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RESUMEN

Las micobacterias no tuberculosas desencadenan infecciones graves en peces que
afectan la produccion en la acuicultura y piscicultura. En este estudio, se investigo la
presencia de Mycobacterium spp. en Oreochromis niloticus (tilapia del Nilo), especie
ampliamente cultivada y comercializada en Napo. Se estudiaron un total de 206
muestras de peces que fueron adquiridas de ocho diferentes estanques piscicolas
ubicados dentro del cantén Tena. No se observaron signos clinicos de micobacteriosis,
sin embargo, mediante tincién de Ziehl-Neelsen se obtuvieron 27 cultivos positivos que
reflejaban la presencia de bacilos acido alcohol resistentes. Mediante amplificacion y
secuenciacion del gen de mantenimiento 76S rRNA, ocho micobacterias fueron
identificadas como estrechamente relacionadas a Mycolicibacterium septicum, cinco
relacionadas a Mycobacterium paragordonae/Mycobacterium gordonae, tres a
Mycolicibacterium  septicum/Mycolicibacterium porcinum, dos relacionadas a
Mycobacterium  seoulense;  mientras que  Mycolicibacterium  llatzerense,
Mycobacteroides immunogenum, Mycolicibacterium senegalense/Mycolicibacterium
farcinogenes, Mycolicibacterium vaccae/ Mycolicibacterium
vanbaalenii, Mycolicibacterium insubricum, y Mycolicibacterium fortuitum, produjeron un
solo aislado cada uno. El andlisis filogenético confirmé los resultados de la
secuenciacion de genes, no obstante, no pudo diferenciar la identificacion de algunas
especies debido a la alta homologia de las mismas. Este estudio representa el primer
reporte de Mycobacterium en granjas de cultivo de tilapias del Nilo de la Amazonia
ecuatoriana.

Palabras clave: Mycobacterium spp., micobacteriosis, zoonosis, acuacultura,
piscicultura.



ABSTRACT

Non-tuberculous mycobacteria trigger severe infections in fish, negatively impacting
production in aquaculture and fish farming. In this study, the presence of Mycobacterium
spp. in Oreochromis niloticus (Nile tilapia), a widely cultivated and commercially traded
species in Napo, was investigated. A total of 206 fish samples were collected from eight
different fishponds located within the Tena canton. No clinical signs of mycobacteriosis
were observed; however, 27 positive cultures reflecting the presence of acid-alcohol-
resistant bacilli were obtained through Ziehl-Neelsen staining. Through amplification and
sequencing of the 16S rRNA housekeeping gene, eight mycobacteria were identified as
closely related to Mpycolicibacterium septicum, five related to Mycobacterium
paragordonael/Mycobacterium gordonae, three to Mycolicibacterium
septicum/Mycolicibacterium porcinum, two related to Mycobacterium seoulense, while
Mycolicibacterium llatzerense, Mycobacteroides immunogenum, Mycolicibacterium
senegalense/Mycolicibacterium farcinogenes, Mycolicibacterium vaccael
Mycolicibacterium vanbaalenii, Mycolicibacterium insubricum, and Mycolicibacterium
fortuitum yielded a single isolate each. Phylogenetic analysis confirmed the gene
sequencing results; however, it could not differentiate the identification of some species
due to their high homology. This study represents the first report of Mycobacterium in
Nile tilapia farms in the Ecuadorian Amazon.

Keywords: Mycobacterium spp., mycobacteriosis, zoonosis, aquaculture, fish farming.
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INTRODUCCION

La acuicultura es una actividad que genera importantes fuentes de alimento
para millones de personas en el mundo [1]. El aumento de la poblacién y del consumo
per capita, impulsa al crecimiento de esta actividad, con una producciéon pesquera
estimada de 202 millones de toneladas para el afno 2030 [2]. No obstante, la
sustentabilidad del sector acuicola se ve afectada por enfermedades infecciosas
causadas principalmente por bacterias, virus, parasitos y hongos [3]. En patrticular, las
infecciones bacterianas son capaces de destruir cultivos enteros y generar pérdidas
econdmicas significativas cuando no se aplican tratamientos curativos o preventivos
[2,4]. Dentro de este panorama, la micobacteriosis, una infeccion causada por
micobacterias no tuberculosas (MNT), se presenta como un desafio relevante en la
acuacultura debido a la falta actual de vacunas o antibioticoterapias apropiadas para el

tratamiento y control de esta enfermedad [5].

La micobacteriosis afecta a mas de 200 especies de peces y puede ser
adquirida a través de la ingestion de alimentos contaminados, el canibalismo de peces
enfermos, la inoculacién a través de lesiones y el consumo de desechos ambientales
[6,7]. Cuando la infeccion se activa se visualizan signos clinicos como pérdida de
escamas, ulceracion dérmica, cambios pigmentarios, comportamiento anormal,
emaciacion y ascitis [8]. Internamente puede producir nédulos de color blanco que se
desarrollan comunmente en los riflones, corazon, higado y bazo [9]. Debido a la
gravedad de estos sintomas la mortalidad puede alcanzar el 100% [5]. No obstante, la
micobacteriosis puede tardar varios anos en manifestarse y pasar de un estado
asintomatico a la enfermedad clinica, en lo cual, las condiciones ambientales y el estrés

son factores importantes en el desarrollo de la infeccion [7,10].

Las MNT se caracterizan por ser bacilos ubicuos acido-alcohol resistentes y se
clasifican en micobacterias de lento crecimiento (MLC) y micobacterias de rapido
crecimiento (MRC) [11]. Las especies mas reportadas en infecciones en peces son
Mycobacterium marinum, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium
chelonae y Mycobacterium gordonae, las cuales, también han demostrado ser
potencialmente riesgosas en humanos debido a su naturaleza zoondtica [12]. Estas
MNT generan problemas a la salud publica, particularmente en personas con

inmunosupresion grave que mantienen contacto con el agua o animales acuaticos
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contaminados [13]. Entre los sintomas que pueden llegar a producir en humanos
encontramos lesiones cutaneas nodulares, principalmente en las manos, que pueden
progresar a tenosinovitis, artritis y osteomielitis si no se aplica un diagndstico y

tratamiento adecuado [14].

Los reportes de infecciones micobacterianas han incrementado en la
produccion controlada de especies como el esturién, lenguado, gobio barbero, salmén
y la tilapia del Nilo [15-19]. Dentro de este grupo, Oreochromis niloticus, comunmente
conocida como tilapia del Nilo, destaca como el tercer cultivo principal en la acuacultura
a nivel mundial, con una produccién registrada de 4,407.2 toneladas en el afio 2020 [2].
Para la Amazonia ecuatoriana, la piscicultura de O. niloticus representa una de las
principales actividades que provee de alimentacion y sustento econdémico a las
poblaciones nativas [20]. No obstante, en Ecuador no se ha reportado datos relevantes

sobre las especies de MNT que circulan en la industria acuicola del pais.

Dada la importancia econdmica y los posibles problemas de salud publica de
la micobacteriosis en cultivos de peces de interés comercial, los reportes sobre las
especies causantes de micobacteriosis de la tilapia del Nilo son de gran importancia a
nivel nacional. El presente estudio, identifica MNT en O. niloticus criadas por piscicultura
en la provincia de Napo, cantdén Tena. La identificacion se realiza utilizando técnicas de
cultivo selectivos de micobacterias, tincion de Ziehl-Neelsen, amplificaciéon del gen 16S
rRNA y posterior analisis de secuencias. Adicionalmente, se hace un analisis

filogenético para relacionar la distribucion de las especies encontradas.



MATERIALES Y METODOS

Muestreo de peces

Estacion de muestreo

Las tilapias del Nilo fueron compradas entre septiembre de 2022 y abril de 2023
de ocho diferentes granjas de cultivo ubicadas en las parroquias Tena, Muyuna, Pano,
y Puerto Napo del cantén Tena. Los peces fueron colectados por un muestreo de

conveniencia, llegando a un tamarno de muestra total de 103 tilapias.

Manejo de muestras

Las tilapias, de un peso aproximado de 400 g, fueron capturadas por los
piscicultores con una red de mano. Después de su compra, los peces fueron colocados
individualmente en bolsas herméticas de polipropileno y transportados en una hielera
hasta el laboratorio de Biologia Molecular Docencia de la Universidad Regional
Amazonica lkiam para ser procesados dentro de las 3 h posteriores a la recoleccién.
Durante este trayecto los peces murieron por hipoxia. Cada individuo, se examiné
externamente buscando la posible presencia de lesiones atribuibles a micobacteriosis,
seguidamente se sometieron a diseccion aséptica aplicando las técnicas previamente
descritas por Yanong [21]. De cada individuo, se tomaron aproximadamente 0.1 g de
muestras de érganos internos (higado, bazo y rifidn) y se colocaron en un tubo de 1.5
ml con 800 pl de solucion salina fisiolégica estéril (SSFe). En un tubo aparte, se
procesaron aproximadamente 0.1 g de las branquias en 800 ul de SSFe y en cada caso

se maceraron las muestras con micropistilos hasta homogeneizarlas.

Aislamiento y cultivo

Las muestras homogenizadas fueron tratadas con dos métodos con la finalidad
de disminuir la contaminacion por bacterias de rapido crecimiento que compiten por los
nutrientes del medio. El primer método se basé en el protocolo de Ambrosio et al. [22],
alicuotas de 400 pl de los homogenizados se trataron agregando el mismo volumen de
cloruro de hexadecilpiridinio (HPC) al 0.1% por 20 min y luego se centrifugaron a 1.900

g por 15 min, se descart6 el sobrenadante y se neutralizé realizando tres lavados con
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800 ul de agua destilada estéril. Posterior al ultimo lavado se aplicd una reforma del
método de Petroff modificado por Brian y Baker [23], los pellets se resuspendieron con
90 pl de agua destilada estéril y se afadié el mismo volumen de NaOH al 4% por 2 min,
se centrifugé a 1.900 g por 5 min, se descartoé el sobrenadante y se neutralizé con dos
lavados con 90 ul de agua destilada estéril. Siguiendo el protocolo de Rhodes et al. [24],
los pellets se resuspendieron en 0.1 ml de agua destilada estéril, se homogenizé y se
inocularon los 0.1 ml en tubos de cultivo con medio Lowenstein-Jensen (LJ). Los tubos
se incubaron a temperatura ambiente durante tres meses y fueron revisados diariamente
para detectar el crecimiento bacteriano. Se realizé tincion Ziehl-Neelsen (ZN) a las
colonias de cultivos axénicos para determinar la presencia de bacilos acido alcohol
resistentes (BAAR). Finalmente, para los analisis moleculares se extrajo el ADN.
Adicionalmente, las colonias se criopreservaron para generar un banco de cepas de

micobacterias.

Extracciéon de ADN y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El método rapido modificado de los protocolos desarrollados por Koentjoro et
al. [25] y Ledesma et al. [26] fue utilizado para la extraccion de ADN de las colonias que
dieron positivo a la tincion de ZN. Resumiendo brevemente el método, dos colonias
fenotipicamente iguales fueron suspendidas en 0.5 ml de Buffer TE 1X. Seguido, estas
se mezclaron con vortex e incubaron en un termobloque a 100 ° C durante 8 min. Luego,
la suspension se centrifugd a 17.000 g durante 5 min y se transfiri6 300 pL del
sobrenadante a un tubo estéril. EI ADN obtenido en el sobrenadante se conservo a 4°C

hasta el momento de la amplificacion por PCR.

La PCR se llevo a cabo en un termociclador ProFlex™ PCR System (Applied
Biosystems™ 4484073), usando GoTag® Flexi DNA Polymerase de Promega®. Las
secuencias de los primers usados en la reaccion se describen en el Cuadro 1. Las
mezclas y condiciones de PCR se han descrito previamente por Hernandez et al. [27],
con la diferencia que en este trabajo se emplearon 5 yL de ADN molde en lugar de 1
uL. Los amplicones se visualizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%
usando el tinte SYBR Safe® DNA gel stain de Invitrogen y posteriormente fueron
enviados al Departamento de Servicios de la Universidad de las Américas (Quito,
Ecuador) para la secuenciacion. Los productos se secuenciaron con el método de

Sanger y se examinaron con el analizador genético ABI 3500xL de Applied Biosystems.



Tabla 1: Descripcion de primers para amplificacion y secuenciacién del gen 16S
rRNA de las bacterias positivas a la tincién de ZN

Temperatura

Gen  Primer Secuencia Nucleoétidos : Referencia
de annealing
5'-
A1F (Forward) CTGGCTCAGGACGAACGCTG- 20-39
16S 3 63 °C [28]
5'-
54R (Reverse) TCTAGTCTGCCCGTATCGCCC- 654-634

3
Realizado por: Johanna Guarango

Las secuencias forward y reverse obtenidas del gen 16S rRNA se ensamblaron
y las secuencias consenso se editaron utilizando la plataforma de Analisis de Genética
Evolutiva Molecular (MEGA) version 11 [29]. Para la identificacion de especies se utilizd
Megablast con la base de datos Nucleotide collection (nt) de la plataforma del Centro

Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI) [30].

Analisis filogenético

Como andlisis adicional para la determinacion de especies se construyd un
arbol filogenético utilizando los datos obtenidos mediante la secuenciacion del
fragmento del gen 16S rRNA. Las secuencias consenso fueron alineadas con 29
secuencias de referencia de Mycobacterium recuperadas de GenBank [31]. La
alineacion de la matriz de datos se realizé con la herramienta MUSCLE [32]. Para la
construccion del arbol se utilizd el método Maximun Likelihood (ML) y el modelo
evolutivo fue seleccionado mediante la herramienta Models del programa MEGA 11. La

precision resultante se midid mediante un bootstrap de 1000 repeticiones.



RESULTADOS

De los 103 peces procesados, ninguno presentd signos de micobacteriosis, sin
embargo, en cuatro de ellos se observé palidez en higado y branquias. Un total de 206
muestras fueron procesadas y se detectd crecimiento de colonias en aquellas
provenientes de siete de las ocho granjas de cultivo evaluadas. En total, 29 aislados
dieron positivo para tincion de ZN. De estos, 27 se visualizaron como bacilos delgados
ligeramente curvados (Figura 1a) y las colonias presentaron las caracteristicas tipicas
del género Mycobacterium, crecimiento lento, produccién de pigmento en unas y
rugosidad en otras (Figura 1b). Las dos colonias restantes presentaron morfologia

cocoide y en medio LJ exhibian un color naranja palido.

T

S

Figura 1: Caracteristicas microscépicas y morfolégicas de colonias micobacterianas.
Realizado por: Johanna Guarango

a) Fotomicrografia de una colonia micobacteriana (aumento de 100x). b) Diversidad de colonias crecidas en
medio LJ: b1) Colonia MY-12 (M. septicum); b2) colonia MY-14 (M. paragordonae/M. gordonae); b3) colonia
SR-18 (M. septicum); b4) colonia blanca MY2-57 (M. septicum) y colonia amarilla MY2x-57 (M.
paragordonae/M. gordonae).



Los detalles fenotipicos de los aislamientos de micobacterias recolectadas en
este estudio se presentan en la Tabla 2. De los 29 aislados totales, 26 se secuenciaron
correctamente para el gen 16S rRNA mientras que los 3 aislados restantes presentaron
cromatogramas con alto ruido. Las dos cepas con forma cocoide se identificaron como
Rhodococcus sp. Las colonias SR-18, SR-21, SR-23, GC-44, GC-47 y GC-49 se
clasificaron como MRC y las demas se clasificaron como MLC. Dentro del grupo de lento
crecimiento, siete colonias (LG-6, MY-14, SR-19, SR-24, MY2x-57, MY2-63 y TA-95b)
se clasificaron como escotocromégenas, debido a que desarrollaron un color amarillo

anaranjado en la incubacion oscura.

Los porcentajes de identidad obtenidos en BLAST se presentan en el Cuadro
2. Las colonias LG-69, MY-14, SR-19, SR-24, SR2p-32, SR2-34, GC-47, MY2x-57,
MY2x-58 y TA-95b presentaron porcentajes de identidad altos (98.5-100%) con dos
especies diferentes. El arbol filogenético del gen 16S rRNA (Figura 2) involucré 54
secuencias de nucleoétidos: 24 secuencias de MNT obtenidas del estudio, 29 secuencias
de Mycobacterium spp. descargadas de GenBank y 1 secuencia de Nocardia aobensis
que fue usada para enraizar. El modelo evolutivo usado para esta estimacion fue el
T92+G. Los valores del soporte nodal son mostrados en las ramas como el porcentaje
de arboles (Frecuencia) en los que los taxones asociados se agruparon. El arbol esta
dibujado a escala, con las longitudes de las ramas medidas en niumero de sustituciones

por sitio.



Tabla 2: Detalles de las colonias positivas a tincion de ZN aisladas en 6rganos de O.

niloticus
Fecha de Granja* ID pezf Cédigo Dias de Especie identificada %
muestreo n = peces colonia  crecimiento Identidad
totales BLAST
recolectados
19/09/2022 G1 6A LG-6" 63 M. seoulense 99.79
n=22
09/02/2023 69A LG-69 17 M. paragordonae/M. gordonae 100
04/10/2022 G2 12A MY-12 14 M. septicum 100
n=10
14A MY-14% 36 M. paragordonae/M. gordonae 100
17/10/2022 G3 18A SR-18 7 M. septicum 100
n=10
19A SR-19Y 35 M. paragordonae/M. gordonae 100
21A SR-21 7 M. septicum 100
23A SR-23 7 M. septicum 100
24A SR-24% 40 M. paragordonae/M. gordonae 100
27A SR-27 35 - Secuencia
no legible
08/11/2022 G4 30A SR2-30 13 M. septicum 99.78
n=16
32A SR2p- 21 M. septicum/M. porcinum 100
32
34A SR2-34 13 M. septicum/M. porcinum 100
29/11/2022 G5 44A GC-44 7 M. llatzerense 100
n=10
44B GC-44b 42 Rhodococcus sp. 100
46B GC-46b 42 Rhodococcus sp. 100
47A GC-47 7 M. septicum/M. porcinum 99.78
49A GC-49 7 M. immunogenum 100
10/10/2022 G6 57A MY2-57 30 M. septicum 99.78
n=10
MY 2x- 30 M. paragordonae/M. gordonae  99.79
57%
58A MY2-58 14 M. septicum 100
MY 2x- 14 M. senegalense/M. 99.79
58 farcinogenes
62A MY2-62 20 M. septicum 100
63A MY2- 42 M. seoulense 99.80
63"
23/03/2023 G7 95B TA- 14 M. vaccae/M. vanbaalenii 98.50
n=10 95b*
97A TA-97 6 - Secuencia
no legible
98A TA-98 14 Secuencia
no legible
102A TA-102 14 M. insubricum 100
103A TA-103 22 M. fortuitum 100
osi042023 . T Mmoo
n=15

Realizado por: Johanna Guarango.

*Granja G1, Comunidad de Lagarto Cocha (LG); granjas G2 y G6, ubicadas en Muyuna (MY) y granjas G3 y G4,
ubicadas en la Comunidad Las Palmas-Sapo Rumi (SR). Granja G5, Comunidad Guinea Chimbana (GC); granja
G7, ubicada en Tena (TA) y granja G8 ubicada en Puerto Napo (PN). Las ubicaciones geograficas se presentan
en la Figura 3.

TLas ID con letra A, refieren al uso de las branquias para el aislamiento; las ID con letra B, refieren al uso de los
homogenizados de higado, bazo y rifidn para el aislamiento.

¥ Colonias escotocromdgenas.
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Figura 2: Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 16S rRNA construido

con el método Maximun Likelihood (ML).
Realizado por: Johanna Guarango

En el arbol se muestran las relaciones entre los aislamientos y otras especies de Mycobacterium descargadas de
GenBank, los cédigos de acceso se muestran entre paréntesis. Bootstrap se replicé 1000 veces.

Los especimenes de rapido crecimiento M. vanbaalenii y M. vaccae, fueron
agrupados con la cepa TA-95b en un clado (color celeste Figura 2) con una frecuencia
alta de 99%. Todas las MLC y M. insubricum fueron agrupadas en un clado con una
frecuencia baja de 37%. Dentro de este gran clado se observan dos grupos mayores: el
grupo de color café que asocia la colonia TA-102 con M. insubricum con un soporte de
100% y el grupo de color rosado donde LG-6 y MY2-63 forman un grupo con M.
seoulense (Frecuencia=91%), mientras que las colonias MY-14, SR-19, SR-24, M2x-57,
LG-69 formaron un grupo con M. paragordonae y M. gordonae con un soporte nodal de
100%. Gran parte de las MRC obtenidas de GenBank junto con 15 colonias aisladas en
el cantén Tena fueron agrupadas en un clado (color verde) medianamente sustentado

(Frecuencia=57%).



En total, ocho micobacterias fueron relacionadas estrechamente con M.
septicum, cinco con M. paragordonael/M. gordonae, tres con M. septicum/M. porcinum,
dos con M. seoulense; y M. llatzerense, M. immunogenum, M. senegalense/M.
farcinogenes, M. vaccael M. vanbaalenii, M. insubricum, M. fortuitum, se los relaciono a

un solo aislado de cada uno.

Las ubicaciones de las granjas de cultivo muestreadas junto con las especies
aisladas se presentan en la Figura 3. M. septicum fue la especie que se identificd en
mas sitios (cinco de ocho localidades), seguido de M. paragordonae/M. gordonae que

se aislaron en cuatro sitios, y M. seoulense en dos.
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Figura 3: Mapa de los puntos de muestreo de O. niloticus junto con el numero de

especies de MNT identificadas.
Realizado por: Johanna Guarango

En la parte inferior izquierda de la figura se detallan las coordenadas de las diferentes localidades.
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DISCUSION

Las infecciones micobacterianas se han reportado en una amplia variedad de
peces de agua dulce y salada [6]. En este estudio no se visualizé ningun sintoma
caracteristico de micobacteriosis, sin embargo, un total de 27 cultivos selectivos de
micobacterias fueron recuperados a partir de 6rganos de O. niloticus de cultivos
localizados en el cantén Tena. Se identificaron seis especies estrechamente
relacionadas con M. seoulense, M. septicum, M. llatzerense, M. immunogenum, M.
insubricum, y M. fortuitum, y ocho especies con homologia identificadas como M.
paragordonae/M. gordonae, M. septicum/M. porcinum, M. senegalense/M. farcinogenes,
M. vaccae/M. vanbaalenii. No obstante, es importante resaltar que del 100% de aislados
micobacterianos (n=27), el 96.30% (n=26) fueron recuperados a partir de las branquias
y no de los homogenizados de higado, bazo y riidn. La piel y las branquias estan en
constante contacto con el agua del cultivo y sus microorganismos por lo tanto, la carga
microbiana en estos tejidos es alta [33]. Por esta razén, para un diagndstico adecuado
de micobacteriosis en peces, debe evitarse el aislamiento a partir de homogenizados
que incluyan piel, branquias o el pescado entero. Las micobacterias asiladas en cultivos
de especies comerciales por Sevim et al. [34], y Gcebe et al. [35], podrian haber estado
presentes de manera pasiva en los tejidos donde fueron recuperadas. Sin embargo, este
tipo de estudios ayudan a pronosticar el desarrollo de micobacteriosis y, de esta manera,
evitar la generacion de pérdidas econdémicas en la piscicultura por la destruccion total
de los cultivos afectados. Se ha informado casos de éxito en el tratamiento de
infecciones causadas por especies del género Mycobacterium en peces ornamentales
utilizando antibiéticos [36], no obstante, el uso de estos farmacos en peces comerciales
esta estrictamente regulado en diversos paises debido al desarrollo y transferencia de
mecanismos de resistencia entre especies bacterianas, algunas de las cuales también
son patégenos para los seres humanos [37]. Por lo tanto, hasta el momento, la profilaxis

sigue siendo la mejor opcion para el control de la micobacteriosis.

La deteccion de Rhodococcus sp. en los 6rganos de las tilapias concuerda con
investigaciones anteriores que han establecido al género Rhodococcus como parte de
la microbiota intestinal benéfica de peces, asi como su potencial uso como probidtico en

la acuicultura [38].
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Las especies M. paragordonae y M. gordonae han sido reportadas en brotes
de micobacteriosis en cultivos de carpas koi, en esturiones y en peces guppy, en donde
se visualizaron granulomas caracteristicos de la infeccion [15,39,40]. M. fortuitum es la
especie mayormente relacionada con infecciones micobacterianas, se ha detectado en
peces ornamentales [41], en granjas de cultivo de lisa blanca [42], asi como, en granjas
de cultivo de tilapia del Nilo en México, en donde M. fortuitum se la asocié como una de
las principales especies en producir mortalidad [19]. Un total de cinco aislados de M.
paragordonae/M. gordonae fueron recuperados de cuatro de las siete diferentes
localidades muestreadas, y, pese a que no se llegé a visualizar ninguna anomalia, no
se debe descartar la presencia de la infeccién, pues, se conoce que la micobacteriosis
puede no producir signos clinicos [8]. De igual manera, aunque se obtuvo un solo
aislado, M. fortuitum representa un riesgo econémico para los piscicultores de la zona
por los reportes previamente mencionados de la alta mortalidad asociada a la formacion
de granulomas en 6rganos internos durante una infeccidn cronica [43,44]. Se debe tener
presente que las condiciones ambientales y el estrés ocasionado por la mala calidad del
agua o la alta densidad de cultivo (comunes en la piscicultura) son factores importantes
en la activaciéon de la enfermedad [5]. En la literatura, no se ha encontrado reportes de
micobacteriosis en peces por M. septicum, M. llatzerense, M. seoulense, M.
immunogenum, M. porcinum, M. senegalense/M. farcinogenes, M. insubricum, M.

vaccae/M. vanbaalenii.

Las MNT identificadas en los cultivos de O. niloticus, también representan un
riesgo para la salud publica por el potencial zoonético de algunas especies. Las
infecciones pueden producirse por la exposicion de una herida abierta a fuentes de agua
contaminada o por lesiones causadas por aletas de pescados contaminados [13]. Se
conoce que M. gordonae, M. porcinum, M. senegalense/M. farcinogenes 'y M. fortuitum
pueden causar lesiones cutaneas dolorosas como nddulos violaceos, abscesos, celulitis
o foliculitis con diferentes grados de riesgo, en personas inmunocompetentes e
inmunodeprimidas [45—49], mientras que M. llatzerense solo se ha reportado en
pacientes inmunocomprometidos [50]. Por esta razoén, la manipulacion de los peces en
los cultivos y el pescado crudo, debe realizarse usando medidas de proteccion. M.
insubricum ha sido aislado de muestras de esputo, no obstante, todos los aislados
demostraron poca importancia clinica [51]. Mientras tanto, M. paragordonae, M.
septicum, M. llatzerense, M. seoulense, M. immunogenum, M. porcinum, y M. fortuitum
pueden producir infecciones pulmonares importantes [52—56]. Sin embargo, el riesgo de

contagio para los trabajadores del sector acuicola es bajo, debido a que la infeccion
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pulmonar se desarrolla por la ingesta del agua contaminada [57]. De igual manera, las
MNT aisladas de O. niloticus no plantean riesgos importantes en términos de seguridad
alimentaria, dado que estos pescados son sometidos a coccion antes de ser consumidos
[34]. Por otro lado, aunque la mayoria de micobacterias aisladas en este estudio son
consideradas micobacterias ambientales, la busqueda y el hallazgo de nuevas MNT
puede conllevar al descubrimiento de especies benéficas estimulantes del sistema
inmune y para el desarrollo de tratamientos de enfermedades. Un ejemplo de esto es
M. vaccae, que se esta estudiando principalmente para su uso como agente
inmunoterapéutico en el tratamiento de la tuberculosis, el cancer, el asma, la dermatitis
atopica y la psoriasis [58-62]. Del mismo modo, estudios realizados en ratas mencionan
el potencial de M. vaccae en la microbiota intestinal para reducir el estrés mejorando la
inmunomodulacién en el sistema nervioso central y estimulando la produccion de

serotonina [63—65].

El tiempo de crecimiento de algunas colonias aisladas en el estudio difirio del
tiempo reportado en articulos. M. llatzerense, M. septicum, M. senegalense/M.
farcinogenes, M. porcinum, M. vaccaelM. vanbaalenii, M. insubricum, M. imnmunogenum,
y M. fortuitum son clasificadas como MRC, pero, solamente los aislados SR-18, SR-21,
SR-23, GC-44, GC-47 y GC-49 tardaron 7 dias en crecer. Este resultado puede estar
relacionado con la incubacion de las muestras a temperatura ambiente empleado en el
estudio, y de acuerdo con Runyon, algunas micobacterias pueden presentar crecimiento
rapido a una temperatura de 37°C [11]. Por otro lado, la entidad de las colonias que
dieron un porcentaje de identidad alto (98-100%) con dos especies, deben aclararse en
estudios a futuro. Aunque el analisis del gen 716S rRNA es ampliamente utilizado en la
deteccion de micobacterias, la alta conservacion de este gen limita su utilidad para
diferenciar especies estrechamente relacionadas [8]. Por ejemplo, M. paragordonae y
M. gordonae comparten un 99% de homologia de secuencia del gen 16S rRNA [66], de
igual manera, M. septicum con M. porcinumy M. senegalense con M. farcinogenes estan
estrechamente relacionados [67]. Los objetivos genéticos para la deteccion molecular
de micobacterias que pueden ser usados para la determinaciéon especifica a nivel de
especie son la proteina de choque térmico 65 (hsp65) y los genes de la subunidad B de

la ARN polimerasa (rpoB) [15].
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CONCLUSIONES

Un total de seis especies fueron identificadas estrechamente relacionadas con
M. seoulense, M. septicum, M. llatzerense, M. immunogenum, M. insubricum, y M.
fortuitum, y ocho especies con homologia identificadas como M. paragordonae/M.
gordonae, M. septicum/M. porcinum, M. senegalense/M. farcinogenes, M. vaccae/M.
vanbaalenii, de granjas de cultivo de O. niloticus ubicadas en el cantéon Tena. Hasta la
fecha, este es el primer estudio que informa sobre el aislamiento de MNT en cultivos de

peces comerciales en el pais.

Las especies M. paragordonae/M. gordonae y M. fortuitum son capaces de
amenazar la piscicultura emergente de tilapias de Nilo de Napo por la inminente

activacion de la micobacteriosis ante factores de estrés.

El aislamiento de MNT a partir de las branquias demostré ser una alternativa
factible para la recuperacion de estos microorganismos y la prevencion de futuros

escenarios catastroficos en el sector piscicola.

Gran parte de las MNT identificadas son especies potencialmente patéogenas
para humanos inmunocompetentes e inmunocomprometidos. Por tal razén, los
piscicultores deben establecer mejores medidas de manipulacion para evitar la
exposicion directa de heridas abiertas con el agua y reducir el riesgo de lesiones

causadas por las aletas
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