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RESUMEN

Se efectud el aislamiento, purificacién e identificacion de bacterias a partir de abscesos [con aspectos de tumor)
desarrollados sobre diferentes zonas del cuerpo de ajolotes (Ambystoma mexicanus), cultivados en el Centro de
Investigaciones Biolégicasy Acufcolas de Xochimilco. Al mismo tiempo se analizd |z calidad bacterioldgica: del agua
de las tinas en donde se crian estos organismos, def agua del canal de donde se surten {Pista de Canotaje Virgilio
Uribe} y de la dieta viva que se les suministra a lo ajolotes. Se identificaron bacterias de alte riesgo para la Acuicultura
v la salud piblica como: Pseudomonas putida, Pseutlomonas cepaciae y Pseudomonas fluorescens, entre otras. Estas
bacterias se consideran oportunistas, dadas las condiciones sanitarias en el manejo de éste cultive, mismas que se
establecen y analizan en el presente estudio, y probables agentes etioldgicos del cuadro infecciose gque manifestaron
los ajolotes, caracterizade como dermomionecrosis focal con ulceraciones.

Palabras clave: Ictiopatelogia, salud piblica, Ambystoma mexicanus bacterias,

ABSTRACT

Was insolate, purificate and identificate bacteries from tumor in some localized zones of the body of Ambystoma
mexicanus, (Ajolote mexican amphibian). Hacher in «CIBACG» of Xochimilco and the same time was analized the water
guality from the bacteriological point of view in the hacheries, the water supply and in the live feed. Were characterized
and identificated the follow bacteria Pseudomonas putida, Pseudomonas cepaciae and Psedomonas fluorescens all of
them implicate a high risk in the acuaculture and public health,
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INTRODUCCION Son organismos que deben mantenerse zlejados unos de
otros ya que existe la posibilidad de que se muerdan y
lleguen a lastimarse de ésta forma las patas y las branquias,
¢ hien, arrancarse trozos de cola. Esto no implica desde &l
punto de vista anatomofisioldgico una perdida debido a la
capacidad de regeneracién de tejidos gue tienen estos

Las enfermedades infecciosas son el principal
problema al que se enfrentan las colonias de ajolote; Am-
bystoma mexicanus, tanto de vida libre como en cultive.
Un brete severo puede destruir en pocas semanas una

colonia, menos severo puede impedir su crianza (Duhon, individuos, sin embargo, desde el punto de vista zoosanitario
1989). implica la alteracion de la integridad de el epitelio y de la

El ajolote vive en ambientes Ifquidos de aguas  capa muscular que al romperse como primeras barreras de
fangosas, estancadas y extremadamente bajas en oxigeno. defensas que presenta el hospedero contra la invasidn de




10

microorganismos pat6genos presentes en el ambiente, se
propicia el inicio de un proceso infeccioso {Roberts y
Bromage, 1993).

Al ser los ajolotes fuente alimenticia para el ser
humano, especfficamente en zonas endémicas como es la
meseta central de México, y estar infectados de hacterias
como: Vibrio, Aeromonas, Pseudomenas y Enterobacterias
implica también un problema de salud pablica.

El crecimiento urbano en éstas zonas ha vcasionado
la disminucién y desaparicién de hébitats que albergan a
esta especie (Armstrong vy Malacinski, 1989}, o bien, su
contaminacion principalmente con aguas de desecho
agropecuario, industrial y urbano. Como consecuencia la
aparicidn de nuevas enfermedades en el A. mexicanus, hace
temer procesos infecciosos desconocidos que lo lleven a
su extincidn.

Debido a la aparicién de abscesas en diferentes partes
del cuerpo de A. mexicanus, junto con la manifestacién de
signos de infeccidn en el cultivo de estos organismos en
las instalaciones del Centro de Investigaciones Bioldgicas
y Acuicolas de Xochimilco; se efectud la caracterizacién
diagnéstica del cuadro clinico manifiesto, con el objetivo
de establecer su etiologia. Al misme tiempo, se analizé la
calidad bacterioldgica del agua y de la dieta que se les
suministra a [os ajolotes .

MATERIALES Y METODOS

Se efectud un muestreo en las instalaciones del Centro
de Investigaciones Bioldgicas y Acufcolas de Xochimileo
(CIBAC). Se obtuvieron diez organismos gue presentaron
abscesos en diferentes zonas del cuerpo de individuos
adultos de ajolote Ambystoma mexivanus, de ambos sexos:
de agua de las tinas en donde se cultivaban los ajolotes, de
la cisterna, de la pista de canotaje Virgilio Uribe de donde
se surte el CIBAC y del alimento vivo, lombriz de tierra y
corazon de res, que se les proporciona a los ajolotes.

Diez ajolotes se mantuvieron en observacién durante
ocho dias, para el registro de los cambios en el comportamiento
de los individuos asf como signos y lesiones gue se
manifestaron. Posteriormente se les sacrifics, colocandolos
en un cristalizador con algodén empapado de cloraformo,
se desinfectd con fenol al 10% la zona del absceso, se
introdujo en éste una jeringa estéril de 3 ml y se extrajo el
liquido contenido en su interior.

Se efectud ja necropeia en campo estéril, con una asa
bacteriol6gica estéril se tomd una muestra de rifidn y de
sangre de cada uno de fos individuos {Michel 1980), se
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sembro en placas de agar cerebro-corazon (BHI) y de agar
Triptisoya casefna (TSA) y se dejé crecer por una semana a
temperatura ambiente. Una vez que se obtuva crecimiento
de colonias, se pracedid a purificar las cepas a través de
las resiembras sucesivas a partir de una sola colonia aislada
en placas de BHI y TSA, hasta lograr obtener crecimiento
pure, {o que se comprehd par crecimiento homogéneo de
la forma de las colonias y por la homogensidad celular en
frotis, para esto (ltimo se usé microscopio de contraste de
fases, se efectud tincién de Gram y se identificaron por la
técnica APl 20E y API 20 NE (Analytical Profile Index, 1989).

Las muestras de agua de tina, cisterna y pista de
canotaje, se tomaron en frascos lechero de vidrio de 250
mf con tapa de rosca de baguelita estériles con 1 mi de
tiosulfato de sodio. Los frascos se introdujeron cerrados,
destapandose a una profundidad de 50 cm: de fas tinas de
cultivos, de la cisterna y de la pista de canotaje, se¢ llenaron
completamente sin dejar burbujas de aire, se cerraron dentro
del agua. Se guardaron en hielo para su traslado al

laboratorio en donde se procesaron inmediatamente (APHA,

1992},

De los frascos se tomo 0.1 ml de cada uno, se esparcid
con una varilla de vidrio acodada en placas de agar de BHI
y TSA, se dejé incubar a temperatura ambiente durante 24
horas, se purificaron, se efectué tincion de Gram y se
identificé las cepas aisladas siguiendo ef mismo procedimiento
indicado para las colonias aisladas del rifién, sangre y
abscesos .

Las muestras de alimento vivo se tomaron directamente
de la composta en donde crian las lombrices de tierra. Con
guantes y pinzas estériles se guardaron en bolsas de plastico
estériles Millipore. Se procedid igual con las muestras de
corazdn de res, de esa forma se trasladaron al labaratorio
para ser procesadas.

Se peso 1 gr de lombriz de tierra o de corazén de res,
se colocH en tubos de ensayo con 9 m! de infusién de BHI y
se licué en un homogenizador marca Virtiz a 1000 r.p.m.,
hasta su completa homogeneizacién. En campo estéril y con
una pipeta estéril se extrajo 1 ml del homogeneizado, se
sembrd esparciéndolo con una varilla de vidrio acodada
estéril en placas de BHI y se dejé incubar a temperatura
ambiente durante 24 horas. Una vez obtenido crecimiento
de colonias se procedié a su purificacién siguienda el
procedimiento descrito con anterioridad, se efectud tincidn
de Gram y de igual forma se identificaron las cepas.

Para establecer las condiciones sanitarias de manejo
de cultivos de este organismo se disefié una guia de
observaciones contemplando los factores gue definen las
condiciones del manejo del centro, desde la perspectiva de
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la Sanidad Aculcola, para lo cual se siguieron los criterios
de Negrete y Romero {1997); Piperet al., (1992) y Contreras
{1988)

RESULTADOS

Los diez ajolotes, A. mexicanus, manifestaron durante
8l periodo de observacién, indistintamente del sexo, los
siguientes signos y alteraciones del comportamiento:
pscurecimiento de la piel, falta de apstito, pérdida de peso,
excesiva formacién de moco, irritabilidad, aislamiento,
marcada preferencias de permanecer en |0s rincones y zo-
nas oscuras de las tinas, presencia de abscesos en
diferentes zonas de! cuerpeo de consistencia suave al tacto,
al ser presionadas se hundian con facilidad, de la puncidn
se obtuvo una secrecidn viscosa, espesa de color gris.

Las necropsias efectuadas a los diez individuos
manifestaron inflamacién generalizada a todos los 6rganos
y hemorragia interna.

Del andlisis bacterioldgico efectuado a las muestras
extraidas del liquido del absceso, de sangre y rifién de los
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ajolotes, asi como de las muestras de agua y de alimento
vivo {tabla 1) se identificaron 19 especies diferentes de
bacterias, siete reconocidas como patdgenas de organismos
acuéticos asociadas con procesos infecciosos y doce
patégenas de humanos y otros animales mamiferos, de
origen entérico.

En todas las muestras se aislo Aeromanas hydrophifa
y Aeromonas salmonicida.

Citrobacter freundii inicamente se aisld del liquido del
absceso , las enterobacterias: Enterobacter agglomerans ,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli , Escherichia
intermedium , Klebsielia ozoenae, Salmonelia sp. y Serratia
plymuthica, se aislaron de las muestras de agua
principalmente de la cisterna y de |a pista de canotaje .

Las tres especies de Pseudomonas que se identificaron
P .fluorescens, P putida y P cepaciae, se aislaron de las
tres diferentes muestras de los cuerpos de todos los ajolotes
y de las tinas en donde se cultivaron estos organismos.

Se aislaron diferentes especies de Vibrios : V. cholerae
{ no toxigénico y No 01-), V. mimicus , V. parahaemolyticus
y V. hollisae , todas ellas en el agua y en ef alimento .

Tabla 1. Anilisis bacterioldgico de muestras de: Ambystoma mexicanus (abscesos, rifion y sangre), agua (tinas, cisterna y pista Virgilic

Uribe) y alimento {lombriz de tierra y visceras de res)

Bacterias identificadas Ambystoma mexicanus

abscesos rifgn

sangre

Alimento .
lombriz de tierra visceras

Agua

tina cisterna canal

Asromonas hydrophila

Aeromonas salmonicida

Citrobacter freundii

Chrysamona luteofa

Enterobacter agglomerans

Enterobacter cloacas

Escherichia coli

Escherichia intermedium

Klebsiella ozoenae

Salmonella

Serratia plymuthica

Pseudomonas putida

Pseudomaonas fluorescens X
Pseudomonas cepacia

Vibrio cholerae {no toxigenico)

Vibrio cholerae “presumpt” 01-

Vibrio fluvialis X X
Vibrio mimicus

Vibrio parahaemolylicus

Vibrio hollisag

X X X X
X X X

>
oM M XK

>

Mox oW oMW M O OX X XM X

X o X X
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Unicamente V., fluvialis se aislé ademés de las muestras de
ajolotes.

El manejo del centro en donde se cultivan los ajolotes
desde las perspectivas de la Sanidad Acuicola no cumple
con los requisitos necesarios para poder prevenir una
epizootia,

DISCUSION

Las bacterias aisladas de abscesos, sangre y rifion de
A.mexicanus , pertenecen a las cuatro familias con
representantes de patégenos de alto riesgo para la
acuicultura, Aeromonaceae , Vibrionaceae , Pseudomonaceae
y Enterobacteriaceae.Las especies A.hydrophila v A.
saflmonicida son patdgenas oportunista y estricta
respectivamente , asociada con septicemia hemorrégica la
unay con forunculosis !a otra (De Figueiredo y Plumb, 1877,
Mc Carthy, 1975 y Mc Graw, 1952). Estas bacterias se han
aislado invariablemente en muestras obtenidas de granjas
acticolas de los estados de México y Morelos  {Negretey
Romero, 1998), por lo que bien podrian considerarse
cosmopolitas de estos ambientes y de organismos
acuaticos en condiciories de cultivo.

Las diferentes especies de Vibrio aisladas en el
presente trabajo , de |las muestras de aguay alimento: ¥
choleras (no toxigénice y No 01-) , V. mimicus y V.
parahaemolyticus estan asociados a diferentes vibriosis y
septicemias hemorragicas en peces (Cisar y Fryer,19689), y
a infecciones gastrointestinales en el humano .

V. fluvialis fue aislado ademds de abscesos, sangre y
rifidn de A.mexicanus, se ha podido comprobar
experimentalmente ser importante patégeno de carpas
{Cyprinus carpio }, ( Negrete y Romero, 1898 ). C. freundii
aislado de abscesos, en todas las muestras, se reporta
asociado con Enterobacter agglomerans en infecciones de
organismos acuéticos en cultivos como la tortuga de carey
y tortuga verde { Romero ef a/., 1983 }. Las tres diferentes
especies aisladas de la familia Pseudomonadaceae; P
fluorescens, P cepaciae v P putida, se encontraron en
absceses , sangre y rifién de los diez organismos
estudiados, siendo patdgenos dominantes. Han sido
reportados como patdgenos importantes vy de alto riesgo
para los cultivos acuicolas {Wakabayashi y Equsa, 1972).

R putida y P fluorescens son similares en cuanto a su
marfologfa en el crecimiento de ias colonias en placa, son
saprofitas, de baja virulencia, aerobios estrictes, méviles,
se encuentran en ta flora bacteriana normal del intestino,
boca y piel de los humanos y de animales mamiferas, se
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aislan en condiciones nosocomiales (Blazevic et al., 1973).
Hasta el momento no se han reportado en la literatura,
aisladas ni asociadas a infecciones de ajolotes. Serratia
plymuthica se aislé (nicamente de las muestras de agua y
de alimente vivo , en ¢l presente trabajo , sin embargo ,
representantes de éste género se han reportado come
patégenos de una gran variedad de hospederos .

Serratia , ha sido asociada en infecciones crénicas en
vertebrados de sangre frig; la infeccion nodular en Andlis
esquestri{Duran - Reynalds y Claussen, 1937 ), en abscesos
subcutaneos en iguanas vy lagartijas ( Boam et #/.,1970 ),
artritis en Tupinambis tequixin {Ackerman, et al., 1971},
enfermedad ulcerativa en tortugas Chrysemys pieta (Jack-
son y Fulton,1876) v en pequefias tortugas verdes
Pseudemys scripta elegans (Mc Coy y Seilder, 1973},

También en potros ha provocado septicemia {Deon y
Morterlmans, 1953 } cabras (Wijcawanta y Fernando,1870);
puercos (Brisen y Cadieilan, 1959) e implicada en
conjuntivos de cabalos (Carter, 1973) mastitis en vacas
{Barnum et a/.,1958) y en embriones de pollos {Isawa et
al., 1971).

Clinicamente las infecciones de Serratia no son
diferentes de las provocadas por otros patdgenos
oportunistas {Vou Graevenitz, 1997).

Esta bacteria como patdgeno de los ajolotes podia
tener su atigen en miembros de la misma especie o cercanas
taxondmicamente y provocar un contagio horizontal, o bien,
por contaminacién: a través del fecalismo de aves y
mamiferos incluyendo al humano, def agua y de los
alimentos empleados en el cultive .

Las enterobacterias, aisladas en agua y alimento, £,
cloacae, Klebsiella ozoenae, Salmoneila sp., E. coli y E.
intermedium, son patdgenos del hombre y de mamiferos;
de origen fecal ne repartadas en la literatura como
patogenos de organismos acuicolas. Sin embargo, al entrar
directamente en contacte con el cultivo de A. mexicanus
por medio de contaminacion de los ingresos al Centro del
aguay del alimento, en condiciones deficientes de manejo
del cultive y ne siendo flora bacteriana narmal de los
ajolotes, se disminuyen las defensas de estos y se
manifiestan procesos infecciosos (Siniesko, 1972) .

El conjunto de signos y lesiones, asi comao el
comportamiento que los ajolotes, A.mexicanus, manifestaron
durante el tiempo gue se sometieron a observacién,
corresponden a un cuadro infeccioso caracterizado como
dermomionecrasis focal con ulceraciones (Roberts y Bromage,
1993), ncasionado por invasién miltiple de bacterias como:
F fluorescens, P putida v P cepaciae, principalmente.
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Ademéas de otras bacterias de los géneros Aeromonas,
Vibrio, y Enterobacterias, que actuaron como oportunistas
dadas las condiciones sanitarias en el manejo de cultivos
del A. mexicanus y de la calidad bacteriolagica: del agua
usada en las tinas para el cultivo; de la cisterna, de la pista
de canotaje y del alimento vivo empleado. Se encontré
una importanie contaminacién con enterobacterias de
arigen fecal humanao y otros mamiferos entre ellas los
géneros: Salmonella sp., Escherichia coli, E. intermedium,
Klebsiella ozoenae, Enterobacter cloacae y E. agglomerans.
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