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RESUMEN

Durante epizootias en los veranos del 1998 y 1999, en granjas piscicolas del estado de Morelos, México, se manifestaron
de elevados indices de mortalidad. Con el objetivo de aislar e identificar el agente causal del proceso infeccioso. se tomaron
muestras del rifion de los peces de ornato de las especies Carassius auratus y Pterophyium scalare, con signos y lesiones
de infeccion; del agua de los estanques y del alimento balanceado. Los signos y lesiones registrados en los individuos
observados previa su diseccion, correspondieron al sindrome miodermonecrosis ulcerativa, con septicemia, caracteristica
de vibriosis. De todas las muestras analizadas se aislaron e identificaron géneros bacterianos de importancia para la
ictiopatologia, pertenecientes a las familias Enterobacteriaceae, Aeromonadaceae, Vibrionaceae y Pseudomonadaceae. En
las muestras se identifico la presencia de bacterias de la especie: Vibrio furnissii, ademas de otras especies patdgenas para
organismos acudticos y para el humano, como Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida y Vibrio fluvialis entre
otras. Diferentes autores han reportado la bacteria Vibrio furnissii de muestras clinicas de pacientes humanos con
diarreas en Asia, aunque su relacion etioldgica con el hospedero humano no se ha comprobado. El origen de V. funrissii en
las muestras analizadas, se puede establecer como parte de la flora bacteriana de peces de ornato que son importados a
Meéxico desde Asia. La identificacion de esta bacteria, es particularmente dificil debido a su semejanza con Aeromonas
hvdrophila y con Vibrio fluvialis. Fue a partir de la definicién de su halotolerancia, su capacidad de producir gas a partir
de glucosa, y la forma de crecimiento de las colonias en agar de tiosulfato-citrato sales biliares-sucrosa, que se puedo
diferenciar de las cepas anteriormente mencionadas. Aunque, ain no se han llevado a cabo los experimentos pertinentes
para reconocerla como patdgeno de organismos acuaticos, la capacidad de esta bacteria de hemolizar sangre en el medio
agar sangre, demuestra que posee caracteristicas que la capacitan para provocar infeccion en su hospedero. Debido a la
presencia de especies bacterianas, patogena de peces y al dafio que ocasionan en los cultivos acuaticos, es que es
necesario establecer una estrategia rapida para su identificacion y tratamiento adecuado. La confusion en la identificacion
entre las especies antes mencionadas, seleccionando tratamientos quimicos erréneos como seria la administracion de
antibioticos. ademas de provocar contaminacion ambiental, propiciara el desarrollo de mecanismos de resistencia a dichos
antibioticos en estas bacterias.
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ABSTRACT

During the epizootics of the summer of 1998 and 1999, high mortality indices were registered in fish farms located in the
state of Morelos, Mexico. Samples were taken from the kidney of ornamental fish of Carassius auratus and Pterophylum
scalare species that showed signs of infection and lesions, as well as from the water of the ponds and aquaria, and from
balanced fish feed. Important bacterial genera were isolated pertaining to Enterobacteriaceae, Aeromonadaceae, Vibrionaceae
and Pseudomonadaceae families. In the three samples Vibrio furnissii was identified as well as other species pathogenic
for aquatic organisms and humans, such as Aeromonas hvdrophila, Aeromonas salmonicida, Vibrio fluvialis, among
others. The signs and lesions recorded in the observed individuals corresponded to an ulcerative myodermonecrosis with
seplicemia, characteristic of vibriosis. On the other hand, Vibrio furnissii has been isolated from human patients with
diarrhea in Asia, although their etiologic relation with the human host has not been proven yet . To the present, this
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bacterium has not yet been associated with ornamental fish, therefore the present report is considered the first on its
presence in water samples of aquaculture ponds, balanced fish feed and kidney samples of ornate fish. The origin of ¥
furnissii in the analyzed samples could be due to its presence as part of the bacterial flora of ornate fish imported from Asia.
Identification of this bacterium is particularly difficult because of its similarity to Aeromonas hydrophila and Vibrio
fluvialis. Based on the definition of its halotolerance, its ability to produce gas from glucose, and the type of colony
growth in thiosulfate-citrate-bile-sucrose agar. its differential identification could be established. Although the corresponding
experiments to classify it as pathogenic for ornate fish have not been made, the capacity of this bacterium to hemolyze
blood in a blood agar medium suggests its capacity to induce infection in its host. Due to its presence and the potential
damage caused in aquaculture, it is necessary to establish a strategy for its fast identification and adequate treatment. The
prevailing confusion among the mentioned species has given rise to the use of erroneous chemical treatments, such as the
indiscriminate administration of antibiotics, which in turn lead to resistance, as well as to environmental contamination.

Key words: Vibrio furnissii, Aquaculture , Ornamental fish, Bacteria Pathogen.

INTRODUCCION

Una de las principales caracteristicas de la acuicultura
intensiva es el manejo de altas densidades de
organismos cultivados en un reducido volumen de agua.
con el objeto de: obtener proteina de origen animal para
consumo humano, harina de pescado para la elaboracion
de alimento de animales y reproduccion de peces de
ornato. En tales condiciones las enfermedades
infecciosas representan una continua amenaza para la
obtencion de una produccion exitosa (Pillay, 1982).

Tradicionalmente en nuestro pais se ha desarrollado la
acuacultura con fines de consumo humano, deportivo
y esparcimiento, sin embargo, ultimamente el acuarismo
a cobrado fuerte interés como estrategia importante
de ingreso de divisas.

El valor total del comercio de peces de ornato al
mayoreo esta estimado en 900 millones de dolares.
El valor estimado de la reventa (menudeo) del pez de
acuario, es del orden de 3000 dolares, mientras que el
costo de pescado para consumo humano es de tres
doélares por kg aproximadamente el precio de pez de
ornato es de 300 dolares/kg. Los principales
proveedores se localizan en los paises asiaticos como:
Singapur, Tailandia, Hong Kong. Japon y Malasia
(Barnabe, 1989). Esto ademas de la movilizacion de
grandes cantidades de peces de diferentes especies en
manos de personal no calificado, sin conocimiento de
la calidad sanitaria del producto. en diferentes
condiciones de produccion y en diferentes ambientes
esta implicando alto riesgo para la salud del personal
que esta involucrada en la larga cadena de
comercializacion, sobre todo al ser manejada como
mascota personal y la movilizacion conjunta de la carga
bacteriana de los peces (Negrete y Romero 1999).

Una granja acuicola es un sistema abierto con tres
tipos de ingresos importantes: el agua. el alimento
para los organismos cultivados y los mismos organismos
para cultivar. Desde el punto de vista sanitario, estos
tres elementos son de suma importancia ya que

Junto con ellos pueden ingresar al sistema, elementos

como contaminantes y microorganismos, que
pueden llegar a perturbar las condiciones sanitarias
de manejo v alterar el equilibrio salud- enfermedad
a las poblaciones en el sistema y como consecuencia
la enfermedad infecciosa puede instalarse.

Las enfermedades infecciosas en estos sistemas
pueden ser causados por un desorden genético,
una herida fisica, un desequilibrio en la nutricién
v, 0 por factores abioticos tales como la contaminacion.
bioagresores o la combinacion de estos (Kinkelin
et al., 1980).

Los vibrios son bacterias causantes de las infecciones
que han ocasionado perdidas econémicas mas severas
en cultivos acuaticos de diferentes especies (Eguidus,
1987). La vibriosis esta definida por una serie de signos
externos como lesiones hemorragicas sobre la piel de
los peces infectados presentandose en la mayoria de
los casos septicemia (Austin y Austin, 1987).

Monitoreos de las condiciones sanitarias de manejo de
la produccion de granjas acuicola del estado de
Morelos, México (Negrete y Romero, 1998b), han
llevado a aislar bacterias de ictiopatologia comprobada,
como puede ser el caso de diferentes géneros de
Aeromonas y Vibrio, pero también se han asilado cepas
bacterianas de identificacion confusa entre Aeromonas
hydrophila y Vibrio fluvialis. por tal motivo el objetivo
del presente estudio es determinar la presencia de
Vibrio furmissii en: muestras de rifion de peces
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cultivados de las especies pez dorado Carassius
auratus v pez angel Pterophvilum scalare; asi como
determinar su posible via de ingreso al sistema de
cultivo a través dela analisis microbiologico de muestras
del agua de los estanques en donde se cultivaban
estos peces y del alimento que se les suministro.

MATERIALES Y METODOS

Durante el analisis de las condiciones sanitarias de
produccion en granjas piscicola en el estado de Morelos,
México, en donde se reportd la manifestacion de
epizootias, se tomaron muestras de: agua de los
estanques. del alimento balanceado v de peces de
ornato (Carassius auaratus y Pterophvila scalare)
con manifestacion de lesiones y signos de infeccion
(Austin y Austin 1987: Michel, 1982 vy Munro. 1982).

Las muestras de agua se tomaron a 50 cm de
profundidad de cada uno de los cinco estanques de
cultivo, con frascos lecheros de 250 ml con tapdén
de rosca de bakelita, con 1 ml de tiosulfato de
sodio, esterilizados (APHA, 1992).Estas muestras
se ftransportaron refrigeradas al laboratorio
de Microbiologia de la UAM-Xochimilco, Se
efectuaron diluciones a la décima, se sembré .1ml de
cada una de las diluciones, en placas de agar de Infusion
Cerebro Corazén (ABHI) y agar de triptiso-
va caseina (ATS), este procedimiento se efectud
por triplicado (APHA, 1992).

Los pellets de alimento fueron extraidos de los empaques
comerciales, con una cuchara estéril v se introdujeron
a bolsas estériles Millipore, en donde fueron trasladadas
al laboratorio. Se disolvio lgrdel alimento en 9 ml de
agua destilada estéril, se efectuaron igualmente
diluciones a la décima tres veces y se sembro .1 ml
en placas de agar de BHI y TSA ( APHA, 1992).

Diez peces en estadio juvenil entre 12 a 17 cm de cada
una de las especies mencionadas, se extrajeron de los
estanques de cultivo mediante una red de cuchara, todos
aun vivos y manifestando signos y lesiones generales
de infeccion. como nado irregular, boqueo en la
superficie de los estanques de cultivo, aletas
deshilachadas y sanguinolentas, sin escamas o con
escamas erizadas y puntos hemorragicos sobre la
superficie del cuerpo. Se colocaron en una tina con
agua y se anestesiaron durante 3 min con sulfometano
de tricaina (0.1 g/L). Posteriormente se seco la
superficie del cuerpo de cada uno de los peces con una
gasa estéril y se desinfecté con alcohol. Después de

ser practicada la eutanasia, se efectuaron las
disecciones haciendo un corte por arriba de la linea
lateral y a lo largo del cuerpo, desde el opérculo y hasta
el ano exponiendo de tal manera el rifion (Munro, 1982;
Michael, 1982), con una asa bacteriologica estéril se
tomo una muestra de rinon de los peces, se sembro
por estria en placas de agar de BHI y TSA (Austin y
Austin, 1987; Michel 1982 y Munro, 1982). Todas las
muestras fueron incubadas a temperatura ambiente
durante 24 h. Posteriormente fueron purificadas por
resiembras sucesivas hasta obtener homogeneidad en
la morfologia del crecimiento de las colonias en caja,
la pureza de las cepas se comprobd mediante la
observacion de homogeneidad de morfologia celular a
través microscopia optica v se efectud la tincion de
Gram (APHA., 1992). Las cepas que tifieron negativo,
fueron identificadas presuntivamente usando: las
técnicas de API-20E.API-20NE (Analitica Profile
Index, 1997 vy 1989). Las cepas silvestres aisladas de
las muestras tomadas de la granja, de los géneros
Aeromonas y Vibrio que presentaron doble
identificacion, fueron identificadas nuevamente
aplicando pruebas bioquimicas complementarias
siguiendo los criterios de Dalsgaard er af., (1988),
Altewegg et al., (1990), Colwell (1984), Lee et al..
(1981), Brenner ef al., (1984), Cowan (1974) y Hot et
al.. (1994).De las 61 pruebas bioquimicas
aplicadas(Tabla 2) para la identificacion confirmativa
se seleccionaron aquellas en las que las reacciones,
para las especies Aeromonas hvdrophila, Vibrio
fuvialis y Vibrio furnissii, debian dar 100 % o 0%
de probabilidades de reaccion positiva o negativo.
siendo: produccion de gas a partir de glucosa,
halotolerancia. tiosulfato citrato sales biliares-sucrosa
y la reaccion al vibriostatico (Lee er al., 1981, Brenner
el al., 1984 ) (Tabla 2). Todas las técnicas de
identificacion fueron igualmente aplicadas usando como
control positivo cepas de coleccion de la American
Type Cultive Colection (ATCC): Aeromonas
hydrophila (ATCC 3563554), Aeromonas caviae
(ATCC 15468), Vibrio parahaemolvticus (ATCC
17802) y Vibrio alginolvticus (ATCC 17749). El perfil
de Vibrio fluvialis y Vibrio furnissii se comparo con
el perfil descrito por Lee er al., (1981) y Brenner
et al., (1984) (Tabla 2).

RESULTADOS

Se aislaron un total de 149 muestras; 47 muestras de
agua de los estanques de la granja visitada, 31
muestras de alimento balanceado y 71 muestras se
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ESPECIES IDENTIFICADAS

AEROMONADACEAE API-20E| API 20NE
Aeromonas hydrophila 1-2 57 66
Aeromonas salmonicida 66

Aeromonas sal. salmonicida 33
Aeromonas sal. Achromogenes/masoucida 30
Aeromonas sobria 6
Aeromonas hydrophila /Vibrio fluvialis 123 126
VIBRIONACEAE

Vibrio damsella 3 3
Vibrio cholerae 9 9
Vibrio fluvialis 3 0
Vibrio vulmificus 6 6
PSEUDOMONADACEA

Pseudomonas spp 126 42
Pseudomonas cepacia 0 36
Pseudomonas diminuta 0 9
Pseudomonas fluorescens 12 30
Pseudomonas maltophilia 3 6
Psudomonas stutzeri 0
Pseudomonas vesicularis 0 6
ENTEROBACTERIACEAE

Enterobacter agglomerans 3 3
Salmonella 9 9
Serratia plymuthica 3 0
Moraxella lacunata 0 3
Shewanella putrefaciens 0 3
Not identified 24 9
TOTAL 444 444

Tabla 1 . Bacterias asiladas de muestras del rifion de peces
de omato, alimento balanceado y de agua de estanques de
cultivo de granjas piscicolas del estado de Morelos, México.

aislaron del rifion de 20 peces de especies de ornato
de: 10 de Carassius auratus y 10 de Pterophylla
scalare. Todos los peces que se extrajeron para
obtener las muestras de rifidn presentaron signos y
lesiones externos de infeccion, asi como
comportamiento anormal, los signos y lesiones
aparentes fueron: puntos hemorragicos en la
superficie del cuerpo, aletas sanguinolentas y rotas,
falta de escamas, exoftalmia, boqueo en la superficie
de los estanques, nado erratico, desequilibrio, anorexia,
v comportamiento nervioso y huidizo. Después de
sacrificar a los individuos, previamente anestesiados, y
antes de tomar la muestra bacteriologica, se observaron
las siguientes lesiones: hemorragia interna generalizada
a todos los 6rganos, liquido en el interior de toda la

cavidad, tejido de todos los 6rganos internos destruido,
las branquias en general se presentaron pélidas.

De la identificacion presuntiva, empleando los sistemas
de identificacion: API-20E y API-20NE, se lograron
identificar en todas las muestras de los tres diferentes
ambientes bacterias pertenecientes a cuatro familias
bacterianas: Aeromonadaceae, Vibrionaceae,
Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae (Tabla 1)

Dentro del grupo de las Aeromonas se identificaron
siete especies diferentes: A4 hydrophila I,
A. hydrophila grupo 2, A. salmonicida, A. sal.
achromogrenes. A sal. masoucida, A. sobria .
De un total de 126 cepas de Aeromonas identificadas
hasta especie, 41 de ellas registraron perfil
bioquimico correspondiente a Aeromonas
hydrophila pero con posibilidades de ser Vibrio
Sfluvialis. (Analytical Profile Index 1989) (Tabla 1).
De la familia Vibrionaceae, se identificaron con ambos
sistemas seis cepas las cuales corresponden a tres
especies diferentes de vibrios: V. cholerae no
toxigénico, V. vulmificus y V. fluvialis, ésta Gltima
especie fue identificada unicamente con el API-20E.

Se aislaron e identificaron con el API- 20NE, seis
especies diferentes, de 47cepas de Pseudomonas:
Ps. cepaciae, Ps. diminuta, Ps. fluorescens, Ps.
malthophilia, Ps. sutzetrii y Ps. vesicularis; sin
embargo, 42 de estas cepas solo lograron ser
identificadas hasta género Pseudomonas spp.. con el
API-20E.

Las seis especies de Enterobacterias que se
identificaron por medio de ambos sistemas fueron:
Enterobacter agglomerans, Salmonella spp..
Listonella damsella, Serrathia plymuthica,
Moraxella lacunata, y Shewanella putrefasciens.

Como resultado de las pruebas de bioquimicas
complementarias aplicadas a, 76 cepas con
identificacion confusa o imprecisa se identificaron
como: Aeromonas hydrophila 30 cepas; Vibrio fluvialis:
15cepas ; y un tercer grupo de bacterias, 31 cepas,
con un perfil diferente a las anteriormente mencionadas,
correspondio a Vibrio furnissii (tabla 2).

DISCUSION

El hecho de haber aislado e identificado en todas las
muestras de los tres ambientes los mismos grupos
bacterianos esta indicando un proceso de contaminacion
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Prueln Conplementaria Reaccion para Vfarissii Reaccion para Vflvialis Reaccion para A hydrophila
ATOC * Sihestres%  |ATCC * Silwestres % |ATOC * Silwestres %

Indol - 11 =) (- 13 ) -+ & (+)
Rojo de netilo () 100 ) (+) % (+) +) )
Voges-Proskauer o0 e - 0 8] -+ & V
Gitrato-Sinmons ) 10 (&2) B (5] () 8 ) gabi
HeSen agar de Hierro Triple azicar - 0 - ) 0 ) (-) 80 )
Urea hidrolisis &) 6] ©) e (8] |©
Fenilalanina ) (@) (@) ) @) (@)
Lisina (Moller) -0 © 60 (S 6 v (@)
Arginina (Moller) HW (B (+) 93 ) s I (+)
Omitina (Moller) -0 ) SR s e B -0 )
Movilidad + 8 ) H 7N Gl () 100 &)
Hidrolisis de gelatina +) 8 (+) & (G2 -+ 97 )
Malonato utilization =) 11 ) - 0 () )0 )
Cos a partir de glucosa +) 100 B 3% (00 ) 8% (+ 100 B 4%
Produccion de gas a partir de:
D-Adonitol =0 =) =0 (-) (- 0 (=)
L-Arabinosa e R [ (0] +) B + vV (6] y
D Arabitol R (52 (0. -+ He | @ -+ o
Cellobiosa - 14 () 6% + 30 () 385% 1) 11 ) 385%
Dulcitol 00 &) 00 @) @) 1O
icerol 55 ) -3 ) -+ (IR
Inositol “0 ) -0 ¢ 00 &) |
Maltosa () 100 ) (H 100 (+) (+ 100 e |
D-Mannitol (+ 100 ) () 100 (+) GENIOE TR
D-Mannosa @ ® _|® 10 ) v )
Melibiosa O 11 oo |03 oo |03 00
[ lasis y JUER LTt (4 MR 5 SO | ;o S| 2 S i k..
Rhansa Q4 Gl a8 o i) 00 0
Salicin ot 00 ) -0 (@) 0 )
D-Sorbitol 62 8] () 31 ) (e, i)
Bscualina 60 S Srea e e )
Alimidén B ) @3 @ ) 100 +)
Crecimiento en NaQ %
. -0 +) =0 ) (+) 100 (+)
1%. + 9 (+) + P9 (+) A0 RN | 1 R
3% - + 9 + % + 9 + & + 7 (-) A%
%. + 78 + % -7 ) % =0 () ¥
Crecimiento a'C
4°c 00 8 00 0 07 0
0 ) 100 ) 100 @) 100 @ 100 ) 100 ) 100
35°C @ 100 ) 100 ) 100 @I @10 (+) 100
Catalasa +) +) -+ (4 +) (+)
Caseina () 31 (+) (+) 26 +) (+) 100 (+)
DNAagsa (+) 100 (+) 100 i L0 A O | (e + 10 {+) 100
Luminisencia -0 -0 -0 00 B0 _|Bo el
Quitina 0 @ LI | (+) 100 )
Haenllisis (+) + [G2) ) (+ (G2 ol
Ranol )5 -) (-2 -) ()5 )
Sucrosa H H () () Lol {+)

1 Putrescina (+) 100 (+ B% (+ 31 =) % (-0 i gz ol |
Citrullina ()0 =) 1% () 31 ) N% (-0 ) 10%

Tabla 2. Reacciones bioquimicas de V. furnissii (ATCC 35016), V. fluvialis (NCTC11327), A. hydrophila (ATCC 35654) y
cepas silvestres (+) 90-100% reaction positiva (=) 0-10% reaction negativa * ATCC: American Type Cultive Colection
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cultivados de las especies pez dorado Carassius
auratus v pez angel Pterophyllum scalare; asi como
determinar su posible via de ingreso al sistema de
cultivo a través dela analisis microbiologico de muestras
del agua de los estanques en donde se cultivaban
estos peces v del alimento que se les suministro.

MATERIALES Y METODOS

Durante el analisis de las condiciones sanitarias de
produccion en granjas piscicola en el estado de Morelos,
México, en donde se reportd la manifestacion de
epizootias, se tomaron muestras de: agua de los
estanques, del alimento balanceado y de peces de
omato (Carassius auaratus y Prerophylla scalare)
con manifestacion de lesiones y signos de infeccion
(Austin y Austin 1987; Michel, 1982 y Munro, [982).

Las muestras de agua se tomaron a 50 cm de
profundidad de cada uno de los cinco estanques de
cultivo, con frascos lecheros de 250 ml con tapdn
de rosca de bakelita, con |1 ml de tiosulfato de
sodio, esterilizados (APHA, 1992).Estas muestras
se transportaron refrigeradas al laboratorio
de Microbiologia de la UAM-Xochimilco, Se
efectuaron diluciones a la décima, se sembro .1ml de
cada una de las diluciones, en placas de agar de Infusion
Cerebro Corazon (ABHI) y agar de triptiso-
ya caseina (ATS), este procedimiento se efectud
por triplicado (APHA, 1992).

Los pellets de alimento fueron extraidos de los empaques
comerciales, con una cuchara estéril y se introdujeron
a bolsas estériles Millipore, en donde fueron trasladadas
al laboratorio. Se disolvio 1grdel alimento en 9 ml de
agua destilada estéril, se efectuaron igualmente
diluciones a la décima tres veces y se sembro .1 ml
en placas de agar de BHI y TSA ( APHA, 1992).

Diez peces en estadio juvenil entre 12 a 17 cm de cada
una de las especies mencionadas, se extrajeron de los
estanques de cultivo mediante una red de cuchara, todos
ain vivos y manifestando signos vy lesiones generales
de infeccion, como nado irregular, boqueo en la
superficie de los estanques de cultivo, aletas
deshilachadas y sanguinolentas, sin escamas o con
escamas erizadas y puntos hemorragicos sobre la
superficie del cuerpo. Se colocaron en una tina con
agua y se anestesiaron durante 3 min con sulfometano
de tricaina (0.1 g/L). Posteriormente se seco la
superficie del cuerpo de cada uno de los peces con una
gasa estéril y se desinfectd con alcohol. Después de

ser practicada la eutanasia, se efectuaron las
disecciones haciendo un corte por arriba de la linea
lateral y a lo largo del cuerpo. desde el opérculo y hasta
el ano exponiendo de tal manera el rifion (Munro, 1982;
Michael, 1982). con una asa bacteriologica estéril se
tomé una muestra de rifion de los peces, se sembro
por estria en placas de agar de BHI y TSA (Austin y
Austin, 1987; Michel 1982 v Munro, 1982). Todas las
muestras fueron incubadas a temperatura ambiente
durante 24 h. Posteriormente fueron purificadas por
resiembras sucesivas hasta obtener homogeneidad en
la morfologia del crecimiento de las colonias en caja,
la pureza de las cepas se comprobé mediante la
observacion de homogeneidad de morfologia celular a
través microscopia Optica v se efectud la tincion de
Gram (APHA, 1992). Las cepas que tiferon negativo,
fueron identificadas presuntivamente usando: las
técnicas de API-20E,API-20NE (Analitica Profile
Index, 1997 y 1989). Las cepas silvestres aisladas de
las muestras tomadas de la granja, de los géneros
Aeromonas y Vibrio que presentaron doble
identificaciéon, fueron identificadas nuevamente
aplicando pruebas bioquimicas complementarias
siguiendo los criterios de Dalsgaard er af., (1988),
Altewegg et al., (1990), Colwell (1984), Lee et al..
(1981), Brenner et al., (1984), Cowan (1974) y Hot et
al., (1994).De las 61 prucbas. bioquimicas
aplicadas(Tabla 2) para la identificacion confirmativa
se seleccionaron aquellas en las que las reacciones,
para las especies Aderomonas hvdrophila, Vibrio

fluvialis y Vibrio furnissii, debian dar 100 % o 0%

de probabilidades de reacciéon positiva o negativo,
siendo: produccion de gas a partir de glucosa,
halotolerancia. tiosulfato citrato sales biliares-sucrosa
v lareaccion al vibriostatico (Lee eral., 1981, Brenner
et al., 1984 ) (Tabla 2). Todas las técnicas de
identificacion fueron igualmente aplicadas usando como
control positivo cepas de coleccion de la American
Type Cultive Colection (ATCC): Aderomonas
hydrophila (ATCC 336334), Aeromonas caviae
(ATCC 15468), Vibrio parahaemolyticus (ATCC
17802) y Vibrio alginolyticus (ATCC 17749). El perfil
de Vibrio fluvialis y Vibrio furnissii se comparo con
el perfil descrito por Lee ef al.. (1981) y Brenner
et al, (1984) (Tabla 2).

RESULTADOS

Se aislaron un total de 149 muestras; 47 muestras de
agua de los estanques de la granja visitada, 31
muestras de alimento balanceadoy 71 muestras se
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ESPECIES IDENTIFICADAS
AEROMONADACEAE API-20E [ API 20NE
Aeromonas hydrophila 1-2 57 66
Aeromonas salmonicida 66

Aeromonas sal. salmonicida 33
Aeromonas sal. Achromogenes/masoucida 30
Aeromonas sobria 6
Aeromonas hydrophila /Vibrio fluvialis 123 126
VIBRIONACEAE

Vibrio damsella 3 3
Vibrio cholerae 9 9
Vibrio fluvialis 3 0
Vibrio vulmificus 6 6
PSEUDOMONADACEA

Pseudomonas spp 126 42
Pseudomonas cepacia 0 36
Pseudomonas diminuta 0 9
Pseudomonas fluorescens 12 30
Pseudomonas maltophilia 3 6
Psudomonas stutzeri 0 3
Pseudomonas vesicularis 0 6
ENTEROBACTERIACEAE

Enterobacter agglomerans 3 3
Salmonella 9 9
Serratia plymuthica 3 0
Moraxella lacunata 0 3
Shewanella putrefaciens 0 3
Not identified 24 9
TOTAL 444 444

Tabla 1 . Bacterias asiladas de muestras del rifién de peces
de ornato, alimento balanceado y de agua de estanques de
cultivo de granjas piscicolas del estado de Morelos, México.

aislaron del rindn de 20 peces de especies de ornato
de: 10 de Carassius auratus y 10 de Pterophylla
scalare. Todos los peces que se extrajeron para
obtener las muestras de rifion presentaron signos y
lesiones externos de infeccion, asi como
comportamiento anormal, los signos y lesiones
aparentes fueron: puntos hemorragicos en la
superficie del cuerpo, aletas sanguinolentas y rotas,
falta de escamas, exoftalmia, boqueo en la superficie
de los estanques, nado erratico, desequilibrio, anorexia,
v comportamiento nervioso y huidizo. Después de
sacrificar a los individuos, previamente anestesiados. y
antes de tomar la muestra bacterioldgica, se observaron
las siguientes lesiones: hemorragia interna generalizada
a todos los érganos, liquido en el interior de toda la

cavidad, tejido de todos los érganos internos destruido,
las branquias en general se presentaron palidas.

De la identificacion presuntiva, empleando los sistemas
de identificacion: API-20E v API-20NE, se lograron
identificar en todas las muestras de los tres diferentes
ambientes bacterias pertenecjentes a cuatro familias
bacterianas: Aeromonadaceae, Vibrionaceae,
Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae (Tabla 1)

Dentro del grupo de las Aeromonas se identificaron
siete especies diferentes: A hydrophila 1,
A. hydrophila grupo 2, A. salmonicida, A. sal.
achromogrenes. A sal. masoucida, A. sobria .
De un total de 126 cepas de Aeromonas identificadas
hasta especie, 41 de ellas registraron perfil
bioquimico correspondiente a Aeromonas
hydrophila pero con posibilidades de ser Vibrio
fluvialis. (Analytical Profile Index 1989) (Tabla 1).
De la familia Vibrionaceae, se identificaron con ambos
sistemas seis cepas las cuales corresponden a tres
especies diferentes de vibrios: V. cholerae no
toxigénico, V. vulmificus y V. fluvialis, ésta tltima
especie fue identificada Ginicamente con el API-20E.

Se aislaron e identificaron con el API- 20NE, seis
especies diferentes, de 47cepas de Pseudomonas:
Ps. cepaciae, Ps. diminuta, Ps. fluorescens, Ps.
malthophilia, Ps. sutzetrii y Ps. vesicularis; sin
embargo, 42 de estas cepas solo lograron ser
identificadas hasta género Pseudomonas spp., con el
API-20E.

Las seis especies de Enterobacterias que se
identificaron por medio de ambos sistemas fueron:
Enterobacter agglomerans, Salmonella spp.,
Listonella damsella, Serrathia plymuthica,
Moraxella lacunata, y Shewanella putrefasciens.

Como resultado de las pruebas de bioquimicas
complementarias aplicadas a, 76 cepas con
identificacion confusa o imprecisa se identificaron
como: Aeromonas hydrophila 30 cepas; Vibrio fluvialis:
15cepas ; ¥ un tercer grupo de bacterias, 31 cepas.
con un perfil diferente a las anteriormente mencionadas,
correspondio a Fibrio furnissii (tabla 2).

DISCUSION

El hecho de haber aislado e identificado en todas las
muestras de los tres ambientes los mismos grupos
bacterianos esta indicando un proceso de contaminacion
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Prueba Complenmentaria Reaccion para Vfimissii Reaccion para Vfinialis Reaccion para A Invdrophila

ATCC * Sihwestres%  |ATCC * Silvestres %  |ATCC * Silwestres%o
Indol G 1 =) ) 13 ) ) & &2}
Rojo de netilo e @ ) % @ I
Voges-Proskauer o g ) 00 ) ey [V
Gtrato-Sinmmns (o L0V (G5 () 983 () + & (€3]
IBS en agar de Hieno Triple aaicar () 0 ) (0 e LA
Urea hidrolisis ) 9] @) G I ©
Fenilalanina @) (&) @) © ) Q)
Lisina (Moller) -0 ) =0 =t () v ¢)
Arginina (Moller) . @ @ 9% (6 5 S IR . N
Omitina (Moller) (@ (&) 00 @) 00 ©
Movilidad ®8 @ (SN (&) () 100 ®
Hidrélisis de gelatina ) 8 @ | 85 (62) (R ()
Malonato utilization o1 &) 60 B 60 PR LA o
Cas a partir de glucosa ) 100 @ 3¥% |00 6 8% @0 |o %
Produccion de gas a partir de: w1 7
D-Adonitol 00 ) -0 - -0 ©)
L-Arabinosa (+) 100 () (+) 9B (65) v ()
DAmbitol @) 10 @ @ 6 @) ) *)
Cellobiosa (-) 14 () 6l% |60 30 (+) 385% ) 11 ) 385%
Dulcitol (EROSCIT N D SR () &) )
icerol (+) 55 ) - B -+ e &)
| Inositol sy @) ) 0 ) 60 @)
Maltosa ) 10 B | 100 _® + 100 (&)
DMannitol ) 100 ) |0 100 () (+ 100 (50
DMannosa & 10 +) () 100 62} H v &)
Melibiosa AT 00 s 00 3 00
a-(H-glucosido i (0 ) (5 ) -0 )
Rhanosa b4 B R &) )0 ©)
Salicin -0 ) )0 & Tk -0 L)
D-Sorbitol ) 2 ) () 31 &) 67 (=)
Beualina ©0 ) 0B O Q7 )
Almidén * 20 ® w3l “ ) 10 )
Creciniento en NaQ % _ : R
0. )0 +) 0 T (+) 100 +
1%. + % &) Gaear 0 e o (H 100 )
3% + 9 + b + 9 + (+) 7 _ |6 2%
o + 78 + % (=) 71 #H % -) 0 () 10%
Crecinientoa 'C L =L
4°c 60 S 60 ) 0 7 )
'c ) 10 ) 10 ) 10 () 100 (+) 100 () 100
35°C () 100 () 100 () 10 ) 100 ) 100 (4 100
Catalasa ) +) ) (5] L A i (51 ki
Caseina ) 3l ) 2 (G2} (+) 10 )
DNAasa +) 100 () 100 | 100 (+ 100 H10  |H 10
Luminisencia 60 -0 Q0 |50 D0 ()0 .
Quitina |0 (€3] () 3l (6] {+) 100 +)
Haerollisis (G2 (+) L N ) S -6 S (G2) .
Banol ()5 (&) 02 ) )5 @)
Sucrosa +) + ) (€3] ® ) g
Putrescina ) 10 +) 9B% () 31 SR L] () 7%
Citrullina 00 O 10% @ 31 + 0% 0 O 10%

Tabla 2. Reacciones bioquimicas de V. furnissii (ATCC 35016), V. fluvialis (NCTC11327), A. hydrophila (ATCC 35654) y
cepas silvestres (+) 90-100% reaction positiva (-) 0-10% reaction negativa * ATCC: American Type Cultive Colection
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aNHi- valerato _ Jove o er - o L R L
Propionato 0 | 0z (@) 60 (@)

Thiosulphate citrate bile sales sucose |(DAmmlo |(DAmuilo |QAmuilo |@Amurillo |(4)Verde (Verde
Aerononas agar |® + (G <> (53] I (57
Pseudononas agar P S e RO | o g o L8
NO - NO™ @ ) (&) ) (&) (63}

Onidasa &) ) (S) @ I -
Vibriostatico O/ [9sensibilidad [0ugr — |() 0 0 O3 O ) @
Gueoronato W L | B H ® 0 9 | S =
o-nitrophenyl-b- galactopyranoside G _ 1@ 040 ) Q) () ]
Tween 8 (+) 26 (+) 31 (5] ) ()

Continuacion de la Tabla 2. Reacciones bioquimicas de ¥ firnissii (ATCC 35016), V. jluvialis (NCTC11327), A. hvdrophila
(ATCC 35654)y cepas silvestres (+)90-100% reaction positiva (-) 0-10% reaction negativa * ATCC: American Type Cultive Colection

cruzada. La presencia de las especies identificadas
tanto presuntiva como confirmativamente en el rifién
de los peces refleja la microflora bacteriana presente
también en el ambiente acudtico (Austin y Austin, 1987).
[La carga bacteriana aislada del alimento balanceado
lo sefiala como una via de ingreso de contaminacion
bacteriana al sistema de cultivo, ya que al ser preparado
con harina de pescado. le infiere una carga de patégenos
de peces de origen marino como son las especies
de los géneros Aeromonas y Vibrio (Negrete y
Romero. 1998b).

El cuadro clinico que manifestaron los peces
correspondio a una respuesta arquetipica septicémica,
establecida por Roberts y Bromage (1993), la cual
es particularmente asociada con bacterias Gram (-)
muy agresivas, reconocidas principalmente
por presencia extendida a todos los 6rganos del
individuo infectado, exoftalmia con edema periorbital
v manchas hemorragicas .

Las bacterias asiladas en el presente estudio que se
asocian tradicionalmente con el cuadro clinico
anteriormente descrito son en principio: Aeromonas
v Vibrio.

De este primer grupo se aislaron ¢ identificaron
Aeromonas no-moviles y moviles las cuales se
encuentran genéticamente relacionadas segiin Mclnnes
et al., (1979); dentro de las primeras se identificaron:
A. sal. salmonicida, v A. sal. mausocida /
achromogenes, dado que en la base de datos del API-
20NE aparece esta agrupacion de las Aeromonas no-
moviles, coincidiendo con la propuesta de McCarthy y
Roberts (1980), pero sin incluir el tercer grupo: A.
salmonicida nova. Aunque Mclnnes ef al., (1979)

consideran que el grupo de deromonas no- maoviles es
un grupo muy homogéneo por lo que la division entre
estos tres grupos no es necesaria dada la alta homologia
(95%-100%), entre el DNA de los tres subespecies
propuesta, coincidiendo con las conclusiones de
Popoffy Lallier (1984) respecto a la relacion serologica
entre los miembros de este grupo.

Las especies de Aeromonas moviles identificadas en
el presente trabajo, e incluidas en la base de datos del
API-20E, fueron: Aeromonas hydrophila grupo 1,
Aeromonas hydrophila grupo 2, en el API-20NE se
incluyen Unicamente Aeromonas hydrophila /caviae
v Aeromonas sobria, las cuales corresponden
respectivamente. Esta division de las Aeromonas moviles
corresponde a la propuesta por Popoff (1984) quien
reconoce dos especies de Aeromonas : A caviae (referida
como A . hydrophila biotipo anaerogenes ) y 4. sobria.

Aunque Fanning ef al..(1985) después de una
hibridizacion adicional que realiza con representantes
de todos los grupos hibridizados de DNA, definidos
por Poppof et al., (1981); confirma que todas las
cepas de Aeromonas estan relacionadas muy
cercanamente y que las Aeromonas moviles podrian
estar divididas dentro de por lo menos 10 diferentes
grupos de DNA hibridizado, coincidiendo con la
clasificacion del grupo de Aeromonas que registran
Holt et al.,(1994): como aeromonas no-moviles: 4. sal
salmonicida , A. sal. achromogenes y A. sal.
masoucida, A. sal. smithia y A. media y como
aeromonas moviles; A. hydrophila, A. caviae,
A. schubertii, A. sobria, A. eucrophila y A. veronii

Aeromonas salmonicida ha sido asociada con
enfermedades infecciosas en organismos acuaticos
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reconocida como: furunculosis y con infecciones
intestinales en pacientes humanos (Roberts, 1993).

Aeromonas sobria, A. hydrophila w A. caviae han
sido aisladas de diferentes especies de organismos
acuaticos: langostino de agua dulce, ranas, caracoles
vy caimanes: con signos de septicemia bacterial
(De Figuereido y Plumb 1971; Gibbs 1963; Head 1969
v Shotts er al., 1972), v se les ubica como patogenos
oportunistas (Popoff y Veron, 1976). En conclusion,
este género ha sido tradicionalmente ubicado dentro
de la familias Vibrionaceae Sin embargo, como
resultado de estudios de genética molecular y dada su
importancia como grupo de especies patdogenas de
organismos acuaticos, Colwell ef al., (1986), proponen
fuera removido de esta posicidén para ubicarlo
como una familia: Aeromonadaceae. Sin embargo,
segun Farmer Il et af., (2001) especies de esta familia
como A. hydrophila pueden ser confundidas con
especies de la familia Vibrionaceae como: Fibrio
cholerae v Vibrio fluvialis. De esta manera en el
presente estudio 41y 37 de las cepas identificadas con
el API-20E y con el API-20NE respectivamente,
presentaron la posibilidad de ser V. fluvialis, especie
incluida dentro de la base del primero de los sistemas
de identificacion, mas no asi en el segundo de ellos.

Por tal motivo se decidié aplicar la segunda fase
de identificacion con prucbas complementarias.
disenadas principalmente con base a Lee et al.
(1981).quienes reportan haber aislado bacterias las
cuales excepto por su halotolerancia, son parecidas a
las Aeromonas. Estas bacterias eran referidas
tradicionalmente como Aeromonas- marinas por haber
sido aisladas de ambientes estuarinos, y conformaban
el nombrado grupo F (Furniss er al., 1977).
Al conformar dos biovariedades [ v II presentes en
ambientes acuaticos, particularmente la segunda
biovariedad, son denominadas V. fluvialis.
La biovarieda | fue aislada por Lee er al., (1981)
de muestras clinicas de pacientes con diarrea, Negrete
y Romero (1998 a y b) la reportan como patdgena
de peces Cyprinus carpio y comprueban
experimentalmente su capacidad de provocar
infeccion en la misma especie.

Como consecuencia de la segunda fase de
identificacion. se comprueba la presenciade V. fluvialis
biovariedad 1, en 15 cepas procedentes de
muestras de rifion de los peces Carassius auratus y
Pterophylla sclare, con los signos v lesiones de
infeccion en un principio descritos.

El grupo de 31 cepas que presentaron crecimiento
diferente a.4. Avdrophila por su crecimiento en: TCBS
de colonias amarillas de 2-3 mm, con viraje del
medio a amarillo; en las diferentes concentraciones
salinas (0%, 1%, 3%, 5% y 8%) probadas; y diferentes
a Vibrio fluvialis por produccion de gas en rojo fenol
con glucosa: criterios de Brenner ez al., (1983) (Tabla
2), fueron identificadas como Fibrio furnissi. Los
caracteres escualina, citrulina, celobiosa. glucoronato
y putrecina, propuestos por Lee et al., (1981) para
distinguir entre las biovariedades 1y Il de V. fluvialis.
no poseen un 100% de pruebas (+). por lo que en el
presente estudio se utilizaron Gnicamente como criterio
para sustentar la identificacion de V. furnissii (Tabla 2).

Esta bacteria al haber sido asilada originalmente junto
con Vibrio cholerae de las misma muestras clinicas
de pacientes humanos con diarrea, no puede ser
asociada todavia con infecciones intestinales en
humanos (Farmer ef a/.,2001). Sin embargo. el 84%
de las cepas identificadas en ¢l presente estudio como
V. furnissii , resultaron erecimiento (+) en agar sangre,
lo que indica la capacidad de estas bacterias de
hemolizar sangre, comprobandose de esta manera su
capacidad como patogenos (Tabla 2).

Se puede considerar que el presente estudio es el primer
reporte de V. furnissii, como patégeno de peces de
ornato, al haber sido aislado de muestras de rifion de
individuos con signos, lesiones y comportamiento
caracteristicos de vibriosis, sin embargo, al no ser
el unico patogeno de peces aislado en las muestras,
se debe comprobar experimentalmente la relacion
etiolégica de esta bacteria con su hospedero,
con inoculos elaborados a partir de cultivos puros,
para describir especificamente el cuadro clinico.

Las especies de Pseudomonas aisladas en el presente
trabajo e implicadas con infecciones de organismos
acuaticos son Pseudomonas fluorescens asociada
a Oncorhynchus rhodurus en Japon (Hatai et
al 1975), v Pseudomonas putida y Pseudomonas
cepacia, han sido reportadas como patogenos
importantes v de alto riesgo para cultivos acuaticos
(Negrete y Romero 1998 a ; Wakabayashi y Egusa,
1972). El agente casual de epizootias en enfermedades
en el pez conejo (Sigamurus rivulatus ) ha sido
identificado como Ps. putrefasciens (Saeed er al.,
1990). ésta bacteria lue nombrada anteriormente

Shewanella putrefasciens (Lee et al.,1977;
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MecDonnell y Colwell,1985). La mayoria de las
Pseudomonas son usualmente asociadas con
condiciones de estrés ambiental e inapropiado
manejo de la produccion (Bullock y McLauhglin
,1970).

Una de las enterobacterias mas importantes desde el
punto de vista de salud ptiblica es Sa/monella, causante
de graves infecciones intestinales en el ser humano.
La especie de esta bacteria dependera de la especie
que infecte y de esto dependera los serotipos asi puede
encontrarse serotipos de humanos, aves y puercos (Le
Minor, 1981). El serotipo de la Salmonella aislada en
el presente estudio no fue posible especificar, aunque
bien podria corresponder a cualquiera de los anteriores,
;va que se encontraron animales como vacas, caballos
y puercos dentro de los estanques en donde se llevaron
a cabo los muestreos y bien pudieron contaminar los
estanques por fecalismo. El paso de aguas negras por
las inmediaciones de estas granjas, bien pudo ser otra
de las fuentes de contaminacion por estos patogenos.

Serrathia plymuthica asilada también en las
muestras, fue reportada por Nieto ef al, (1990) en
cultivos de’ trucha arco iris, en Espafa. Negrete y
Romero(1998 a y b) la aislan de cultivos de Cyprinidos
v Salmonidos y la confirman como patogeno
oportunista en condiciones inadecuadas de cultivo

Consideramos que este estudio constituye el
primer reporte de Vibrio furnissii asociado con
polibacteriosis en peces de ornato, debido a
que fue aislado del rifion de individuos con signos y
lesiones de infeccion caracteristicas de vibriosis.
Sin embargo, y dado que se aislo junto con otras
bacterias de riesgo ictiopatogénico, la relacion
ctiologica de esta patogeno con su hospedero se
debe probar vy establecer experimentalmente a traveés
del uso de indculos preparados de cultivos puros ,
y de esta manera definir especificamente tanto el
cuadro clinico que genera como su D_ L.
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