 |3 4 |5 112 3146 |7 8-13 | 14

Adaptacion | X X

Inoculacion X

Observacion XXX | X | X [ X]|X XX [ X | X X
/ registro

Necropsia XXX | X | X [ X]|X X X

Necropsia. Inmediatamente después de realizar la eutanasia, se realizd la necropsia, toma de

muestras para bacteriologia y el registro de lesiones macroscopicas (Noga, 2010).

Aislamiento bacterioldgico. Se tomaron muestras a partir de branquias, bazo, higado, rifion
e intestino; éstas fueron tomadas asépticamente con ayuda de un mechero Bunsen y un asa
bacterioldgica, fueron sembradas en placas de agar GSP e incubadas durante toda la noche a 24 *
2 °C. Se seleccionaron 90 colonias por grupo, como maximo para ser congeladas e identificadas

posteriormente por pruebas moleculares (Castro-Escarpulli et al., 2003).

Histopatologia. Los tejidos fueron colocados en formaldehido al 10% amortiguado a un pH

de 7.2, durante 24 hrs para su fijacion. Posteriormente, éstos fueron cortados, deshidratados e
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incluidos en parafina. Se realizaron cortes de 3 a 5 pum con ayuda de un microtomo; éstos se
montaron sobre un portaobjetos, para tefiirse con la tincion de hematoxilina y eosina (HE). Cada
seccion fue examinada y fotografiada con un microscopio compuesto Nikon Eclipse 80i. Las
lesiones histoldgicas fueron descritas y clasificadas con base a la siguiente escala: 0= sin cambios
patologicos, 1= cambios patoldgicos leves, 2= cambios patolégicos moderados y 3= cambios

patoldgicos severos (Zepeda et al., 2010) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Registro de lesiones histoldgicas en

Aeromonas spp., durante el periodo experimental.

Branquias

Higado

Rifion

Bazo

Intestino

individuos

Congestion/ hiperemia

Edema

Telangiectasia

Fusion de laminillas

Hiperplasia de celulas epiteliales
Degranulacion de eosindfilos
Infiltrado de macrdfagos
infiltrado de neutrofilos
Infiltrado de linfocitos
Agregados basofilos

Hiperemia/ congestion
Edema

Infiltrado de neutrdfilos en intersticio
Infiltrado de neutrdfilos perivascular

Infiltrado linfocitario en interticio
Infiltrado linfocitario perivascular

Degeneracion hepatocelular
Necrosis de hepatocitos
Agregados basofilos

Hiperemia /congestion
Edema

Necrosis de células en tubulos renales
Deplecion de tejido hematopoyético
Infiltrado de melanomacrdfagos en
parénquima

Agregados basofilos

Hiperemia / congestion
Edema

Hiperemia / congestion

Edema

Hiperplasia de las células goblet
Erosion apical de las vellosidades
Infiltrado de macrdfagos en la lamina
propia

Infiltrado de neutrdfilos en la lamina
propia

Infiltrado de linfocitos en la lamina
propia

infectados experimentalmente con
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ERIC-PCR. Se realizd la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa del consenso
intergénico de secuencias repetitivas de enterobacterias (ERIC-PCR). Los aislamientos fueron
sometidos a esta prueba para determinar la clonalidad. Se emplearon los siguientes primers: ERIC
1R (5'-ATG TAA GCT CCTGGGGAT TCA C-3) y ERIC 2 (5'-AAG TAA GTG ACTGGGGTG
AGC G-3") (Szczuka y Kaznowski, 2004). La mezcla de reaccion consiste en 4ul de 10x buffer
[750mMTris-HCI (pH 8.8), 200mM (NH4)2S04, 0.1% Tween 20], 250 uM de concentracion de
cada dNTP, 50 pmol del primer ERIC 1R, 50 pmol del primer ERIC 2, 3.75 mM MgCl2, 100 ng de
DNA y 2 U de Taqg polymerase (MBI Fermentas), ajustado a un volumen final de 25 pl de agua
esteril. Las condiciones de la PCR fueron: desnaturalizacion durante 7” a 95 °C seguido de 30 ciclos
de desnaturalizacion durante 30" a 90° C, alineacion durante 1" a 52° C, extension durante 8"a 65°

C y una extension final de 16" a 65° C (Szczuka y Kaznowski, 2004).

Anélisis estadistico. Los porcentajes de los resultados obtenidos de los aislamientos y las
lesiones histopatoldgicas observadas, fueron analizados mediante la prueba de Chi cuadrado con
una probabilidad de P < 0.05 para determinar si existen diferencias significativas en los grupos
infectados con las diferentes especies de Aeromonas; y la prueba de comparacion mdaltiple tipo
Tukey para determinar entre qué grupos existen diferencias (Nordgreen et al., 2014.) Se empleé la
prueba de Kaplan-Meier para comparar la supervivencia de los grupos, asimismo se emple6 la
prueba de Wilcoxon para compararlos; los datos fueron analizados por medio del programa

estadistico IBM SPSS Statistics 21 (Zar, 1999)
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Abstract

This study describes the and lesions in farmed rainbow trout (Orcorfymdins mykis) naturally infected
with gene tically identified Asvomones salmonicila, A. ydroplila, and A veronif species. The gerus Aeromonis includes bacteria that
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and phemobypic tests, howeser, cases of Aeromones infection in fish may be wmongly identified. Char findings confirmed
that the 3 Asomonas species studied are associated with septicemia and dermal lesions in rainbow trout.
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ABSTRACT

This study describes the macroscopic and microscopic lesions in farmed trout
(Oncorhynchus mykiss) naturally infected with genetically identified Aeromonas salmonicida, A.
hydrophila, and A. veronii species. The genus Aeromonas includes bacteria that naturally inhabit
both waterways and organisms. At least 27 Aeromonas species have been identified to date, some of
which can cause significant economic losses in aquaculture. As up to 68.8% of Aeromonas isolates
may be misidentified in routine biochemical and phenotypic test, however, reported cases of
Aeromonas infection in fish may be wrongly identified. Our findings confirmed that the Aeromonas

species studied are associated with septicaemia and dermal lesion in rainbow trout.

KEY WORDS: Aeromonas, species, rainbow trout, Mexico.
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The genus Aeromonas of the family Aeromonadaceae include pathogenic bacteria to fish
and other animal species. Also, Aeromonas bacteria are the etiologic agent responsible for a variety
of infections in both immunocompetent and immunocompromised humans (1).

In salmonids, A. salmonicida causes furunculosis, a disease characterized by skin ulcers and
septicaemia. Other Aeromonas species are involved in similar pathological conditions (2). Usually,
the diagnosis is based on the isolation of a Gram-negative, motile or non-motile bacterium,
identified mainly by routine phenotypic and biochemical tests. Up to date, at least 27 species are
genetically identified and recognized in the genus Aeromonas (3, 4, 5). When the phenotypic
identification of Aeromonas isolates is compared to the genetic identification, 35.5% to 68.8% of
trout isolates may be misidentified (6, 7). It is likely that some published reports of diseased
salmonids, where Aeromonas was isolated and phenotypic identified, the species could be
incorrectly identified. Hence, the aim of the current study was to describe the lesions observed in
farmed rainbow trout naturally infected with three Aeromonas species, previously phenotypic and

genetically identified (7,8).

History of clinical cases. Tissue samples from four farmed rainbow trout fish with lesions
associated to Aeromonas infection were preserved in 10% neutral buffered formalin and processed,
sectioned and stained for routine histological examination. In all cases, no other bacterial agents or
infectious pancreatic necrosis virus were identified. All Aeromonas species were genetically
identified (7, 8). Case 1: isolation of A. veronii. Two fish, 16 to 18 cm length, raised into a concrete
pond with spring water from a farm in México State were studied. Dermal erosion with exposition
of premaxilla bone tissue was observed in both fish (Figure 1a). Isolation of A. veronii was from

gills of one fish and dermal lesion in the other fish. Case 2: isolation of A. salmonicida, motile
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biovar. One fish, 17 cm length from a rustic pond with spring water from a farm located in Hidalgo
State was studied. A 13-mm, circular ulcer located at the base of the right pelvic fin was observed
(Figure 2a). The isolation of A. salmonicida was obtained from the lesion. Case 3: isolation of A.
hydrophila. One fish, 18 cm length, from a rustic pond with spring water from a farm located in
Michoacén State was studied. A circular dermal ulcer located at the base of the left ventral fin, 7 x 8
mm diameter, was observed. Petechias and desquamation around the affected area were observed
(Figure 3a). Case 4: isolation of A. veronii. One fish, 16 cm length, from a rustic pond with river
water from a farm located at the Hidalgo State was studied. A conspicuous epidermal erosion of the
dorsal fin was observed. The isolation of A. veronii was carried out from the lesion, kidney, and

liver.

Findings of cases. Case 1: At the histological study, a predominant macrophage infiltration
with scattered neutrophils, edema, few melanomacrophage centers (MMC) and free-melanine in the
limits of the epidermal lesion were observed (Figure 1b). In liver, severe hyperemia and
haemorrhages in parenchyma (Figure 1c) with a few MMC were observed (Figure 1d). Bacterial
rods resembling Aeromonas spp., perivascular located were observed. In kidney, a moderate
interstitial MMC infiltration was observed (Figure 1e).

Case 2: At the histological study, a predominant macrophage infiltration, blood vessel
capillary hyperemia and edema of the dermis were observed (Figure 2b). In liver, a slight
lymphocyte infiltration in the periphery of the biliary ducts and moderate hepatocellular
degeneration were observed (Figure 2c). In kidney, a slight interstitial infiltration of MMC was
observed (Figure 2d).

Case 3: At the epidermis, histopathological findings included inflammatory infiltration of
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macrophages predominantly and edema (Figure 3b). At the Gram staining of the same tissue, a
bacterial rod resembling Aeromonas spp. was observed (Figure 3c). In liver, a centrolobulillar
located, slight MMC infiltration, severe hepatocellular degeneration (Figure 3d) and slight
lymphocyte infiltration centrolobulillar located were observed (Figure 3e). In kidney, a severe
interstitial infiltration of MMC was observed (Figure 3f).

Case 4: At the histological study, inflammatory infiltration of neutrophils, macrophages and
MMC were observed (Figure 4a). In liver, moderate centrolobullillar hyperemia, slight perivascular
MMC infiltration and slight hepatocellular degeneration were observed (Figure 4b).

In all the studied fish, the histopathological findings in gills included hyperplasia of
epithelial cells located at the base and epical portions, loss of normal architecture with different
degrees of severity in multifocal areas, telangiectasia and edema. Observed lesions in gills may not
be associated to Aeromonas infection, as other aquatic factors (for example, water quality and
toxics) may produce similar lesions (9).

The histopathological findings of this study confirmed that several Aeromonas species are
pathogenic to the rainbow trout. In general, dermal lesions are associated with the Aeromonas
infection in fish (10, 11, 12, 13, 14). Particularly, the ulcer observed at the base of the pelvic fin in
one fish (Figure 2a) with isolation of the motile biovar of A. salmonicida, appears a frequent lesion
in the cases of furunculosis produced by this Aeromonas species (2). Similarly, vascular congestion
and cytoplasmic vacuolization of hepatocytes in experimentally infected rainbow trout with A.
salmonicida subsp. salmonicida have been reported (15). In the case 2 of present study, the
inflammatory lesions observed in liver and kidney indicates a septicemic potential of the motile
biovar of A. salmonicida. Also, the species A. veronii and A. hydrophila have been associated with

diseases in ornamental and farmed fish (16, 17).
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In conclusion, our findings confirmed that the Aeromonas species A. hydrophila, A.
salmonicida and A. veronii are associated with septicemia and dermal lesions in rainbow trout. Our

results may guide future reports in rainbow trout where an Aeromonas species could be involved.
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Figure 1. Macroscopic and microscopic lesions in rainbow trout naturally infected with A. veronii.
a) Erosion of dermis and exposition of premaxilar bone tissue. b) Premaxilar dermis with
inflammatory infiltration, edema and free-melanine (Hematoxilin-Eosin). c¢) Liver, extensive
hemorrhage in parenchyma (Hematoxilin-Eosin). d) Liver, slight MMC centrolobulillar infiltration,
degeneration and hepatocellular necrosis (Hematoxilin-Eosin). e) Kidney, moderate MMC

interstitial infiltration (Hematoxilin-Eosin).
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Figure 2. Macroscopic and microscopic lesions in rainbow trout naturally infected with the motile
biovar of A. salmonicida. a) Ulcer at the base of the right pelvic fin. b) Dermis, infiltration of
macrophages, hyperemia and edema in the affected area (Hematoxilin-Eosin). ¢) Liver, slight
periportal lymphocyte infiltration and moderate hepatocellular degeneration (Hematoxilin-Eosin).

d) Kidney, slight melanomacrophage center (MMC) interstitial infiltration (Hematoxilin-Eosin).
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Figure 3. Macroscopic and microscopic lesions in rainbow trout naturally infected with A.
hydrophila. a) Ulcer at the base of the left ventral fin. b) Dermis, macrophage infiltration and edema
(Hematoxilin-Eosin). ¢) Gram-negative rod resembling Aeromonas spp. in dermis (Gram stain). d)
Liver, MMC infiltration in the periphery of biliary ducts and hepatocellular degeneration
(Hematoxilin-Eosin). e) Liver, lymphocyte infiltration in parenchyma (Hematoxilin-Eosin). f)

Kidney, severe MMC infiltration (Hematoxilin-Eosin).
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Figure 4. Macroscopic and microscopic lesions in rainbow trout naturally infected with A. veronii.
a) Erosion of dorsal fin, moderate MMC infiltration (Hematoxilin-Eosin). b) Liver, hyperemia in

parenchyma, MMC infiltration and hepatocellular degeneration (Hematoxilin-Eosin).
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The pathogenicity and virulence of 10 species of Aeromonas in rainbow trout fry experimentally
infected by immersion were investigated. The species A. bestiarum, A. hydrophila, A. salmonicida,
and A. veronii produced significantly different mortality and liver microscopic lesions compared to
the other Aeromonas species assayed in the study. All inoculated Aeromonas species were
reisolated from the liver of exposed fish, indicating successful infection. Hepatic congestion was
observed in fish infected with A. allosaccharophila, A. caviae, “A. lusitana”, A. popoffii, and A.

sobria, indicating their pathogenic potential.

Key words: bacteria, Aeromonas, rainbow trout, virulence.
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Introduction

The genus Aeromonas of the family Aeromonadaceae includes bacteria that are pathogenic
to fish and other animals. These bacteria are also involved in a variety of infections in both
immunocompetent and immunocompromised humans (Janda and Abbott 2010).

To date, at least 30 species have been genetically identified and recognized in the genus
Aeromonas (Beaz-Hidalgo et al., 2015). A number of species of Aeromonas have been isolated
from aquatic environments, and are known to be opportunistic and the cause of severe outbreaks
(Aravena-Roman et al., 2013; Beaz-Hidalgo et al., 2013; Martinez-Murcia et al., 2013). Aeromonas
hydrophila, A. bestiarum, A. veronii, A. caviae and A. salmonicida are the main species involved in
pathological conditions in salmonids. In particular, A. salmonicida has been known as the etiologic
agent of furunculosis, a skin ulcerative and septicemic disease (Austin and Austin 2007).

Ten genetically-identified species of Aeromonas have been isolated from farmed rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) in Mexico: A. bestiarum, A. hydrophila, A. media, A. popoffii, A.
salmonicida, A. sobria, and A. veronii were isolated from skin lesions or internal tissues; while A.
allosaccharophila, A. caviae, and “A. lusitana” were isolated only from gills or intestine of healthy
fish (Vega-Sanchez et al., 2014a, 2014b; Zepeda-Velazquez et al., 2015). The pathogenic potential
to trout posed by these species of Aeromonas isolated from healthy fish is unknown.

Hence, the aim of the present study was to determine the pathogenicity and virulence of the

10 Aeromonas species previously isolated from farmed rainbow trout in Mexico.
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Methods

Ten well-characterized Aeromonas species isolated from healthy and diseased, farmed
rainbow trout (O. mykiss) in Mexico were included in the study (Table 1): A. allosaccharophila, A.
bestiarum, A. caviae, A. hydrophila, “A. lusitana”, A. media, A. popoffii, A. salmonicida motile
biotype, A. sobria and A. veronii (Vega-Sanchez et al., 2014a; 2014b; Zepeda-Velazquez et al.,
2015).

All bacterial isolates were cultured on tryptic soy agar (TSA) and incubated at 25°C for 24
hours. Subsequently, isolates were cultured in 300 ml tryptic soy broth (TSB) and incubated under
the same conditions for a further 24 hours. Optical density (OD) of bacterial stock was measured by
spectrophotometry at 540 nm and adjusted to an OD of 1.0. The adjusted bacterial stock was
centrifuged at 10,000 rpm for 20 minutes. Subsequently, the supernatant was eliminated and the
bacterial pellet was resuspended in 300 ml of fresh TSB (Pridgeon et al., 2011). A volume of 100 pl
of bacterial stock was serially diluted on TSA plates to determine colony-forming units per ml
(CFU/m).

To determine the pathogenicity and virulence of the 10 Aeromonas isolates included in the
study, rainbow trout fry (3-5 centimeters) were obtained from a single farm (El Zarco, Ocoyoacac,
Mexico). The farm employs spring water and has no clinical history of Aeromonas infection. A total
of 990 rainbow trout fry were included in the study. Fish were maintained for two weeks prior to
the experimental period in aerated, 100-liter container tanks with chlorine-free water, equipped with
an activated carbon filter and supplied with flowing water at 15+ 0.5 °C. Fish were pellet-fed (EI
Pedregal, Silver Cup, Toluca, Mexico) once at day with an amount equivalent to 1.7 grams (gr) per

day (Paniagua et al., 1990). The experimental design consisted of 10 experimental groups (one for
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each Aeromonas species) and one uninfected group. All experimental groups were handled and kept
independently (Pridgeon et al., 2011). Each experimental group consisted of 30 fry by triplicate.
Fish were placed in 6-liter glass aquaria with 2700 ml of chlorine-free water. Infection of fish were
carried out with 300 ml of bacterial stock adjusted to 1.5 x 108 CFU/ml added to the aquaria with
non-circulating water, for a total volume of 3 liters. After 1 hour of immersion bath, fry were placed
into new aquaria with 6 liters of fresh, chlorine-free water. The uninfected, control group was
treated exactly the same way, but was exposed to 300 ml of sterile TSB. Two fry from each
aquarium were euthanized at 1, 2, 3, 4, and 5 hours post-exposure. Further 5 fry were euthanized at
1, 2, 7, and 14 days post-exposure. During the 14 days after exposure, fish were checked daily, and
moribund fish and those with severe clinical signs (abnormal swimming behavior, anorexia and
hyperpigmentation) were immediately euthanized by an overdose of tricaine methane sulfonate
(MS222; Finquel), independently of set sampling days (Noga, 2010). Tissue samples from gills,
liver, kidney, spleen, and intestine were collected from euthanized fish and fixed in 10% neutral
buffered formalin for 24-72 hours, embedded in paraffin, sectioned and stained for routine
histological examination. To confirm clonality of inoculated bacteria, an enterobacterial repetitive
intergenic consensus-polymerase chain reaction assay was performed to reisolated Aeromonas as
described elsewhere (Szczuka and Kaznowski 2004).

To determine differences of virulence between Aeromonas isolates, percentages of fish with
histological lesions and positive bacteriological isolation of inoculated bacteria, and mortality were
analyzed by chi-square test (a=0.05) (Holten-Andersen et al., 2012). Survival plots of infected fish

were determined by Kaplan-Meier and compared with a Wilcoxon test (Zar, 1999).
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Results

Abnormal swimming behavior and external clinical signs (anorexia and hyperpigmentation)
were observed in fish exposed to isolates of A. salmonicida, A. hydrophila, A. veronii, and A.
bestiarum at the same day of inoculation. No external clinical sings were observed in the groups
exposed to isolates of A. allosaccharophila, A. caviae, “A. lusitana”, A. media, A. popoffii, and A.
sobria. No external and internal clinical sings, neither macroscopic nor microscopic lesions were
observed in the uninfected control group (Table 1). During 14 days post-exposure, no mortality was
recorded in fish groups infected with A. allosaccharophila, “A. lusitana”, A. media, A. popoffii and
the uninfected group (Figure 1). Fish infected with A. sobria and A. caviae showed higher survival
(mean calculated survival time 12 and 7 days, respectively) compared with those exposed to A.
salmonicida, A. hydrophila, and A. veronii (all three of which induced mortality starting on
inoculation day), and to A. bestiarum (Figure 1). There was significant difference between A.
salmonicida (17 fish died with a highest rate at 3 hours post-exposure), A. hydrophila (11 fish died
with a highest rate at 7 days post-exposure), A. bestiarum and A. veronii (8 fish died, both with a
highest rate at 2 days post-exposure) compared whit A. caviae (3 fish died with a highest rate at 11
days post-exposure) and A. sobria (1fish died with a highest rate at 11 days post-exposure), respect
to survival (p 0.024; Z =-2.20). The statistical differences on mortality analysis corroborate the date
obtained of survival plots, A. salmonicida, A. hydrophila, A. bestiarum and A. veronii were the most
virulent species than kill fry trout by immersion bath (Figure 1).

Structural changes in gills of all fish with different severity grades was observed, severe to
moderate hyperplasia of epithelial cells, basal, apical or both, lamellar fusions, general congestion

of secondary lamellas and epithelial lifting of the secondary lamellae were observed in on fish

56



infected with A. salmonicida A. hydrophila A. veronii and A. bestiarum. Mild gill congestion were
observed on fish infected whit A. caviae and A. sobria.

Internal clinic signs was observed, hepatic congestion with different degrees of severity was
observed in all groups infected. Fish exposed to A. salmonicida, A. hydrophila, A. veronii, A.
bestiarum, A. caviae and A. sobria (severe to mild); while mild hepatic congestion was observed in
fish exposed to A. allosaccharophila, A. caviae, A. popoffii and A. sobria (all before 7 days post-
exposure). Coccobacilli shapes were no observed in hepatic tissue.

Petechial hemorrhages in the ventral part of the opercula and the ventral surface near the
anus were only observed in one fish infected with A. salmonicida at one day post-exposure.
However, classic skin furunculosis lesion was no observed on fish exposed to A. salmonicida.
Unilateral exophthalmia, mild ocular hemorrhage and severe pale liver were observed in fish
infected with A. hydrophila and A. veronii (Figures 2 and 3).

Bacterial reisolations of the Aeromonas species included in the study were isolated from
gills and distal intestine during the experimental period. Bacterial reisolation was most frequent
from liver (Table 1). No histopathological lesions were significant on spleen and kidney (P< 0.05)
and the presence of coccobacilli shapes were not observed. A clonal relationship between reisolated

and inoculated bacteria was obtained in the different experimental groups.

Discussion

Here, we show that isolates of the species A. bestiarum, A. hydrophila, A. salmonicida, and

A. veronii produced mortality and liver microscopic lesions in O. mykiss fry exposed by immersion.
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Isolates of these Aeromonas species were originally obtained from skin lesions in farmed rainbow
trout (Zepeda-Veldzquez et al., 2015).

In the present study, petechial hemorrhages in the ventral zone around the opercula and the

caudal zone were observed in fish infected with A. salmonicida, as reported elsewhere (Austin and
Austin 2007). We also observed ocular lesions in fish infected with A. hydrophila and A. veronii, as
similar reported in ayu (Plecoglossus altivelis) and Japanese flounder (Paralichthys olivaceus)
following an outbreak (Miyazaki and Jo 1985; Moustafa et al., 2010). Fish mortality was
accompanied by liver congestion with different levels of severity, mainly in fish infected with the
following Aeromonas species: A. salmonicida, A. hydrophila, A. veronii, A. bestiarum, A. sobria
and A. caviae.
Also the continuous isolation of gills and liver isolations obtained suggest that Aeromonas spp. used
in this work, hematic route was used to spread in the host. The histological changes identified in
gills of infected fish suggest the ability of these isolations to produce virulence factors that enable
them to evade the immune response, protecting the bacteria and cause histopathological lesions
capable of causing the death of the fish by asphyxia (Tobback et al., 2009).

No bacteria were observed in liver tissue, suggesting that bacterial replication occurred on
another site and bacteria later spread to liver (Miyazaki and Jo 1985); therefore, bacterial replication
and extracellular products likely induce systemic hemodynamic changes, as when a septic process
is development (Rey et al., 2009). Although, isolates from liver were obtained from infected fish
with Aeromonas species included in the study, the presence of coccobacilli shapes in liver tissue
was not observed as reported as elsewhere (Farto et al., 2011). Identification of virulence factors in

the virulent Aeromonas species identified in the present study is needed.
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In conclusion, differences in the pathogenicity and virulence of ten Aeromonas species to
rainbow trout fry included in the study were determined. Mexican isolates of A. salmonicida, A.
hydrophila, A. veronii and A. bestiarum were the most virulent Aeromonas species to rainbow trout
fry. This study is the base for further studies on the different Aeromonas species found in the

cultured Mexican rainbow trout.
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Table 1. Origin and species of Aeromonas isolates and microscopic lesions, bacterial re-isolation,

and morbidity of rainbow trout exposed to different Aeromonas included in the study.

Aeromonas species Origin

(isolate identification)

Mortality, %

Percentage of fish Percentage of fish

with microscopic with bacterial re-

lesions in liver isolation from liver

A allosaccharophila Gill 0.0 83.3" 32.2°
(ESV-385)

A. bestiarum (ESV-365) Skin lesion  8.8° 55.5° 24.4°
A. caviae (ESV-378) Gill 3.3° 34.4P 12.2°
A. hydrophila (ESV-394)  Skin lesion  12.2° 60.0P 41.1°
“A. lusitana” (ESV-351) Gill 0.02 66.6° 17.7°
A. media (ESV-398) Spleen 0.0° 27.7° 64.4°
A. popoffii (ESV-354) Kidney 0.0 52.2P 86.6"
A. salmonicida (ESV-396)  Skin lesion  18.8° 68.8" 35.5
A. sobria (ESV-369) Kidney 1.12 52.2P 45 5°
A. veronii (ESV-393) Skin lesion  8.8° 45 5° 44.4°
Uninfected control group 0.02 17.72 0.02

Groups with different uppercase letters in the same column are significantly different (P < 0.05).
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Figure 1. Survival plots of rainbow trout infected with different Aeromonas species and uninfected,

control group. Plots were calculated using the Kaplan-Meier test.
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Work groups Mean median IQR
A. bestiarum 0.91 1.00 0.00
A. caviae 0.96 1.00 0.00
A. hydrophila 0.87 1.00 0.00
A. salmonicida 0.82 1.00 0.00
A. sobria 0.98 1.00 0.00
A. veronii 0.91 1.00 0.00
A. allosaccharophila, A. lusitana, A. media, A. popoffii and 1.00 1.00 0.00
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uninfected group

Figure 2. Macroscopic lesions in rainbow trout infected by immersion bath with different species of
Aeromonas. (a) Congestion of the ventral surface near the anus and (b) mild petechial hemorrhages
in the ventral part of the opercula in fish infected with A. salmonicida, 1 day pe. (c) Unilateral
exophthalmia in fish infected with A. hydrophila, 1 day pe. (d) Mild ocular hemorrhages and (e)
severe hepatic anemia in fish infected with A. veronii, at inoculation day. (f) Mild hepatic

congestion in fish infected with A. bestiarum, at 7 days pe. (g) Uninfected, control fish.
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Figure 3. Histological lesions observed in rainbow trout infected by immersion bath with
Aeromonas salmonicida. (a) Infiltration of inflammatory cells in the ventral surface close to the anal
fin. (b) Focal inflammatory area; infiltrate with mononuclear cells (*) and a bacterial aggregate (»).
(c) Infiltration of inflammatory cells in the ventral surface close to the anal fin and bacterial

aggregate (»). (d) Intestine, bacteria in lamina propria and bacterial translocation (circle).
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RESUMEN

El género Aeromonas incluye bacterias Gram negativas que se encuentran ampliamente distribuidas
en ambientes acuaticos. Estos microorganismos afectan a una amplia variedad de especies animales,
incluido el hombre. En acuicultura, diversas especies de Aeromonas infectan especies de cultivo y
producen pérdidas econdmicas significativas. De manera particular, la produccion de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) contribuye significativamente en la acuicultura de México. En este trabajo
se revisa la patogenia de las especies de Aeromonas que infectan a la trucha arcoiris, asi como los

diversos factores que modifican esta interaccion.

Palabras clave: Aeromonas, patogenia, trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss.
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ABSTRACT

The genus Aeromonas includes Gram-negative bacteria widely distributed in aquatic environments.
These microorganisms infect a broad variety of animals, including humans. In aquaculture, several
Aeromonas species infect cultured fish and produce significant economic losses. Particularly,
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) production contributes significantly in the Mexican
aquaculture and is potentially threatened by aeromonads. In the current work, the pathogenesis of
the Aeromonas species that infect rainbow trout, and the several factors involved in this interaction,

are reviewed.

Key words: Aeromonas, pathogenesis, rainbow trout, Oncorhynchus mykiss.
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INTRODUCCION

El género Aeromonas es un grupo de bacterias de importancia para la acuicultura, ya que
pueden actuar como agentes patdgenos importantes en especies poiquilotermas, debido a que se
encuentran ampliamente distribuidos en cuerpos de agua (Janda y Abbott 2010); sin embargo estos
microorganismos también han sido considerados habitantes no patogénicos de animales acuéaticos y
terrestres (Huber et al., 2004, Lehane y Rawlin 2000). Los peces no son los Unicos infectados, pues
estos microorganismo también han sido aislados de humanos con diversos cuadros clinicos, como
son: infecciones cutaneas (Meik et al., 2011), respiratorias (Cremonesini et al., 2008). Incluso se
han aislado de muestras de pescado congelado y otros alimentos (Yogananth et al., 2009), asi como
de agua potable (Tequianes-Bravo et al., 2005), lo que sugiere que esta bacteria es adaptable a
diversos ambientes (Janda 1991).

Se han realizado diferentes estudios de éste género, de los cuales se ha obtenido informacién
referente a la signologia clinica, lesiones anatomopatoldgicas y lesiones histopatoldgicas, asi como
la obtencién de aislamientos de infecciones naturales y el empleo de éstos para realizar infecciones
experimentales en diferentes especies de peces (Gudmundsdéttir et al. 2003; LaPatra et al. 2010;
Ping-Chung et al. 2010; Paniagua et al. 1990; Kozinska, 2007). Sin embargo, no existe un trabajo
que unifique criterios de signologia clinica, lesiones macroscopicas y microscopicas en la infeccion
inducida por las especies del género Aeromonas que afectan a la trucha arcoiris, por lo que en el
presente articulo hace una revision bibliografica de los diversos hallazgos clinicos, patologicos e
histopatologicos, de brotes naturales asi como los de infeccion experimental, reportados Unicamente

para en la trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss.

71



I. ETIOLOGIA

a) Taxonomia

Este grupo de bacterias pertenece al género Aeromonas, familia Aeromonadaceae, orden
Aeromonadales y clase Gammaproteobacteria (Castro-Escarpulli et al., 2003). Actualmente el
género incluye mas de 30 especies (Beaz-Hidalgo et al., 2013; Martinez-Murcia et al., 2013;
Beaz-Hidalgo et al., 2015) (Tabla 1). Para su estudio, el género ha sido dividido en dos grandes
grupos: un grupo mesofilico que se caracteriza por crecer entre 22 y 37 °C y que es conocido como
el grupo de las especies moviles (que pueden poseer un flagelo lateral o peritrico), la presentacion
de la signologia dentro de éste grupo es similar entre ellas, siendo la mas frecuente A. hydrophila,
capaz de causar alta mortalidad y provocar pérdidas economicas significativas (Noga, 2010).
Asimismo para el caso de A. media que crece a 37.5 °C, sin embargo es una especie no movil que
causa infecciones clinicas en el hombre; y un grupo psicrofilo (crecen a temperaturas menores de
21 °C) que incluye la especie A. salmonicida; cabe destacar que esta especie se divide en dos
grupos mas, conocidos como cepas tipicas que infectan a salmonidos y las cepas atipicas que estan
conformadas por 4 subespecies (Tabla 1) y se caracterizan por infectar a mas de 50 especies de
peces no salmonidos (Han et al. 2001). Tanto los grupos tipicos como los atipicos pueden

desarrollar la enfermedad conocida como furunculosis (Austin y Austin, 2010).

b) Identificacidon

La etiologia de la enfermedad ocasionada por miembros del género Aeromonas es
complicada de establecer, debido a la diversidad genética, bioquimica y antigénica que existe en el
grupo (Cipriano, 2001). Este esta conformado por bacterias Gram negativas, anaerobias facultativas,

que presentan morfologia poco variable (coco bacilar o bacilar pequefia) y miden aproximadamente
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0.3-1.0 x 1.0-3.5 micras (um), crecen en un amplio rango de temperaturas que van desde 0 a 45°C
(Janda y Abbott, 2010). Debido a la versatilidad del género el crecimiento en medios nutritivos
como el agar tripticasa de soya TSA (por sus siglas en inglés; trypticase soy agar) y agar base
sangre adicionado con 10% de sangre de ovino (en el cual se hace evidente la presencia de
hemolisis) son los medios de rutina utilizados para éste y otros géneros bacterianos poco exigentes.
Asimismo existen medios selectivos que ayudan al aislamiento especifico del género Aeromonas,
como es el agar selectivo Aeromonas Pseudomonas segin Kielwein (marca comercial Merck
Millipore) adicionado con penicilina (las colonias de Aeromonas viran a color amarillo y las de
Pseudomonas a color rojo-rosa),el agar ampicilina-dextrina (las colonias de Aeromonas viran a
color amarillo) (Havelaar et al. 1987), entre otros. Algunas de las propiedades bioquimicas que
muestran las bacterias del género Aeromonas son: catalasa positiva, productores de gas en glucosa y
urea negativos; no obstante, se necesitan de un minimo de 19 pruebas, entre bioquimicas y de
susceptibilidad a distintos antimicrobianos para lograr la identificaciéon de la mayoria de las
especies (Castro-Escarpulli et al. 2003). A. salmonicida posee 4 subespecies que no comparten estas
caracteristicas bioquimicas y han sido catalogadas como atipicas, debido a la poca, leve o lenta
presentacion del pigmento café observada en el crecimiento de los aislamientos; reaccién negativa
en la prueba de catalasa, oxidasa negativa, nutricionalmente son fastidiosos y su crecimiento es
lento (mas de 5 dias de incubacion) (Austin y Austin, 2007; Buller ,2004). Algunas de las pruebas
empleadas para la identificacion generalizada del género se basan en la sensibilidad al agente
vibriostatico O/129 (2,4-diamino 6-7 diisopropilpteridina), crecimiento a diferentes concentraciones
de NaCl, crecimiento negativo en agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) e inositol negativo
(Castro-Escarpulli et al. 2003). EI empleo de marcadores moleculares permite la diferenciacion

genética, tales como: 16S rRNA, gyrB (subunidad B ADN gyrosa), rpoD (factor ), rpoB
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(subunidad B, DNA dependiente de la RNA polimerasa) y la dnaJ (cabeza de proteina shock 40)
(Janda y Abbott, 2010; Nhung et al., 2007; Vasquez-Pifieros et al., 2010), incluyendo el
polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion (por sus siglas en inglés; RFLP) (Borrell

etal., 1997).

¢) Virulencia

Se ha observado que la patogenicidad y grado de virulencia del género Aeromonas esta
influenciado por algunos factores ajenos al patdgeno, que pueden ser causantes de una presentacion
clinica de la enfermedad, como son manejo inadecuado, pobre calidad y dureza del agua, altas
temperaturas de los estanques, traumas o lesiones en la piel de los peces (Roberts, 2001). Asimismo
la especie del pez infectado juega un papel importante, pues se ha observado que el salmén Baltico
(Salmo salar) y la trucha arcoiris presentan cierta resistencia a la infeccion por A. salmonicida,
siendo el salmén el més resistente (Holten-Andersen et al., 2012); en contraste se ha observado que
la trucha arcoiris es mas resistente a la enfermedad que el salmén Atlantico (Roberts, 2001). Otros
salménidos como la trucha moteada (Salvelinus fontinalis) y la trucha café (Salmo trutta) son mas
susceptibles a la infeccidn con este agente en comparacion con la trucha arcoiris (Hoover et al.,
1998). Las manifestaciones clinicas ocasionadas por Aeromonas spp. sugieren que pueden ser
causadas por una complicada red de factores de virulencia maltiples, ya que se ha visto que la
virulencia de este género depende de la cepa bacteriana, ruta de infeccién y del modelo animal en el
que se pretenda desarrollar la lesiéon (Yu et al., 2005). Las Aeromonas moviles se han considerado
como patdgenos débiles; sin embargo la patogenia puede variar, como en el caso de A. salmonicida,
gue es un patdgeno capaz de sobrevivir y replicarse in vitro con macréfagos (Gardufio y Kay, 1992)

permitiéndole evadir la respuesta inmune, asi como la presencia de ciertos factores de virulencia
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que juegan un rol importante en la adhesion de la bacteria a las células epiteliales del hospedero
(Turska-Szewczuk et al. 2011, Dallaire-Dufresne et al. 2013). Otros factores como la presencia del
pili tipo IV, que cumple funciones de motilidad, adherencia y colonizacion en el epitelio, ha
demostrado ser un factor requerido para la virulencia de A. salmonicida (Tomas, 2012).

Se ha documentado que cepas de A. hydrophila aisladas de trucha arcoiris son mas sensibles
a los antibidticos en comparacion con los aislamientos obtenidos del medio ambiente, pues éstos
poseen resistencia a los antibidticos B-lactdmicos, lo que sugiere que el medio ambiente puede ser
un reservorio de bacterias resistentes a los antibidticos empleados para el tratamiento de casos
clinicos (Saavedra et al., 2004). Ademas, los cambios morfolégicos en la estructura de la bacteria
por la prolongada supervivencia en agua de rio pueden provocar la pérdida o alteracion de los
factores de virulencia como es la presencia de la capa S (layer-S) (Paniagua et al., 1990). El rapido
desarrollo de herramientas moleculares ha permitido secuenciar completamente el genoma de 5
especies de Aeromonas, lo que es de gran utilidad debido a que permite analisar la diversidad que
existe en el género en cuanto a los factores de virulencia. Se han identificado genes para la
produccion de polisacaridos de superficie (capsula, LPS y glucanos), exotoxinas y enzimas
extracelulares, sistemas de secrecion, fimbrias y otras adhesinas no filamentosas; y flagelos (Tomas,
2012), asi como de aerolisinas y nucleasas (Nam y Joh, 2007). Algunos elementos estructurales de
la bacteria pueden ser empleados para el desarrollo de vacunas. Lutwyche y colaboradores (1995)
demostraron que la inoculacion de la porina por via intraperitoneal ocasiono un incremento u
significativo de proteccion en los peces desfiados. Estudios similares han demostrado el empleo de
factores de virulencia para generar una respuesta inmune contra Aeromonas (Merino et al. 2005,

Marsden et al. 1996).
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Il. EPIDEMIOLOGIA

a) Ecologiay rango de hospedadores

La distribucion del género incluye cuerpos de agua limpia y contaminada, asi como sistemas
marinos sin extrema salinidad y lodazales, ademas de formar parte de la flora intestinal de peces
sanos (Austin y Austin, 2007). Estos microorganismos cuentan con una amplia variedad de
hospederos que incluyen diferentes especies poiquilotermas: tilapia (Oreochromis sp Orinoquia)
(Vésquez-Pifieros et al., 2010), carpa comun (Cyprinus carpio) (Kozinska et al., 2002), bagre
(Ictalurus punctatus) (Nawaz et al., 2006), anguila comun (Anguilla anguilla) (Austin et al., 1998),
pez dorado (Carassius auratus) (Rahman et al., 2001), carpa Koi (Cyprinus carpio koi) (Cizek et al.
2010), lenguado (Solea solea) (Pérez et al. 1996), salmdn atlantico (Salmo salar) (Holten-Andersen
et al.,, 2012), trucha arcoiris (Fuentes y Pérez, 1998), pez roca negro (Sebastes schlegeli) (Han et
al., 2001), cocodrilos (Crocodylus niloticus) (Turutoglu et al., 2005), rana (Rana tigerina y R.
rugulosa) (Pearson et al., 2000); y en el mamifero lobo marino (Otaria flavescens) (Gonzalez et al.,
2009); especies terrestres como: cerdo, pollos, perros, gatos y humanos (Paniagua et al., 1990);
incluso ha sido aislado de alimentos como pescado congelado (Castro-Escarpulli et al., 2003),
verduras, leche, carne de bovino y embutidos (Janda y Abbott, 2010). La importancia de este
microorganismo en la salud publica radica en su poder zoonético. En humanos producen diarrea
(Guevara et al., 2002), infecciones cutaneas (Meik et al., 2011), infecciones oculares (presencia de
Ulceras en la cdrnea) (Puri et al. 2003), bacteremia (Chih-Cheng et al., 2007), mortalidad de

pacientes inmunocomprometidos (Yang et al., 2008), artritis, entre otras (Isoken et al., 2012).
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b) Transmision

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad pueden variar dependiendo de la edad y la
especie de los peces infectados, la cepa bacteriana implicada y las condiciones ambientales (Brown,
2000). Los peces infectados con el grupo de Aeromonas moviles, generalmente muestran cuadros
subclinicos, clinicos y en ocasiones cronicos (John et al., 2011), mientras que el grupo no movil,
tiende a presentar cuadros subagudos caracterizados por la presencia de furinculos en la superficie
del pez infectado, en cuadros cronicos se observa la etapa final de la evolucién del furinculo,
observandose una lesién dérmica caracterizada por la inflamacién del mdsculo y piel adyacentes al
sitio de lesion, en casos severos se ha observado que la lesion puede alcanzar la cavidad celomica
del pez infectado (Austin y Austin, 2007). La transmision horizontal de ambos grupos es causada
por la exposicion de un pez inmunocomprometido con uno infectado o por la diseminacion del
agente al medio ambiente, por medio de las excretas y la sobrevivencia en el material organico; y
como ocurre en el caso de A. salmonicida, la laceracion de la piel en donde se desarroll6 el
furdnculo contamina el medio acuatico con sangre, tejido necrético y bacterias, siendo éste el
mayor foco de infeccion durante los brotes (Dallaire-Duresne et al., 2013).

Sin embargo, el aislamiento del género Aeromonas a partir de branquias e intestino es comun
debido a la exposicion al ambiente acuatico (Inglis et al., 1993). En un estudio realizado por
Rahman y colaboradores (2007), se mostr6 que la vegetacion en plantas tratadoras de agua
residuales puede servir como reservorio de Aeromonas spp., por lo que el empleo de agua reciclada
para la acuicultura posee un alto grado de riesgo para la explotacion de especies acuéaticas asi como

para la salud publica.
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I11.SIGNOLOGIA Y PATOGENIA

Cabe destacar que la descripcion para la signologia y patogenia para el grupo de las
Aeromonas maviles es ejemplificada por A. hydrophila, ya que la descripcion de la enfermedad es
similar entre las especies moviles (Austin y Austin, 2007). Por ello, la infeccion en peces causada
por este grupo es conocida de manera general como septicemia por Aeromonas moviles (Noga,
2010), la signologia no es especifica, los animales que son afectados presentan una morbilidad del
80% y mortalidades acumuladas aproximadas de 50% (Fuentes y Pérez, 1998). Esta se caracteriza
por lesiones en la dermis con caracteristicas morfologicas diferentes (Ulceras, erosiones y
hemorragias), de localizaciéon (focal y multifocal) que pueden encontrarse en las zonas (craneal,
caudal, dorsal, ventral y lateral); asimismo como de profundidad (afeccion a la epidermis, musculo
o0 hasta cavidad abdominal), asi como la presencia lesiones en aletas dorsales, caudales, ventral,
pectorales y anal (Noga, 2010, Inglis et al., 1993). Las hemorragias causadas por las hemolisinas
pueden ocasionar procesos septicémicos, los hallazgos macroscopicos identificados en los peces
incluyen: exoftalmia, ulceracion ocular, hidropesia con presencia de fluido sanguinolento,
confiriendo al abdomen la forma de tabla escalonada (Cipriano, 2001), anorexia, oscurecimiento
generalizado de la piel, prolapso rectal (Noga, 2010), presencia de petequias, necrosis Yy/o
putrefaccion de las aletas dorsales y caudales, sin presentar necesariamente lesiones en la piel (Nam
y Joh, 2007); presencia de necrosis y hemorragia en la base de las aletas (Saavedra et al., 2004).

Para el caso de A. salmonicida, que es el agente etioldgico de la enfermedad conocida como
furunculosis y es considerado un agente patdgeno primario, se ha aislado de una amplia variedad de
salménidos y no salménidos (Wiklund et al., 1998). Este agente es introducido a las granjas

usualmente por animales sanos o animales recuperados de la enfermedad, que fungen como
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reservorios, liberando el agente al medio y predisponiendo a la poblacion susceptible a un brote
(Allejo y Ellis, 1989). La tasa de morbilidad en peces estresados representa el 90% (John et al.,
2011), mientras que la mortalidad en peces infectados puede provocar mortalidades que oscilan de 0
a 100% (Kozinska, 2007). Por ello, este agente patdgeno debe ser considerado como uno de los
primeros sospechosos que provocan pérdidas econdmicas en granjas de peces (Kozinska et al.,
2002; Kirkan et al., 2003). Los brotes de enfermedad tienen un impacto econémico negativo para la
acuacultura (Turska-Szewczuk et al., 2011).

A. salmonicida puede sobrevivir afuera del hospedero, dependiendo de las condiciones
presentes en el agua (Hiney et al., 1997). Todas las edades son susceptibles a presentar la
enfermedad, aunque los peces jovenes son afectados en menor frecuencia, pero cuando son
afectados saltan fuera del estanque, la piel puede presentar un oscurecimiento fuera de lo normal y
mueren (Austin y Austin, 2007). Sin embargo, los animales enfermos pueden llegar a recuperarse,
incluso cuando la lesion se localiza en masculo esquelético (Hiney et al., 1997). Los signos clinicos
de la enfermedad dependen del tiempo y curso de la infeccion, los casos hiperagudos se presentan
generalmente en crias de salménidos que presentan muerte subita (Noga, 2010). En animales de
mayor edad el desarrollo clinico patolégico agudo, se presenta con una septicemia hemorragica que
puede generarse sin la presentacion de lesiones forunculosas en la piel. En casos donde el furtnculo
logra desarrollarse, la ulceracion y erosion de éste permite la secrecién de fluido sanguinolento en
el agua diseminando el patégeno (Inglis et al., 1993).

En los casos cronicos el progreso de la infeccion es lento y resulta en una localizacion
generalizada del agente en las visceras, afectando comunmente branquias, higado, rifidén, bazo,
intestino y células epiteliales de los vasos sanguineos (Inglis et al., 1993). También es comun la

presentacion de letargia, inapetencia, petequias e hinchazon en la base de las aletas, que puede
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transformarse en una Ulcera severa; adicionalmente, se ha observado exoftalmia y secrecion

sanguinolenta en narinas (Noga, 2010; Austin y Austin, 2007).

a) Lesiones macroscopicas

Para el caso de las Aeromonas moviles, en la necropsia se han observado branquias
hemorragicas, congestion en o6rganos internos; de manera similar el rifion puede presentar
hemorragias (Fuentes y Pérez ,1998); bazo y rifién pueden encontrarse tumefactos, originando la
salida de liquido; ademéas se han observado petequias en visceras abdominales e hinchazén del
intestino (Inglis et al., 1993). En la infeccidn experimental con A. hydrophila biovariedad dhakensis
(actualmente A. dhakensis), inoculada por via intramuscular (IM) en trucha arcoiris, se observo
septicemia hemorragica generalizada con presencia de lesiones tipo furunculosas alrededor del sitio
de inyeccidn, asi como lesiones hemorragicas en cabeza, ojos y branquias (Kozinska et al., 2007).

En peces infectados con A. salmonicida se observa la presencia de hemorragias en la base de
las aletas y en las branquias, ademas de la presencia de ulceras (Kinkelin et al., 1991). La
presentacion cronica de la enfermedad se observa generalmente en peces de mayor edad y la
presentacion cutanea se hace evidente por la presencia de furinculos, que dependiendo de la
severidad de la infeccidén puede extenderse hasta cavidad abdominal, provocando una infeccion
sistémica (Noga, 2010). En intestino se han observado lesiones hemorragicas y necréticas, los
animales por lo general dejan de comer y el contenido del intestino estd constituido por moco y
sangre (Mulder et al., 2007). En corazon, se ha observado infiltracion de fluido en pericardio,

ademas de una coloracion rojo cereza del bazo y color gris en higado (Inglis et al., 1993).
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b) Hallazgos histologicos

En la histopatologia de la septicemia causada por las Aeromonas moviles se observa
deplecion hematopoyética, necrosis de células renales y esplénicas, necrosis en el lumen y la
membrana mucosa del intestino, ademas de observarse necrosis focal presente en tejido cardiaco,
higado, gonadas y pancreas; en encéfalo se ha observado congestion leptomeningea (Cipriano,
2001); de manera similar en higado se ha observado hepatitis multifocal no supurativa y
colangiohepatitis (Saavedra et al., 2004). En la dermis se ha observado edema severo, hiperemia del
estrato reticular, ulceracion y necrosis hemorragica, que puede extenderse hasta musculo
esquelético en casos severos (Rey et al., 2009). En piel y musculo se ha observado dermatitis y
miositis aguda-cronica, con presencia de infiltrado inflamatorio conformado por neutréfilos,
principalmente (Saavedra et al., 2004). En ojos se ha observado trombosis e inflamacién en la
region periesclerotica asi como en el epitelio corneal. En casos donde los peces se recuperan de la
infeccion, la presencia de Ulceras en la dermis es seguida de la regeneracion del tejido y la
eliminacién del patégeno (Fuentes y Pérez, 1998).

Aislamientos obtenidos de truchas arcoiris clinicamente sanas, de diferentes especies de
Aeromonas (A. bestiarum y A. veronii) empleadas para desafiar truchas sanas, son capaces de
provocar mortalidad y signologia, manifestadas en diferentes niveles de virulencia en donde las
lesiones se manifestaron por Ulceras y necrosis en casos cronicos y subagudos, distension
abdominal, anemia y hemorragias en tejidos internos (Kozinska, 2007). Otras diferentes rutas de
infeccion experimental incluyen la inoculaciéon intraperitoneal (IP) con aislamientos de A.
hydrophila obtenidos de sedimentos de agua de rio, las cuales provocaron lesiones hemorragicas en
la pared abdominal interna, palidez en higado y ascitis (Paniagua et al., 1990). De manera similar,

un estudio realizado por Nya y Austin (2010) en donde se inyectaron por via IP lipopolisacaridos
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(LPS) obtenidos de un aislamiento de A. hydrophila de un barramundi (Lates calcarifer) para
desafiar a truchas arcoiris, no provocaron signologia durante el periodo de infeccidn; sin embargo,
se presentd una mortalidad del 45%, observada en la mitad del periodo del experimento y un
incremento en las células inmunoldgicas.

Sin embargo, los hallazgos histopatolégicos en la epidermis de peces infectados con A.
salmonicida se incluye la presencia agregados basofilos (colonias bacterianas) localizados de
manera focal o multifocal, con o sin presencia de infiltrados de macréfagos, asi como la presencia
de focos de necrosis licuefactiva al centro de las lesiones, presente de manera similar en tejido
conectivo del rifidn (Inglis, 1993).

En la superficie del intestino se observan petequias y en tejido cardiaco se ha observado
necrosis cardiaca toxica especialmente en los atrios, asi como la localizacién focal de agregados
baséfilos y una marcada deplecion linfocitaria en riidn y bazo; ademas de observarse la
desgranulacion de eosinéfilos en la mucosa del intestino, que puede extenderse y presentarse en
menor grado en las branquias (Hiney et al., 1997, Powell et al., 1991). Un estudio realizado por
Jutfelt y colaboradores (Jutfelt et al., 2006) demostrd que A. salmonicida emplea la translocacion
desde el epitelio intestinal a diversos 6rganos, siendo esta una ruta de infeccion eficiente en

hospederos inmunodeprimidos.

IV.PRESENCIA DE Aeromonas spp. EN MEXICO

Los estudios que se han realizado en México informan el aislamiento de diferentes especies
de Aeromonas, tal es el caso de A. hydrophila aislado de charales (Chirostoma humboldtianum,
Valenciannes, 1835) para consumo humano (Paniagua et al., 2006); otras especies como A.

hydrophila, A. bestiarum, A. salmonicida, A. veronii biovariedad veronii y A. encheleia han sido

82



aisladas de tilapias (Oreochromis niloticus) congeladas en un mercado de la ciudad de México
(Castro-Escarpulli et al., 2003); asimismo un reporte de un caso de una granja de trucha arcoiris
localizada en el Estado de México, presentd septicemia hemorragica con morbilidad de 80% vy
mortalidad de 51.2%, el aislamiento bacteriol6gico demostré que A. hydrophila era el agente causal
(Fuentes y Pérez, 1998), un estudio patoldgico en trucha arcoiris y tilapia (Oreochromis aureus, L.)
que presentaban cogestion marcada y la infestacion de Ichthyophthirius multifiliis en branquias,
reportd el aislamiento de A. hydrophila, asi como de tejidos internos (higado, rifion, bazo)
(Constantino et al., 1997), el aislamiento de A. bestiarum a partir de carpa comun (Cyprinus carpio
L.) (Soriano-Vargas et al., 2010), asimismo se han identificado las especies de A. salmonicida, A.
hydrophila y A. veronii de diferentes truchas arcoiris que presentaron lesiones en la dermis
(Zepeda-Velazquez et al., 2015).

En un estudio realizado por Salgado-Miranda y colaboradores (2010), se obtuvieron
aislamientos de Aeromonas obtenidas a partir de truchas arcoiris, provenientes de diversas granjas
de México, empleando bioquimicas se identificaron 2 especies: A. hydrophila, A. salmonicida y un
porcentaje de aislamientos permanecieron como Aeromonas spp., el en 48.78 % de los aislamientos
obtenidos fueron Aeromonas. Recientemente se identificaron 10 especies de Aeromonas aisladas de
trucha arcoiris provenientes de diferentes granjas de México, siendo A. veronii biovar sobria, A.
hydrophila y A. bestiarum las especies mas predominantes (Vega-Sanchez et al., 2014a), las cuales
se identifico que el 39.6% poseian uno o mas genes que codifican para la presencia de B-lactamasas,
metalo-beta- lactamasas e integrones clase 1 (Vega-Sanchez et al., 2014b). A. salmonicida es
considerada en la truticultura como la principal bacteria no movil patdégena dentro de este género y

puede ocasionar hasta 100% de mortalidad (Roberts, 2001).
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La produccién de trucha en México es una actividad de gran importancia debido a su alta
demanda como fuente de proteinas, datos publicados en el mes de mayo del 2015 en un comunicado
de prensa; la produccién nacional pesquera y acuicola del 2014 ascendié a un millén 751 mil 952
toneladas, obteniéndose un 32.2 % de incremento del afio 2013 al afio 2014; siendo la mojarra,
trucha y el ostion las que destacan (SAGARPA, 2015). A finales del 2014 la produccion de trucha
arcoiris genero 527,247.11 kilos de peso vivo, con un equivalente de 28, 582, 065.83 pesos en el
estado de México (CONAPESCA, 2015). La produccion de ésta especie se localiza principalmente
en los estados de: México, Puebla, Michoacén, Hidalgo, Chihuahua, Veracruz (SAGARPA, 2011),

por lo que la presencia de este género en la truticultura debe ser considerada como una amenaza.

V. DIAGNOSTICO

El diagnostico general patogeno consiste en el aislamiento y purificacién de las colonias
bacterianas, asi como la identificacion por medio de los métodos anteriormente mencionados
(Castro-Escarpulli et al., 2003). Pruebas complementarias permiten tener la certeza de que las
bacterias pertenecen al género, como es la prueba de la DNAsa que en el caso de Aeromonas spp.,
da una reaccion positiva gracias a la presencia de la enzima desoxirribonucleasa, ademas resulta de
gran ayuda sembrar las colonias en agar Pseudomonas adicionado con 10 % de glicerol (marca
comercial, BD Difco), en donde las colonias de Aeromonas no presentan fluorescencia al ser
expuesta a luz ultravioleta (Noga ,2010). Sin embargo, para ahorrar tiempo y material puede
emplearse el sistema comercial Api 20E, que permite la identificacion de algunas especies de
Aeromonas, para una correcta identificacion de la especie es recomendado emplear pruebas

moleculares (Vega-Sanchez et al., 2014b)

84



VI.CONTROL Y TRATAMIENTO

El control para el manejo de brotes consiste en la eliminacién de peces moribundos y de
aquellos con signologia clinica de la enfermedad, estabilizar los pardmetros del agua: baja salinidad,
estabilizar la temperatura a no mas de los 17 °C, niveles adecuados de pH, procurar una
oxigenacion minima de 5.5 partes por millon (ppm), conservar los niveles de amonio inferiores a
0.015 ppm y reducir los contaminantes organicos. En el caso de Aeromonas moviles la aplicacion
de antibioticos no es recomendado debido a que la enfermedad es auto limitante en los casos
cronicos, si la enfermedad tiene una presentacion severa con altos porcentajes de mortalidad y
reduccion en el consumo de alimento, si es recomendada la administracion de sulfonamidas
potenciadas (Noga, 2010; Blanco, 1995). Aunque el uso de antimicrobianos han sido de gran
utilidad para el control de esta enfermedad y muchos otros agentes patogenos, el empleo de
antimicrobianos se ve afectado por dos razones importantes: la resistencia a diversos antibidticos
gue puede exacerbar la presentacion clinica de la enfermedad y los altos costos de la aplicacion de

los farmacos (Kirkan et al., 2003; Blanco, 1995).

VIl. CONSIDERACIONES FINALES

La mayoria de las lesiones descritas en el presente trabajo de revision son generalmente
encontradas tanto en los reportes de brotes naturales asi como de infecciones experimentales, con
ciertos cambios en la severidad y localizacion de las lesiones. Los problemas de manejo en las
truchas y otras especies de peces, como son hacinamiento, jerarquia, contaminacion del agua,
hipoxia, cambios de pH, incluso las fluctuaciones de temperatura juegan un papel importarte en la
presentacion de ciertas especies de Aeromonas, favoreciendo la concentracion del microorganismo

solo en ciertas temporadas (Lee et al., 2002). En los teledsteos es importante que el tejido asociado
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a mucosa, conformado por branquias, piel e intestino se encuentre integro, ya que estos conforman
la barrera inicial para evitar la entrada de agentes patégenos (Rubio-Godoy, 2010) y a su vez el
moco (que posee enzimas bactericidas como la lisozima e inmunoglobulinas) sea secretado
reduciendo la habilidad de la bacteria para adherirse a las células epiteliales y evitar su ingreso al
torrente sanguineo (Dalmo et al., 1997).

La signologia descrita no es exclusiva de la infeccién por Aeromonas spp., ya que comparte
algunos signos con otras enfermedades. Un manejo adecuado y medidas de prevencion adecuadas
(vacunacion, eliminacion de peces enfermos y moribundos, limpieza de los estanques,
mantenimiento de temperaturas estables y estudios bacterioldgicos, entre otros) para cada granja en
cuestion, pueden ser de gran ayuda para evitar brotes de enfermedades bacterianas y en
consecuencia morbilidad y mortalidades elevadas que repercuten en pérdidas monetarias. Sin
embargo, la presentacion de signologia inespecifica en una explotacion truticola, es una sefial de
atencion para revisar y ajustar pardmetros productivos con respecto a la calidad del medio acuético

en la explotacion con el fin de evitar estrés en los peces.
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Cuadro 1. Especies del género Aeromonas.

Género y especie Cepa de | Importancia clinica Grupos de| Observaciones Referencia
referencia Humano | Otros hibridacion
A. allosaccharophila CECT4199 Anguilas HG 15 Martinez-Murcia
etal., 1992.
A. aquatica CECT 80257 Agua de lago Beaz-Hidalgo
etal., 2015
A. australiensis CECT 80237 Agua Aravena-Roman
etal., 2012.
A. bestiarum CECT4227 + Peces HG 2 Rara vez infecta|Janda y Abbott,
humanos 2010.
868ET Molusco Mifiana-Galbis
A. bivalvium (Cardium sp.) et al., 2007.
A. cavernicola CECT838 + Peces HG 4 A. punctata Janda y Abbott,
Agua potable 2010.
A. caviae CECT 78627 Agua de  una|Martinez-Murcia
caverna etal., 2013
A. dhakensis MDC477 Agua y peces Animales sanos Martinez-Murcia
de ornato et al., 2008.
A. diversa CECT4240 HG 13 Grupo entérico 501 | Mifiana-Galbis
et al., 2010.
A. encheleia CECT4342 HG 11 Janda y Abbott,
2010.
A. eucrenophila CECT4224 HG 6 Janda y Abbott,
2010.
A. finlandiensis CECT 80287 Agua de lago Beaz-Hidalgo et

al., 2015
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A. fluvialis CECT 74017 Agua de rio Alperi et al,
2010b
A. hydrophila Peces HG 1
subespecies CECT839 Anfibios
e anaerogenes Agua potable
e decolorationis Popoff y Veéron,
o dhakensis 1976.
e hydrophila
e ranaei
CECT4228 Anguila HG9 Carnahan
A. jandaei et al., 1991.
A. lactus CECT 80247 /Agua de lago Beaz-Hidalgo
et al., 2015
CECT 78287 Agua termal Martinez-Murcia
A. lusitana etal., 2011.
A. media CECT4232 Peces marinos |HG5 Janda y Abbott,
/Agua potable 2010.
A. molluscorum 868T" Molusco Mifiana-Galbis
et al., 2004.
A. piscicola S1.27 Pez enfermo Animales Beaz-Hidalgo
(Salmo salar) moribundos et al., 2009.
A. popoffii CECT4995 HG 17 Huys et al., 1997.
A rivuli \WB4.1-197 /Agua de rio Sin hemolisis Figueras et al.,
2011.
A. sanarellii A2-677 Aislado de [Alperi et al., 2010a.
infeccidn cutanea
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A. schubertii CECT4241 HG 12 Hickman-Brenner
etal., 1988.
A. simiae IBS S68747 Monos (Macaca Mamiferos sanos, [Harf-Monteil
fascicularis) aislado de heces  [et al., 2004.
A. sobria CECT837 Peces HG 7 Janda y  Abbott,
Agua potable 2010.
A. taiwanensis A2-507 Infeccion cutanea y |Alperi et al., 2010a.
bacteremia
A. tecta F5187 Medio ambiente Diarrea Demarta et al.,
2008.
A. trota CECT4255 HG 14 A. enteropelogenes [Carnahan
etal., 1991.
A. salmonicida CECT894 Peces HG 3 Janda 'y  Abbott,
subespecies 2010.
e salmonicida
e achromogenes
e mansoucida
e smitia
e pectinolytica
A. veronii
biotipo
e sobria CECT4246 Peces HG 8 A. ichthiosmia Janda y  Abbott,
e veronii CECT4257 HG 10 A. ichthiosmia 2010.
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DISCUSION GENERAL

La produccion de trucha en el estado de México a finales del 2014 generd 28 millones 582,
065.83 pesos (CONAPESCA, 2015). Actualmente el desarrollo de esta actividad se localiza
principalmente en los estados de: Meéxico, Puebla, Michoacan, Hidalgo, Chihuahua y Veracruz
(SAGARPA, 2011). La presencia de enfermedades dentro de las granjas truticolas en muchos casos
es inevitable, debido a diferentes factores como son: manejo de los peces (estrés, hacinamiento,
alimentacion, medicina preventiva, entre otros), mantenimiento de los estanques (eliminacion de la
mortalidad, limpieza, eliminacion desechos organicos, etc.) y calidad del agua (temperatura,
oxigenacidn, sistemas de filtracion del agua, etc.) (Pennel y Barton, 1996).

En el presente trabajo de investigacion se analizaron las caracteristicas histolégicas de
truchas arcoiris infectadas naturalmente con 3 diferentes especies de Aeromonas spp. Un
aislamiento de A. veronii fue obtenido en 2 diferentes truchas. En una trucha se observo la erosion
de la dermis y exposicion del hueso premaxilar; este tipo de lesion ha sido reportado previamente
en carpas que presentaron erosion en la boca y en las que se aislado A. bestiarum (Austin y Austin,
2007) - sin embargo no ha sido reportado previamente en la trucha arcoiris; y en otra trucha, se
observa la erosion de la aleta dorsal. El aislamiento de Aeromonas spp. en aletas lesionadas ha sido
previamente reportado por Schneider y colaboradores (1980), quienes sugieren que la participacion
del género Flexibacter y la especie A. salmonicida estan implicados en el desarrollo de la
putrefaccion de la aleta en el salmon del Atlantico. Aunque la participacion del género Aeromonas
es menor en comparacion con otros patégenos bacterianos como son los géneros Pseudomonas y
Vibrio (Khan et al., 1981), se ha observado que la presencia de Aeromonas spp. puede desencadenar

la produccion de lesiones en aletas (Wahli et al., 2003).
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Las lesiones observadas en los higados de los peces infectados por A. veronii, incluyen la
presencia de degeneracion hepatocelular e infiltracion en parénquima en las dos truchas; ademas de
una hemorragia severa y la infiltracion intersticial de centros melanomacrofagos en rifion en la
trucha que presentd erosion en el premaxilar, lesiones que han sido previamente reportadas (Aydin
y Ciltas, 2004). Asimismo, en un estudio realizado en China por Li y Cai (2011) en el cual se
obtuvo el aislamiento de A. sobria en un brote de putrefaccion de aletas, se reveld a la necropsia

que los animales infectados experimentalmente presentaban hemorragias irregulares en higado.

En el presente trabajo se identificé un aislamiento A. salmonicida biotipo moévil obtenido de
una Ulcera localizada en la base de la aleta pélvica derecha de una trucha, la cual present6 un
didmetro de 13 milimetros. La identificacion de A. salmonicida movil coincide con los
aislamientos de Kozinska (2007) quien reportdé por primera vez el aislamiento de Aeromonas
salmonicida biotipo movil aislado de una trucha arcoiris. Cabe destacar que esta especie ha sido
previamente reportada como un microorganismo no mavil (Austin y Austin, 2007), ademas de ser
conocido por producir una infeccion sistémica, desarrollar Ulceras en la piel y causar el cuadro
clinico conocido como furunculosis (Goldschmidt-Clermont et al., 2009), asimismo se ha reportado
que Ulceras ocasionadas por A. salmonicida no movil en salménidos pueden tener una extension de
10 mm de diametro (Brocklebank, 1998) similar a lo observado en el presente trabajo. La presencia
de congestion vascular, vacuolizacion citoplasmatica en los hepatocitos y la infiltracion periportal
de linfocitos, observada a la histopatologia, concuerdan con lo observado en truchas arcoiris
infectadas experimentalmente con A. salmonicida biotipo movil (Kozinska, 2007).

El aislamiento de A. hydrophila en una trucha arcoiris en la cual se identifico

macroscopicamente una ulcera en la base de la aleta ventral izquierda con presencia de edema
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fueron consistentes con los resultados de Harikrishnan y colaboradores (2010), quienes observaron
que al inocular intramuscularmente un aislamiento de A. hydrophila en peces dorados, se provoco el
desarrollo de protuberancias hemorrégicas en dermis-musculo, lo que derivd a una extensa
dermatitis ulcerativa con presencia de edema en la zona infectada.

Los hallazgos histopatoldgicos observados en branquias de todos los peces estudiados,
incluyeron cambios en laminillas secundarias, con hiperplasia de las células epiteliales localizadas
en la region basal y apical; pérdida de la arquitectura normal, con diferentes grados de severidad de
distribucion multifocal; asi como telangiectasia y edema. Estas lesiones identificadas no estan
asociadas en su totalidad al género Aeromonas, ya que se ha reportado que factores ambientales
como otros agentes en el medio acuédtico (toxicos y otros patdgenos) pueden ocasionar lesiones
similares (Dymowska et al., 2012) y respuestas inespecificas en laminillas secundarias (Harper &
Wolf 2009).

De manera similar, las especies A. salmonicida, A. veronii y A. hydrophila, identificadas
genéticamente (Vega-Sanchez et al., 2014a), se han asociado con brotes importantes de enfermedad
en peces de ornato y de cultivo con pérdidas econdmicas significativas en la acuicultura (Pridgeon
et al., 2001; Sreedharan et al., 2013). Los resultados obtenidos del analisis histopatolégico
confirman que diversas especies de Aeromonas tienen un potencial patogénico para la trucha
arcoiris, asimismo los hallazgos patoldgicos descritos en el presente trabajo, fueron la base para

estudios de virulencia de estas especies.

El empleo de la trucha arcoiris como modelo de infeccion ha servido para diferentes

patdgenos, asi como las diferentes vias de infeccion han sido empleadas para estudiar la patogénesis

de Aeromonas spp. Los métodos empleados con mayor frecuencia para infectar experimentalmente
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a los peces son la via subcuténea (Carraschi et al., 2012), via intramuscular (Han et al., 2011) y la
via intraperitoneal (Lago et al., 2012). Sin embargo, éstos no son la via natural de entrada de
Aeromonas, como los son la cohabitacién y el bafio de inmersion (Pridgeon y Klesius, 2011).
Investigaciones previas han empleado el bafio de inmersion para la determinar la virulencia de
aislamientos obtenidos de brotes (Pridgeon et al., 2011) asi como la elaboracion de vacunas
(Villumsen y Raida, 2013).

En el presente trabajo, la infeccién experimental con A. salmonicida biotipo movil en una
cria de trucha arcoiris ocasioné la presencia de hemorragias petequiales en la zona ventral y en la
zona caudal del opérculo, las lesiones microscopicas incluyeron la presencia de formas
cocobacilares que atraviesan la pared intestinal en el mismo pez. Esto concuerda con lo reportado
en brotes y en infecciones experimentales (Austin y Austin, 2007); estudios previos han demostrado
que A. salmonicida puede traslocarse desde el lumen intestinal hasta el sistema circulatorio
empledndolo como via de entrada (Jutfelt et al., 2006) y diseminarse en el hospedero (Coscelli et al.,
2014). Entre los principales factores que permiten la traslocacion bacteriana se encuentran la
alteracion de la microflora, la reduccion del aporte sanguineo en el tejido y la disrupcion de la
barrera intestinal mucosa, ocasionada en este caso por la produccion de toxinas bacterianas (Garcia
de Lorenzo et al., 2007).

Se observaron exoftalmia unilateral y hemorragias leves en el mismo 0jo en un pez
infectado con A. Hydrophila. Las lesiones oculares causadas por la infeccion de Aeromonas han
sido previamente reportadas en la trucha arcoiris (Fuentes y Pérez, 1998) y en carpa (Cyprinus
carpio) (Ha et al., 2010). Estas lesiones oculares estan asociadas con la entrada de agentes

patogenos que emplean la ruta periorbital para infectar y diseminarse en el sistema circulatorio,
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como se ha reportado en un brote de A. hydrophila en un ayu (Plecoglossus altivelis) (Miyazaki y
Jo, 1985).

Las lesiones histologicas observadas en las branquias de todos los peces infectados
experimentalmente con las especies A. hydrophila, A. salmonicida, A. bestiarum y A. veronii;
fueron identificadas. Se observo congestion de laminillas secundarias, hiperplasia de las células
epiteliales y levantamiento del epitelio branquial, en diferentes grados de severidad. Estas lesiones
microscopicas ocasionaron un incremento en la distancia entre el agua y la sangre que circula por
los capilares de las laminillas, ocasionando bajos niveles de oxigeno y en consecuencia la muerte de
los individuos por asfixia (Speare et al., 1989). Asimismo el aislamiento bacteriano de los peces
infectados por inmersién en branquias, sugieren que estas especies en particular poseen la
capacidad de adherirse, colonizar y diseminarse por medio de los capilares a los érganos internos
del hospedero, como ocurre en el caso de Yersinia ruckeri (Tobback et al., 2009); y evitar los
mecanismos de inmunidad no especifica como el sistema del complemento y la produccion de

lisozimas en moco de branquias y piel (Rubio-Godoy et al., 2010).

A la necropsia, los peces que presentaron mortalidad mostraron una congestion generalizada
en higado, con diferentes niveles de severidad, principalmente en los peces infectados con las
especies A. salmonicida, A. hydrophila, A. veronii, A. bestiarum, A. sobria y A. caviae. Este signo
interno ha sido observado en brotes ocasionados por A. hydrophila (Austin y Austin, 2007). De
manera similar, se ha observado en infecciones experimentales; por ejemplo, en un estudio
realizado por Kozinska (2007), en el que se obtuvo el aislamiento de A. bestiarum y A. veronii

biovariedad sobria obtenidas de truchas arcoiris clinicamente sanas y que fueron utilizadas para
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realizar una infeccion experimental; demostré que estas especies son capaces de ocasionar
congestion hepatica y mortalidad en truchas arcoiris sanas.

En el presente estudio no se observaron en la histopatologia formas cocobacillares en los
tejidos hepaticos de los cuales se obtuvo aislamiento bacteriol6gico; esto sugiere que la replicacion
bacteriana en conjunto con la produccién de productos extracelulares puede inducir cambios
hemodinamicos, similares a los que se observan en el desarrollo de una septicemia (Rey et al.,
2009). La ausencia de bacterias en tejido hepatico concuerda con lo reportado por Farto y
colaboradores (2011), quienes infectaron experimentalmente rébalos (Scophthalmus maximus) con
A. salmonicida subespecie salmonicida, y reportaron que el higado y el rifibn eran raramente
colonizados por especies no virulentas, mientras que los aislamientos virulentos fueron capaces de
evadir la respuesta inmune a través de diferentes mecanismos.

En el presente trabajo de investigacion se procuré en todo momento mantener las
condiciones Optimas para todos los grupos de trabajo con el fin de minimizar el estrés. Los
aislamientos obtenidos de higado de los peces infectados con A. allosaccharophila, A. lusitana, A.
popoffii y A. media, en los que no se presento signologia clinica indican una infeccion asintomatica,
como ha sido reportado por Hiney y colaboradores (1994) que realizaron estudios en salmoén del
atlantico y en trucha café (Salmo trutta), para detectar A. salmonicida en rifidon de peces sanos
mediante la aplicacion de estrés, sus resultados demostraron el estrés hace méas susceptible a los

peces a desarrollar un cuadro clinico.

En el presente trabajo se obtuvieron aislamientos de las 10 diferentes especies de Aeromonas

en tejido hepatico, lo que sugiere una preferencia de la bacteria por dicho tejido. Investigaciones

realizadas en humanos han demostrado que los pacientes que presenta problemas hepaticos son
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susceptibles a la infeccién del género Aeromonas (Clark y Chenoweth, 2003). La infeccion de
Aeromonas es adquirida a través del contacto de una herida con suelo contaminado o por consumo
de agua contaminada, y se ha sugerido que la bacteria utiliza el tracto gastrointestinal para acceder
al tracto biliar y diseminarse por la via portal hepéatica (Ko y Chuang, 1995). En el presente trabajo,
la exposicién de los peces con las diferentes especies de Aeromonas por inmersion expuso
directamente el tracto gastrointestinal y las branquias, lo que sugiere que la bacterias utilizaron
ambas via para diseminarse en el hospedero. Asimismo, un estudio realizado por Gardufio y
colaboradores (2000) demostré que A. salmonicida emplea la capa S (S-layer) para mediar la
adherencia a células no fagociticas; sin embargo, sugiri6 que es necesaria la interaccion de
receptores de superficie celular, lipopolisacéaridos (LPS) y otros factores de invasién que no han
sido descubiertos.

El utilizacién de diferentes factores de virulencia en diferentes especies de Aeromonas
presentan una gran diversidad, algunos factores disponibles para infectar al hospedero pueden estar
presentes en algunos aislamientos, mientras que en otros no lo estan (Tomas, 2012), asimismo la
participacion productos extracelulares, proteasas y lipasas son importantes para la virulencia de este
género bacteriano (Janda y Abbott, 2010). Los resultados obtenidos en el presente trabajo de
investigacion sugieren que los factores de virulencia estan involucrados en el desarrollo del cuadro
patoldgico observado en los animales infectados experimentalmente. Por lo que, el analisis de los
aislamientos mediante pruebas moleculares es necesario para esclarecer que factores de virulencia o

mecanismos de patogenicidad estan presentes.
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CONCLUSION GENERAL

El proposito del presente trabajo de investigacion fue determinar la patogenicidad y
virulencia de diferentes especies de Aeromonas, previamente identificadas que infectan a la trucha
arcoiris, por medio de bafio de inmersion el cual asemeja las condiciones naturales en las que puede
infectarse un pez. Con los resultados obtenidos, se concluye que las especies de Aeromonas aisladas

de procesos patoldgicos son mas patogénicas y virulentas que las especies aisladas de peces sanos.

Las especies A. salmonicida, A. hydrophila, A. veronii y A. bestiarum son las mas virulentas
para las crias de truchas de arcoiris infectadas por bafio de inmersién, ya que ocasionaron la
presencia de signologia clinica externa e indujeron los porcentajes de mortalidad més elevados, en
contraste con las especies A. caviae y A. sobria, que poseen baja virulencia. Las especies A. lusitana,
A. allosaccharophila, A. popoffii y A. media son avirulentas en comparacion con las especies antes

mencionadas.
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