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Resumen

Erysipelothrix rhusiopathiae es un bacilo grampositivo que infecta diversas especies
de animales como cerdos, ovinos, bovinos, peces y crusticeos. Recientemente, se han
incrementado los reportes de infeccién por este microorganismo en pescadores, ma-
nejadores de productos de pescado y personas que limpian estanques. Esta bacteria se
mantiene en el limo y en las escamas de los peces, sin causarles dafio. Sin embargo, se ha
demostrado que puede causar septicemia en anguilas y peces de ornato. El propésito de
esta investigacion fue detectar la presencia de E. rhusiopathiae en escamas de diversas
especies de peces de agua dulce y salada. Se recolectaron 390 muestras de las especies
de huachinango, salmén, mojarra, lisa y corvina de diferentes estados de la Republica
Mexicana. El aislamiento de la bacteria se realiz6 en medio packer modificado y en ge-
losa sangre, y su identificacion se realizé en el sistema API Coryne. Un segundo ensayo
de identificacion se realizé mediante la amplificacion de los genes rRNA 16s y el gen spa
A mediante PCR multiple. Los resultados obtenidos por el sistema API Coryne mostra-
ron un 15 % de identificacion positiva de E. rhusiopathiae, mientras que solo el 10 % fue
positivo por la técnica de PCR multiple. La mayor deteccién de esta bacteria se dio en
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mojarras. La presencia de E. rhusiopathiae en las escamas de estos peces representa un
riesgo potencial para los manejadores de peces, asi como en la formulacién de alimentos
balanceados para el desarrollo de actividades de acuicultura, avicultura y porcicultura.

Palabras clave: peces; Erysipelothrix rhusiopathiae; endocarditis; porcicultura.

Detection of Erysipelothrix rhusiopathiae
from Marine and Freshwater Fish and
its Implication as a Possible Health Risk

Abstract

Erysipelothrix rhusiopathiae is a Gram-positive bacillus that infects animals such as pigs,
sheep, cattle, fish, and crustaceans. This microorganism’s reports of infection have re-
cently increased in fishers, handlers of fish products, and people who clean ponds. This
bacterium remains in the slime and scales of the fish, without harming them. However,
it has been shown to cause septicemia in eels and ornamental fish. This research aimed
to detect the presence of E. rhusiopathiae in scales of various species of freshwater and
saltwater fish. 390 samples of the red snapper, salmon, mojarra, lisa, and corvina species
from different states of the Mexican Republic were collected. The bacterium isolation
was carried out in a modified packer medium and agar blood, and its identification was
performed in the API Coryne system. A second identification was performed by ampli-
fying of the rRNA 16s genes and the spa A gene by multiplex PCR assay. The results ob-
tained by the API Coryne system showed 15% identification for E. rhusiopathiae, while
only 10% were positive by the multiplex PCR technique. The most notable detection
of this bacterium was found in mojarras. The presence of E. rhusiopathiae in the scales
of these fish represents a potential risk for fish handlers, such as in the formulation of
balanced feed for the development of aquaculture, poultry, and pig farming activities.

Keywords: fish; Erysipelothrix rhusiopathia; endocarditis; pig farming.
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INTRODUCCION

Erysipelothrix rhusiopathiae es el agente etioldgico de
la erisipela porcina, enfermedad de gran impacto eco-
ndémico enlos sistemas de produccién porcina en todo
el mundo. Esta afecta a aves, ratones, porcinos, ovinos
y bovinos. Ademas, su presencia en crustdceos frescos
y en peces marinos ha sido demostrada, sin que se evi-
dencie en ellos unainfeccién (1, 2, 3). A pesar de lo an-
terior, Chongy cols. (3) reportaron que este patégeno
puede provocar septicemia en anguilas, y recientemente
se ha informado ademds del aislamiento de una nue-
va especie de Erysipelothrix denominada piscisicarius,
con capacidad para producir enfermedad en peces de
ornato (4).

Enhumanos, E. rhusiopathiae (ER) causa una zoonosis
ocupacional cuando los afectados se exponen a pro-
ductos de animales, o al limo de peces contaminados,
siendo los pescadores, los tablajeros, los agricultores,
las amas de casa y los veterinarios quienes tienen un
mayor riesgo de infeccién (1, 2). Existen tres formas
clinicas que produce este patégeno: el erisipeloide, la
forma cuténea difusa y la sistémica. En ese sentido, la
mads peligrosa es la sistémica, en cuyo caso puede haber
una endocarditis, ademds de que pueden desarrollarse
abscesos, artritis y osteomielitis (S, 6, 7). Aunque la
infeccidn en estos trabajadores es rara, existen otros
factores de riesgo que favorecen la infeccion, tales co-
mo el consumo elevado de alcohol, la diabetes, la mal-
nutricién y la edad (entre 40 y 60 afios) (8).

Otro aspecto importante es el delimitado enlos infor-
mes de Opriessnigy cols. (2), quienes describieron que
las cepas ER aisladas de los productos de peces que se
utilizan para la alimentacion porcina pueden ocasio-
nar brotes en granjas porcicolas. Debido a lo anterior,
el proposito de esta investigacion fue determinar la
existencia de ER en escamas de pescados de agua dul-
ce y marinos, como una forma posible de infeccién en
los pescaderos o pescaderas de la Ciudad de México.

MATERIALES Y METODOS
Muestras biologicas

Serecolectaron escamas de 390 pescados, de los cuales
90 muestras fueron de huachinango (Lutjanus campe-
chanus), 10 de carpa cabezona (Hypophthalmichthys
nobilis), 10 de lisa (Mugil cephalus), 10 de corvina (Sciae-
nops ocellatus), 60 de salmén (Salmo salasar), y 210 de
mojarra (Cichlasoma urophthalma), provenientes de los
estados de Veracruz, Oaxaca, Campeche y Nayarit, de
la Republica Mexicana, y de Chile, respectivamente.
Los pescados se seleccionaron al azar. Posteriormen-
te, las escamas se recolectaron en frascos estériles, y se
trasladaron allaboratorio de microbiologia veterinaria
delaEscuela Nacional de Ciencias Biolégicas del IPN.
Todas las muestras fueron transportadas a 4 °C.

Aislamiento de Erysipelothrix
rhusiopathiae

Se pesaron 10 gramos de escamas de cada especie de
pescado, que fueron depositados en un tubo con ta-
pon de rosca, el cual contenia previamente 10 mL de
caldo de soya tripticaseina estéril. El tubo se agité en
un vortex durante un minuto. Un mililitro de esa sus-
pension se deposit6 en un tubo Eppendorf, el cual se
centrifugd a 1500 g por 10 minutos. El sobrenadante se
desecho, y el boton resultante se utiliz6 para inocular
una placa del medio de packer modificado, y una placa
de gelosa sangre (9). Las placas se incubaron a 37 °C
por 24-48 h; pasado este tiempo, se buscaron colonias
redondas de 0,5 a 1 mm de didmetro de color violeta
o translucidas, y de bordes enteros, en el medio del
packer modificado. De tal forma, en la gelosa sangre,
se localizaron colonias alfahemoliticas, de 1-2 mm de
didmetro, redondas, convexas, compatibles con Erysi-
pelothrix sp. A estas colonias se les realiz6 ademds una
tincién de Gram, catalasa y oxidasa, y posteriormente
se identificaron mediante el sistema API Coryne (Bio-
meriux, Espana) (1, 10).
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Obtencion de DNA a partir
de las escamas

Otra alicuota de 1 mL de la suspension de escamas se
centrifugé a 1500 g por 10 minutos, y al botén celu-
lar se le realizé la extraccién del DNA mediante el kit
QIAamp™ genomic DNA (Quiagen Diagnostics, Ger-
many), de acuerdo con las instrucciones del proveedor
(QIAamp DNA Micro Handbook 12/2014).

Ensayo de PCR multiple

Paralaidentificacion del género Erysipelothrix, se am-
plificé unaregion altamente conservada del gen rRNA
16S, como lo describié Yamazaki (11). En tanto, para
la determinacién de la especie E. rhusiopathiae, se am-
plificé un fragmento de la regién aminoterminal del
gen spa A (12). La secuencia de iniciadores utilizados
se observa en la tabla 1.

La mezcla de la reaccidn se realizé en un volumen fi-
nal de 25 pL, de acuerdo con el siguiente protocolo:
12,5 pL de Taq PCR Master Mix kit (Qiagen), 1 puL
de los iniciadores MO101 y ERS-1R (0,1 uM); 1 pL
de los iniciadores Erko-1F y Erko-2R (25 pmol/uL),
y 8,5 uL de agua. Las condiciones de reaccién fueron
las siguientes: desnaturalizacién inicial a 94 °C por §
mins, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacién a 94
°C por 1 min, alineamiento a 56 °C por 40 seg, y una
extension a 72 °C por 90 seg. Terminados los ciclos, se
dio una extension final a 72 °C por 5 min. Los produc-
tos de amplificacion se evidenciaron mediante corri-
miento electroforético en un gel de agarosaal 2 %, y se
procedié con el revelado mediante bromuro de etidio

al 1%. Como controles negativos, se utilizé el DNA
de un aislado de Enterococcus faecalis, bajo las mismas
condiciones de reaccidn.

Analisis genéomico

Los productos amplificados del gen rRNA 16S de 719
pb y del gen spa A de 432 pb fueron purificados por
columnas de afinidad (Quiagen), y fueron secuencia-
dos enun equipo ABI Prism 310 Genetic Analyzer (PE
Biosystems, USA), utilizando el kit de secuenciacién
BigDye (PE Biosystems, USA), en el Instituto de Of-
talmologia Conde de Valencia, enla Ciudad de México,
México.

Finalmente, las secuencias obtenidas fueron analizadas
en el programa Bioedit version 7.2,y se compararon con
secuencias reportadas previamente segtin el Genbank
de The National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI). El arbol filogenético se disefié mediante
el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA Software versién 11.0), mediante el modelo de
maxima parsimonia.

RESULTADOS

De las 390 muestras de escamas analizadas, en 60
(15,3%) selogré el aislamiento e identificacién de ER.
Otros microorganismos como Enterococcus sp. se logra-
ron aislar en estas muestras, las cuales fueron utilizadas
como control negativo para el andlisis de biologia mo-
lecular. Enla tabla 2 se muestrala especie de peces ma-
rinos y de agua dulce enlos cuales se logré aislar a ER.

Tabla 1. Iniciadores utilizados para el disefio de la PCR multiple

Gen Iniciador Secuencia del iniciador (5°-37) Tamano del amplicon Referencia
MO101 AGATGCCCATAGAAACTGGTA
rRNA 165 719 pb 11
ERS-1R CTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCG
Erko-1F GTGAAACACCGTATTTTAGTA
spaA 432 pb 12
Erko-2R TTCAAGAAGTTCCTGTAGTTT

Fuente: elaboracién propia
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Tabla 2. Lugar de origen de las escamas de peces utilizadas en este estudio

Especie Zona de cria Numero de muestras Porcentaje de mugstras positivas | Porcentaje de muestras positivas
a cultivo aPCR

Huachinango Veracruz 90 20 (5,1%) 10 (2,5%)
Carpa cabezona Veracruz 10 0 0
Lisa Oaxaca 10 0 0
Salmoén Chile 60 0 0

Mojarra Nayarit 210 40 (10,2 %) 29 (7,6 %)
Corvina Campeche 10 0 0

Total 390 60 (15,3%) 39(10,1%)

Fuente: elaboracién propia

En cuanto al analisis molecular, 39/390 (10,1 %) mues-
tras fueron positivas tanto parala amplificacion del gen
rRNA 168 especifico del género, como para el gen spa
A especifico para la especie E. rhusiopathiae (figura 1
y tabla 2).

Figura 1. Amplificacion de los genes rRNA 16s y spa A

1 2 3 4 5 6 4 8 9

1500 bp ———

700bp ——>

400bp ——>

* Carril 1: marcador de talla molecular. Carriles 2-4: muestras positi-
vas a los amplicones de 719 pb y 432 pb. Carriles 5-8: muestras nega-
tivas. Carril 9: testigo de Enterococcus sp.

Fuente: elaboracién propia

En cuanto al anélisis gendémico (figura 2) para el de-

sarrollo del arbol filogenético, se compararon ocho

Figura 2. Modelo de maxima parsimonia
obtenido mediante el programa MEGA 11

268

serotype 1b

280

BART

T™M16

H264

3140

3142

3139

B24

strain ATCC19414

strain Fujisawa

serotype 2

* Cepas tipo acceso al GenBank: strain ATCC19414 NR_040837.1,
serotipo 2 AB259654.1, serotipo 1b AB259653, y cepa Fujisawa, sero-
tipo 1a AB259652. Cepas aisladas de cerdo: 268, 280, BART, H264,
3140, 3142, 3139, B24. Cepa aislada de mojarra: TM16.

Fuente: elaboracién propia
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secuencias ER obtenidas de una granja porcina que
habia tenido problemas de endocarditis (9), con una
secuencia de los peces analizada en este estudio, y con
cuatro secuencias reportadas en el Genbank de NC-
BI. Los resultados obtenidos por modelo de mdxima
parsimonia indican tres clados bien definidos: uno en
el cual se agrupan las secuencias reportadas por Gen-
bank de NCBI (ATCC 19414 NR_ 040837.1, serotipo
2 AB259654.1,y cepa Fujisawa serotipo 1la AB259652);
un segundo grupo, en el que se encuentran las cepas de
cerdo yla cepa de mojarra, y el tercer clado, en el cual
se agrupan una cepa de cerdo y el serotipo b que habia
sido reportado por el Genbank.

Di1scuUSION

E. rhusiopathiae causa infecciones en diferentes espe-
cies animales (4, 6,13, 14, 15, 16). En tanto, los cerdos
domésticos son considerados el principal reservorio de
esta bacteria, ya que se ha estimado que del 30 al 50 %
delos cerdos sanos albergan el organismo en sus amig-
dalasy en otros tejidos linfoides (13, 17). Sin embargo,
existen pocos reportes de infeccion enlos manejadores
de carne porcina (1, 2).

A pesar de lo anterior, desde 1953, Hillenbrand F. in-
formo de lesiones erisipeloides en las manos de los
hombres que se dedicaban ala caza de ballenas y focas
en las regiones de la Antdrtida, en la Isla de Malvinas
y al sur de Georgia (18). Lo anterior sugiere que los
manejadores de peces tienen mayor riesgo de adquirir
la infeccidn con ER, debido a las abrasiones en la piel
que se producen por las espinas o las aletas de pescado
durante el manejo de estos (18, 19, 20). En este estudio
se aisld y se identificé a ER en el 15 % de las muestras
de escamas. Por consiguiente, es plausible afirmar que
las escamas de los peces podrian ser una importante
fuente de infeccidn para el hombre.

Las manifestaciones clinicas observadas en humanos se
asemejan mucho alas observadas en cerdos (5, 7, 8, 13).
Hay tres categorias clinicas de enfermedad humana:
una forma cutdnea localizada, erisipeloide; una forma

cutdnea generalizada, y una forma septicémica que a
menudo se asocia con endocarditis (21). La mds comun
es la erisipeloide (lesién de Rosenbach), pero la més
peligrosa y fatal es la septicémica, ya que regularmen-
te estd asociada a una endocarditis (S, 7, 8, 21, 22, 23,
24).Delos 49 casos estudiados por Gorby y Peacock en
1988 de pacientes con infeccién por ER, el 90 % mostrd
endocarditis; de ellos, el 40 % mostrd lesiones erisipe-
loides, y el 38 % fallecié (23). En los dltimos afios, se
ha seguido informando de casos de infeccién por esta
bacteria, y cerca del 36 % de personas que mostraron
lesiones tipo erisipeloides, han informado de la mani-
pulacién de animales o mariscos (24). Debido a lo an-
terior, es necesario realizar un estudio descriptivo que
recopile datos mediante un cuestionario previamente
disenado, para que recoja informacién sobre si estos
manejadores de peces han tenido lesiones de tipo eri-
sipeloides, que sugieran la infeccién con este patégeno.

Se sabe que ER coloniza la capa mucosa de los peces,
y se pensaba que aparentemente era un comensal, has-
ta que aparecié el reporte de Chong y cols., en 2014,
quienes evidenciaron la infeccién hepética y renal con
ER en anguilas de aleta corta (Anguilla australis, Stein-
dachner), obtenidas del lago Burrumbeet, Ballarat,
Victoria, en Australia (3). Lo anterior sugiere el riesgo
potencial que pueden tener los manipuladores de pes-
cado para adquirir ficilmente la infeccién con ER. En
este estudio, el mayor aislamiento de ER ocurrié en las
escamas de mojarras y de huachinango.

Cabe senalar que la mojarra es una de las especies més
representativas en México, porla cantidad de ingresos
que genera, y que el huachinango es una de las espe-
cies que est4 en riesgo por su sobreexplotacién (25).
Asimismo, el cultivo de mojarra en México es de tipo
semintensivo y extensivo, los cuales se llevan a cabo
en estanques ubicados en diferentes zonas que inclu-
yen tanto fuentes de agua dulce como fuentes de agua
salobre (26). En ocasiones, esta también se cultiva en
jaulas flotantes dentro de rios y jagiieyes. En cuanto al
cultivo de huachinango, este se realiza en bahias, em-
pleando jaulas semisumergidas (27). Por su parte, las
infecciones bacterianas mds cominmente asociadas a
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pérdidas graves en el cultivo de peces, son Aeromonas,
Pseudomonas, Corynebacterium, Vibrio, Flexibacteria,
Cytophaga, Mycobacteriumy Nocardia (20). Actualmen-
te, no existen reportes en la literatura piscicola sobre
la presencia de ER como causante de enfermedad en
estos peces (28).

Las zoonosis causadas por bacterias de peces, han reci-
bido una atencién cada vez mayor, gracias a la identifi-
cacién de nuevos patégenos bacterianos mediante las
técnicas de amplificacién de dcidos nucleicos, y a los
nuevos métodos de secuenciacién (4, 14, 20). Aunque la
identificacion clésica de infeccion por E. rhusiopathiae
se da mediante el empleo de medios de cultivo artifi-
ciales (9), como se demostré en este estudio, el uso de
técnicas de biologia molecular ha mejorado la sensibi-
lidad y especificidad para detectar microorganismos
de dificil crecimiento en un tiempo corto (20). En este
estudio, menos del 15 % de las muestras que resultaron
positivas en medios artificiales, fueron identificadas
por la PCR multiple. Lo anterior pudo obedecer a la
presencia de inhibidores presentes en las muestras,
como lo son las altas concentraciones de sal, las cuales
podrian haber tenido las escamas de peces marinos, o
alguna sustancia que inhibiera la amplificacién en las
escamas de peces de agua dulce; sin embargo, més in-
vestigaciones son necesarias al respecto.

En cuanto alaidentificacién del género Erysipelothirx,
esta se realiz6 conlosiniciadores disefiado por Yamasa-
kiy cols. (11). Estos iniciadores amplifican una regiéon
conservada del gen rRNA 16S que puede amplificar
a todas las especies de este género. Mientras tanto, el
gen spa A es el genotipo de un antigeno protector de
superficie de 64 kDa, que reconoce a la mayoria de los
serotipos de ER (12). Actualmente, se considera a los
genes spa A y spa B especificos para ER, mientras que
el gen spa C se estima para Erysipelothrix sp. serotipo 2
(29). Sin embargo, recientemente se describié de cepas
de Erysipelothrix sp. que infectan peces de ornato, que
son variantes del gen spa Cy que podrian dirigira una
nueva especie correspondiente a este género, denomi-
nando a esta especie Erysipelothrix piscisicarius (4, 29).
En esta investigacion, se corrobord que la secuencia

de nucleétidos del fragmento de 432 pb es de E. rhu-
siopathiae, como lo demostré el drbol filogenético. A
pesar de lo anterior, unalimitante de este estudio fue el
hecho de no haber realizado la amplificacién de los ge-
nes spa By spa C para saber si, en esas cepas, son nuevas
variantes especificas de peces. A pesar de lo anterior, el
analisis filogenético realizado en este estudio corrobo-
ré que el gen spa A es homogéneo en la mayoria de los
aislamientos de animales terrestres y peces.

En conclusidn, las cepas de ER son los mis frecuen-
temente aisladas en mojarras y huachinangos pro-
venientes de los estados de Veracruz y Nayarit. Por
consiguiente, pueden representar un riesgo zoosani-
tario para los pescadores, pescaderos y amas de casa,
quienes manejan estos peces comestibles.
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