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RESUMEN.

La Acuariofilia es una aficion que permite la exhibicién y
comercializacidon de organismos acudticos ornamentales, sin embargo el
descuido de los acuarios y por lo tanto de los organismos, puede provocar
serios problemas como el aumento de poblaciones bacterianas que pueden
afectar considerablemente a los peces e incluso llevarlos a la muerte, lo que
provoca una pérdida de costos en la comercializacion de éstos.

En otros casos, para salvar a los peces enfermos y sin saber a que
bacterias atacar, se usan empiricamente varios antibioticos, que en la mayoria
de las veces empeoran el problema debido a la resistencia bacteriana.

Por lo que en éste trabajo con la finalidad de determinar la flora
bacteriana presentada cominmente en agua de peceras y conocer el patron de
resistencia a los antibidticos de tales bacterias, se realizaron muestreos en
diferentes peceras, se aislaron y determinaron las bacterias encontradas, y
posteriormente se realizaron los respectivos antibiogramas con el fin de
observar la sensibilidad y/o resistencia de cada una.

Se registraron un total de 100 peceras destinadas para diferentes usos,
de las cuales se muestrearon 18, obteniendo los siguientes resultados.

Basado en la morfologia macroscépica, se obtuvo un total de 76
colonias diferentes, presentando todas una afinidad al Gram Negativo, con
morfologia celular principalmente de bacilos.

Se determind la especie de Aeromonas salmonicida y 9 géneros mas, a
los que no se les pudo realizar la determinacién hasta especie. Los géneros
fueron:  Acinetobacter, Alcaligenes, Pseudomonas (alcalinizadoras),
Janthinobacterium, Pseudomonas (oxidadoras), Flavobacterium,
Chromobacterium, Plesiomonas y Aeromonas, de los cuales los mds
frecuentes fueron: Alcaligenes y FPseudomonas (alcalinizadoras) representando
el 46 % de los aislamientos.

Los antibidticos mas efectivos contra los géneros aislados fueron
aquéllos cuyo mecanismo de accién es la Inhibicion de Sintesis de Proteinas,
principalmente los aminoglucésidos, Amikacina, Netilmicina y en primer
lugar la Gentamicina ante el cual los géneros bacterianos presentaron sélo el
1.51 % de resistencia.

Los antibidticos menos efectivos fueron los que actian inhibiendo la
Sintesis de Pared Celular, principalmente la Carbenicilina, antibidtico frente al
cual los géneros bacterianos mostraron un 100 % de resistencia.

Por lo anterior es indispensable conocer el patron de resistencia de las
bacterias patogenas de peces, antes de sugerir tratamientos quimioterapéuticos
que puedan acelerar 6 aumentar la resistencia bacteriana.




1) INTRODUCCION.

En México la amplia variedad de peces de ornato marinos y dulceacuicolas
representan un gran potencial comercial. (Jiménez, 1994). Resulta relevante hablar
de la piscicultura ornamental o acuariofilia, ya que es una aficién que permite la
conservacion de animales, vegetales o ambos, que viven en cautiverio en el medio
acudtico en depdsitos acondicionados para varios fines. Tiene como objetivo
producir especies bellas y raras y se ha incrementado notablemente por el interés
que se ha desarrollado en el establecimiento de acuarios domésticos y piblicos.
{Lemus y cols, 1990).

Desafortunadamente existen algunas desventajas dentro de esta aficidn,
puesto que los organismos acudticos son susceptibles a enfermedades de tipo
genético, nutricional o funcional, siendo una limitante en la produceidén piscicola.
(Fernindez, 1994), también se encuentran las enfermedades de tipo infeccioso
causadas por virus, bacterias, hongos, protozoarios, helmintos y artrépodos que
aparecen de manera esporadica o periédica afectando de manera importante Ia
produccion de peces omamentales. (Hernindez, 1986; Jiménez y cols, 1988).

Existen enfermedades en los peces de omato que son ain poco comprendidas,
debido a que no ocurren por un evento aislado sino que es el resultado de las
interacciones entre el patogeno, el pez y el medio ambiente, las cuales se pueden
presentar en cualquier momento y ser dificiles de controlar, (Noga, 1996; Murray y
cols, 1996) ocasionando de esta forma una alta mortalidad tanto en criaderos como
en peces silvestres, reduciendo asi la produccidn y generando aumento de costos.
(Cellucci y cols, 1995). Esto es debido en parte a que los microorganismos se
encuentran en un porcentaje considerable de individuos sanos y normales los cuales
albergan continuamente patégenos potenciales sin presentar sintomas ni lesién
alguna. (Avila, 1997).

A pesar de que los parasitos son los organismos patogenos frecuentemente
encontrados en esta aficion, los acuarios no estan exentos del crecimiento de
bacterias, ya que son sistemas ideales para su crecimiento. Las bacterias se pueden
encontrar en altas cantidades en los acuarios debido a los aportes de materia
organica, adicién de alimento y acumulacién de heces de los organismos en
cautiverio, de tal manera que los peces estan suspendidos en una solucién de
MmiCroorganismos que se encuentran en continuo contacto con su cuerpo, penetrando
por el tracto digestivo con el agua y siendo parte de su microflora normal,
manifestandose segiin la especie del pez debido a su susceptibilidad tipica,
patogenicidad del germen, influencia del ambiente y manejo de los organismos,
permitiendo asi la colonizacién de algunas superficies corporales que se encuentran
dafiadas. (Fernindez, 1994).
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Dentro de las bacterias patégenas de peces mas comunes, se encuentran las
que pertenecen al género Aeromonas (Aeromonas spp) que pueden bajo ciertas
condiciones medioambientales adversas causar infecciones serias en la mayoria de
los peces de omato, siendo capaces de causar septicermia hemorragica bacteriana.
Dos de las especies mds comunes de éste género son: Aeromonas salmonicida y
Aeromonas tarda, causantes de la furunculosis. Existen bacterias oportunistas de
peces que se encuentran presentes en las aguas naturales, como el género
Pseudomonas, el cual puede infectar a la mayoria de los peces de omato bajo ciertas
condiciones de estrés, ocasionando septicemia y necrosis en los extremos de la aleta
caudal. (Cellucci y cols, 1995).

De manera general, las bacterias gramnegativas como Enterobacterias,
Pseudomonas y Vibrio, responsables de septicemias y distintas lesiones son
causantes importantes de altas mortalidades en peces, ya sea por infecciones latentes
en peces sintomaticos o asintomaticos. (Jiménez y cols. 1985). Los géneros: Vibrio,
Aeromonas y Plesiomonas son importantes debido a los riesgos de salud publicos
asociados con elos y a la capacidad de infectar peces ornamentales marinos.
(Lowrie y cols, 1999).

Se puede detectar a un pez enfermo cuando presenta ciertas sefiales, por
ejemplo si tiene las aletas demasiado pegadas al cuerpo, no come por mas de dos
dias, tiene manchas visibles, lesiones o parches blancos, abre la boca a la superficie
del agua, flota o se encuentra en las superficies del acuario, hace giros rapidos
nadando de forma irregular, o bien si los peces que son activos estdn inactivos o
viceversa. (Thompson, 2000).

Algunos de éstos sintomas pueden atacarse cambiando las condiciones del
acuario, por lo que es indispensable tener los acuarios bajo condiciones dptimas de
limpieza, temperatura, luz, oxigeno, alimento, pH, nitratos y nitritos. (Jiménez y
cols. 1985). Para el control de las enfermedades bacterianas, antes del uso de
agentes quimioterapéuticos, se recomienda la prevencidon. Probablemente del 80 al
90% de las enfermedades en peces de cautiverio pueden ser prevenidas evitando el
estrés, ya que éste debilita el sistema inmunolégico y genera un aumento en la
susceptibilidad para las infecciones bacterianas. (Thompson, 2000).

Si con éstas medidas profilicticas no se logra evitar las infecciones
bacterianas en los peces, el manejo adecuado de la terapéutica con el uso de agentes
antibacterianos suele ser un recurso favorable.

La investigaciéon de microorganismos en los peces se debe realizar cuando
estan vivos, recientemente sacrificados o inmediatamente después de su muerte.
Para después obtener una determinacion bacteriana mas rigurosa y especifica a nivel
del fenotipo a través de los caracteres de Familia 0 Género de cada organismo.
(Inglis y cols. 1993).



3

La terapéutica de los peces de omato puede ser aplicada incorporando el
medicamento en el alimento, por tratamiento externo; desde una aplicacion topica
hasta la inmersion en algin agente quimico, o bien el tratamiento parenteral, que se
encuentra restringido para las dreas de investigacidn y a los sementales de
produccion. (Avila, 1997; Morales y Colén, 1986). La terapéutica en los peces de
omato hasta la fecha ha sido aplicada de manera empirica al nivel de granjas y
negocios establecidos pasando varias generaciones, el uso de los antibidticos
aplicados en diversos padecimientos identificados de forma sencilla, no retnen la
comprobacion experimental y diagnostico necesario para su uso en las
enfermedades bacterianas (Avila, 1997), por lo que es indispensable realizar una
determinacion bacteriana para observar la resistencia y/o sensibilidad de éstas a los
antibidticos, con el fin de aplicar mejores terapéuticas.

Los antibiéticos son aquellas sustancias generalmente producidas por
microorganismos fos cuales tienen la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano,
0 matar otra clase de microorganismos. (Smith, 1990; Murray y cols. 1996;
Gonzilez, 1994). Se conoce una amplia variedad de antibidticos los cuales pueden
actuar a través de uno o mas de los siguientes mecanismos de accién: A) Inhibicién
de la sintesis de la pared celular; B) Inhibicién de la sintesis de dcidos nucleicos; C)
Inhibicién de la sintesis proteica; D) Inhibicién de la sintesis de la membrana
plasmatica y ademas E) Inhibicién de metabolismo intermediario.

Las Penicilinas y Cefalosporinas son analogas a una unidad estructural (D-
alanyl-D-alanina) de la pared celular de muchas bacterias. Estos antibioticos son
ligados covalentemente a las proteinas celulares relacionadas con la penicilina
(PBP’s); enzimas responsables para la construccion ¢ modificacion de pared celular
bacteriana. La relacion con las PBP’s inhibe 6 previene la unién de la estructura de
la pared celular y causan incremento en la permeabilidad celular, filtracién y
muerte. También hay evidencia del dispare de procesos enzimaticos activos que
lleva a la degradacion de la pared celular. (Frisby, 1994),

Un grupo de medicamentos bactericidas que comparten caracteristicas
quimicas, antimicrobianas, farmacolégicas y de toxicidad son los aminoglucésidos,
éstos ejercen su accion interfiriendo en la sintesis de proteinas bacterianas, por
union al ribosoma. Entre ellos se encuentran antibidticos ampliamente utilizados
como la Gentamicina, la Netilmicina y la Amikacina, que son utiles contra la
mayoria de organismos gramnegativos. El sitio de accién de los aminoglucésidos es
la subunidad ribosomal 30S cuya interaccion causa errores de lectura del RNAm
ocasionando inhibicion de la sintesis de proteinas. Las bacterias inactivan éstos
antibi6ticos sintetizando enzimas modificadoras codificadas en plasmidos. Existen a
si mismo otros mecanismos de resistencia a aminoglucosidos, como el blogqueo del
transporte del antibidtico al sitio de accién, modificacién de ribosomas y
permeabilidad al antibiético.
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Existen otros antibidticos como el Cloranfenicol que penetra en la bacteria
por difusion facilitada y se une a la subunidad 50S del ribosoma, causando
inhibicion de la sintesis de proteinas, esto impide la translocacion del aminoacil
RNAt cargado en ¢l ribosoma. La resistencia a Cloranfenicol se debe a la presencia
de una enzima intracelular, Cloranfenicol acetil transferasa (CAT), existente tanto
en bacterias grampositivas como en gramnegativas. Esta enzima acetila los dos
grupos hidroxilo y previene la unién del Cloranfenicol al ribosoma 50S.

Las Quinolonas son farmacos antimicrobianos derivados del dcido nalidixico,
con una alta actividad contra organismos gramnegativos. La introduccion de un
atomo de fiior a la estructura basica de las quinolonas, produjo un grupo de
antibidticos en el cual se encuentra la Pefloxacina. Las Quinolonas actian sobre la
DNA girasa, (Departamento de Biologia Molecular, 1994).

La Nitrofurantoina pertenece a un grupo de drogas antibacterianas sintéticas,
con actividad contra una gran variedad de gérmenes tanto grampositivos como
negativas, Este grupo de antibidticos destruye a los microorganismos actuando
como inhibidores especificos del metabolismo enzimdtico de los hidratos de
carbono en las células bacterianas y a su vez, tienen la capacidad de lesionar la
pared bacteriana provocando esferoplastos. (Méndez, 1986).

Las sulfonamidas son agentes bacteriostaticos producidos por sintesis
quimica. Actian bloqueando la sintesis de 4cido tetrahidrofélico necesario como
donador de grupos metilo en la sintesis de precursores de acidos nucleicos. Asi
mismo, las sulfonamidas son analogos estructurales del acido p-aminobenzoico
(PABA), que se une con un compuesto pterilina para formar 4cido dihidropteridina,
precursor del 4cido tetrahidrofdlico.

Las sulfonamidas son utiles contra diversas enfermedades producidas por
bacterias gramnegativas, ya sea solas 6 e¢n combinacion con el Trimetoprim, el cual
también inhibe la produccion de 4cido tetrahidrofélico, pero lo hace bloqueando a la
enzima dihidrofolato reductasa. Su especificidad por las bacterias se basa en su
afinidad mucho mayor por la reductasa bacteriana que por la enzima humana. El
Trimetoprim se emplea con frecuencia en combinacién con el Sulfametoxazol, lo
que permite que los mutantes bacterianos resistentes por un farmaco sean inhibidos
por el otro y que bloqueen la sintesis a un grado mayor que la suma de las
inhibiciones causadas por cada firmaco por separado. (Jawetz, 1998; Levinson,
1998 y Krupp, 1993).

Los antibidticos estan perdiendo su efectividad, ya que el uso de éstos empezé
a aumentar a una proporcién rapida, ocasionando resistencia antimicrobiana. Este
problema de resistencia antibidtica causa un futuro imprevisible para humanos,
amimales y peces. (Levy, 1998.).
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Las bactenias usan varias estrategias para volverse resistentes a los
antibidticos. Por ejemplo, las bacterias gramnegativas no son afectadas por la
penicilina G ya que ésta no puede penetrar la membrana externa de la envoltura
celular bacteriana, o bien una bacteria resistente puede desviar el drea inhibida 6
aumentar la produccién de un metabolito especifico, por ejemplo, las bacterias para
defenderse contra la accién de las sulfonamidas, aumentan el rango de produccion
de acido folico.

Otro mecanismo de resistencia a los antibidticos es el bombeo de la droga
fuera de la célula después de que ha entrado, estos bombeos no son especificos y
pueden asi librar a la célula de muchos antibidticos diferentes. En otros casos
algunas cepas bactenianas pueden atacar el efecto de una droga modificandola
quimicamente a través de hidrolisis ¢ adicion de grupos.

Si ia resistencia se transfiere de una bacteria a otra, interviene entonces el
cromosoma bacteriano, algunas bacterias simplemente adquieren los genes de
resistencia a las drogas de sus predecesores, éstos genes son transportados sobre
pequefios fragmentos circulares de ADN independientes del cromosoma bacteriano
conocidos como pldsmidos, que pueden transferirse entonces de una bacteria a otra a
través de un proceso de conjugacion. La transferencia de genes de resistencia a las
drogas puede ocurrir también a través de transduccion, en éste caso un virus llamado
fago obtiene un gen de resistencia de una bacteria. Otra forma de que una bacteria
adquiera resistencia es via mutacién esponténea en ¢l cromosoma, la cual altera la
estructura y, por lo tanto la funcion de una proteina especifica, este procese puede
generar una nueva caracteristica de resistencia ¢ fortalecer una ya existente. (Levy,
1998 y Prescott, 1998).

Para la determinacion a la resistencia bacteriana habitualmente se enfrenta al
microorgamsmo a estudiar con distintas concentraciones de antibidticos en
condiciones estandares. (Gonzadlez, 1994). Se ha mencionado los métodos de
difusién y dilucion en agar los cuales han sido utilizados ampliamente empleando la
técnica de discos, pocillos o bien de cilindros. (Merck, 1994). Para determinar la
sensibilidad de los microorganismos infectantes se emplean la técnica de dilucion
que utiliza antimicrobianos incorporados a medios de cultivo liquidos o sélidos o
bien la técnica de difusion en la cual se utilizan discos de papel filtro impregnados
de antimicrobianos depositados en un medio de cultivo solido. (Perea, 1992 y
Bigaux, 1983).

Es imperativo disponer algin método para determinar la sensibilidad del
germen infectante ya que los diferentes microorganismos varian en su sensibilidad
frente a agentes antimicrobianos. (Gonzdlez, 1994). Incluso existen agentes
patogenos para los que aln no se ha descubierto un antibi6tico eficaz, por lo tanto es
un proceso continuo la bisqueda de nuevos y mejores medicamentos ya que no
existe uno que sea efectivo contra todos los agentes microbianos. (Seeley, 1972),



2) ANTECEDENTES

Barker y Kehoe. En 1995 compararon ¢l halo de inhibicién y el crecimiento
de Aeromonas salmonicida en cinco diferentes medios de cultivo, usando dos
técnicas estandarizadas: por estria cruzada y por movimientos giratorios. Para medir
los halos de inhibicién ocuparon 8 multidiscos comerciales, encontrando para ambas
técnicas que el agar Mueller-Hinton (MHA) soporta el crecimiento de ésta bacteria
y produce halos de inhibicion claramente definidos.

Boonyaratpalin. En 1989 menciona que no estid comprobado, que la infeccion
bacteriana primaria con Aeromonas hydrophila sea la causa del sindrome ulcerativo
(enfermedad que afecta a peces tanto de criadero como de ambiente natural), debido
a que A. hydrophila esta involucrada usualmente en infecciones secundarias y no se
encuentra ampliamente distribuida en los tejidos afectando al pez, ademas menciona
que ésta bacteria fue altamente sensible al Cloranfenicol, Kanamicina y
Trimetoprim con Sulfametoxazol.

De-Mondino y cols. En 1995 aislaron 46 cepas de agua dulce y agua salada
encontrando principalmente a Plesiomonas shigelloides. los resultados de las
pruebas de susceptibilidad a los antibidticos indicaron que todos los aislamientos
fueron sensibles a las Cefalosporinas, Penicilinas combinadas con un inhibidor de
betalactamasa, Aminoglucdsidos, Norfloxacin, Tetraciclina, Cloranfenicol y
Trimetoprim con Sulfametoxazol. Todos los aislamientos fueron resistentes a las
Penicilinas.

Dixon. En 1991 reportd que hay un decremento en la eficacia de los
antibiéticos que afectan la sintesis de proteinas como tetraciclina y eritromicina; los
aminoglucdsidos como la neomicina; antimetabolitos como las sulfa y sulfonamidas
potenciadas; y los quinolones como el 4cido oxilinico que se usan contra bacterias
patégenas de peces (Clostridium, Eubacterium, Renibacterium, Edwardsiella y
Aeromonas) cuando hay un tratamiento quimioterapéutico excesivo, lo que también
ocasiona un estrés en los peces provocando una mayor susceptibilidad.

Ganzhorm y cols. En 1992 menciona que un patégeno normalmente es
estudiado cuando la montalidad en los peces es muy alta y cuando [a enfermedad es
provocada por una bacteria cuya identificacién basandose en los sintomas de los
peces no es muy clara, También menciona que los organismos pueden estar
presentes en numeros pequefios, encontrarse en organismos portadores siendo
dificiles de encontrar dificultando su estudio en ¢l laboratorio.
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Kemeza y Vitoniene. En 1996 mencionan que los virus producen cambios
necroticos degenerativos de 6rganos interiores, produciendo a los peces una mayor
susceptibilidad a intoxicacion alimentaria por bacterias debido al desorden de sus
funciones vitales. También mencionan que las terapias quimioterapéuticas son
usadas en la prevencién y tratamiento de diferentes enfermedades como la
eritrodermatitis de la carpa (Cyprinus carpio) y que antes del tratamiento es
importante definir la sensibilidad de las bacterias patogenas aisladas de los peces.

Kitao y cols. En 1989 observaron la concentracién minima inhibitoria (MIC)
de la Amoxicillina {(AMPC) en Pasteurella piscicida, Edwardsiella tarda,
Aeromonas  salmonicida, Aeromonas hydrophila, Vibrio anguillarum y
Streptococcus sp, encontrando que la Amoxicillina mostré una alta actividad
antibacterial contra Pasteurella piscicida.

Lio-Po y cols. En 1987 realizaron aislamientos bacterianos de Oreochromis
niloticus débiles, observando el crecimiento predominante de Pseudomonas sp. Las
pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos revelaron una marcada sensibilidad de
Pseudomonas sp a la Clortetraciclina, Colistin, Kanamicina, Oxitetraciclina y
Polimixina B, y resistencia a la Nitrofurantoina asi como al Trimetoprim con
Sulfametoxazol.

MacPhearson y cols. En 1991 encontraron un total de 6284 aislamientos de
bacterias en el intestino del pez gato (Arius melanopus), muestras de agua y
sedimento de 22 estanques. Demostraron una maxima resistencia en dos antibioticos
(Kanamicina y Ampicilina) de los seis probados. También se aislaron bacterias
resistentes a la tetraciclina y oxitetraciclina en las muestras de agua. La microflora
determinante en las muestras de sedimento fue Plesiomonas shigelloides (41.9% del
total de los aislamientos) y en las muestras de agua Aeromonas hydrophila con un
28.1%.

Nakamura y cols. En 1996 probaron los efectos de la lisozima-galactomanosa
y lisozima-4cido palmitico conjugados administrados oralmente en Cyprinus carpio
infectada con Edwardsiella tarda, obteniendo un rango de sobrevivencia de 30% y
20% respectivamente. También encontraron que éstos tienen una actividad litica
alrededor de 80 a 71% de lisozima nativa usando Micrococcus como sustrato. Estos
resultados demuestran que las lisozimas conjugadas son un buen método terapéutico
en las infecciones bacterianas de peces.

Padilla y cols. En 1996 usaron al bactericin R10 originalmente aislada de
sedimentos de agua contra bacterias enterotoxigénicas: Escherichia coli, Salmonelia
typhimurium, Salmonella typhi, Shigella flexneri y Shigella sonnei. La exposicion
con el antibidtico durd cinco dias alcanzando su maxima inhibicion para todas las
cepas en el segundo dia.
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Pai y cols. En 1995 demostraron el efecto de algunos factores estresantes
sobre las infecciones por Aeromonas hydrophila en Cyprinus carpio. Encontrando
que la dosis letal media inyectada intrapenitonealmente en los peces es de 1.3x10°
matando al 50% de la poblacién. La mortalidad fue proporcional al grado y tipo de
estrés, ambos importantes en las infecciones de peces con A. Aydrophila.

Shotts y cols. En 1976 realizando estudios bacteriologicos encontraron que las
bolsas donde se transportan los peces pueden contener bacterias patégenas, cuando
examinaron los tejidos de los peces encontraron 18 géneros de bacterias, de los
cuales 14 géneros fueron asociados con el agua de orngen. Siendo los dos
microorganismos predominantes Pseudomonas spp. (No aeruginosaj) y Aeromonas
hydrophila. Otros organismos encontrados fueron Citrobacter, Proteus,
Escherichia, Micrococcus, Mycobacterium y Flavobacterium. Ellos concluyen que
los parasitos y bacterias eran comunes en la comida de los peces cultivados y en las
especies ornamentales.

Smith y cols. En 1994 mencionan que el uso de agentes antimicrobianos
utilizados en acuicultura se ha incrementado debido a la frecuencia de cepas
resistente a estos agentes (plismidos de resistencia en el ambiente natural), a la
informacion limitada disponible y a la variacion de los métodos usados. A éste
respecto los autores proponen que es importante la estandarizacién de un método
para las pruebas de sensibilidad de¢ bacterias patdgenas de peces, ya que la alta
frecuencia de cepas resistentes indica que el uso de agentes antimicrobianos ha
reducido las opciones terapéuticas para tratar las enfermedades.

Starliper y Rodgers. En 1998 utilizaron cepas de Edwardsiella ictaluri y
Aeromonas salmonicida resistentes al Romet® (una sulfonamida potenciada) las
cuales generan septicemia entérica en el pez gato ( Arius melanopus) y furunculosis
en salmonidos respectivamente. Utilizando praimers de ADN ellos encontraron que
dicha resistencia es producida por la presencia de un R-plasmido transferible de 55
Kb cuya secuencia de ADN es homologa para ambas cepas bacterianas, esta
condici6n es necesaria para su transferencia y unién entre las diferentes bacterias.

Stoffregen y cols. En 1996 demostraron que el Streptococccus iniae induce
lesiones en robalos los cuales fueron tratados con enroflaxin ya que demostré ser
efectivo en las pruebas de susceptibilidad en contra de ésta cepa. Las dosis que
emplearon fueron: 10 mg/kg. de peso seco y 5 mg/kg. de peso seco para 10 dias,
mostrande una mortalidad final de 10.83% y 16.97% respectivamente. Los residuos
de este medicamento se detectaron a través de un ensayo microbiolégico en gran
cantidad y larga duracién en varios tejidos para las dosis empleadas. El enroflaxin
parece tener un potencial excelente como agente quimioterapéutico para tratar
enfermedades bacterianas susceptibles en el robalo.
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Verdonck y cols. En 1991 aislaron 300 cepas de cultivos de alimento vivo
para peces de agua de mar y agua dulce, identificandolas con el sistema api20e y
acidos grasos comparando con cepas de referencia, los géneros encontrados fueron:
Listonella, Photobacterium, Vibrio y Alteromonas.

3) OBIJETIVOS

e Determinar la flora bacteriana cominmente presente en agua de peceras.

s Encontrar el patron de resistencia a las bacterias aisladas de agua de peceras.

¢ Detectar los géneros bacterianos en los que se ubican las especies
potencialmente patdgenas para peces.
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4) MATERIAL Y METODO

Se registraron las diferentes peceras ubicadas en los Laboratorios de la
Escuela Nacional de Estudios Profesionales Campus Iztacala: Laboratorio de
Ecologia de Peces, Laboratorio de Diversidad Vegetal [, Laboratorio de
Metodologia Cientifica IV y V y el Acuario, donde se mantienen organismos en
condiciones controladas.

De cada una de las peceras se¢ anotd el volumen, densidad poblacional y uso,
asi como el tipo de antiséptico empleado.

Se realizd la clasificacion de las peceras en base a su uso de la siguiente
manera:

Ornamental —— Laboratorio de Diversidad Vegetal L.
Investigacion-Exhibicién — . Acuario,

Investigacion-Crecimiento ——— Lab. de Metodologia CientificalVy V.
Investigacién-Reproduccién ______, Laboratorio de Ecologia de Peces.

Se registraron las peceras y se obtuvo el tamaiio de muestra representativo
mediante la siguiente férmula estadistica:

2

Z (p.q) n= Tamafio de la muestra
= — e= Error permitido (0.01)
e p = probabilidad de acierto
q = probabilidad de error
(Hurley, y cols, 1981) Z = Se obtiene de tabla

La seleccion de las peceras se obtuvo por medio de las tablas de digitos
aleatorios, en algunos casos hubo nimeros que se repetian tomandose el inmediato
posterior, garantizando con esto el muestreo en todos los laboratorios ya referidos.

Se realizé la esterilizacion de las cajas petri, pipetas para extraccion de
muestra, los tubos de ensaye de 16 x 150 mm con tapon de rosca y las pipetas de
0.1, 1, 5y 10 ml en autoclave a 120°C durante 15 minutos.

Posteriormente con las pipetas de extraccidén con bulbo de succidn, se tomo de
cada una de las 18 peceras a muestrear, 20 ml del agua previamente homogeneizada
con una varilla de vidrio estéril, depositando el contenido en tubos de ensaye de 16
x 150 mm con tapdn de rosca para transportarlos inmediatamente al Laboratono de
Migcrobiologia de Medicina y Laboratorio de Diversidad Vegetal I.
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Se realizo la preparacion de los diferentes medios de cultivo: caldo lactosado
con rojo de fenol (cat. 7661) a concentracién sencilla, agar infusion cerebro-corazon
(BHI, cat. 13825), agar eosina- azul de metileno-lactosa-sacarosa (EMB, cat. 1347),
agar Mc conkey (McK, cat. 5465), agar nutritivo (cat. 5350), agar Mueller Hinton
(MHA, cat. 5437), agar Mueller Hinton con sangre de carnero (MHS), agar bilis
verde brillante (VB), agar S-110 (cat. 5469), agar base (cat. 10886) y agar sangre.

Para ello se peso la cantidad de agar en una balanza granataria y se vaciaron
en matraces de 1000 ml con agua destilada hasta que ¢l medio se disolvid, después
se esterilizé el medio en una autoclave a 120°C durante 15 min. Posteriormente se
vaciaron 20 ml de los diferentes medios en cada una de las cajas petn previamente
esterilizadas, excepto el agar Mueller Hinton al que se le agregaron 18 ml del
medio, después se guardaron en refrigeracion para su proximo uso. (Merck, 1994).

De cada una de las muestras de agua tomada de las peceras se depositd con
una pipeta estéril 0.1 ml en el centro de los medios solidos, dispersando el contenido
con una asa microbiologica calibrada, en el caldo lactosado con rojo de fenol se
deposité 1 ml de la muestra homogeneizando el contenido con movimientos
vibratorios. Se utilizo una pipeta para cada muestra trabajando en areas estériles.

Las cajas petni sembradas se incubaron de 24 a 72 hrs. a 25°C, pasado éste
tiempo se describid la morfologia colonial: tamaiio, color {tonalidades), forma
(puntiforme, redonda y ovalada), elevacién (convexo y plano), superficie (lisa y
rugosa), borde (regular ¢ irregular), comportamiento a la luz transmitida (translicida
y opaca) y comportamiento a la luz reflejada (brillante o mate). (Linch, y cols 1972)

Las colonias que crecieron en los medios antes mencionados se resembraron
en el medio en ¢l que crectd el mayor niimero de colonias, dividiendo previamente
la caja del medio de cultivo seleccionado en las partes necesarias de acuerdo a la
cantidad de colonias que crecieron en cada caja, detectando asi colonias comunes y
semejantes evitando la duplicidad de aislamientos. Para obtener colonias separadas
se utilizd la técmca de estria cruzada, una vez sembradas se incubaron a 25°C de 24
a 72 hrs. |

Para obtener la colonia aislada se realizaron resiembras con asa
microbiologica calibrada por el método de estria cruzada en el medio seleccionado
(V B) ya que en éste se apreciaban mejor las caracteristicas de la mayoria de las
colonias, posteriormente se incubaron a 25°C de 24 a 72 hrs. De las colonias
bacterianas se describié la morfologia colonial, se realizaron frotis y tincién de
Gram para observar la agrupacion, la afinidad al Gram y la morfologia celular.
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Se realizaron las pruebas bioquimicas siguientes para la determinacion de las
colonias bacterianas encontradas: Hierro Kligler, (utilizacion de glucosa, lactosa y
produccién de gas y acido sulfhidrico, cat. 3913), Vogues Proskauer con rojo de
fenol (produccién de acetil metil carbinol} y Rojo de Metilo (MR-VP, cat. 5712),
SIM (produccion de 4cido sulthidrico e indol, cat. 5470), Citrato de Simmons (cat.
2501) y Urea (produccién de amoniaco, cat. 8483). Degradacion de los
carbohidratos Glucosa (4cido, alcali y neutro, cat. 8338) y Lactosa (produccion de
gas, cat. 7661), Catalasa y Oxidasa, asi como la movilidad observada en el medio
SIM. (Merck, 1994). Los resultados permitieron registrar ¢l grupo o el género de las
bacterias encontradas en las aguas de las diferentes peceras. (Bergey, 1991 y
Cowan, 1993).

Cabe aclarar que después de éste procedimiento y debido al fento crecimiento
de algunas cepas, se perdieron 10 de ellas.

Para determinar el patron de resistencia de las bacterias encontradas, éstas se
inocularon en tubos con agua destilada estéril, comparando su turbidez con el
estandar 0.5 de Mc Farland (densidad optica de 0.125 a 550 nm de 1), una vez
comparado cada tubo se inocularon masivamente con un hisopo estéril en el agar
Mueller Hinton cuidando que la siembra cubriera toda la superficie de la caja. Para
las cepas de dificil crecimiento se utilizd el agar Mueller Hinton con 5% de sangre
de carnero desfibrinada, posteriormente se depositdé un multidisco comercial
impregnado con los siguientes antibioticos: Trimetoprim con Sulfametoxazol
(SXT), Amikacina (AK), Ampicilina (AM), Carbenicilina (CB), Cefalotina (CF),
Cefotaxima (CTX), Ceftriaxona (CRQ), Cloranfenicol (CL), Gentamicina (GE),
Netilmicina (NET), Nitrofurantoina (NF) y Pefloxacina (PEF). (Giono, 1983;
Bauer y Kirby, 1966).

Enseguida las cajas se incubaron a 25°C de 24 a 72 hrs, pasado éste tiempo se
midieron los halos de inhibicién con una regla trasparente y dependiendo de éste
didmetro y comparando con las tablas del proveedor se les asigné un valor de
susceptible, moderadamente susceptible, intermedio o resistente para cada una de
las cepas y se determiné cuales son los mejores antimicrobianos y las cepas mas
sensibles. ’

Una vez utilizadas las cepas bacterianas, con un asa microbiolégica se tomé y
sembré cada una en tubos de 16 x 150 mm con agar de infusion cerebro-corazon
(BHI, cat. 13825) para su conservacion en refrigeracion.

Se registraron los resultados obtenitdos y se aplicaron las técnicas apropiadas
de organizacion {depuracion y ordenamiento de datos) y presentacion (elaboracién
de tablas y graficas). (Diagrama 1)
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5) RESULTADOS.
5.1 Registro y determinacion bacteriana.
Se registraron 100 peceras en la Escuela Nacional de Estudios

Profesionales Iztacala, que se clasificaron segiin su uso. El numero calculado
para el total a muestrear fue de 18 peceras. (Tabla 1)

TABLA 1.
CLASIFICACION DE PECERAS EN BASE A SU USO, Y NUMERO DE
PECERAS MUESTREADAS.
PO 10 B CANTﬁ')AD o MUESTREADAS
Ornato 2
. Tnvestigacidn-Extibicion .- "46_ T
Investigacion— Crecimiento 15 2
Anvestigacién-Reproduceién |i© " A3 T T T T
Total 100 18

Se obtuvo un total de 76 colonias diferentes, y se describio la
morfologia colonial de cada una. El (Esquema 1) muestra las caracteristicas
coloniales registradas y la cantidad de colonias correspondiente a tales
caracteristicas.

Las caracteristicas coloniales encontradas con mayor frecuencia estin
representadas en la siguiente tabla, donde destaca el dato de que 73 de las 76
son brillantes y sélo 3 mate, al igual que 67 presentaron el borde regular y 9
irregular, frecuencia idéntica para la superficie lisa y rugosa respectivamente.

(Tabla 2)
TABLA 2
CARACTERISTICAS COLONIALES MAS FRECUENTES.
CARAC’I‘ERISTICAS 17 CARACTERISTICA || . CANTIDADDE=
_COLONIALES . MAS FRECUENTE .,Mqomms__
Forma Redonda 55
DL Morde 1IN Regulw. T e
Superficie Lisa
" Comp, alatuzrefigads™ 70 7.0 " Baflante’ T 0T TR W3 T
Comp. alaluz transmitida Transhicida

" Comp. émelmedio’. "1 T Aleafinizan "~

e atadinippin=-2y
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COLONIAS {mma <

“CARACTERISTICAS COLONIALES OBSERVADAS EN AGAR BILIS VERDE BRILLANTE”

{ REDONDAS,

QVALADAS:

C. L. T= Comportamiento a la fuz transmitida
C. L. R= Comporamiento a la luz refl¢jada

\PUNTIFOMS

* = Alcalinizan el medio

Cantidad de colonias
-
> 23
g 5
BRILLANTE
TRANSLUCIDA,  C.L.R O——p 1
MATE—pp i |
SUPERFICIE: CLT
—Pp I8
/ 5
OPACA, C.L.R: BRILLANTE —
o 2
, e p 8
TRANSLUCIDA,  C.L.R: BRILLANTE
f—p 1
CLT
SUPERFICIE OPACA, C.L.R:  BRILLANTE: — 3
CLT OPACA, C LR MATE:
0 > ]
C.LT:  TRANSLUCIDA,  C.LR:  BRILLANTE: * p 1
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MATE: —
— 6
TOTAL 76
/= Acidifican el medio
0 = Comportamiento neutro en ¢l medio.
ESQUEMA 1
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Se realizaron frotis de cada una de las 76 colomas obtemdas,
observandose en todas la presencia de una afinidad al Gram negativo, 64
presentaron la forma de bacilo y 69 se agruparon en forma aislada. (Tabla 3)

TABLA 3.
CARACTERISTICAS OBSERVADAS EN LOS FROTIS
CARACTERISTICA | CARACTERISTICA CANTIDAD DE
OBSERVADA PRESENTE COLONIAS
Afinidad al Gram Negativo 76
Positivo 0
Morfologia celular Bacilos 64
Cocobacilos 12
Aisladas 69
Cadenas predominantes 2
y algunas aisladas
Agrupacién Algunas en cadena, la 2
mayoria aisladas
Algunas cadenas, 1
algunas aisladas
Formando pequeitos 2
racimos, algunos pares
aislados.

Aunque se presentaron grupos de colonias con algunas caracteristicas
semejantes en cuanto a morfologia colonial, su comportamiento fue diferente
en algunas pruebas bioquimicas. Lo anterior se muestra con los grupos de 23,
18 y 8 colonias con caracteristicas de morfologia colonial similares dentro de
cada grupo, representados en el (Esquema 1).

Las pruebas bioquimicas tomadas en cuenta para la realizaciéon de los
siguientes esquemas fueron: Citrato de Simmons, Acido Sulfhidrico, Indol,
Vogues Proskauer, Rojo de Metilo, que sean Fermentadoras, No
Fermentadoras u Oxidadoras, asi como la Movilidad observada en el medio
SIM. (Esquemas 2, 3 y 4).

Las 76 colomas resultaron positivas a las pruebas de catalasa y oxidasa,

por lo que se omiten en los esquemas,
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“PRUEBAS BIOQUIMICAS ¥ MOVILIDAD". Cantidad de colonias
. (+) Fo——"I

(+) INDOL (+) V.P (+) R M
(+)  SULF
(=) INDOL  (-) V. p (-) RM () NF—p6

(+) RM (-} O 4l
(+} CITRA'IU<

{(+) V.P
(+) INDOL (-) R M () F_—__ 3l
) v.p (-) R M (=) NF—P]
(-) SULF
\
23 MOV!LIDAD< (+) V.P (-} R M (+) F ——pl
COLONIAS (-) INDOL
) V.p (-) RM (-) NF——p4
(+) SULF (-) INDOL (-) v.p ) R M (-) NF__ 4
(-) CITRATO
\ {-) SULF (-) INDOL (-) v.P -) R M (=) NF—®3
TOTAL 23
(+) = Positivo SULF = Acido Sulfhidrico F = Fermentadoras
( - } = Negativo V. P = Vogues Proskauer. N. F = No Fermentadoras
CITRATO = Citrato de Simmons R. M = Rojo de Metilo 0 = Oxidadoras
ESQUEMA 2
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“PRUERAS BIOQUIMICAS ¥ MOVILIDAD”. Cantidad de colonias

(+) O p1l
f (+) RM
(+) INDOL (+) v.p (-y 0 —™3
[(+) SULF (-) RM (-) O—»2
/ (+) VP () RM (-) O —2pl
(+) CITRATO< (-) INDOL
\
(<) V.P (-) RM (-) NF ;5
I8
COLONIAS MOVIL!DAD{ \(_) SULF (+) INDOL (-) VP (-) RM (-) NF—»3

-

(+) SULF (-) INDOL (-) V.P (-) RM (-) NF—2

(-) CITRATO \
(-} SULF (-) INDOL (-) V.P (-) R M (-) NF——pl
\
TOTAL 18

(+) = Positivo SULF = Acido Sulfhidrico F = Fermentadoras

(- ) = Negativo V. P = Yogues Proskauer N. F = No Fermentadoras

CITRATO = Citrato de Simmons R. M = Rojo de Metilo O = Oxidadoras

ESQUEMA_ 3
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(-)

(-)
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INDOL

INDOL
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) VP ()
(-) WP (o)
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N. F = No Fermentadoras
0 = Oxidadoras

R M
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R M
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Cantidad de colonias

()

(-)

(-)

(-)

N F—»4

N F—p1

NF——»2

N F—»1

TOTAL 8
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Se ubicaron a las colonias en sus grupos correspondientes de acuerdo a
las caracteristicas y comportamiento de cada una de ellas. Notando, que la
mayoria (35) pertenecen al grupo 7.5 y ninguna a los grupos 7.2, 79 y 7.10.
(Tabla 4)

TABLA 4.
CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS A LOS QUFE PERTENECEN LAS
COLONIAS ENCONTRADAS
GRUPO 'CARACTERISTICAS DEL GRUPO . CANT. DE COLONIAS
72 -‘Bact”eﬁas l ‘g-n;m ‘ negaii;ras, -”cstnctamente l 0
R anaerobias
7.3 'Cocas & bacilos gram negativos, aeroblos o )
.. moviles - _ = SR ¥
74 Cocaobacilos 6 bacllos cortos gram negatwos no
moviles, estrictamente  aerobios, catalasa 4

positivos, no oxidan muchos carbohidratos

7.5 Bacilos gram negativos moviles, estrictamente.’
L woblos, catalasa y oxidasa positivos, producetw - .1
. 'acido.sélo de pocos carbohidratos . '
7.6 Bacilos gram negativos estrictamente aerobios,
catalasa y oxidasa positivos, producen cido de
muchos azicares, moviles; excepto 12
(Pseudomonas mallel)
11 Bacxibs gram negatwos, no méviles a 37° (37; R
o ,am'nbms y.’ anaerobios ’ facultafives,” oxidasa';. .., . 1
" ¥ positiva, ataran azicares fermentativamente - -
78 Bacilos gram negativos aerobios y anaerobios
facultativos, moviles, catalasa y oxidasa
positivos, atacan azucares fermentativamente, 12
muchas especies reducen nitratos
%9 .Enterobacterias, bacilos gram . negativos, |
| aerobios 'y anaerobxos fatultativos, oxidasz!

[PV I.__. e e o e L=

'negafiva, alacan azicares fermentativamente, 0
_ .. . !'reducen nitratos a nitritos = _ - " e
7.10 Bacilos gram negativos de dificil crec1m|ento

requieren de condiciones muy especiales para su 0

aislamiento y crecimiento en cultivos

Fuente: Cowan, 1993,

20




21

En la siguiente tabla se presentan los géneros encontrados, asi como la
cantidad de éstos en las diferentes categorias de peceras segin su uso.
Destacando que los géneros Alcaligenes y Pseudomonas (alcalinizadoras)
poseen 19 representantes, aislados de peceras para Investigacion-
Reproduccién, 9 de peceras para Investigacion- Exhibicidn, 5 de
Investigacion- Crecimiento y 2 de peceras Ornamentales, dando un total de 35
(46 %). Por el contrario, solo se registra 1 aislamiento de Aeromonas
salmonicida en Investigacion- Exhibicion. Cabe destacar que hubo 30 y 26
aislamientos de los diferentes géneros en Investigacion-Reproduccién y en
Investigacion-Exhibicion respectivamente, (Tabla 5)

TABILA 5.

GENEROS BACTERIANOS AISLADOS DEL AGUA DE LAS
DIFERENTES PECERAS MUESTREADAS.

"‘?"" ._.__.____.__..._  ar e u-—-_ —_— - - — —— m—

l INVEST. - L INVEST. TOTAL ()
immmxcrbu CRECMEN‘!O momrcaén !

. R i DU k‘,.\,.,, [

Acinetobacter 4 7 1 4 16 21
Alcaligenes,
Pseudomonas 2 3 5 19 35 46
(alcalinizadoras)
+ Janihinsbacteris

Aeromonas 0 1 0 4] I 1
salmonicida
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En la grafica que se presenta a continuacion se puede apreciar la
frecuencia en la que se presentaron los géneros encontrados en el agua de las
peceras, destacando a Alcaligenes y Pseudomonas (alcalinizadoras) con la
frecuencia mas alta (46 %) y Aeromonas salmonicida con la menor frecuencia
(1 %). (Grafica 1).

“Frecuencia de géneros encontrados en el agua de
las peceras”.
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5.2 Patron de Resistencia

Los antibiogramas solo se aplicaron a 66 cepas debido al lento
crecimiento y posterior pérdida de 10 de ellas.

El comportamiento de las bacterias en cuanto a la resistencia y
sensibilidad que presentaron frente a los 12 antibidticos utilizados, se ve
representado en la siguiente tabla. En donde observamos la cantidad de cepas
y el porcentaje correspondiente a tal numero, resultando que 18 cepas,
correspondientes al (27.27 %) fueron resistentes a 5 antibidticos y sensibles a
7, asi como 14 (21.21 %) presentaron resistencia a 4 antibidticos y
sensibilidad a 8. Un total de 12 cepas (18.18 %) fueron resistentes a la mitad
de los antibidticos y sensibles a la otra. Podemos notar que ninguna mostrd
resistencia o sensibilidad a 11 y 12 antibidticos y solo una presentd
sensibilidad a 10 antibiéticos. (Tabla 6)

TABLA 6.
EFECTIVIDAD DE LOS ANTIBIOTICOS

CANT DE RESISTENTESN SENSIBLES N.. " PORCENTAJE

CEPAS : Ab_n-ﬁ S %)
T B 10" ;_'f }{T_ S 151
9 12.12
147 IR SERNNRE Ty ) ) SO
18 7 27.27
12 ) 6 i8.18
7 5 10.60
R 4 T 606
2 3 3.03
) 0. . ) i 2 0

TOTAL: 66 o 100
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Se ordenaron a los antibioticos basandose en su eficacia frente a las
cepas, observando que 65 fueron sensibles a la Gentamicina, 63 a la
Amikacina y el mismo namero a la Netilmicina. La Pefloxacina también
mostré eficacia, ya que 58 cepas fueron sensibles a este antibidtico. La
Carbenicilina, fue el antibidtico al que todas las cepas presentaron resistencia.
Para la Cefalotina hubo 65 cepas resistentes y sélo 1 sensible; en cuanto a la
Ampicilina 62 fueron resistentes y 4 sensibles. (Tabla 7)

TABLA 7.

CANTIDAD DE CEPAS RESISTENTES Y SENSIBLES A LOS
DIFERENTES ANTIBIOTICOS UTILIZADOS.

- "ANTIBIOTICOS - RESISTENTES =~ ' SENSIBLES
GE 1 65
DR \: ST SRS N -
NET 3 63
... PEF 0T 8 o T 8
CRO 10 56
PEREEN « SRS U V- 7
SXT 16 50
U UUNE = A R

CTX 60 6
CF 65 1
B 66 0

NOTA; En la columna “Sensibles” se consideran los Intermedios, los
Medianamente Sensibles y los Muy Sensibles.

SXT = Trimetoprim con Sulfametoxazol CRO = Ceftriaxona
AK = Amikacina CL = Cloranfenicol
AM = Ampicilina GE = Gentamicina
CB = Carbenicilina NET = Netilmicina
CF = Cefalotina NF = Nitrofurantoina

Pefloxacina

CTX = Cefotaxima PEF
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Basado en las tablas de los proveedores de multidiscos para
antibiogramas, se tomaron en cuenta los niveles de Muy Sensibles,
Intermedios, y Medianamente Sensibles correspondientes a la Sensibilidad a
los antibidticos. El primer nivel se aplico para todos los antibidticos, el
segundo nivel se aplica para todos exceptuando a la Cefotaxima (CTX) y a la
Ceftriaxona (CRO), ya que estos pueden pertenecer al tercer nivel de donde se
excluyen a los demas. Lo anterior generd los siguientes resultados: 64 cepas
fueron Muy Sensibles a la Gentamicina y sélo 1 mostré Sensibilidad
Intermedia. Para la Amikacina y la Netilmicina 60 y 62 cepas fueron Muy
Sensibles respectivamente, quedando 3 con Sensibilidad Intermedia para el
primer antibidtico y una para el segundo. Por el contrario, hubo mas cepas de
Sensibilidad Intermedia a la Pefloxacina (37) y s6lo 21 fueron Muy Sensibles.
Para el Cloranfenicol 41 cepas entraron en el nivel de Muy Sensibles y 11 en
el Intermedio. Con respecto a la Cefiriaxona se presentaron 35 cepas Muy
Sensibles y 21 con Sensibilidad Intermedia. Las 6 cepas que presentaron
sensibilidad a Ia Cefotaxima entraron todas en el mvel de Medianamente
Sensibles. (Tabla 8)

TABLA 8.
DIFERENTES NIVELES DE SENSIBILIDAD

.ANTIBIOTICO" * MUY ~ '/INTERMEDIO: MEDIANAMENTE '

s . 'SENSIBLE ;, _ . i _SENSIBLE . |
" GE 64 1 -
AR L 60 - T3 T ST
NET 62 1 -
PEF. .20 31 D T
CRO 35 - 21
JCL A T e T
SXT 47 3 -
COUNFL TR e I3 T R T
CTX 0 - 6
. AM - 2 2 T -
CF 1 0 -
CCB S R R J S -G
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A continuacidon se presentan los porcentajes de Resistencia y
Sensibilidad para cada antibiotico utilizado. El mayor porcentaje con respecto
a la Sensibilidad es de (98.48 %), correspondiente a la Gentamicina, y el
mayor porcentaje con respecto a la Resistencia lo muestra la Carbenicilina con
un (100 %). (Tabla 9)

TABLA 9.
RESISTENCIA Y SENSIBILIDAD DFE LAS CEPAS PARA CADA
ANTIBIOTICO
. ANTIBIOTICO ~ ° RESISTENCIA (%) ' SENSIBILIDAD (%)
GE 1.51 98.48
LD AK T e s L ASA e L 9545
NET 4.54 95 45

SRR - > S ¥ R 7 ¥ 7/
CRO 15.15 84.84
Rale S R E 1 b SRR RN . I
2424 75.75
‘ Lo ®ms 7 4%
90.90 9.09
- ... 9393 0 606
98 48 1.51
] {1
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Retomando la columna de resistencia de la tabla anterior se realizé la
siguiente grafica con el fin de observar claramente las diferencias de
resistencia para cada antibiotico utilizado, y comparar su eficacia frente a las
cepas, notando que para la Carbenicilina se presentd la resistencia mas alta y
para la Gentamicina la resistencia mas baja con un 100 y 151 %
respectivamente. (Grafica 2).

"Resistencia de las cepas frente a los diferentes
mh.b.ll. “-

Resistencia (%)

GRAFICA 2
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Se agruparon a los antibiéticos basandose en su mecanismo de accién y
se relacionaron con la cantidad de cepas que presentaron resistencia ante cada
uno de ellos. De los antibidticos que inhiben sintesis de pared celular, se
puede observar que el total de las cepas (66) presentaron resistencia frente a la
Carbenicilina, y 10 presentaron resistencia ante la Ceftriaxona, cantidad de
cepas mas bajo para éste mecanismo de accion. Los antibidticos que inhiben
metabolismo intermediario son la Nitrofurantina y el Trimetoprim con
Sulfametoxazol, con 35 y 16 cepas resistentes respectivamente. La
Pefloxacina pertenece a los antibioticos que inhiben sintesis de acidos
nucleicos, presentando 8 cepas resistentes. Para los antibidticos que inhiben
sintesis de proteinas, el Cloranfenicol presenté 14 cepas resistentes como
numero mas alto y la Gentamicina el nimero mas bajo con sélo una resistente.
(Tabla 10).

TABLA 10.
MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS Y CANTIDAD DE
CEPAS QUE PRESENTARON RESISTENCIA PARA CADA UNO.

" _ MECANISMODEACCION . ./~ ANTIBIQTICO _ . CANT.DE CEPAS

Carbenicilina 66
Cefalotina 65
Inhiben Sintesis de Pared Celular Ampicilina 62
Cefotaxima 60
B N Creﬁriax_cznar 10
Inhiben Metabolismo Intermediario o
. e Nimetop. of Sulfametox. . - 16
Inhiben Sintesis de Acidos Nucleicos . Pefloxacina 8
) T T Cloranfenicot -~ 1 Ti4
Inhiben Sintesis d¢ Profeinas .~ ° CoL e
o R P Neﬁlm_l_’c___ina R 3
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Tomando en cuenta los mecanismos de accion de los antibiéticos, se
obtuvo el promedio de las frecuencias de resistencia bacteriana, notando que
aquéllos que inhiben sintesis de pared celular fueron el grupo frente a los que
se presentd ¢l mayor promedio de resistencia (79.7). Para el grupo de
antibiéticos que inhiben sintesis de proteinas s6lo se observé un promedio de
resistencia de (7.95). (Grafica 3).

"Promedio de frecuencia de resistencia
bacteriana frente a los diferentes mecanismos
de accién de los antibioticos".
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Relacionando los antibiéticos con los géneros bacterianos encontrados,
tenemos que: la Gentamicina, la Netilmicina, la Amikacina, el Cloranfenicol y
el Trimetoprim con Suifametoxazol fueron los antibidticos mas eficaces
contra la mayoria de los géneros bacterianos aislados de las diferentes peceras.
(Tabta 11).

TABLA 11. '
EFECTIVIDAD DE LOS ANTIBIOTICOS PARA LOS GENEROS
BACTERIANOS AISLADOS.
‘GENEROS - | ABS.EFICACES _ . . ABS.INEFICACES

Gentamicina, Netilmicina, Carbenicilina, Ampicilina,
Acinetobacter Amikacina, Trimetoprim con Cefaiotina, Cefotaxima,
Sulfametoxazol, Cefiriaxona. Nitrofurantoina,
Cloranfenicol, Pefloxacina,

‘Gentamicina, Amikacina, - Carbesicilina, Ampicilina,
" »Nenlmlcma, Trimetoprim Cefalotma, Cefotaxima,

C'con Slﬂfametoxazol, i "Nitrofurantoina, Cefhlaxona,
"Cloranfenicol = . Peﬂoxacma
T _.u'.'.,,-,.i,,_, L __. A-..,_;.;,JAJ e E . i e —m e
Jamhinobacierium, Gentamicina, Cloranfenicol, Ampicilina, Carbenicilina,
Pseudomonas Netilmicina, Ceftriaxona, Cefalotina, Cefotaxima,
(oxidadoras), Amikacina, Trimetoprim con Nitrofurantoina, Pefloxacina.
Flavobacterium Sulfametoxazol.

' Gentamlcma, Netllmwma, | Ampicilina, Carbemc:llina,

‘ : Cloranfemcol, -+ Cefalotina, Cefotaxima, -
. Aemmomssab:anic:da iNnrothrantolua, Ceftnaxona, Pefloxacing, Amikacind,
: : L ,.'I‘nmetopnmcon

' ?e'Sldfametoxaml

Gentamicina, Cloranfenicol, Carbenicilina, Cefalotina,
Chromobacterium, Netilmicina, Amikacina, Ampicilina, Cefotaxima,
Plesiomonas, Nitrofurantoina, Toimetoprim Ceftriaxona, Pefloxacina.
Aeromonas con Sulfametoxazof.
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6) DISCUSION.

Tomando en cuenta la morfologia colonial, se obtuvo un total de 76
colonias diferentes, y aunque en resultados al observar ¢l Esquema 1, notamos
que hay grupos de colonias que comparten las mismas caracteristicas
coloniales, no comparten todas, las mismas reacciones para las pruebas
bioquimicas utilizadas.

Ademads, se registraron otras caracteristicas de morfologia colonial, tales
como, elevacion, color y tamaiio, lo que nos dio un mayor nimero de colonias
que registramos en un primer término como diferentes.

Del grupo de 23 colonias que comparten caracteristicas coloniales
similares, surgen 10 tipos distintos al realizar las pruebas bioquimicas. Ocurre
algo similar con otros grupos de colonias, por ejemplo, el representado con 18,
a las que al realizarles las pruebas bioquimicas resultaron 190 tipos diferentes.

Y el grupo de 8 colonias, de las que resultaron 4 tipos diferentes. (Esquemas
1,2,3y4)

Lo sefialado anteriormente indica que las 76 colonias que se registraron
como diferentes, no sean precisamente géneros bacterianos diferentes, solo
que tomamos en cuenta muchas variables para una mejor clasificacién de las
colonias bacterianas que teniamos en ése momento.

Posteriormente el grupo de 76 colonias se fue reduciendo eh mimero, ya
que comenzamos$ a agruparlas tomando en cuenta categorias mas generales
como la tincién de Gram o forma celular, predominando ¢l Gram negativo y la
forma de bacilos con agrupacion aislada, caracteristicas generales en primera
instancia para las bacterias patogenas de peces. (4, 8)

Es importante, mencionar que no se determinaron las bacterias aisladas
hasta especie, excepto deromonas salmonicida, debido a la falta de todas las
pruebas bioquimicas necesarias para tal fin, por lo que manejamos también en
los resultados géneros o grupos de géneros bacterianos con la finalidad de
proporcionar una clasificacion mas clara de los resultados.
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Del total de los aislamientos, Alcaligenes y Pseudomonas
(alcalinizadoras) presentaron el mayor porcentaje de representatividad (46 %)
y Aeromonas salmonicida el menor porcentaje (1 %) (Grafica 1); lo anterior se
debe a que los dos primeros géneros se distribuyen ampliamente en agua
pudiendo afectar a diversas especies de peces, lo que concuerda con los
estudios de Shotts y colaboradores en 1976, ya que encontraron con una gran
frecuencia el género Pseudomonas. Y por el contrario Aeromonas salmonicida
es patdgena principalmente de salmonidos, causandoles furunculosis como lo
mencionan Starliper y Rodgers en 1998.

Con respecto a la cantidad de aislamientos en las peceras basandose en
su uso. Se observo que en la clasificacion de Investigacion-Reproduccion y en
Investigacion-Exhibicién se presentaron la mayor cantidad de aislamientos
(Tabla 5), lo cual puede deberse a que en éstas clasificaciones se realizaron
muestreos en un mayor namero de peceras que en las clasificaciones restantes.

Los géneros de Alcaligenes y Pseudomonas (alcalinizadoras) fueron los
mas encontrados, principalmente en peceras de Investigacién-Reproduccion,
lo que puede atribuirse a los recambios de agua menos frecuentes que en
Investigacion-Exhibicién, ya que en ésta ultima clasificacién las peceras
deben estar lo mas limpias posible, con el fin de atraer la atencion de los
aficionados, pero sin descuidar a los peces para no alterar las investigaciones
que se realizan, esto no quiere decir que a las peceras de Investigacion-
Reproduccion no se les realice recambios de agua, sin embargo deben hacerse
en un lapso de tiempo mayor para no afectar la investigacion debido al estrés
que puedan presentar los peces, lo que puede causar su muerte, principalmente
s son especics muy delicadas. (50)

Cabe aclarar por lo anterior que las infecciones bacterianas en los peces
y muchas veces la muerte de ellos, no se debe solo a la cantidad de bacterias
ni a la resistencia que puedan presentar frente a los antimicrobianos, ya que
hay otro factor sumamente importante como es el estrés al que pueden estar
sujetos, razén por la que se debilita su sistema inmune haciéndolos mas
susceptibles a enfermedades, lo que concuerda con Pai y colaboradores en
1995, en donde mencionan que la mortalidad de los peces (Cyprinus carpio)
es proporcional al grado y tipo de estrés al que estin sometidos,
principalmente cuando estan infectados por Aeromonas hydrophila.
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La menor cantidad de Alcaligenes y Pseudomonas (alcalinizadoras) se
presentd en peceras Ornamentales lo que pudo deberse al bajo nimero de
muestreos realizados en ésta categoria (Tablas 1 y 5) asi como al menor grado
de estrés de los peces debido al menor manejo de ellos.

La especie Aeromonas saimonicida s6lo se encontré en peceras de
Investigacion-Exhibicién con un aislamiento, esto puede atribuirse a que en
ésta categoria hay mas variedad de peceras y por consiguiente mas variedad de
habitats para los microorganismos.

Con respecto al patron de resistencia, sélo se aplicaron los
antibiogramas a 66 cepas, debido a que 10 no presentaron crecimiento en el
agar Mueller-Hinton ni ain enriquecido con 5% de sangre de carnero
desfibrinada, razones por las cuales se perdieron éstas cepas, pertenecientes
cinco de ellas al grupo de Alcaligenes y Pseudomonas (alcalinizadoras),
cuatro al de Acinetobacter y una al grupo de Chromobacterium, Plesiomonas
y Aeromonas. Cabe aclarar que éstas cepas fueron dificiles de trabajar desde
un principio por su lento crecimiento.

Por el contrario hubo cepas como Aeromonas salmonicida que a pesar
de que sblo se presenté un aislamiento, permanecio en el transcurso de la
investigacion, una explicacion de esto es la utilizacién de agar Mueller-Hinton
para los antibiogramas, lo que concuerda con Barker y Kehoe en 1995, ya que
encontraron que ¢l agar Mueller-Hinton soporta el crecimiento de Aeromonas
salmonicida ademas de la clara definicién de los halos producidos por ésta
bacteria.

Con respecto a los antibidticos utilizados, aquéllos que inhiben sintesis
de pared celular, excepto [a Cefiriaxona, son los menos efectivos ya que las
bacterias mostraron una marcada resistencia, siendo la -Carbenicilina el
antibidtico menos eficaz de éste grupo con un 100 % de resistencia, le siguen
la Cefalotina con un 98 48 %, la Ampicilina con un 93.93 % y la Cefotaxima
que mostré un 90.90 % (Tabla 9 y Gréfica 2). Lo anterior concuerda con Mc
Phearson y colaboradores en 1991 ya que demostraron una méxima resistencia
para la Ampicilina, de bacterias aisladas de muestras de agua, y en el presente
trabajo éste antibiético mostré una resistencia del 93.93 %.
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Para la Ceftriaxona solo se presentd un 15.15 % de resistencia y por lo
tanto un 84.84 % de sensibilidad, aunque cabe aclarar que ésta Gltima cifra se
dividié en cepas muy sensibles y en medianamente sensibles con un 53.03% vy
31.81 % respectivamente.

La ineficacia de la mayoria de los antibidticos utilizados
correspondientes a éste mecanismo de accidn, se debe a que las bacterias
potencialmente patdgenas de peces,generalmente son bacterias gramnegativas,
por lo que poseen un bajo porcentaje de peptidoglicano en su pared celular,
resultando mas dificil la eliminacién de la bacteria. Ademas una vez que la
administracion de Ampicilina y derivados de penicilina da lugar a bacterias
resistentes, facilmente puede adquirirse resistencia a cefalosporinas de tercera
generacién por cambios puntuales en el gen de lactamasa. (10).

Los antibitticos utilizados que actian inhibiendo el metabolismo
intermediario son la Nitrofurantoina y el Trimetoprim con Sulfametoxazol,
con un 53.03 % y 2424 % de cepas resistentes respectivamente. Este
mecanismo de accién es mas eficaz con respecto al anterior, debido a que
¢stos antibi6ticos atacan todo un proceso bioldgico dentro de las bacterias, por
lo que éstas son inhibidas o muertas.

Uno de los mejores ejemplos para esto son los antagonistas del acido
folico. Ademas los antibidticos combinados como el Trimetoprim con
Sulfametoxazol son muy efectivos debido a los bloqueos secuenciales en el
metabolismo de las bacterias. (13).

Los resultados de sensibilidad obtenidos con respecto al antibidtico
antes mencionado concuerdan con Boonyaratpalin en 1989 donde menciona
que Aeromonas hydrophila resultdé altamente sensible al Trimetoprim con
Sulfametoxazol y al Cloranfenicol. .

El mecanismo de inhibicion de sintesis de acidos nucleicos, corresponde
a la Pefloxacina, para la cual se presentd un 12.12 % de cepas resistentes
(Tabla 9 y Gréifica 2). Los antibidticos que actian bajo éste mecanismo
muesiran eficacia en la inhibicién del crecimiento de las bacterias, o bien en
su muerte, ya que ¢ste grupo de agentes antibacterianos interfieren con la
DNA girasa, enzima que desenrolla al DNA en la preparacion para la
replicacion.
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Los antibiéticos que inhiben sintesis de proteinas como el Cloranfenicol
(21.21%) de resistencia y principalmente los aminoglucésidos (Amikacina,
Netilmicina y sobre todo 1a Gentamicina), mostraron mayor efectividad sobre
las cepas, ya que el 4.54% de éstas presentaron resistencia para la Amikacina
y la Netilmicina, y sélo el 1.51% de las cepas mostraron resistencia frente a la
Gentamicina (Tabla 9 y Grafica 2), lo anterior se debe a que dichos
antibidticos inhiben directamente la union del RNAm a los ribosomas
bacterianos, actuando especificamente el Cloranfenicol en ¢l ribosoma 508 y
los aminoglucésidos en el ribosoma 308, (13)

Los resultados anteriores contrastan con lo que menciona Dixon en
1991, ya que reporta un decremento en la eficacia de los antibidticos que
afectan la sintesis de proteinas, aunque él trabajé con la tetraciclina y
eritromicina, y aminoglucosidos como la neomicina mis no con los
antibidticos utilizados en éste trabajo, pero tal vez si éstos antibidticos se usan
excesivamente contra las bacterias patOgenas de peces, exista también el
decremento de su eficacia como lo menciona Dixon.

Por el contrario, el trabajo realizado por De-Mondino y colaboradores
en 1995 concuerda con algunos de nuestros resultados de susceptibilidad a los
antibioticos, ya que todos sus aislamientos de agua dulce y salada fueron
sensibles a los Aminoglucésidos, al Cloranfenicol y al Trimetoprim con
Sulfametoxazol y resistentes a las Penicilinas. Cabe aclarar que ellos
trabajaron con otros antibi6ticos ademas de los mencionados.

Se presentaron otros resultados algo diferentes a los obtenidos por Lio-
Po y colaboradores en 1987 ya que mencionan que Pseudomonas sp fue
resistente a la Nitrofurantoina asi como al Trimetoprim con Sulfametoxazol, y
en el presente trabajo Pseudomonas present6 resistencia al primer antibidtico
pero sensibilidad al segundo,

Los mecanismos de resistencia bacteriana son muy variados. Todavia
no se han descrito mecanismos especie-especificos, ni exclusivos contra un
tipo particular de antibidtico ya que en muchos casos la resistencia es mediada
por plasmidos y transposones que pueden diseminarla entre diferentes géneros
bacterianos y que generalmente llevan determinantes multiresistentes. (10)
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Es por ésta razon que el uso de agentes antimicrobianos en la
acuicultura deben manejarse con sumo cuidado con el fin de obtener mayores
resultados en el tratamiento de las enfermedades de los peces. Por lo que se
coincide con Smith y colaboradores en 1994 sobre la importancia de la
estandarizaciéon de un método para las pruebas de sensibilidad de bacterias
patogenas de peces y con Kemeza y Vitoniene en 1996 donde mencionan que
antes de los tratamientos quimioterapetticos es importante definir claramente
la sensibilidad de las bacterias que afectan a los peces.
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7) CONCLUSIONES.

1). — Se determiné la flora bacteniana cominmente presente en el agua
de las diferentes peceras, encontrando a los géneros: Acinetobacter,
Alcaligenes, Pseudomonas (alcalinizadoras), Janthinobacterium,
Pseudomonas  (oxidadoras), [Flavobacterium, Chromobacterium,
Plesiomonas, Aeromonas y la especie Aeromonas salmonicida.
Apareciendo Alcaligenes y Pseudomonas (alcalinizadoras) con una
mayor frecuencia (46 %) y Aeromonas salmonicida con la frecuencia
mas baja (1 %).

2). — Los antibidticos utilizados que actitan inhibiendo la sintesis de
pared celular, exceptuando a la Ceftriaxona, son los menos efectivos, ya
que el promedio de la frecuencia de las bacterias resistentes a este grupo
de antibidticos fue de 79.7. Por el contrario, los antibiéticos utilizados
que inhiben sintesis de proteinas, principalmente los aminoglucésidos
(Amikacina, Netilmicina y sobre todo la Gentamicina) mostraron mayor
efectividad sobre las bacterias, presentando un promedio de frecuencia
de bacterias resistentes de 7.95.

3). -El antibidtico menos eficaz contra los géneros bacterianos
encontrados es la' Carbenicilina (que actia inhibiendo la sintesis de
pared celular), ante el cual mostraron un 100% de resistencia y el
antibidtico mias eficaz es la Gentamicina (que actia inhibiendo la
sintesis de proteinas), frente al que sdlo presentaron el 151% de
resistencia.

4). — Se registré la presencia de bacterias potencialmente patégenas para
peces, encontrando a Aeromonas, Pseudomonas, Plesiomonas,
Flavobacterium y Aeromonas salmonicida dentro de éste grupo.

5). — Antes de sugerir terapias o tratamientos quimioterapetiticos en los
peces con enfermedades infecciosas a causa de bacterias, se recomienda
separar al pez, para aislar las bacterias que lo afectan y realizarles sus
respectivos antibiogramas, ya que es indispensable conocer la
sensibilidad y/o resistencia de las bacterias patégenas de peces, con el
fin de disminuir o por lo menos de no acelerar 1a resistencia que puedan
presentar frente a los antibioticos.
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