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RESUMEN

El género Aeromonas esta conformado por bacilos Gram negativos, son agentes autoctonos de
medios acudticos, encontrandose también en otros hébitats como suelo, agua potable, aguas
negras, aguas contaminadas, rios, lagos y mar. Se consideran como parte de la microbiota del
intestino de animales poiquilotermos, sin embargo estan implicadas en infecciones de
organismos acuaticos y humanos. Este estudio se llevd a cabo en la zona lacustre de
Xochimilco, D.F., México, en 4 canales con diferente grado de perturbacion agricola y urbana
(El Bordo, Apampilco, Apatlaco y La Asuncion). Se evaluaron las concentraciones de bacterias
mesofilicas y Aeromonas en muestras de agua y sedimento, ademas de piel, branquias y
contenido estomacal en 3 ejemplares de la tilapia Oreochromis niloticus; asi como la
concentracion de coliformes totales y fecales en las muestras de agua, sedimento y contenido
estomacal de las tilapias capturadas. Se registraron los parametros fisicoquimicos en el agua de
cada uno de los canales. De cada sitio, se registraron los datos morfométricos de cada tilapia y
se determiné el Factor de condicién K de Fulton e indice Hepatosmatico (IHS). Las muestras
fueron sembradas en medio CromoCen, obteniendo 501 aislados, de los cuales a través de la
realizacion de pruebas bioquimicas, 223 se consideraron como probables Aeromonas; de estos
aislados se seleccionaron 200, a los que se les evalud la susceptibilidad a 13 antibioticos por el
método difusion en disco o Kirby Bauer. Con base en los resultados anteriores, a 100 de los
aislados se les realiz6 la secuenciacion del gen 16S ribosomal, y se evalu6 la presencia de 5
genes de virulencia (gcat, aer/hem, lafA, ast y alt). Los aislados fueron secuenciados para
determinar las especies, encontrando la relacion entre las mismas a través de la construccion de
un arbol filogenético. De acuerdo a los resultados, los parametros fisicoquimicos mostraron que
la zona con mayor perturbacion fue La Asuncion, ya que registrd concentraciones bajas de
oxigeno y pH, asi como niveles altos de temperatura y conductividad, debido a la influencia
urbana en la zona. La zona mas conservada fue el Bordo, presentando altas concentraciones de
oxigeno en comparacion con los demas sitios de muestreo. Los indices bioldgicos de factor de
condicion K de Fulton e indice Hepatosmatico de los 12 organismos colectados nos indican que
los peces con una mejor condicion fisioldgica fueron capturados en la Asuncion, debido a que
presentaron un mayor peso y talla. Las concentraciones mas elevadas de bacterias coliformes
totales y fecales se registraron en las muestras de sedimento, agua y contenido estomacal de
tilapias colectadas en La Asuncién; por otra parte, las concentraciones minimas para agua y
contenido estomacal corresponden a la zona del Bordo. Las concentraciones de bacterias
mesofilicas totales fueron mayores en la zona de Apatlaco, para muestras de piel, branquias y
contenido estomacal, las concentraciones maximas fueron registradas en la Asuncion; los
porcentajes de Aeromonas con respecto a las bacterias mesofilicas totales fueron de 12.72% en
piel y menor al 1% en branquias, contenido estomacal, sedimento y agua; el 63% de las
probables Aeromonas fueron aisladas en el Bordo y Apatlaco. La prueba de susceptibilidad a
antimicrobianos indica que el 100% de los aislados presentaron resistencia a ampicilina, el 18%
a cotrimoxazole y acido nalidixico; a su vez, el 62% de los mismos s6lo presentd resistencia a
un antibiotico, el 34% a dos antibidticos y el 4% a 3 antibioticos. Se identificaron 8 especies,
siendo la mas abundante A. veronii, seguida de A. jandaei; las especies aisladas con menor
frecuencia fueron A. media, A. salmonicida, A.hydrophila y A. piscicola. El1 46% de los aislados
amplifico dos genes, el 35% tres genes, sOlo el 1% presentaron cuatro y cinco genes, estos
ultimos fueron aislados de la piel de la tilapia y agua. En relacion al arbol filogenético, se
distinguen 20 clusters, lo que indica que a pesar de tratarse de la misma especie, presentan
diferencias genéticas significativas. Los resultados sugieren que el agua, el sedimento y la
tilapia act@ian como reservorio de cepas potencialmente patdogenas, principalmente la tilapia, ya
que el 59% de los aislados provenientes de estos peces presentaron al menos dos genes de
virulencia, representando un riesgo potencial para la poblacidon que los manipula y los consume.

Palabras clave: Aeromonas, genes de virulencia, Indices biologicos.




1. INTRODUCCION

El lago de Xochimilco uno de los lagos que forma la Cuenca Lacustre del Valle de México,
en un inicio fue sustentado por manantiales. La zona lacustre, ubicada al noroeste de zonas
de captacion, fue resultado, principalmente, de descargas de aguas subterraneas y
manantiales. El agua recorria ciertas distancias desde la zona de captacion de lluvia (zona
de recarga) hasta su descarga en la zona lacustre, alimentando los lagos de la planicie; la
construccion de las chinampas dio origen a la zona de canales (INEGI, 1998).

El agua de los canales ha sido utilizada para regar cultivos, debido a que una de las
actividades econdmicas mas importante en la delegacion Xochimilco es la agricultura,
misma que se inicid y se sigue desarrollando en terrazas a lo largo de las laderas de los
cerros y por medio de chinampas en la zona lacustre.

A través del tiempo, esta zona ha sufrido un importante deterioro ambiental debido a
cambios en el uso de suelo, crecimiento de la mancha urbana y aumento en la extraccion de
agua para el abasto de la Ciudad de México; esto ultimo llevo a una disminucion de aporte
de agua subterranea a los canales, por lo que para mantener el nivel, se vierten aguas
residuales provenientes de las plantas de tratamiento del Cerro de la Estrella y San Lorenzo
Tezonco (Gaceta Oficial del DF, 2006).

Las descargas de aguas negras procedentes de los asentamientos urbanos, el uso inadecuado
de fertilizantes y plaguicidas, el deposito de materia organica (de origen agricola y
doméstico), aunado a los aportes de hormonas y antibioticos han contribuido de manera
significativa a la eutrofizacion del ecosistema; lo que promueve la disminucion del oxigeno
disuelto, debido al aumento de la biomasa y la turbidez, asi como cambios en la comunidad
biologica dominante y la diversidad de especies. Lo anterior ha generado cambios en los
flujos principales de energia y por tanto una disminucioén de los servicios que presta el
ecosistema (Kagalou et al, 2003).

Uno de los problemas asociado a la descarga de aguas negras es el incremento en las
poblaciones bacterianas con potencial patogeno (Garcia, 2013). En la zona lacustre de
Xochimilco se han obtenido altos registros de coliformes totales y fecales, géneros como
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter y Klebsiella estan por arriba del 50 % de lo
especificado por la NOM-003-ECOL-1997 (Zambrano et al, 2003). En zonas agricolas de
Xochimilco con asentamientos humanos, la presencia de bacterias coliformes se debe
también a las practicas de fertilizacion con estiércol, realizadas en las chinampas (Soto y
Esquivel, 2003).

Las bacterias coliformes son un grupo de bacterias altamente distribuidas en la naturaleza y
se pueden distinguir dos grandes grupos: los coliformes totales, que son residentes naturales
en agua y suelo (Megchun, 2013) y los coliformes fecales, que provienen de la microbiota
intestinal de animales homeotermos incluidos los seres humanos, y se pueden encontrar en
el agua, el suelo y la vegetacion, como resultado de la contaminacion por heces (Ramos,
2011). Dentro de estos grupos se encuentran bacterias aerobias o anaerobias facultativas,
Gram-negativas, no formadoras de esporas, que fermentan lactosa con formacion de gas en
un lapso maximo de 48 h. (Henry y Heinke, 1999); éstas difieren principalmente en la
capacidad de soportar diferentes temperaturas, ya que las coliformes fecales pueden crecer a
una temperatura de 44.5 - 45°C, mientras que las coliformes totales crecen a 37°C
(Harwood et al., 2005); ademds, a pesar de que el hébitat primario de los coliformes
fecales es el intestino, tienen la capacidad de crecer bajo condiciones adecuadas de materia




organica, pH y humedad (Diaz, 2003). Por lo anterior, confirmar la presencia de dichos
grupos de bacterias es vital para determinar la calidad de un cuerpo de agua.

Otro de los problemas de la zona lacustre de Xochimilco es la pérdida de biodiversidad,
debido a la introduccion de especies aldctonas, como es el caso del lirio acuatico
introducido a fines del siglo XIX. El lirio se ha convertido en un grave problema debido a
su alto grado de adecuacion a las condiciones fisico-quimicas de los canales, su presencia se
asocia a altas tasas de evapotranspiracion, bloqueo de luz y aporte de detritus (Lot y
Novelo, 2004). Otras especies aloctonas que se encuentran son, la carpa (Cyrpinus carpio),
la lobina (Micropterus salmoides) y la tilapia (Oreochromis niloticus), las cuales fueron
introducidas con fines de acuacultura, sin embargo, la adecuacion de las mismas permitio
un aumento en su densidad poblacional, provocando severos cambios en las comunidades
biologicas. La introduccion de especies exodticas invasoras plantea serias amenazas a la
diversidad biologica y a los ecosistemas, ya que altera la dindmica de las poblaciones
nativas y la estructura y composicion de las comunidades (Carabias, 2005).

En el caso particular de la tilapia (Oreochromis niloticus), esta fue introducida en México
en la década de los 60’s proveniente de Estados Unidos de América. En comparacion con
otros peces, ésta es una especie con una elevada tolerancia ambiental, tiene la capacidad de
adecuarse a aguas con baja concentracion de oxigeno, por lo que es comun que habite en
aguas de poca corriente, permaneciendo en zonas poco profundas y cercanas a las orillas
(SINCOAGRO S.C, 2009). Lo anterior se debe a que posee la capacidad de saturar su
sangre de oxigeno y reducir su consumo cuando la concentracion del mismo es inferior a los
3mg/L. La concentracion de oxigeno disuelto ideal para este organismo es mayor de 4.5
mg/L (De la Ossa y Botero, 2003).

El cuerpo de estos peces es robusto y comprimido, raramente alargado. Su crecimiento es
longitudinal y depende de factores como: temperatura, densidad y tipo de alimentacion. La
tilapia en general es conocida por su rapido crecimiento, reproduccion durante todo el afio
con cuidado parental y talla minima de maduracién sexual, que le confieren una gran
habilidad para invadir y establecerse en casi cualquier tipo de ecosistema acuatico (Peterson
et al; 2004). Es reconocida como un organismo omnivoro, si bien se han encontrado
evidencias de consumo de materia vegetal tnicamente; a pesar de lo anterior, se cree que
esta especie fue un importante depredador del ajolote, al consumir directamente las puestas
de los mismos (debido a la estructura blanda del huevo estos podrian ser digeridos de
manera rapida), ademas de socavar las paredes de las chinampas y competir exitosamente
por el alimento de las demas especies nativas. Todas estas adecuaciones le han permitido
alcanzar densidades mayores a 0.093 org.m™ dentro del sistema acuatico de Xochimilco,
convirtiéndose en una plaga (Zambrano et al, 2003). Por otra parte, se ha comprobado que
este organismo puede acumular metales pesados y si bien puede ser afectado por parésitos y
bacterias patogenas, podria actuar como reservorio de los mismos.

El tracto gastrointestinal y la piel de peces dulceacuicolas y marinos se caracteriza por ser
un nicho ecologico favorable para el desarrollo de microorganismos (Cahill, 1990). El
desarrollo de la microbiota en peces es un proceso gradual, el cual comienza una vez que el
alevin entra en contacto con el ambiente; ademas esta influenciado por la ingesta de
alimento, secrecion de hormonas y absorcion de nutrientes (Nufiez, 2011). La microbiota
intestinal, se considera como: 1) microbiota aldctona o transitoria, la cual es escasa y no
permanece por mucho tiempo en el intestino; generalmente se encuentra en el agua, el
alimento y sobre la superficie de los huevos de los peces; 2) la microbiota autoctona o
nativa, se refiere a aquellos microorganismos capaces de colonizar la superficie epitelial
del intestino del hospedero; y 3) la microbiota especifica, la cual se vuelve estable al llegar




a la etapa adulta. Por lo anterior la microbiota presente en un pez juega un papel primordial
e influye de manera importante sobre la nutricion y salud de los mismos. La diversidad
microbiana en peces estd asociada tanto a bacterias benéficas como patogenas (Al-Harbi y
Uddin, 2005). En el caso de la tilapia, existen bacterias oportunistas que forman parte de su
microbiota; géneros bacterianos como: Aeromonas, Pseudomonas, Vibrio y Micrococcus
han sido aislados de piel, branquias, intestino y musculo en Oreochromis spp. (tilapia roja)
y Oreochromis niloticus (Fuentes et al., 2011).

Los géneros Pseudomonas y Aeromonas son justamente otro grupo de bacterias infecciosas
que se han registrado en el agua de los canales de Xochimilco, las cuales superan del 30 al
80% lo especificado por la NOM-003-ECOL-1997, encontrandose en mayores
concentraciones en la zona turistica (Sandoval, 2003).

Lo anterior es de suma importancia, debido a que algunas especies del género Aeromonas
han emergido como un problema de salud publica para la poblacion humana, provocando
infecciones intestinales y extra-intestinales que incluyen bacteriemia. Sin embargo, es
importante mencionar que las Aeromonas mesoéfilas se han identificado como agentes
etiologicos en numerosos casos clinicos, afectando no solo a pacientes inmunodeprimidos o
de corta edad sino también a individuos inmunocompetentes (Altwegg et al, 1991).

Estas bacterias son considerados agentes autdctonos del medio acudtico y se encuentran
ampliamente diseminados en habitats naturales como suelo, agua potable, aguas negras,
aguas contaminadas, rios, lagos y mar (Borrel et al., 1998). Como ya se menciond
anteriormente, forman parte de la microbiota del intestino de peces, anfibios y reptiles; en el
humano no se encuentran como parte de la microbiota, solo se aislan cuando llega a ser
infectado por consumir agua o alimentos contaminados, por tanto, no existe una asociacion
entre las coliformes fecales y este género (Garcia, 2013) .

El género Aeromonas incluye bacilos cortos de 0.3-1.0 x 1.0-3.5 um, Gram- negativos,
aerobios y anaerobios facultativos (Kirov, 1997). Todas las especies excepto Aeromonas
salmonicida y Aeromonas media son moviles gracias a un flagelo polar; son oxidasa y
catalasa positivos, reducen nitrato a nitrito y fermentan la D-glucosa como fuente principal
de carbono y energia (Castro et al., 2003). Pueden dividirse en dos grandes grupos en base a
la temperatura 6ptima de crecimiento y la capacidad de movilidad de las especies. El primer
grupo estd formado por especies mesofilas y moviles que crecen optimamente a 37°C. El
segundo es un grupo reducido y homogéneo genéticamente, cuya temperatura optima de
crecimiento se encuentra entre 22-25°C y estd constituido por una sola especie: Aeromonas
salmonicida (Notederdaeme et al., 1996). El género incluye 24 especies, de las cuales, la
especie A. veronii tiene dos biotipos A. veronii bt.sobria y A. veronii bt. veronii (Janda,
2001).

Aeromonas hydrophila es una de las especies mas estudiada debido a su frecuente
asociacion con infecciones en los seres humanos, incluyendo septicemia, infecciones en
heridas y gastroenteritis. Como patdgenos de organismos acuaticos, se ha reportado a
Aeromonas salmonicida como responsable de infecciones epidérmicas en peces como el
salmén, y a A. hydrophila, A. veronii y A. jandaei como agentes etioldgicos en tilapia,
trucha, pez gato, bacalao y salmon, donde desarrollan septicemias hemorragicas y ulceras
(Reith et al., 2008).

Un aspecto importante de mencionar es que las Aeromonas producen betalactamasas que
hidrolizan cefalosporinas y carbenicilina, asi como metalobetalactamasas; que le confieren
la capacidad de presentar resistencia a antibidticos como penicilina, ampicilina y cefalotina;




por lo tanto para el tratamiento de enfermedades causadas por este género, se utilizan
cefalosporinas y quinolonas (Castro, 2002) .En tratamientos de diarreas ocasionados por
Aeromonas se utilizan generalmente tetraciclinas, cloranfenicol, trimetoprim-
sulfametoxazol, cefalosporinas de tercera generacion, norfloxacina, aminoglucésidos y
cloranfenicol (Romero, 2002). Sin embargo, se ha reportado resistencia a antibidticos
como: amoxicilina, novobiocina, cefalotina, colistina, sulfametoxazol, cefandol,
trimetoprim, eritromicina, estreptomicina, cloranfenicol, acido nalidixico e imipenem
(Imziln, 2001). El incremento de la resistencia bacteriana a los antibidticos es de suma
importancia debido a que ha causado numerosos problemas sanitarios, pues se incrementan
las tasas de morbilidad y mortalidad en la poblacion. Las bacterias resistentes a antibidticos
se distribuyen a través de las aguas residuales, llegando a los medios acuaticos, siendo esta
la principal via de dispersion en el ambiente (Bécares, 2009). La resistencia a los
antibioticos puede ser por causa natural o intrinseca, como en el caso de las Aeromonas con
los betalactamicos, ya que las propias bacterias han desarrollado mecanismos para inactivar
las sustancias antibioticas producidas como elemento de defensa o estrategia competitiva
con otros microorganismos (Martinez, 2009). A pesar de que la resistencia a antibidticos
puede aparecer en ausencia de un antibidtico por mutacion genética, ha sido el uso excesivo
de antibidticos lo que ha provocado un incremento alarmante de resistencias, que incluso ha
llevado a adoptar medidas legales para restringir su libre adquisicion (Kiimmerer 2004).

Ademés de la multiresistencia a antibidticos, muchas especies de Aeromomnas secretan
diversas enzimas extracelulares y/o toxinas con diferentes papeles en la patogenicidad.
Ciertas especies poseen genes que codifican para una toxina en concreto y estos solo se
expresaran bajo determinadas condiciones de crecimiento mientras que otros requeriran
una activacion enzimatica (Gavin, 2003). Estas enzimas son: proteasas, DNasas, RNasas,
elastasas, lecitinasas, amilasas, gelatinasas y lipasas, entre otras, muchas de ellas son
consideradas factores de virulencia (Altwegg et al, 1999). La presencia de dichos genes le
confiere a la bacteria la capacidad no s6lo de colonizar e invadir al hospedero, sino de
desarrollar una infeccion.

Como se mencion6 previamente, Xochimilco es un sistema acuatico que al paso de los
aflos se ha ido deteriorando por presiones antropocéntricas. Son varios los estudios y
programas que se han realizado con la finalidad de entender su problematica y contribuir a
su mejora (CONACYT-CONAGUA, 2012; Zambrano et al , 2012; Zambrano et al, 2014) ;
sin embargo atn hay muchos aspectos importantes que deben ser considerados. Por tal
motivo la realizacion del presente trabajo tiene como objetivo aportar informacion acerca de
la presencia de Aeromonas en el agua, sedimento y peces (tilapia), los cuales podrian estar
actuando como reservorio de las mismas; asi mismo, a través del analisis de bacterias
coliformes determinar el nivel de contaminacion fecal. Ya que lo anterior puede representar
un riesgo para la salud publica y para los organismos que se desarrollan en los diversos
canales de Xochimilco.




2. ANTECEDENTES

El género Aeromonas es reconocido como patdogeno de animales poiquilotermos, diversas
especies se han asociado a infecciones en peces de importancia acuicola ; Suarez y Herrera
(2011) analizaron la presencia de Aeromonas en muestras de pescado  bagre
(Brachyplatistoma spp.), trucha (Oncorhynchus mykiss), mojarra (Oreochromis spp.),
rampuche (Pimelodus navarroi), bocachico (Prochilodus magdalenae), dorada
(Brachyplatystoma flavicans) y sierra (Pristis pectinata); en el 76.47% de las muestras se
confirmo el crecimiento de Aeromonas spp, el 100% de las muestras de trucha y rampuche
presentaron crecimiento de estas bacterias, confirmando que estos organismos pueden ser
un importante vehiculo para que lleguen al hombre.

Pifieros y colaboradores (2010) a través de la infeccion experimental de Oreochromis sp
con Aeromonas hydrophila, lograron describir la sintomatologia en peces, la cual consiste
en palidez, letargo, boqueo, aumento de la frecuencia opercular y pérdida de eje de nado;
ademas de presentar hemorragias en la base de las aletas y organos internos. A través de
este reporte se logro establecer un modelo de estudio de la dinamica de las enfermedades
que causan estds bacterias en peces.

Aunque estas bacterias se encuentran asociadas a diversas patologias en peces, es
importante mencionar que también se han aislado en muestras de alimentos, agua o bien en
otros organismos de importancia ecoldgica y econdmica. Sin embargo, uno de los temas de
mayor importancia en estos estudios es la implicacion de diversos mecanismos de
patogenicidad y la resistencia que presentan a diversos antibidticos. Saavedra y
colaboradores (2004) llevaron a cabo un trabajo de investigacion en Colombia,
identificando 51 cepas pertenecientes al género Aeromonas, mismas que fueron aisladas de
muestras de piel y rindn de truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss). El examen
microscopico de los tejidos revelo alteraciones celulares correlacionadas con la presencia de
estas bacterias. Realizaron pruebas de sensibilidad a antibioticos, encontrando resistencia a
imipenem, amoxicilina, carbanicilina y ticarcilina. En el afio 2006, Paniagua y
colaboradores analizaron la presencia de Aeromonas hydrophila en el tracto gastrointestinal
de charales (Chirostoma humboldtianum) provenientes de un estanque de agua dulce en
Ixtlahuaca, Edo. de México; de las 20 cepas analizadas, el 80% fueron resistentes a
ampicilina y el 100% resistentes a penicilina y dicloxacilina , asi como sensibles a
ceftriaxona .

Oliveira et al. (2012) trabajaron con peces provenientes del Valle del Rio Sdo Francisco,
Brasil; a los aislados que obtuvieron se les analizé la presencia de 4 genes (aerolisina,
hidrolipasa, elastasa y lipasa). Realizaron también ensayos in vivo en alevines de tilapia del
Nilo, en los cuales se observo la mortalidad de los mismos debido a la presencia de A.
hydrophila. El gen de mayor prevalencia en los aislados fue aerolisina. En el 2013
Furmanek trabajo con una cepa de A.hydrophila aislada del rio Nilo, la anterior presentd
también 4 genes implicados en patogenicidad (toxina hemolitica, elastasa, enterotoxina,
flagelo polar), ademads de resistencia a beta-lactdmicos y tetraciclinas.




Existen numerosas estructuras y enzimas extracelulares asociadas a virulencia, tales como
hemolisinas, proteinas de membrana externa, pili, capsula, lipipolisacaridos, lipasas,
proteasas, entre otros. Wang et al. (2012), estudiaron la presencia de Aeromonas hydrophila
en una salamandra gigante china, evaluando el gen 16S rDNA, genes de virulencia y
fenotipos relacionados con resistencia a antibioticos. La cepa aislada presento 4 genes de
virulencia (aerolisina, ahal, hly y alt), ademés de resistenca a vibramicina, furazolidona,
ampicilina y eritromicina. El estudio permitié ayudar a validar la clasificacion y virulencia
de bacterias patogenas en anfibios.

Otro estudio que aportd informacién sobre la presencia de bacterias potencialmente
patogenas en anfibios es el de Garcia (2013) quien detecto la presencia de factores de
virulencia en especies de Aeromonas aisladas de agua y piel de ajolote de Xochimilco,
Meéxico. Las muestras provenientes de piel de ajolote presentaron con mayor frecuencia el
gen gcat (glicerofosfolipido colesterol acil transferasa) y aer/hem (aerolisina/hemolisina).
El 15% de los aislados, identificados como A. veronii; registraron resistencia a imipenem;
en los aislados de agua la especie mas comun fue A. salmonicida. Con lo anterior determind
que tanto el ajolote como el agua son reservorios de Aeromonas spp.

Zhang, Ong y Leung (2010) realizaron un estudio en el que analizaron diferencias genéticas
entre cepas virulentas y no virulentas de A. hydrophila, las cuales fueron aisladas de peces.
Identificaron 67 regiones genOmicas, 22 estaban presentes en cepas virulentas; la
realizacion de dicho estudio sirvido como base para dilucidar qué mecanismos de
patogenicidad en A. hydrophila intervienen en las infecciones causadas en peces y
humanos.

Uno de los factores de virulencia mas estudiados en Aeromonas son los lipopolisacéridos,
se han reconocido alrededor de 97 serogrupos distintos; Jiménez y colaboradores (2008)
extrajeron, caracterizaron y evaluaron in vitro e in vivo extractos de lipopolisacarido (LPS)
en Aeromonas hydrophila, con la finalidad de comprender la patogenecidad inducida por
esta molécula en especies como la tilapia roja (Piaractus brachypomusoreochromis spp). La
cepa utilizada en dicho estudio fue aislada de una tilapia con septicemia, los extractos de
lipopolisacaridos fueron inoculados intraperitonealmente en ratones, los cuales presentaron
erizamiento, taquipnea e inapetencia, congestion hepatica y pulmonar, hemorragias
pulmonares y renales; la realizacion de esta investigacion sirvid como base para posteriores
estudios sobre endotoxinas presentes en especies de Aeromonas, involucradas en la
patogenicidad. Gavin (2003) realiz6 una investigacion en la que caracterizo fenotipica y
genotipicamente el flagelo en Aeromonas spp. mesofilas. Generé mutantes por insercion de
un mini-Tn5 Cm no adherentes de la cepa Sch3N de Aeromonas caviae y Aeromonas
hydrophila, identificando cuatro genes flagelares involucrados en la adhesion e invasion a
células epiteliales humanas, por lo que la presencia de estos genes también debe ser
considerada como un importante factor de patogenicidad del género.

El género Aeromonas ha cobrado importancia debido a que ha sobresalido como un
problema de salud publica provocando infecciones extra-intestinales e intestinales. Tena y
colaboradores (2006) identificaron 38 casos, en los que se registraron infecciones
abdominales, de piel, partes blandas, del tracto urinario, del aparato respiratorio y
bacteriemia en pacientes del Hospital Universitario de Guadalajara, Espafia. La especie A.
hydrophila fue la aislada con mayor frecuencia, ademas de registrar sensibilidad a
gentamicina, amikacina, cefotaxima y ciprofloxacino. Determinaron que las Aeromonas no
solo estan implicadas en problemas gastrointestinales, sino también en infecciones del
sistema biliar e infecciones de heridas.




Aguilera et al (2007) analizaron aislados de muestras clinicas de pacientes con diarrea en
Meéxico y Espafia, con la finalidad de determinar la distribucion de tres genes de virulencia,
encontrando que los genes de la toxina aerolisina’hemolisina son los mas prevalentes, ya
que el 89% de los aislados presentd dicho gen; el gen ast se encontré en 91% de aislados
identificados como A. hydrophila; encontrando ademas que esta especie puede llegar a
presentar multiples genes; sin embargo, especies como 4. caviae y A. veronni muestran una
limitada presencia y variedad de genes relacionados con la patogenicidad. Las muestras
aisladas de pacientes en México, presentaron principalmente el gen aerolisina/hemolisina.

Bravo et al 2007) estudiaron 44 cepas de Aeromonas aisladas de muestras de sangre
provenientes de centros de epidemiologia y microbiologia en Cuba; encontrando que
Aeromonas jandaei fue la especie aislada con mayor frecuencia; sin embargo, también
fueron identificadas las especies Aderomonas hydrophila y Aeromonas caviae; las anteriores
presentaron resistencia a carbenicilina, novobiocina, penicilina, ampicilina y meticilina.
Dicho estudio contribuy6 al conocimiento no sélo de la etiologia bacteriana, sino también al
comportamiento de cepas de Aeromonas frente a agentes antimicrobianos.




3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.
Cuantificar y caracterizar fenotipica y genotipicamente las Aeromonas potencialmente
patogenas presentes en branquias, piel y contenido estomacal en tilapia (Oreochromis

niloticus), asi como las presentes en agua y sedimento en 4 canales de Xochimilco, D.F
México.

3.2 Objetivos especificos.

* Determinar la concentracion de bacterias totales y coliformes en 4 sitios de muestreo,
presentes en agua, sedimento y tilapia (Oreochromis niloticus).

* Realizar la determinacion presuntiva del género Aeromonas mediante las caracteristicas
macroscopicas de las colonias y pruebas bioquimicas.

* Determinar la sensibilidad a antibidticos en los aislados de las diferentes especies de
Aeromonas.

* Efectuar la busqueda en Aeromonas de genes involucrados en la virulencia (gcat, alt,
aer/hem, ast, lafA).

» Realizar la secuenciacion del gen 16S ribosomal para la identificacion de las especies de
Aeromonas.

* Analizar las secuencias para construir un arbol filogenético con las especies de
Aeromonas.
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4. JUSTIFICACION

En los canales del lago de Xochimilco se vierte agua proveniente de las plantas de
tratamiento ubicadas a los alrededores, esta agua de recarga no cuenta con la calidad
microbioldgica necesaria, aunado a las descargas de drenajes domésticos y agricolas, por lo
que el impacto que se provoca al sistema es muy grave.

Xochimilco puede ser considerado como un sistema tecnificado de reutilizacion, por lo
tanto es importante evaluar la presencia de bacterias coliformes totales y fecales, asi como
de Aeromonas, ya que se ha considerado a este género como un microorganismo
potencialmente patdégeno de animales poiquilotermos y humanos; sin embargo se ha
subestimado su importancia; asi mismo, no se han determinado del todo los mecanismos
de patogenicidad que intervienen en las infecciones que generan.

Por lo anterior, es fundamental aportar informaciéon que contribuya a caracterizar a este
género tanto fenotipica como genotipicamente, para determinar si la tilapia, el agua y el
sedimento pueden ser considerados como reservorios de estas cepas, y de esta manera
representar un riesgo latente no s6lo para los organismos acuaticos sino también para la
poblacion local que los manipula y que llega a ingerir estos peces o verduras crudas
irrigadas con agua de los canales.

5. HIPOTESIS

Si las especies de Aeromonas aisladas de tilapia, agua y sedimento presentan genes
asociados a patogenicidad (gcat, alt, ast, aer/hem y laf4), ademas de resistencia a
antibioticos, entonces se podra considerar a éstas como potencialmente patdogenas,
representando un riesgo para los organismos acudticos de la zona, asi como para la
poblacion humana que llegara a tener contacto o a ingerir dichos organismos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de estudio

El estudio se realizd en cuatro canales de Xochimilco, D.F., México, seleccionados de
acuerdo a su condicion de perturbacion (zonas con bajo y alto impacto agricola y urbano).
En cada zona seleccionada se realizo la captura de tilapias y la toma de muestra de agua y
sedimento. En el cuadro 1 se presentan las caracteristicas de las cuatro zonas de muestreo.

Cuadro 1. Condiciones de perturbacion de las zonas de muestreo.

Canal Condicion de perturbacion
Apatlaco Bajo impacto urbano-alto impacto agricola
Apampilco Bajo impacto urbano-medio impacto agricola
La Asuncion Alto impacto urbano-bajo impacto agricola
El Bordo Bajo impacto urbano-bajo impacto agricola

-

’ E ‘
“Embarcadero €uemanco

@ El Bordo
Apampilco
@ Apatlaco

La Asuncion

Figura 1. Localizacion de los sitios de muestreo.
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TRABAJO EN CAMPO

6.2 Registro de parametros fisicoquimicos del agua.

Cada uno de los zonas fue geoposicionada con un GPS GARMIN 12XL (Figura 2). El
registro de parametros fisico-quimicos del agua se realizd utilizando un equipo
multiparametros HANNA HI 9829 (Figura 3) equipado con sensores de temperatura (°C),
pH, oxigeno disuelto (mg/L) y conductividad (mS/cm). La profundidad (cm) y turbidez

(cm) se registré utilizando un disco de Secchi (Figura 4).

Figura 4. Registro de profundidad y turbidez en el canal El Bordo.
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6.3 Muestreo de agua.

Las muestras de agua fueron colectadas con una Botella Van Dorn, la cual se sumergio
aproximadamente a 50 cm de la superficie y se vertieron 250 ml de agua en botellas DBO
previamente esterilizadas; se colocaron en una hielera con cuerpos frios para su transporte y
posterior analisis en el laboratorio (Figura 5).

Figura 5. Muestra de agua tomada en el canal de El Bordo.

6.4 Muestreo de sedimento.

Las muestras de sedimento fueron obtenidas con un colador de manta del fondo del canal,
mismo que fue colectado con una cuchara y colocado en una bolsa de plastico estéril. Las
muestras que se obtuvieron de cada zona fueron transportadas en una hielera con cuerpos
frios para su posterior analisis (Figura 6).

Figura 6. Obtencion de la muestra de sedimento
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6.5 Captura de tilapias

En cada una de las zonas se capturaron tres tilapias con ayuda de una atarraya (Figura 7).
Cada uno de estos organismos fue colocado en bolsas de plastico con agua del mismo canal
de donde se extrajeron y fueron transportadas al laboratorio. Los organismos fueron
colocados en bolsas separadas, para evitar la transferencia de microbiota entre los mismos.

g:i *: =

Figura 7. -Captura de tﬁapias con atarraya.

TRABAJO EN LABORATORIO.

6.6 Aislamiento de Aeromonas en tilapias (piel, branquias y contenido
estomacal), agua y sedimento.

El analisis de las muestras se realiz6 en el laboratorio de Aerobiologia del Centro de
Ciencias de la Atmodsfera, UNAM, bajo la coordinacion de la Dra. Irma Rosas Pérez.

La obtencion de las muestras de piel y branquias se realizd con la ayuda de un hisopo
estéril, cubriendo un area de 12 cm? de piel y un raspado en ambas branquias (Figura 8).
Cada uno de estos hisopos fue colocado en un tubo de ensayo con 10 ml de solucién
fisioldgica salina estéril (SFS) al 0.85% (Lauer et al, 2007). Se realizaron diluciones
seriadas de 10 ' a 107 y se procedid a sembrar por espatulado 100 pL en placas con medio
de cultivo general agar de soya y tripticaseina (TSA, Bioxon, México) para cuentas totales y
en el medio selectivo CromoGen (BIOCEN, Cuba) para la distincion del género Aeromonas
(Garcia, 2013).

Se peso 0.1 g PH de contenido estomacal y se colocd en un tubo con 10 mL de SFS, se

procedié a diluir hasta 10~ y se sembraron 100 pL en placa con los medios de cultivo
previamente establecidos (Figura 9).
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Con respecto a las muestras de agua, de cada una se tomo una alicuota de 1 mL
previamente homogenizada y se coloc en tubos con 9 mL de SFS, se diluyeron hasta 107

y se sembraron 100 pL. en los mismos medios (Figura 10).

Finalmente se tomé 1g PH de sedimento y se colocé en 10 mL de SFS; se diluy6 hasta 10
y se sembraron 100 puL. en los medios preestablecidos.

=3 Fran sy
Figura 9. Diseccion del organismo y obtencion de contenido estomacal.

Figura 10. Siembra de muestras en medio TSA (A) y CromoCen (B).

Todas las placas de TSA y CromoGen se incubaron a 37°C durante 24-48h. Después del
tiempo de incubacion se realiz6 la cuantificacion de las colonias y el aislado de las colonias
presuntivas de Aeromonas del medio selectivo. Cada uno de los aislados se sembro y
cosecho de TSA y fueron congelados a -70°C en caldo Luria Berttani (Bioscinces, EUA)
con 20% de glicerol, para su posterior analisis.
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6.7 Datos morfométricos e indices biolégicos

De cada uno de los organismos colectados se registraron los siguientes datos
morfométricos: longitud total (cm), longitud estandar (cm), ancho (cm), peso (g PH ) y
sexo; una vez que se realizo la diseccion del organismo se obtuvo el peso del intestino (g
PH) e higado (g PH).

Posteriormente se evalud el indice de condicion K de Fulton (Ricker 1975) y el indice
hepatosomatico (Collins y Anderson, 1995), utilizando las siguientes formulas:

e Factor de condicion K de Fulton = 100 (Peso total, g PH) / ( Longitud total, cm®)
e Indice hepatosomatico, IHS = 100 (peso higado, g PH)/ ( peso total, g PH)

Los indices biologicos son indicadores que se han utilizado en los ultimos afios para medir
el efecto del estrés al que estdn sometidos los organismos en el ambiente (Silveira, 2005). A
través del factor de condicion K de Fulton se pueden establecer comparaciones entre dos o
mas grupos de peces; entre mayor es el valor de K indica mejor condicion del grupo de
peces. Con respecto al IHS, definido como la relacion del peso del higado con el peso total
del cuerpo del pez, permite inferir sobre el posible estado nutricional de los organismos.
Entre mayor es el valor del IHS indica una mejor condicién nutricional de los peces.

6.8 Analisis de bacterias coliformes totales y fecales.

Para determinar la concentracién de bacterias coliformes totales y fecales en muestras de
agua, sedimento y contenido estomacal, se utilizd la técnica del numero més probable
(NMP) con tubos multiples de fermentacion (American Public Health Association, 1985)
(Figura 11). Se tomaron 0.1g PH de contenido estomacal por cada pez; para las muestras de
agua y sedimento 1 ml y 1 g PH, respectivamente, y se colocaron en 9 y 10 mL de SFS al
0.85%, se realizaron 4 diluciones seriadas 1:10. Cada dilucién se inoculd por triplicado
(ImL) en Caldo Lactosado (BBL, Cockeysville, MD) y se incubaron durante 24-48 h a
37°C; esta etapa es considerada como prueba presuntiva. El medio de cultivo contiene
extracto de carne y peptona como fuente de carbono y nitrégeno, y lactosa como hidrato de
carbono; la fermentacion de lactosa es confirmada a través de la produccion de 4cido y gas.
De los tubos con reaccion positiva, es decir con desarrollo bacteriano y produccion de gas
(se evidencia a través del uso de campanas Durham), se tomaron 100 pl de cada uno y se
inocularon en tubos con caldo Verde Brillante Bilis (BD, Becton, México) incubandose a
37°C durante 24-48 h (prueba confirmativa para coliformes totales). El medio de cultivo
contiene peptona como nutriente esencial para el desarrollo bacteriano, sin embargo
contiene bilis y verde brillante como agentes selectivos para inhibir el crecimiento de
bacterias Gram-positivas y algunas Gram negativas, permitiendo el crecimiento solo de
coliformes.

De los tubos positivos de caldo Verde Brillante Bilis se sembraron 100 pl en caldo EC (EC;
BBL Cockeysville, MD) y se incubaron a 44.5°C durante 24-48 h. La presencia de lactosa
en este medio permite el crecimiento de bacterias lactosa positivas y las sales biliares
inhiben el crecimiento de la microbiota acompafiante. En esta prueba confirmativa de
coliformes fecales, la temperatura es la que permite seleccionar las bacterias
termotolerantes como Escherichia coli. Con base en tablas publicadas por la American
Public Health Association (1985) se determind el niimero mas probable de bacterias
coliformes totales y fecales para cada muestra analizada.
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Figura 11. Tubos multiples de fermentacion. A. Tubos de caldo lactosado. B. Tubos de caldo verde
brillante bilis. C. Tubos de caldo EC.

6.9 Pruebas bioquimicas.

Las colonias que se aislaron del medio de cultivo CromoGen fueron seleccionadas con base
en el color (verde fuerte y verde claro); sin embargo, también se registrd y consider6 el
tamafio de la colonia (pequefia, grande) y la formacion de halo (Figura 12). Una vez que se
sembraron por estria cruzada en TSA para la obtencion de colonias puras, a cada una de
estas se le realizaron 4 pruebas bioquimicas. La primera prueba que se realizo fue la de
oxidasa (MacFaddin, 2000) , en la cual se impregna papel filtro (colocado en una caja de
Petri) con diclorhidrato de tetrametil-p-fenildiamina (SIGMA, EUA) en solucion acuosa al
1.0%; se tomo6 una asada del cultivo y se observo la reaccion: si vira a morado se considera
oxidasa positiva y si es incoloro, amarillento o aparicion retardada del color morado,
oxidasa negativa (Figura 13). Las Aeromonas son oxidasa positiva, es decir presentan la
enzima citocromo c oxidasa, la cual se evidencia porque en presencia de oxigeno
atmosférico y citocromo c se oxida el sustrato presente en el papel filtro. Los aislados que
dieron negativo a la prueba de oxidasa fueron descartados como probables Aeromonas.

Figura 12. Caracterizacion fenotipica de probables Aeromonas. Se seleccionaron las colonias que
presentaron un color verde claro y fuerte, con y sin formacion de halo.
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Figura 13. Realizacion de la prueba de oxidasa a los aislados de probables Aeromonas.

Los aislados que dieron positivo en la prueba de oxidasa fueron sembrados en Agar de
Hierro y Triple Aztcar (TSI, Bioxon, México) (Pérez et al, 1897). En este caso el TSI se
distribuy6 en tubos con 4 mL de medio, se esterilizaron y se dejo solidificar el agar en
pico de flauta profundo—Cada aislado se inoculd picando el fondo y extendiendo sobre la
superficie del mismo, se incubaron a 37°C durante 18-24 h. El medio TSI presenta un color
anaranjado, contiene lactosa, sacarosa y glucosa (hidratos de carbono fermentables), rojo
de fenol como indicador de pH, tiosulfato de sodio, sulfato de amonio y hierro. Si se
observa un viraje de anaranjado a amarillo el microorganismo fermenta glucosa, lactosa y/o
sacarosa. Las especies de Aeromonas son microorganismos fermentadores de glucosa y
ademas producen gas. Por lo anterior se eligieron los aislados con la siguiente reaccion en
TSI: superficie roja/fondo amarillo, superficie amarilla/ fondo amarillo y produccion de gas
(Figura 14), el cual se evidencid por la formacion de burbujas, elevacion y ruptura del
medio.

Figura 14. Ejemplo de crecimiento de los aislados en medio TSI

Posteriormente los aislados fueron inoculados en medio O/F de Hugh y Leifson (DIBICO,
México) (MacFaddin, 2000), que es un medio semisdlido que permite analizar la
utilizacion de glucosa por oxidacion o fermentacion, la cual se evidencia con el viraje del
color verde a amarillo. Se prepararon tubos por duplicado para cada aislado, se inocularon
por picadura y uno de ellos se cubri6 con aceite mineral generando un ambiente anaerobio;
se incubaron a 37°C durante 48 h. Si se observa el viraje de color verde a amarillo en
ambos tubos (aerobio y anaerobio) se considera que el microorganismo es fermentador,
como en el caso de las especies de Aeromonas (Figura 15). Este medio de cultivo también
permite observar la movilidad del microorganismo, en el caso del género Aeromonas todas
las especies son moviles excepto A. salmonicida y A.media, por lo que se consideraron
ambos casos.
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Figura 15. Crecimiento de los aislados en medio O/F de Hugh y Leifson.

Los aislados fueron inoculados posteriormente en medio SIM (Becton, México) para
determinar la produccion de indol, sulfuro de hidrogeno y movilidad (O’Leary 1989). La
inoculacion del medio se realiza utilizando un asa recta, procurando que la misma se haga
por el centro y abarcando 2 tercios de profundidad del medio de cultivo, se incubaron a
37°C durante 18-24 h. La movilidad se evidencia por el enturbiamiento del medio o por el
crecimiento que difunde mas alla de la linea de siembra del microorganismo y negativa, si
el crecimiento es solo en la linea de inoculacidon; la produccion de H,S se considera
positiva si existe la formacion de un precipitado negro en el medio de cultivo. Para
determinar la produccion de indol, se colocaron 2-3 gotas de reactivo de Kovac's y se
observo el viraje, si este no cambio de color se considerd negativo, en cambio si el reactivo
vird de amarillo a rojo, se considerd positivo. Las especies de Aeromonas producen indol,
por lo que se descartaron los aislados que dieron negativo para esta prueba (Figura 16).

'F ]

Figura 16. Produccién de indol de uno de l-;;s aislados de probables Aeromonas.
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6.10 Analisis de resistencia antimicrobiana.

La prueba de susceptibilidad a antibidticos se realiz6 por el método de Kirby Bauer, se
prepardé agar Mueller-Hinton (Bioxon, México), el cual se vertio en cajas de Petri
considerando que estas deben presentar 4 mm de espesor. Se utilizaron cultivos frescos de
cada uno de los aislados y en solucion fisiologica salina al 0.45 % se realizd una
suspension bacteriana ajustando la misma al 0.5 McFarland con un densitometro
(DensiCheck plus bioMéricus, Inc, Durham, North Carolina, USA) (Figura 17).

La inoculacion se realizd sumergiendo un hisopo estéril en la suspension bacteriana,
eliminando el exceso de indculo al presionar el hisopo contra las paredes del tubo; cada
placa se inocul6 por estria masiva, rotando la placa de agar Mueller-Hinton para asegurar la
distribucion y crecimiento homogéneo del inoculo, dejandose secar antes de aplicar los
discos para antibiograma (Accutrack, México). Los sensidiscos se colocaron tomandolos
con unas pinzas previamente esterilizadas y presionando ligeramente el disco para asegurar
su adherencia a la placa. Las placas se incubaron invertidas a 30°C durante 18 h. Los
antibioticos probados fueron: Imipenem (10pg), cefaperazone (25ug), cotrimoxazole
(25ng), meropenem (10pg), cefpirome (30ug), telcoplanin (30pg), cefotoxamina (30ug),
acido nalidixico (30pg), gentamicina (10ug), ciprofloxacina (5ug), cefxime (30ug), cefdinir

(5pg) y ampicilina (30pg).

Figura 17. Prueba de susceptibilidad a antibidticos. A. Ajuste en el densitometro, de la
suspension bacteriana al 0.5 McFarland. B. Colocacion de sensidiscos en la placa.

6.11 Secuenciacion del gen 16S ribosomal.

Para identificar las especies del género Aeromonas, primero se realizé la extraccion del
ADN de cada uno de los aislados, con el kit de extraccion QIAamp DNA Mini kit
(QIAgen), siguiendo las especificaciones del proveedor.

La amplificacion del gen 16S ribosomal se realizd utilizando la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con iniciadores universales (27F: 5’- AGA GTT TGA TCM
TGG CTC AG-3’, y 1492R: 5’- TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) bajo las
siguientes condiciones: 94°C por 1 minuto, 35 ciclos a 94°C durante 1 minuto, 56°C por
30 segundos, 72°C durante 1 minuto con 30 segundos y un ciclo final de 72°C por 5
minutos. Después de la amplificacion, para verificar la presencia del gen, se corrio un gel de
agarosa al 1.5% en buffer TAE al 1X, durante 40 minutos en una cdmara de electroforesis
horizontal, posteriormente se tifi6 con bromuro de etidio y se observo el amplificado con
un transiluminador.
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Purificacion del amplificado y secuenciacion: Se tomaron 100 pl del amplificado y se
purificaron utilizando el kit QI Aquick Gel Extraction kit QIAGEN siguiendo las
especificaciones del proveedor. Los amplificados purificados de cada aislado fueron
enviados al Instituto de Biotecnologia de la UNAM para su secuenciacion. Una vez
recibidas las secuencias fueron revisadas utilizando el programa Chromas Lite 2.0 y
comparadas con las secuencias disponibles en el GenBank por medio del programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) en NCBI (National Center for Biotechnology
Information, USA).

Figura 18. Extraccion de DNA.

6.12 Deteccion de genes putativos de virulencia

Mediante la realizacion de una PCR, se analizo la presencia de 5 genes de virulencia: gcat
(glicerofosfolipido colesterol acil transferasa), alt (enterotoxina citotonica), aer/hem
(aerolisina’/hemolisina), ast (proteasa) y laf4 (flagelo), utilizando los oligonucledtidos
correspondientes para cada gen (Tabla 1). Como control positivo para los genes
gcat,aer/hem, asty alt, se utilizo la cepa de referencia de Aderomonas. hydrophila ATCC
7966 y A. caviae Sch3 como control positivo para el gen lafA4 (Garcia, 2013).

Las mezclas de reaccion y condiciones se estandarizaron (Taq, dNTP’s, ADN y agua),
para obtener un volumen final de 50 pL (Tabla 1). Para la amplificacion de los genes gcat,
aer/hem y lafA, se utilizaron las siguientes condiciones: 35 ciclos a 95°C por 5 minutos,
94°C durante 1 minuto, 56°C por 1 minuto, 72°C durante 1 minuto y un ciclo final de 72°C
por 5 minutos; para los genes ast y alt se utilizaron las siguientes: 25 ciclos a 95°C por 1
minuto, 94°C durante 1 minuto, 50°C por 1 minuto, 72°C durante 1 minuto y un ciclo
final de 72°C por 10 minutos. Los amplificados se comprobaron por electroforesis, el gel se
tifid con bromuro de etidio y se observo a través de un transiluminador.
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Tabla 1. Secuencias de los oligonucledtidos de cada uno de los 5 genes putativos de virulencia.

Tamaiio del

Secuencias de iniciadores (5" -3") amplificado
(1Y)
geat geat-F: 5’CTCCTGGAATCCCAAGTATCAG-3’
geat-R: 5’"GGCAGGTTGAACAGCAGTATCT-3’ 237
aer/hem aer-F: 5CCTATGGCCTGAGCGAGAAG-3’
aer-R: 5"CCAGTTCCAGTCCCACCACT-3" 431
alt F alt-F: 5’ AAAGCGTCTGACAGCGAAGT-3’
alt-R: 5" AGCGCATAGGCGTTCTCTT-3" 320
ast F ast-F: 5" ATCGTCAGCGACAGCTTCTT-3"
ast-R: 5"CTCATCCCTTGGCTTGTTGT-3 504
lafA lafA-F: 5"CAAACTT(T/C)GC(C/T)TC(T/C)(C/A)TGACC-3"
lafA-R: 5'TCTTGGTCAT(G/A)TTGGTGCT(C/T)-3" 743

6.13 Construccion de arbol filogenético.

Las secuencias de ADN fueron revisadas y corregidas utilizando el programa BioEdit 7.1,
generando una base de datos con las secuencias corregidas y secuencias de cepas tipo de
Aeromonas (Aeromonas salmonicida ATCC 33658T, Aeromonas veronii ATCC 35624,
Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Aeromonas caviae ATCC 15468, Aeromonas jandaei
ATCC 49568, Aeromonas allosaccharophila CECT 4199, Aeromonas media ATCC 33907,
Aeromonas piscicola secuencia parcial). La alineacion multiple de las secuencias se realizo
a través de Clustal W y la construccion del arbol filogenético se llevo a cabo por el método
del vecino mas cercano utilizando el programa MEGA 6.

6.14 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd utilizando el software Statistica Version 6. Se uso
estadistica no paramétrica, ya que se trabajé con una muestra pequefia (< 20 datos),
ademas de que los datos no presentaron una distribucion normal. Las cajas de bloques
fueron generadas directamente de los datos. Se emple6 el coeficiente de correlacion de
Spearman para evaluar la asociacion entre variables; para la comparacion entre dos
muestras independientes se aplico la prueba de Mann-Whitney U test, con un nivel de
confianza del 95%.
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7. RESULTADOS

7.1 Registro de parametros fisicoquimicos en agua.

En la tabla 2 se muestran los parametros fisicoquimicos en agua de las zonas de muestreo.
Se observa que el canal La Asuncion (zona de alto impacto urbano) presenta una baja
concentracion de oxigeno disuelto (1.66 mg/L) y una alta turbidez; lo contrario sucede en
el Bordo (zona de bajo impacto urbano-bajo impacto agricola), considerada una de las areas
con baja perturbacion urbana, donde se registré6 una baja turbidez y el valor maximo de
pH.

El valor méaximo de conductividad se registro en la Asuncion y el minimo en el Bordo. En
cuanto a la temperatura, se registraron valores de entre 10.9-19.9°C siendo en Apatlaco
donde se registrd el valor maximo. La zona de Apampilco present6 valores intermedios de
oxigeno disuelto, conductividad, pH y turbidez.

Tabla 2. Parametros fisicoquimicos en las muestras de agua.

SITIO Coordenadas Profundidad Turbidez pH Temperatura Oxigeno Conductividad
(cm) (cm) (°0) disuelto (mS/cm)
(mg/L)

El Bordo N 19°17°09.3" 75 35 8.83 109 3.02 772
W 99° 05" 50.2"

Apampilco N19°16°31.9” 108 31 7.56 159 5.30 784
W 99°0549.6”

La N 19°16°09.1"" 130 28 7.35 17.4 1.66 886

Asuncién W 99° 06" 05.3"

Apatlaco N 19°15746.5” 165 40 7.48 19.9 3.29 871
W 99° 05" 04.5”

7.2 Datos morfométricos de tilapias.

Los datos morfométricos de los 12 organismos colectados se presentan en la tabla 3. Los
peces presentaron una longitud total de entre 14-24.5 cm, y un peso entre 33-230.5 g PH.
Las tilapias capturadas en los canales del Bordo y la Asuncién presentaron un mayor peso y
talla en comparacion con los organismos de Apampilco y Apatlaco.
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En cuanto a los indices bioldgicos, el valor mas bajo del indice de Fulton fue de 1.20 y se
obtuvo en un pez de Apampilco; el mas alto fue de 1.77 y se registrd en Apatlaco (Tabla 3).
En relacion al IHS (Figura 19), el valor promedio mas alto se obtuvo en La Asuncion con
2.4, y el mas bajo en Apampilco (1.58); en el Bordo y Apatlaco los valores promedio
obtenidos fueron muy similares, 1.98 y 1.99 respectivamente. Este resultado indica que los

peces de La Asuncién se encuentran aparentemente en un mejor estado nutricional.

No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en los valores del indice de Fulton (p=

0.382) y Hepatosmatico (p=0.512) de los peces provenientes de los diferentes canales.

Tabla 3. Registro de datos morfométricos e indices de condicion en peces de 4 canales de
Xochimilco (El bordo, Apampilco, Asuncioén y Apatlaco).

SO

El Bordo

Apampilco

La Asuncidn

Apatlaco

Organismo

10
11

12

Longitud
total [cm)

24.5

245
20

20

Longitud
estandar

[cm)
20
16
15
11

15

18
14

14.8

6.

=l

Ancho
[cm])

2

-1

=4

=4

Peso
=
224.7

116.9

33
100
230.5
114.5

110.1

Peso
Higado
(=)

3.3

2.6

2.3

2.9

Peso
intesting

=)

135
10.2

5.2

5.2

12.7

=l
[Lal

51

6.4

3.5

5.1

8.2

Sexo

Macha

Hembra

Hembra

Macho

Hembra

Macha

Hembra

Macho

Hembra

Hembra

Hembra

Hembra

indice de
Fulton

152

1.57

1.43

indice
hepatosomatico

149

2.27
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Figura 19. Comparacién de los indices de Fulton y Hepatosomatico de los organismos capturados en
las 4 zonas de muestreo.

7.3 Cuantificacion de grupos bacterianos en tilapia (piel, branquias y contenido
estomacal), agua y sedimento.

En la tabla 4 se muestran las concentraciones de bacterias mesofilicas totales; las
concentraciones mas altas se obtuvieron en contenido estomacal de los peces y sedimento.
En la zona de Apatlaco se registrd la mayor concentracion de bacterias en agua con 205,000
unidades formadoras de colonias por mL (UFC/ mL), mientras que la Asunciéon presento
concentraciones maximas en muestras de piel, branquias y contenido estomacal.

Tabla 4. Concentracion de bacterias mesofilicas totales aisladas en agua, sedimento y tejidos de
tilapia provenientes de cuatro zonas de muestreo de la zona lacustre de Xochimilco.

Agua Sedimento Piel Branquias Contenido

UFC/mL UFC/g UFC/cm? UFC/cm? estomacal
UFC/g
El Bordo 1.6 1110 0.94 1.7 9530
Apampilco 3.35 4050 1.4 26.9 3837
La Asuncion 33 2390 15.4 196.7 16290
Apatlaco 205 2230 5.7 45.9 8790

Todos los valores estdan multiplicados x10°

Las mayores concentraciones de bacterias coliformes totales y fecales en sedimento, agua y
contenido estomacal se registraron en la Asuncidon, mientras que los valores minimos en
agua y contenido estomacal corresponden a la zona del Bordo; en cuanto a sedimento, en
Apampilco se registraron los valores minimos tanto de coliformes totales como de fecales
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(Tabla 5). El andlisis de correlacion de Spearman (re= 0.68), con un nivel de confianza del
99% (0=0.01), muestra que existe una correlacion positiva estadisticamente significativa
entre las concentraciones de coliformes totales y fecales en las cuatro zonas muestreadas.

Tabla 5. Concentracion de bacterias coliformes totales y coliformes fecales (NMP) en agua,
sedimento y contenido estomacal de peces, de los cuatro sitios de muestreo.

Agua* Sedimento** Contenido Contenido Contenido
CT-CF CT-CF estomacal 1** estomacal 2** estomacal 3**
CT-CF CT-CF CT-CF
El Bordo 36-36 4600 - ND 930-91 110-36 73—-ND
Apampilco 91-ND 430-73 2100-390 930 -430 2400 - 1600
Asuncion 11000 - 2400 11000 - 390 4600-4600 2400-2400 11000- 11000
Apatlaco 2400-430 2400 - 150 2400-11000 2400-2400 11000-11000

CT: Coliformes Totales; CF: Coliformes Fecales
*Numero mas probable (NMP) /100 ml
** Numero mas probable (NMP) /g PH.

7.4 Aislamiento de Aeromonas presuntivas.

De las muestras que se sembraron en medio CromoCen se obtuvieron 501 aislados, de los
cuales a través de las pruebas bioquimicas 223 se consideraron como probables Aeromonas
(Tabla 6). . E1 63 % de estos fueron obtenidos de las muestras de El Bordo y Apatlaco, el
11% y 26 % fueron aisladas de la zona de Apampilco y la Asuncion respectivamente
(Figura 20).

Tabla 6. Numero de aislados de probables Aeromonas en agua, sedimento y tejidos de tilapia
provenientes de cuatro zonas de muestreo de la zona lacustre de Xochimilco.

Agua Sedimento Piel Branquias Contenido No. de
estomacal aislados

El Bordo 7 9 14 19 21 70
Apampilco 20 0 1 0 3 24
La Asuncion 3 4 9 21 21 58
Apatlaco 9 22 19 10 11 71

Aislados de Aeromonas

H El Bordo
M Apampilco
M La Asuncién

Apatlaco

Figura 20. Porcentaje de aislados de probables Aeromonas obtenidos en cada una de las zonas .
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Las concentraciones de bacterias mesofilicas y Aeromonas presuntivas se muestran en las
Figura 21 y 22; las mayores concentraciones se presentan en muestras de contenido
estomacal, agua y sedimento. Los datos arrojan que el porcentaje de Aeromonas con
respecto a las bacterias mesofilicas aisladas en piel es de 12.72%, y menor al 1% en
branquias, contenido estomacal, sedimento y agua.

El coeficiente de correlacion de Spearman (rg&= -0.17) muestra que, con un nivel de
confianza del 99% (a=0.01) no existe una correlacion estadisticamente significativa entre

coliformes fecales y probables Aeromonas.

UFC/cm?

Concentracion de bacterias mesofilicas y presuntivas Aeromonas
asociadas a Tilapia .

BET || -ovioomoeem oo Coptonkio { 5E7
estomacal
5E6 | : 1 5E6
5E5 | # 1 5E5S
Branquias
o
)
50000 ¢ 150000
D
Contenido
& ; estomacal
5000 F 5 Branquias 15000
o Mediana
* []25%-75%
500 | i { 500 T Rango no atipico
Piel o Atipicos
# Extremos
+ BM (Bacterias mesofilicas)
50 50 AP (Aeromonas presuntivas)

BM AP BM AP BM AP

Figura 21.Concentracion de bacterias mesofilicas y Aeromonas presuntivas, asociadas a tilapia.
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UFC/g

Concentracion de bacterias mesofilicas y presuntivas Aeromonas
asociadas a sedimento y agua.
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BM (Bacterias mesofilicas)
50 ; ; ; ; - 50 AP (Aeromonas presuntivas)
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Figura 22.Concentracion de bacterias mesofilicas y Aeromonas presuntivas, asociadas a sedimento y
agua.

7.5 Analisis de susceptibilidad antimicrobiana.

El resultado de la susceptibilidad a los antimicrobianos se obtuvo con base en los puntos de
corte publicados por la CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2007).

Se evalud la susceptibilidad a 13 antibidticos en 200 aislados, de los cuales el 100% fueron
resistentes a ampicilina, el 18% a cotrimoxazole y 4cido nalidixico. El 100% de los
aislados fueron sensibles a imipenem, meropenem, cefpirome, relcoplanin, cefotoxamina y
gentamicina (Tabla 7).
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Tabla 7. Numero de aislados resistentes, intermedios y susceptibles a 13 antibidticos.

Antibidtico Resistente Intermedio Sensible
R) @ )]
Imipenem (IS) 0 0 200
Cefoperazone (CS) 0 2 198
Cotrimoxazole (TC) 30 33 137
Meropenem (MR) 0 0 200
Cefpirome (CE) 0 0 200
Telcoplanin (PT) 0 0 200
Cefotoxamina (CX) 0 0 200
Acido Nalidixico (NA) 30 0 170
Gentamicina (GM) 0 0 200
Ciprofloxacina (CL) 0 1 199
Cefixime (FX) 0 0 200
Cefdinir (CN) 0 3 197

Ampicilina (AMP) 200 0 0

Considerando el mismo numero de aislados de agua, sedimento y tejidos de tilapia, asi
como el sitio de muestreo y los resultados de las pruebas bioquimicas, se seleccionaron
100 aislados de probables Aeromonas; incluyendo aquellos en los que se registrd resistencia
a ampicilina, acido nalidixico y cotrimoxazole. En la figura 23 se muestra el nimero de
aislados que fue resistente a 1-3 antibioticos. El 62% de los mismos solo presentd
resistencia a un antibiotico, el 34% a dos antibidticos y s6lo el 4% present6 resistencia a 3
antibiodticos (ampicilina, dcido nalidixico y cotrimoxazole).

No. de aislados

Resistencia a antibioticos

70

60

50

40

30

20
10

1 antibidtico 2 antibidticos 3 antibidticos

No. de antibidticos

Figura 23. Numero de aislados de Aeromonas resistentes de uno a tres antibioticos.
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7.6 Secuenciacion del gen 16S ribosomal.

A los 100 aislados de probables Aeromonas, se les realizo la secuenciacion del gen 16S
ribosomal, en la figura 24 se muestra la banda de amplificacion.

1502 pb

Figura 24. PCR del 16S ribosomal de los aislados de probables Aeromonas.

Se mandaron a secuenciar los 100 aislados (Tabla 8), los cuales al compararlos con las
secuencias disponibles en GenBank, se identificaron 8 especies: 4. salmonicida, A. veronii,
A. caviae, A. hydrophila, A. jandaei, A. media, A. allosaccharophila y A. piscicola. La
especie mas abundante fue A. veronii, con una frecuencia de aislamiento del 62%, seguida
de A. jandaei (15%). Las especies aisladas con menor frecuencia fueron A. media, A.

salmonicida, A.hydrophila'y A. piscicola.

Tabla 8. Porcentaje de especies de Aeromonas aisladas.

Especie Aislados (%)
Aeromonas salmonicida 1
Aeromonas veronii 62
Aeromonas caviae
Aeromonas hydrophila 1
Aeromonas jandaei 15
Aeromonas media 2
Aeromonas allosaccharophila 13
Aeromonas piscicola 1
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7.7 Genes de virulencia en Aeromonas

Se utilizé como control positivo la cepa de referencia Aeromonas hydrophila ATCC 7966,
comprobando la presencia de 4 genes de virulencia en esta (gcat, alt, aer/hem y ast), como

control positivo para lafA, se utilizod 4. caviae Sch3 (Figura 25).

1 2

laf A 743 pb

AANA AA

ast 504 pb

aer/hem 431 pb

alt 320 pb
gcat 237 pb

Figura 25. PCR de genes de virulencia, se observa en el primer carril el marcador 123 pb , en el carril 2
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 como control positivo para los genes gcat, alt, aer/hem y ast y A.

caviae Sch3 como control positivo para el gen laf4,.

En 100 aislados se evaluo la presencia de 5 genes de virulencia: gcat (glicerofosfolipido
colesterol acil transferasa), alt (enterotoxina citotonica), aer/hem (aerolisina/hemolisina),
ast (proteasa) y lafA (flagelo). En la tabla 9 se muestra el porcentaje de aislados que
presentaron mas de 1 gen de virulencia. El gen gcat se presento en el total de los aislados,

sin embargo el 17% de los mismos presentaron unicamente este gen.
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Tabla 9. Numero de aislados con diferentes combinaciones de genes.

Genes

gcat, aer/hem

gcat, aer/hem, lafA

gcat, aer/hem, laf A, alt
gcat,laf A

gcat, aer/hem,ast
gcat,aer/hem,alt

gcat, aer/hem, laf A, ast, alt

Aislados (%)
40

33
1

6
1
1
1

En la figura 26 se muestra la presencia de 1 a 5 genes de virulencia en las diferentes
especies de Aeromonas, s6lo una cepa presentd 5 genes de virulencia y fue identificada

como A. salmonicida.

Carril 1. PM

Carril 2. Control positivo

Carril 3. Aeromonas jandaei

Carril 4. Aeromonas allosaccharophila
Carril 5. Aeromonas veronii

Carril 6. Aeromonas veronii

Carril 7. Aeromonas allosaccharophila
Carril 8. Aeromonas veronii

Carril 9. Aeromonas jandaei

Carril 10. Aeromonas media

Carril 11. Aeromonas hydrophila
Carril 12. Aeromonas jandaei

Carril 13. Aeromonas piscicola

Carril 14. Aeromonas salmonicida

laf A
743 pb

ast
504 pb

aer/hem
431 pb

alt
320 pb

gcat
237 pb

1234 5678 91011121314

Figura 26. PCR para 5 genes de virulencia. Se observa en el primer carril el marcador 123 pb, carril 2
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 y A. caviae Sch3 como controles positivos; en los demas carriles se
observan las cepas de Aeromonas ambientales con 2,3,4 y 5 genes de virulencia.

33




7.8 Presencia de genes de virulencia y susceptibilidad antimicrobiana.

En la Tabla 10 se muestra la distribucion del nimero de genes de virulencia entre las
diferentes especies de Aeromonas; asi como la resistencia que presentaron a
antimicrobianos. La especie A. veronii fue la mas frecuentemente aislada en muestras de
tilapia, agua y sedimento, presentando de 1 a 3 genes de virulencia; ademas, estas cepas
presentaron resistencia a tres antimicrobianos. 4. piscicola presentd 4 genes de virulencia y
Aeromonas salmonicida 5 genes; aisladas en agua y tilapia, respectivamente.

Tabla 10. Frecuencia de resistencia a antibidticos en aislados de Aeromonas en tejidos de tilapia,
agua y sedimento.

1 A.veronii X 3 2
X X 1
X X 1 1
X X X 1
A.caviae X 1
A.jandei X 3 1
A.allosaccharophila X X 1 1
X 1

AMP: Ampicilina; TC:Cotrimoxazole; NA: Acido nalidixico.

Se registraron diferentes patrones en cuanto a la presencia de genes de virulencia. Se
pueden identificar las siguientes combinaciones con 2 genes (gcat-aer/hem, gcat-laf4), 3
genes (gcat- aer/hem-lafA, gcat-ast-alt, gcat-aer/hem-ast), 4 genes (gcat-aer/hem-lafA-alt)
y 5 genes (gcat-aer/hem-lafA-alt-ast) (Tabla 11).
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El 46% de los aislados present6 dos genes, el 35% tres genes, s6lo el 1% presentaron cuatro
y cinco genes, estas cepas fueron aisladas de agua y piel de la tilapia, respectivamente.

Tabla 11.Presencia de genes de virulencia en aislados de Aeromonas en tilapia, agua y sedimento.

1 A.veronii X 6 2 1
A.caviae X 1
A.jandaei X 3 1
A.allosaccharophila X 1 2

7.9 Arbol filogenético.

En la figura 27 se muestran las relaciones que guardan las especies identificadas en tejidos
de tilapia y en muestras de agua y sedimento. La construccion del arbol se llevo a cabo por
el método del vecino mas cercano, permitiendo observar el grado de similitud entre los
diferentes aislados, ya que los pertenecientes a una misma especie formaron 20 grupos
aislados en funcion del nivel de semejanza entre los mismos. En el arbol se observa que los
aislados pertenecientes a la especie Aeromonas veronii, se encuentran agrupados del cluster
I al XIV con la formacion de diferentes subgrupos. En el cluster XVII se agrupan los
aislados identificados como Aeromonas jandaei, formando 8 subgrupos, siendo los aislados
de Apatlaco los mas relacionados con la cepa tipo Aeromonas jandaei ATCC 49568. En el
cluster XX se agrupan los aislados identificados como Aeromonas caviae, los cuales
provienen del canal de Apatlaco.
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Figura 27. Arbol filogenético. Se muestra las relaciones de similitud entre los aislados de tejidos de tilapia
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8. DISCUSION

La zona lacustre de Xochimilco se ha considerado como un humedal urbano, pues a pesar
de la biodiversidad con la que cuenta y del hecho de que ha sido decretado Patrimonio de la
humanidad por la UNESCO, es un sistema rodeado por zonas urbanas y agricolas; la
descarga de aguas residuales, agroquimicos, fertilizantes y demds contaminantes han
contribuido sin duda a la degradacion y eutrofizacion de dicho ecosistema (Kagalou et al,
2003). Los servicios ambientales que esta zona prestaba se han ido perdiendo debido a las
presiones antropogénicas, por esto es de suma importancia identificar parametros que nos
indiquen situaciones de posible degradacion.

Uno de los parametros fisicos mas importantes a considerar es el oxigeno disuelto; en las
zonas en las que se realizd el muestreo podemos observar que en La Asuncion se registro el
valor mas bajo (1.66 mg/L). La concentracion de oxigeno disuelto proporciona informacion
acerca de las relaciones bioldgicas y bioquimicas a lo largo de la columna de agua. La
distribucion del oxigeno en cuerpos de agua naturales estd determinado principalmente por
el intercambio gaseoso a través de la superficie del agua, la produccion fotosintética y por
procesos de adveccion, tales como el movimiento horizontal del aire . De acuerdo con
Xolalpa (2009), su disminucion puede deberse al incremento en las tasas de descomposicion
y a la interferencia del intercambio gaseoso por la vegetacion acudtica; sin embargo, la
Asuncién es una zona rodeada totalmente por urbanizacion, lo que implica una descarga
constante de aguas residuales y por tanto un incremento en la concentracion de materia
organica, lo que se traduce en un disminucion del oxigeno disuelto. De acuerdo con Beltran
y colaboradores (2012) el oxigeno también es importante en la descomposicion de materia
organica, por lo tanto la baja concentracion de oxigeno esta impidiendo la descomposicion
de materia organica de origen doméstico. En el caso de Apampilco, la concentracion de
oxigeno fue de 5.30 mg/L, lo que favorece los procesos de oxidacion-reduccion y
solubilidad de minerales. En los canales del Bordo y Apatlaco, los valores de oxigeno
disuelto fueron similares, 3.02 mg/L y 3.29 mg/L respectivamente. Sin embargo, la
concentracion registrada en este estudio fue baja con respecto a la reportada por Imaz y
colaboradores (2014), quienes registran valores mayores de 4 mg/L en promedio para estas
zonas de Xochimilco. Xolalpa (2009) reporta valores de entre 2.5 y 5.5 mg/L para el canal
del Bordo, sefialando que la disminucion en la concentracion del mismo puede deberse al
incremento en las tasas de descomposicion. Los bajos valores en estos canales puede
deberse también a la temporada en la que se realizd el muestreo, la cual corresponde a la
temporada de secas, ya que al aumentar la temperatura hay una disminucion en la
concentracion de oxigeno disuelto. Con lo anterior podriamos asegurar que la diferencia en
el registro de los pardmetros anteriores se debe a un aumento en la contaminacioén del
ecosistema. En el Bordo y Apatlaco se registraron bajas concentraciones de oxigeno
disuelto en comparacion con la zona de Apampilco, sin embargo, en el caso de Apatlaco , es
importante mencionar que al ser una zona rodeada por invernaderos, se favorece la
presencia de materia organica de origen agricola.

La concentracion de oxigeno presente en un cuerpo de agua es afectada por la temperatura,
la salinidad, la presion atmosférica y la penetracion de luz principalmente; esto bajo
condiciones normales. La concentracion de oxigeno es inversamente proporcional con la
temperatura, lo anterior nos indica que si hay un aumento en la temperatura del agua, podria
haber una disminucion en los niveles de oxigeno disuelto. En el caso de Xochimilco, en las
zonas en las que se registr6 una mayor temperatura (Asunciéon y Apatlaco), también se
registrd una baja concentracion de oxigeno disuelto; sin embargo, esta baja concentracion se
debe principalmente a la presencia de materia organica y no al aumento de temperatura. En
cuanto a la salinidad, es un pardmetro que afecta la concentracion de oxigeno disuelto y el
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pH, y a su vez se ve influenciada por la temperatura. El pH nos indica una medida del
equilibrio acido-base determinado por diversos compuestos disueltos, en este caso podemos
observar que se registraron valores de entre 7-8 en las zonas muestreadas. Xolalpa (2009)
registro valores de pH entre 7 y 9 para Xochimilco; de acuerdo con Reid y Wood (1976) es
en este intervalo cuando se puede presentar un aumento en la concentracion de bicarbonatos
y alcalinidad total. El canal del Bordo presento el valor mas alto de pH (8.83) y Apatlaco el
valor minimo (7.48), estos valores podrian estar estrechamente relacionados con la
temperatura, pues como ya se menciond, ésta determina un aumento o disminucion en la
solubilidad de sales. Lo anterior también se ve reflejado en la conductividad, pues este
parametro nos indica la concentracion de sales presentes en el agua; tal como podemos
observar en los sitios de la Asuncion y Apatlaco, al haber un aumento en la temperatura se
observa un aumento en la conductividad.

Otro de los parametros importantes es la turbidez, de acuerdo con Arcos y colaboradores
(2004) en los canales de Xochimilco los valores de turbidez se comportan de manera
uniforme en un intervalo de 30 cm a 50cm. En este estudio se registraron valores de entre
28 y 40 cm, siendo la Asuncion la zona con una mayor turbidez, debido a que las
concentraciones de sélidos disueltos son mayores por las descargas que recibe. La turbidez
afecta la penetracion de luz y por tanto se vera afectados los procesos de fotosintesis.

Sin duda alguna el registro de los pardmetros fisicoquimicos nos indica el estado del
ecosistema, claramente se puede asegurar que Xochimilco es un sistema eutrofico y dicha
eutrofizacion se ha debido principalmente a las actividades agricolas y a los vertimientos
domésticos. Las altas concentraciones de nutrientes, las fluctuaciones de oxigeno disuelto,
pH, temperatura, la presencia de vegetacion acuatica y el aumento de materia organica son
caracteristicas que también permiten asegurar la eutrofizacion del cuerpo de agua. Con los
datos anteriores sobre parametros fisicoquimicos se puede asegurar que la zona del Bordo
es la menos perturbada con respecto a las demas zonas y que la zona de la Asuncion es la
mas perturbada.

El hecho de que sea un sistema con alta concentracion de nutrientes ha permitido el
desarrollo de una estructura tréfica y la adecuacion de diversos organismos aldctonos, como
es el caso de la tilapia (Oreochromis niloticus), pues ésta ha sido capaz de adecuarse a las
bajas concentraciones de oxigeno y al tipo de alimentacion (omnivora). De acuerdo con
Zambrano (2003), las densidades de estos organismos han superado los 0.093 org.m?, lo
que indica su alto crecimiento poblacional. Con la finalidad de conocer el estado de
condicion o bienestar de los peces capturados, se estim6 el indice de Fulton (K) y
hepatosomatico (IHP) de los mismos. El estudio de las relaciones longitud-peso y los
indices de condicion proporciona informacion indirecta sobre el crecimiento, madurez,
reproduccidn, nutricion y por ende, del estado de salud de la poblacion, bajo la influencia de
factores externos (ambiente) e internos o fisiologicos (Arismendi et al. 2011). En este caso
los valores del indice de Fulton oscilan entre 1.34 y 1.77; lo anterior indica que estas
especies tienden a presentar una mayor ganancia en peso que en longitud. De acuerdo con
Froese (2006) ésta relacion entre peso y longitud es normal en peces; sin embargo, aquellos
organismos de mayor peso a una determinada longitud, presentan una mejor condicion. De
acuerdo con Ricker (1975) mientras mayor es el valor de K mejor es la condicion del grupo
de peces. Por lo anterior, los peces provenientes del Bordo y Apatlaco al presentar valores
mayores de este indice, registran una mejor condicién en comparacion con los provenientes
de Apampilco y la Asuncidn, los cuales presentaron los valores de K mas bajos. Es
importante mencionar que se debe considerar factores como la alimentacion y época
reproductiva de los organismos. Por otro lado, el indice Hepatosomatico permite evaluar si
se presentan modificaciones en las reservas energéticas a lo largo de la época reproductiva
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(Introzzi y Duhalde, 1986). Rodriguez y colaboradores (2006) indican que los valores
mayores de IHP muestran una mejor condicion nutricional de los peces. Rojo (2009) ha
reportado valores de condicion de Fulton cercanos a 1 en tilapia roja (Oreochromis sp.) y
valores de IHP de entre 1.5 a 1.8; sin embargo, estos organismos se desarrollaban bajo
condiciones controladas de temperatura, oxigeno disuelto, amonio, etc. En el caso de los
organismos capturados en Xochimilco los factores ambientales antes mencionados pueden
estar impactando la condicion de los peces.

Los indices hepatosomaticos reportados en este caso van de 1.22 a 2.60 donde los peces
capturados en la Asuncion y Bordo son los que presentan los valores maximos de este
indice, por lo tanto tienen una mejor condicion nutricional. La tilapia al ser un organismo
omnivoro ha logrado establecerse en canales con altas y bajas concentraciones de materia
organica. Arcos (2004) ha reportado porcentajes parecidos de materia organica en el Bordo
y la Asuncion, 35.42% y 31.62% respectivamente; a pesar de presentar porcentajes
similares, el origen de la materia organica es diferente, pues en el Bordo predomina la de
origen vegetal y en la Asuncion de origen doméstico. Sin embargo, este es un factor que ha
permitido la adecuacion de la tilapia en dichos canales, permitiendo que €stas muestren un
mejor estado nutricional en comparacion con los organismos provenientes de Apampilco y
Apatlaco.

Respecto a las concentraciones de bacterias mesofilicas asociadas a la tilapia (piel,
branquias y contenido estomacal), agua y sedimento, las concentraciones fueron mayores en
sedimento siendo en Apampilco donde se registr6 el valor maximo de 4 050 000 UFC/g PH
de sedimento. En el caso de las muestras de agua, las maximas concentraciones
corresponden a Apatlaco. Las muestras de piel, branquias y contenido estomacal
provenientes de peces capturados en la Asuncion presentaron las maximas concentraciones
de bacterias mesofilicas. Para el caso del Bordo, aqui se presentaron las concentraciones
mas bajas para todas las muestras, excepto para las de contenido estomacal, donde el valor
minimo se registrd en muestras provenientes de Apampilco. Garcia (2013) reportd
concentraciones de bacterias mesofilicas en el agua de los canales de Xochimilco, de entre
495 000 y 42 250 000 UFC/100mL. En el presente estudio se registraron concentraciones
menores, las cuales fueron de 1600 a 205 000 UFC/100mL. Los datos anteriores nos
brindan informacion acerca de las concentraciones de bacterias viables por mL de agua, por
g PH de sedimento y contenido estomacal y por cm? en piel y branquias en tilapias. La
presencia de un numero elevado de bacterias mesofilicas puede deberse a factores
ambientales, como la temperatura. Es importante mencionar que si bien estas
concentraciones proporcionan informacion acera del nimero de bacterias viables, no
significa que todas sean patdgenas, sino que la mayoria son saprofitas. Dentro de este grupo
de bacterias mesofilicas estan incluidas las especies del género Aeromonas; sin embargo, el
porcentaje de Aeromonas presuntivas, obtenidas en el presente trabajo, con respecto a las
bacterias mesofilicas fue muy bajo (0.082%).

En relacioén a las concentraciones de bacterias coliformes totales y fecales, estas fueron
mayores en la Asuncion, mientras que los valores minimos correspondieron a la zona del
Bordo. La presencia de estas bacterias estd relacionada con contaminacion de origen fecal,
debido a que si bien algunas bacterias coliformes se pueden distribuir ampliamente en la
naturaleza, las coliformes fecales son bacterias que provienen de la microbiota intestinal de
animales de sangre caliente (Megchun, 2013) Las coliformes fecales difieren de las totales
en su capacidad de soportar temperaturas altas (45°C) (Harwood et al., 2005). Sin embargo,
el andlisis estadistico realizado nos indica que hay una estrecha asociacion entre ambos
grupos, si bien es importante considerar que la presencia de coliformes totales en una
muestra no puede asegurar la presencia también de coliformes fecales en la misma. Sotoy
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Esquivel (2003) reportan para Xochimilco altas concentraciones de coliformes totales y
fecales, sefialando que las concentraciones de ambas se encuentran por arriba del 50% de lo
especificado por la NOM-003-ECOL-1997. Esta Norma Oficial Mexicana establece que los
limites méaximos permisibles de coliformes totales son de 1000 numero mdas probable
(NMP)/ 100 mL. En el pesente estudio, el valor maximo que se registr6 fue de 11000
NMP/100 mL, por lo que los valores se encuentran por arriba de lo establecido en la
Norma. La presencia de estos grupos de bacterias es mayor en la zona de la Asuncion
debido al alto impacto urbano que sufre la zona, ya que se encuentra totalmente rodeada por
descargas domésticas. En el caso de Apatlaco, se registraron valores de entre 430 y 11000
NMP/100mL de coliformes fecales; lo anterior se puede deber a que es una zona rodeada
por invernaderos, lo que implica la practica de fertilizacion con estiércol. En cuanto a la
zona de Apampilco y el Bordo, al presentar un medio y bajo impacto agricola y urbano la
concentracion de coliformes totales y fecales es menor en comparacion con las zonas antes
mencionadas.

Las concentraciones registradas en agua fueron mayores en comparacion con el sedimento.
No obstante a que se ha reportado que puede existir un nimero mayor de coliformes totales
en sedimento que en agua, debido a las acciones de remocion del sedimento se pueden
resuspender e incrementar su concentracion en agua (Fernandez y Barrera, 2013); tal
pudiera ser el caso de los canales de Xochimilco, ya que el empleo de trajineras implica una
remocion del sedimento al utilizar pértigas para lograr el movimiento de las mismas. Esta
constante resuspension del sedimento favorece el incremento de coliformes en agua.

Dentro del grupo de bacterias coliformes se incluyen géneros como Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter y Klebsiella. En este estudio solo se consideraron las
concentraciones de coliformes fecales; sin embargo, no se identificaron las especies
pertenecientes a alguno de los géneros antes mencionados.

En cuanto a los aislados de probables Aeromonas, se obtuvieron un total de 501 aislados, de
los cuales, a través de la realizacion de diversas pruebas bioquimicas, solo 223 se
consideraron como probables Aeromonas, El 31 % de éstos fueron aislados de muestras
provenientes del Bordo, el 11% de Apampilco, el 26% y el 32% de la Asuncion y Apatlaco
respectivamente; a su vez 39 de las 223 Aeromonas presuntivas fueron aisladas de Agua, 45
de sedimento, 43 de piel, 50 de branquias y 66 de contenido estomacal, por lo que la mayor
parte de los aislados provienen de las tilapias capturadas.

Las Aeromonas forman parte de la microbiota del intestino de peces, anfibios y reptiles, por
lo que no se encuentran formando parte de la microbiota de animales homeotermos; sin
embargo, pueden llegar a aislarse de los mismos debido a infecciones causadas por el
consumo de agua o alimentos contaminados con esta bacteria. De acuerdo con Garcia
(2013) no existe ninguna relacion entre las concentraciones de coliformes fecales y las de
este género. Contrario a esto Peittibone (1998) al realizar una investigacion sobre la
presencia de Aderomonas en el rio Bufalo en Nueva York, reportd que existe una estrecha
correlacion entre Aeromonas sp y coliformes fecales. Otros autores como Gonzalez y
colaboradores (1996) describen que existe una correlacion estadisticamente significativa e
inversamente proporcional entre coliformes fecales y Aeromonas sp. En este estudio el
analisis estadistico mostrd que la asociacion entre coliformes fecales y Aeromonas no es
significativa, es decir no hay correlacion entre las variables. Arcos y colaboradores (2005)
consideran que las Aeromonas son microorganismos ampliamente distribuidos en la
naturaleza, sobre todo en agua, y por lo tanto pueden estar presentes en altas
concentraciones en presencia o ausencia de contaminacion fecal. De igual manera, Holmes
(1996) considera que diferentes especies de Aeromonas pueden ser aisladas en diversos
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cuerpos de agua con distintos estados troficos y varios grados de contaminacion fecal. En el
presente estudio , las concentraciones de coliformes fecales y de Aeromonas en las cuatro
zonas de muestreo indican que no hay una relacion entre la presencia de contaminacion
fecal y la presencia de Aeromonas, por lo que la ausencia o baja concentracién de
coliformes fecales no determina el que se aislen mas o menos Aeromonas.

Con respecto a la identificacion de las especies, solo 100 de los aislados de Aeromonas
presuntivas fueron secuenciados. Se identificaron 8 especies: A. salmonicida, A. veronii, A.
caviae, A. hydrophila, A. jandaei, A. media, A. allosaccharophila, y A. piscicola.

El 62% de los aislados fueron identificados como Aeromonas veronii. Existen diversas
especies de Aeromonas que s6lo se han logrado aislar de muestras clinicas, Aeromonas
veronii ha sido aislada principalmente de muestras clinicas (Castro, 2003). No obstante se
ha aislado también de piel de ajolote comprobando que forma parte de la microbiota normal
de este anfibio (Garcia 2013). Asi mismo se ha estudiado la relacion existente entre esta
especie y las sanguijuelas, ya que contribuye a la degradacion de la sangre que succionan
las mismas (Kikuchi et al., 2009). En el presente estudio, el 36% de estos aislados fueron
recuperados de tilapia aunque las Aeromonas no pueden ser consideradas como microbiota
normal en estos organismos. De acuerdo con Gatesoupe (2000) la microbiota es
generalmente considerada como transitoria en organismos acuaticos, debido a que puede
variar con los cambios en temperatura, salinidad y otros parametros fisicoquimicos; por lo
tanto si bien las bacterias pueden encontrar en la piel, branquias e intestino un medio apto
para su desarrollo no significa que éstas sean parte de la microbiota natural de los mismos.
Sin embargo es importante considerar que la presencia de algunos genes de virulencia si les
podrian otorgar la capacidad de colonizar, penetrar, establecerse y multiplicarse y por lo
tanto provocar dafios o lesiones en los tejidos del huésped.

Una de las especies menos frecuentemente aislada fue Aeromonas hydrophila, esta es una
de las especies que mas se ha estudiado debido a su implicacion en infecciones
gastrointestinales en seres humanos aunque también ha sido reportada en charal
(Chirostoma humboldtianum), tilapia roja (Piaractus brachypomusoreochromis spp) ,
trucha, pez gato, bacalao, salmon y salamandra, provocando septicemias hemorragicas y
ulceras (Reith ef al., 2008). En el caso de la especie Aeromonas allosaccharophila es una
especie recientemente identificada; en un inicio solo habia sido aislada de muestras de
anguilas, pero actualmente se ha aislado de casos clinicos de gastroenteritis (Saavedra et al,
2007). Una de las especies mas importante es 4. salmonicida, debido a que se ha reportado
la presencia de varios genes de virulencia, ademas de la posibilidad de transferir genes hacia
otras bacterias (Aujoulat, et al., 2012)

En cuanto a la presencia de genes, el 83% de los aislados presentd mas de un gen de
virulencia. Todos los aislados presentaron el gen gcat (glicerofosfolipido colesterol acil
transferasa), el cual de acuerdo con Chacon y colaboradores (2002) es exclusivo del género
Aeromonas; esta lipasa esta asociada a infecciones en peces favoreciendo la invasion de la
bacteria en el hospedero. La presencia de lipasas, estd relacionada también con la nutricion
de la bacteria y actiian como factores de virulencia por su interaccion con los leucocitos
humanos o bien afectando diversas funciones del sistema inmune mediante los acidos
grasos libres que se generan a través de la actividad lipolitica que poseen (Kirov, 1997). El
segundo gen mas abundante fue el gen aer/hem (aerolisina/hemolisina), que es una toxina
formadora de poro asociada a diarreas y a infecciones internas en humanos (Fivaz et al.,
2002); estas enterotoxinas citotoxicas se han secuenciado a partir de cepas de Aeromonas,
que incluyen A.hydrophila, A.veronii y A.sobria. Ademas las Aeromonas producen otro tipo
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de hemolisinas que provocan la formacién de agujeros en las membranas celulares
provocando lisis osmotica y destruccion de los eritrocitos. (Namdari y Bottone, 1991).

Heuzenroeder y colaboradores (1999) consideran que la presencia del gen aerolisina es un
fuerte indicador de virulencia , debido a que , al igual que las lipasas e hidrolipasas , alteran
la estructura de la membrana citoplasmatica del huésped , siendo por tanto factores
importantes para que la bacteria logre colonizar los tejidos del huésped. La presencia del
gen aer ha sido reportado principalmente en cepas pertenecientes a 4.hydrophila (Kareem,
2012). Sin embargo, en el presente estudio el 79% de las cepas identificadas como A.
veronii presentaron este gen de virulencia y el 44% de éstas fueron aisladas de la tilapia; lo
anterior aporta indicios de que estas cepas pueden representar un peligro para los
organismos acuaticos que se desarrollan en los canales de Xochimilco. Sélo el 27% de los
aislados indicaron la presencia del gen /af4 (Flagelo lateral). La presencia de flagelo esta
relacionada con diferentes aspectos de patogenicidad, principalmente adhesion e invasion
de células eucariotas donde el proceso de adhesion es vital como paso previo a la
colonizacion e invasion en peces y humanos (Gavin, 2003). En este estudio, las especies
que presentaron este gen corresponden a A. veronii y A. hydrophila. De acuerdo con Gavin
(2002) la presencia de este gen en Aeromonas juega un papel indispensable en la adherencia
y formacién de biopelicula, sin embargo a pesar de que este gen es distinto del flagelo
polar, la sintesis del flagelo lateral depende de la presencia de un flagelo polar. En cuanto a
los genes ast (proteasa) y alt (enterotoxina citotonica) solo lo presentaron el 3% de los
aislados, en las especies de A. hydrophila, A. jandaei, A. piscicola y A.salmonicida. En
cepas aisladas de pacientes con diarrea (Albert et a, 2000) se encontrd que estos genes
actlian sinérgicamente para inducir diarreas severas. En este estudio solo los aislados de
A.hydrophila y A. salmonicida presentan ambos genes, lo que aumenta su potencial
patoégeno.

Diversos estudios en humanos (Sha et al, 2002; Albert et al 2000) y peces (Nawaz et al,
2010; Silva et al, 2005) indican que existe una correlacion positiva entre un mayor nimero
de genes de virulencia y un mayor potencial para la determinacién de enfermedades en el
huésped. En relacion a la presencia de genes de virulencia, se registraron las siguientes
combinaciones: con 2 genes (gcat-aer/hem, gcat-laf4), 3 genes (gcat- aer/hem-lafA, gcat-
ast-alt, gcat-aer/hem-ast), 4 genes (gcat-aer/hem-lafA-alt) y 5 genes (gcat-aer/hem-lafA-
alt-ast). El1 47% de los aislados presentd dos genes, el 37% tres genes, solo el 1%
presentaron cuatro y cinco genes. A. veronii, que fue la especie mas frecuentemente aislada,
presentd de 1 a 3 genes de virulencia, los cuales incluyen gcat, aer/hem y lafA, A. piscicola
presentd 4 genes de virulencia y Aeromonas salmonicida 5 genes; ambas especies fueron
aisladas en tilapia. Los datos anteriores son de suma importancia, debido a que ya se ha
reportado que A. salmonicida puede llegar a presentar distintos factores de virulencia, lo
que ha permitido atribuir el potencial patégeno de estas especies (Castro et al. 2003). Garcia
(2013) reportod también la presencia de A. salmonicida con 3, 4 y 5 genes de virulencia,
aislados en piel de ajolote provenientes de los canales de Xochimilco. Con lo anterior se
puede asegurar que esta especie puede ser considerada con potencial patégeno y por tanto
representar un riesgo, debido a que la presencia de genes de virulencia le permitiria infectar
con mayor facilidad a peces y otros organismos acudticos presentes en los canales de la
zona lacustre de Xochimilco. Es importante mencionar que la mayoria de los autores que
realiz6 trabajos de investigacion sobre la presencia de Aeromonas en peces y otros animales
de sangre fria, reportan dafio epitelial, asi como presencia de ulceras y otros dafios en
diferentes drganos internos de los organismos en los que se realiz6 el estudio (Oliveira et al
2012;Wang et al, 2012 ) En el presente estudio, ninguna de las 12 tilapias que fueron
capturadas presentd signos de dafio epitelial y al realizar la diseccion del organismo
tampoco se observo dafio en los 6rganos de los mismos debido quiza al tamafio de muestra.
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Si bien estos organismos no presentan signos de enfermedades causadas por la presencia de
Aeromonas, si estan actuando como reservorio de cepas que como ya se menciono
anteriormente, deben ser consideradas como potencialmente patogenas.

Ademas, otro aspecto importante a considerar es que diferentes especies de Aeromonas se
han reportado con resistencia a antibidticos betalactamicos, Castro y colaboradores (2002)
reportaron la resistencia de dichas cepas a ampicilina y cefalotina; Imziln (2001) reportod
también la resistencia a amoxicilina, novobiocina, sulfametoxazol, acido nalidixico e
imipenem. En este estudio los aislados a los que se les realizo la prueba de susceptibilidad
resultaron resistentes a ampicilina, cotrimoxazole y acido nalidixico lo cual es de suma
importancia debido a que algunas especies de Aeromonas no sélo han surgido como un
importante problema de salud publica, sino que también han presentado resistencia a una
amplia gama de antibidticos. De acuerdo con Bécares (2009) las bacterias resistentes a
antibioticos se distribuyen a través de las aguas residuales, llegando a los medios acuaticos,
naturales o recreativos; sin embargo la causa de la resistencia a antibioticos es natural, pues
las bacterias han desarrollado mecanismos para inactivar las sustancias antibioticas, pero
esta estrategia estd potenciada por la actividad humana con el uso de antibioticos para el
tratamiento de enfermedades humanas y animales. En el caso de Xochimilco se sabe que
hay presencia de antibidticos (Otto, 1998) y de poblaciones de bacterias resistentes, lo cual
puede estar generando intercambio genético entre poblaciones resistentes y sensibles.

En el caso de las Aeromonas, al producir metalobetalactamas y betalactamasas que
hidrolizan cefalosporinas y carbenicilina, tienen la capacidad de presentar resistencia a
antibioticos como penicilina, ampicilina y cefalotina, como en este estudio, en el que el
100% de los aislados presentaron resistencia a ampicilina. El 18% de los aislados
presentaron resistencia a cotrimoxazole, el cual es un antibidtico empleado para tratar
infecciones bacterianas, como neumonia, bronquitis e infecciones gastrointestinales; esto
ultimo es importante si consideramos que las Aeromonas causan este tipo de infecciones.
Asi mismo, el 18% también presento resistencia a acido nalidixico, quinolona que presenta
un espectro antibacteriano dirigido principalmente contra bacterias Gram-negativas, por lo
que bien podria ser empleado para combatir infecciones causadas por este género. En este
estudio se registro que solo el 4% de los aislados presenté multiresistencia, es decir
presentaron resistencia a ampicilina, acido nalidixico y cotrimoxazole; a pesar de que la
resistencia presentada a ampicilina es natural, la resistencia a otros antibidticos no lo es y
debe estar generada por el uso excesivo de antibidticos en la poblacion.

En el arbol filogenético se muestran las relaciones que guardan las especies identificadas en
tilapia, agua y sedimento. La construccion del arbol se llevd a cabo por el método del
vecino mas cercano, permitiendo observar el grado de similitud entre los diferentes
aislados; por lo tanto aquellos pertenecientes a una misma especie formaron grupos aislados
en funcion del nivel de semejanza entre los mismos.

El empleo de este método permitié calcular la distancia total entre todas las secuencias,
basandose en una matriz de distancias; al comparar las secuencias de los aislados se obtiene
una medida resultante en base a la frecuencia y orden de los pares de bases en las mismas,
lo cual permite entonces la construccion del arbol. En este caso se pudo observar que
debido a que en la matriz de datos se incluyeron secuencias de cepas tipo de cada una de las
especies que se identificaron, las secuencias con un mayor grado de similitud se agruparon
con las mismas. Se formaron 20 clusters, los cuales parecen estar agrupados en funcion a
las diferentes especies identificadas. En el fenograma resalta la formacién de 4 grupos
principalmente. En el cluster 20 se observan 4 subgrupos, uno de los anteriores esta
formado por los 5 aislados identificadas como Aeromonas caviae, los cuales provienen de
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muestras de tilapias, agua y sedimento de Apatlaco; a pesar de que las Aeromonas caviae
provienen solo del canal anterior, no se puede asegurar que solo estén presentes en este,
pero si fueron abundantes en el mismo, ya que no se aislaron en otro canal. En otro
subgrupo se encuentra agrupada la cepa tipo Aeromonas hydrophila ATCC 7966 y
Aeromonas hydrophila, las cuales estan muy relacionadas con los aislados identificados
como Aeromonas caviae' y Aeromonas media. En el cluster 18 se agrupan los aislados
identificados como Aeromonas allosaccharophila, los cuales provienen de los 4 sitios de
muestreo; en uno de los clusters se agruparon las Aeromonas jandaei, provenientes en su
mayoria de muestras de tilapia de la zona de la Asuncion.

Uno de los principales problemas en la identificacion de las diferentes especies de
Aeromonas, es el grado de similitud que presentan las secuencias del 16S ribosomal. Con la
realizacion de este arbol se pudo observar que las secuencias guardan hasta un 99% de
similitud; por lo tanto, el agrupamiento obedecid principalmente a esta caracteristica mas
que a la zona en la que se tomo la muestra. Los canales se encuentran conectados, por lo
tanto es probable que las mismas especies que se aislen en un canal se encuentren en otros
donde si bien puede tratarse de la misma especie, son cepas con caracteristicas genéticas
diferentes.
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9. CONCLUSIONES

La Asuncion fue la zona de mayor perturbacion, con niveles bajos de oxigeno y
pH, asi como niveles altos de temperatura y conductividad debido en parte a la
acumulacion de materia organica por la influencia urbana. Con base en los
parametros fisicoquimicos se puede considerar que el Bordo es una de las zonas
menos impactada en comparacion con las otras zonas en las que se realizo el
muestreo.

Las concentraciones de coliformes totales y fecales en las cuatro zonas de muestreo
sobrepasan los limites permisibles en agua para el desarrollo de organismos
acuaticos y de uso recreativo, confirmando asi la presencia de contaminacion de
origen fecal.

Se logro aislar y caracterizar fenotipica y genotipicamente ocho especies de
Aeromonas: .A. salmonicida, A. veronii, A. caviae, A. hydrophila, A. jandaei, A.
media, A. allosaccharophila, y A. piscicola, presentes en tilapias, agua y sedimento.

La especie dominante fue Aeromonas veronii, misma que presentd al menos tres
genes de virulencia (gcat, aer/hem, laf' A). También se logro aislar e identificar a A.
salmonicida, la cual presentd 5 genes de virulencia (gcat, aer/hem, laf A, ast, alt).
Ambas especies son de suma importancia, debido a que se han considerado como
patdgenas no so6lo de peces sino también de humanos.

Todos los aislados fueron resistentes a ampicilina y el 15% resistentes al menos a
tres antibidticos (ampicilina, cotrimoxazole y acido nalidixico), esto indica que en
los sitios de muestreo existen fuentes de contaminantes donde los antibidticos estan
presentes, principalmente los de uso extensivo, representando un riesgo para la
adquisicion de multiresistencia por conjugacion.

La tilapia puede actuar como reservorio de cepas potencialmente patdgenas, debido
a que el 59% de los aislados provienen de los peces y presentaron al menos dos
genes de virulencia. Por lo anterior estos organismos representan un riesgo para la
poblacion local que los manipula y consume. De igual manera el agua y sedimento
estan actuando como reservorio de diferentes especies.
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