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Resumen

La Weiselosis es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria Gram positiva
Weissella tructae (anteriormente Weissella ceti), reconocida como un patdgeno
emergente en la acuicultura. Este microorganismo ha sido asociado con cuadros
hemorragicos en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) cultivada en China, Brasil,
México, Estados Unidos y Peru. Su alta capacidad de transmision y la elevada mortalidad
que produce la convierten en un importante desafio sanitario para la produccion
piscicola, aunque aun se conoce poco sobre sus caracteristicas gendémicas y
mecanismos de virulencia.

En el presente estudio se analizaron 651 muestras de tejidos de trucha arcoiris
recolectadas en seis departamentos de Colombia: Risaralda, Antioquia, Huila,
Cundinamarca, Boyaca y Santander. De estas, se obtuvieron 310 aislamientos
compatibles con Weissella sp. Las colonias sospechosas fueron confirmadas mediante
PCR especifica y posteriormente identificadas a nivel molecular a través de la
amplificacion del gen 16S rDNA.

Los aislamientos representativos de cada region fueron secuenciados mediante Whole
Genome Sequencing (WGS), y el analisis filogenético reveld una identidad genética
superior al 99 % con Weissella tructae. Las cepas colombianas difirieron Unicamente en
cinco sitios y resultaron idénticas entre si, compartiendo ademas mas del 99 % de
homologia con genomas previamente reportados en aislamientos de Brasil, México y

Estados Unidos.

Palabras clave: Weissella, Trucha arcoiris, Genomas comparativos.



Abstract

Weissellosis is an infectious disease caused by the Gram-positive bacterium Weissella
tructae (formerly Weissella ceti), recognized as an emerging pathogen in aquaculture.
This microorganism has been associated with hemorrhagic outbreaks in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) farmed in China, Brazil, Mexico, the United States, and Peru. lts
high transmission capacity and elevated mortality rates make it a major veterinary
challenge, although little is still known about its genomic characteristics and virulence

mechanisms.

In this study, a total of 651 tissue samples from rainbow trout were analyzed from six
departments in Colombia: Risaralda, Antioquia, Huila, Cundinamarca, Boyaca, and
Santander. From these samples, 310 isolates compatible with Weissella sp. were
obtained. The suspected colonies were confirmed using species-specific PCR and
subsequently identified at the molecular level by amplification of the 16S rDNA gene.

Representative isolates from each region were subjected to Whole Genome Sequencing
(WGS), and phylogenetic analysis revealed a genetic identity greater than 99% with
Weissella tructae. The Colombian strains differed in only five nucleotide sites and were
identical to each other, sharing over 99% homology with genomes previously reported

from isolates obtained in Brazil, Mexico, and the United States.

These findings confirm, for the first time, the presence of W. tructae in farmed rainbow
trout in Colombia, providing molecular evidence of its occurrence and highlighting the
need to strengthen sanitary surveillance and genomic studies within the national

aquaculture sector.

Keywords: Weissella, rainbow trout, comparative genomics.
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1. Introduccioén

El género Weissella pertenece al grupo de bacterias acido-lacticas y fue propuesto como
un nuevo género en 1993 tras estudios taxonomicos del grupo Leuconostoc
paramesenteroides (1). Hasta la fecha, se han descrito al menos 18 especies
pertenecientes a este género, muchas de las cuales han sido aisladas de una amplia
gama de habitats, como vegetales fermentados, productos carnicos, tractos
gastrointestinales de animales, insectos y humanos (2,3). Si bien la mayoria de las cepas
de Weissella son consideradas comensales o con potencial probiotico, se han reportado
casos raros de bacteriemia en humanos y animales asociados a especies como W.

confusa 'y W. cibaria (4).

Algunas especies de Weissella han sido recientemente implicadas en enfermedades
emergentes. En 2009, se reportd en China un brote de enfermedad hemorragica en
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) asociado a Weissella, con altas tasas de
mortalidad. En 2011 Vea et al. realizaron un estudio del microbiota en cuatro 6érganos
diferentes en ballenas picudas y encontraron aislamientos de bacterias gran positivas,
en forma de cocobacilo, los analisis filogenéticos del gen 16s rRNA, mostraron una
similitud con Weissella viridescens y Weissella minor proponiendo unas nueve especies
del género Weissella, Weissella ceti sp. nov. (5). Posteriormente, se presentaron brotes
compatibles con Weiselosis similares en Brasil, Estados Unidos y México. Las cepas
aisladas de peces en distintos paises presentaron una alta similitud genética, lo que llevé

a describir la enfermedad emergente como "Weiselosis" (6).

Weissella sp. se caracteriza por ser un bacilo grampositivo, catalasa negativa, no
esporulado, con morfologia coco-bacilar y hemodlisis alfa. En peces infectados,
especialmente trucha arcoiris, se han observado signos clinicos como hemorragias
agudas, septicemia, exoftalmia, distensién abdominal y opacidad corneal. A nivel interno,
se detectan branquias palidas, lesiones hepaticas multifocales y hemorragias en 6rganos

como la vejiga natatoria y el corazon (5).



Figueiredo et al. (2022) realizaron analisis gendmicos comparativos entre cepas de
Weissella aisladas en truchas en Brasil y México, comparandolas con W. ceti aislada de
ballena picuda. Los resultados mostraron una similitud del 98.7% entre las cepas de
peces sudamericanos, pero solo un 24.4% con W. ceti. Esta marcada diferencia genética
y fenotipica llevé a proponer una nueva especie denominada Weissella tructae sp. nov.,

asociada exclusivamente a truchas arcoiris (7).

El objetivo de este trabajo es realizar un analisis filogenético de cepas de Weissella
tructae aisladas en truchas arcoiris cultivadas en Colombia entre 2020 y 2024, y
compararlas con cepas de referencia internacionales como Weissella tructae W-1
(CP075544.1) y Weissella ceti CECT 7719 (CP074441.1), con el fin de establecer
relaciones genéticas entre cepas de distintas ubicaciones geograficas y determinar
patrones que contribuyan al conocimiento epidemiologico de esta bacteria, lo que
permitira fortalecer los diagnésticos, mejorar los sistemas de vigilancia sanitaria y disenar
estrategias preventivas mas efectivas, promoviendo una produccion mas sostenible y

segura.



2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Analizar filogenéticamente los genomas de Weissella tructae aislados en trucha a

durante el periodo comprendido entre el 2020 al 2024.
2.2. Objetivos especificos

e Analizar y confirmar la identificacion de aislados de Weissella spp. en trucha
arcoiris de diferentes regiones de Colombia en periodo del 2020 al 2024.

e Caracterizar microbiolégicamente los aislamientos de Weissella spp. obtenidos en
trucha arcoiris de diferentes regiones de Colombia en periodo del 2020 al 2024.

e Analizar filogenéticamente de acuerdo con la ubicacion geografica y origen los

genomas de Weissella tructae aisladas de trucha en los periodos de 2020 al 2024.



3. Marco de referencia

3.1. Weissella sp.

La Weiselosis es una enfermedad emergente causada por Weissella tructae y a sido
reportada en China, Brasil y Estados Unidos. El origen de la bacteria asociada a los
brotes es desconocido, sin embargo, la aparicion de Weissella en los diferentes
continentes sugiere que es un patégeno emergente y por ello es necesario centrarse en
la prevencién de la propagacion en las industrias de las truchas arcoiris. Esta enfermedad
puede presentarse rapidamente en cultivo intensivo de truchas resultando en una alta
mortalidad en peces de engorde causando pérdidas econdémicas significativas (2,8).
Miembros del género Weissella han sido aislado de diferentes fuentes como lo son
vegetales frescos, carnes, productos carnicos, alimentos fermentados. Ademas, algunas
especies como W. confusa fue aislada de rostros humanos, fluidos peritoneales, pared
abdominal de pacientes y en sangre de pacientes con endocarditis infectiva (9) y en un
primate que presentaba una infeccién sistémica y W. cibaria fueron aisladas en muestras

clinicas de humanos y animales (5,10).
3.2. Biologiay caracteristicas de Weissella sp.

En 1993 Collins y sus colegas fueron los primeros en designar el género Weissella,
después de realizar estudios taxondmicos sobre microorganismos atipicos similares a

Leuconostoc, los cuales provenian de salchichas fermentadas producidas en Grecia (1).

Pertenece al phylum Firmicutes, clase Bacilo, orden Lactobacillales y familia
Leuconostocacea. Se caracterizan por ser Gram positivas, catalasa negativa, no
formadoras de endosporas y presentan una morfologia en forma de cocobacilo. Son
bacterias acido-lacticas. La mayoria de las especies son consideradas no patégenas a
diferencia de W. confusa que es patégeno oportunista en humanos y W. ceti como

patdégeno emergente en truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (11). Su crecimiento en



agar sangre se observan colonias redondas, opacas, hemodlisis a, ligeramente convexa
(5,6,12).

Son quimiorganotrofos facultativamente anaerobias con un metabolismo estrictamente
fermentativo. Estas bacterias no poseen citocromos y llevan a cabo la fermentacion de
la glucosa de forma heterofermentativa, utilizando las rutas del monofosfato de hexosa y
de la fosfocetolasa. Los productos finales de esta fermentacion incluyen acido lactico
(algunas especies producen exclusivamente el isomero D(-), mientras que otras generan
tanto D(-) como L(+)), diéxido de carbono (CO,), etanol y/o acetato Tabla 1(3,13).

Tabla 1. Tabla comparativa con informacion fenotipica y quimica de Weissella ceti y
Weissella tructae, dos especies asociadas cominmente con infecciones en peces,

especialmente truchas:

Caracteristica Weissella ceti Weissella tructae
Ambiente de Peces de agua dulce Trucha arcoiris
aislamiento (principalmente trucha arcoiris, (Oncorhynchus mykiss)
Oncorhynchus mykiss)

Metabolismo Fermentativo, Fermentativo,
heterofermentativo heterofermentativo

Produccion de Isdmero D(-) predominante Isdbmero D(-) predominante

acido lactico

Crecimientoa15°C | Si Si

Crecimiento a42- | No No

45°C

Hidrdlisis de Positiva Negativa

esculina

Produccién de NH; | Negativa Negativa

a partir de arginina

Produccion de No reportada No reportada

dextrano

Movilidad No No

Catalasa Negativa Negativa

Gram Positiva Positiva

Asociacion Agente emergente de Aislada de truchas

patoloégica enfermedad sistémica en enfermas (rol patégeno
truchas menos claro)

Genoma Si (disponible en GenBank) Si (también disponible)

secuenciado
Fuente: (3,6,13,14)



Estas bacterias presentan exigencias nutricionales complejas, requiriendo péptidos,
aminoacidos, carbohidratos fermentables, acidos nucleicos, acidos grasos y vitaminas
para su desarrollo. Todas las especies del género Weissella son capaces de crecer a 15
°C, y algunas pueden tolerar temperaturas de hasta 42-45 °C. La produccion de
dextrano, la hidrélisis de esculina y la generaciéon de amoniaco a partir de arginina son

caracteristicas fenotipicas variables entre especies, Utiles para su identificacion (11).

3.3. Etiologia y antecedentes

El género Weissella fue aislado por primera vez en una granja de truchas en china, sin

embargo, la identificacion no llegé hasta especie (13). En el 2011, Vela et al, realizaron



un estudio del microbiota de ballena picuda (Mesoplodon bidens), y obtuvieron 9
aislamientos de diferentes drganos en cuatro animales; la caracteristica morfolégica fue
colonias Gram positivas, catalasa negativa y forma de bastdn corto o cocoide. En los
analisis moleculares y filogenéticos mostraron una similitud del 96.3% y 96% a Weissella
viridescens y Weissella minor. De acuerdo con la evidencia basada en la filogenia, en
sus caracteristicas fisioldgicas y fenotipicas propusieron una nueva especie denominada

Weissella ceti sp. Nov. (5).
3.3.1. Estudios de brotes de Weiselosis en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

En 2009 se reportd un brote causado por una nueva cepa de Weissella sp., que afectd
una granja de produccion de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en China durante
2007. Los peces presentaban hemorragias en los ojos, la region anal, el intestino y la
pared abdominal, asi como petequias hepaticas. Los aislamientos bacterianos obtenidos
mostraron caracteristicas compatibles con Weissella sp.: bacterias Grampositivas,
catalasa-negativas, inmdviles y con morfologia de bacilos cortos e irregulares. El analisis
filogenético del gen del ARN ribosomal 16S reveldé que los aislados estaban

filogenéticamente relacionados con W. halotolerans, W. viridescens 'y W. minor (13).

En Brasil, Figueiredo et al. (2012) documentaron brotes en tres granjas de trucha arcoiris
situadas en diferentes estados, durante los afios 2008 y 2009. Los peces afectados
presentaban anorexia, letargia, exoftalmia, ascitis y hemorragias orales y linguales. Los
aislamientos correspondieron a cocos Gram positivos, catalasa y oxidasa negativos, con
actividad hemolitica alfa variable. Los andlisis moleculares mostraron un 98 % de similitud
con una cepa previamente aislada en China, destacando su relevancia en sistemas de
produccion intensiva y evidenciando la expansion del patégeno al continente

sudamericano.

En 2011 se present6 un brote en una granja de truchas en Estados Unidos. Los signos
clinicos incluyeron oscurecimiento del tegumento, nado errético y letargico, exoftalmia
bilateral, opacidad corneal, hemorragia ocular, ruptura corneal y en algunos casos,
hemorragia cerebral. El andlisis del gen 16S rRNA revel6 un 99 % de similitud con las

cepas aisladas en brotes previos de China y Brasil (6).



Ese mismo afio, Japon reportd brotes de Weiselosis en una granja ubicada en el sur del
pais. Las condiciones comunes a estos eventos incluyeron el uso de estanques de
concreto y temperaturas del agua entre 16 y 20 °C. Los peces afectados presentaron
signos clinicos similares a los reportados en brotes anteriores de W. ceti en otros paises.
Es relevante destacar que el primer brote en Japén coincidié temporalmente con el brote
en Estados Unidos, lo cual sugiere una posible diseminacién internacional del patégeno
(16).

Paralelamente, Vela et al. (2011) describieron formalmente la especie Weissella ceti,
aislada de una ballena picuda varada en Europa. Aunque no se reportd su patogenicidad
en peces, este estudio proporcion6 una base taxondémica importante para futuras

investigaciones en ambientes acuaticos (5).

En 2015, en la Ciudad de México, Castrejon-Najera reportd por primera vez un brote de
Weiselosis en el que se registré una mortalidad del 60 % en una poblacién de 20,000
truchas arcoiris. Los signos clinicos incluyeron oscurecimiento del tegumento, distension
abdominal, exoftalmia, opacidad corneal, manchas hepaticas blancas diseminadas y
hemorragias en la vejiga natatoria y ovarios. Los analisis bacteriologicos evidenciaron
colonias pequefas, blancas, circulares y lisas, con morfologia de cocobacilos Gram
positivos irregulares. El analisis filogenético mostré un 99.4 % de similitud con Weissella sp.
17).

En 2018, Medina et al. reportaron por primera vez la presencia de Weiselosis en seis
granjas de trucha ubicadas en el Lago Titicaca, Peru, con una mortalidad del 60 %. Los
peces afectados presentaron exoftalmia unilateral o bilateral, hemorragias oculares y
melanosis. La necropsia reveldé hemorragias severas en vejiga natatoria, cerebro, higado
y musculo, ademas de esplenomegalia y congestion intestinal. El cultivo microbioldgico
en agar sangre mostro colonias circulares planas con bordes lisos y zona de a-hemodlisis.
El analisis molecular y bioquimico confirmé la presencia de Weissella ceti, sin variaciones

genéticas entre los aislamientos peruanos (14).

En 2020, Vasquez-Machado et al. reportaron la presencia de W. ceti en Colombia. El

brote afect6 varias granjas que compartian una fuente hidrica comun, con temperaturas



superiores a 17 °C. Se observaron signos clinicos como letargia, anorexia y nado erratico
cerca de la superficie o contra las paredes. Los andlisis bacteriologicos revelaron colonias
blancas con actividad a-hemolitica; la tincion de Gram mostré cocobacilos Gram positivos,
y las pruebas bioquimicas indicaron catalasa negativa. El analisis molecular confirmé que

los aislamientos correspondian a Weissella ceti (12).

La aparicion de W. ceti en distintos continentes en un periodo relativamente corto pone
en evidencia su caracter emergente y su creciente distribucion geografica. Se han
identificado diferencias significativas en la virulencia, caracteristicas fenotipicas y
genomicas entre las especies del género Weissella, o que subraya la necesidad de
estudios comparativos para desarrollar estrategias eficaces de diagnoéstico, prevencion

y control (16).
o Patogénesis

Weissella ceti, cepa aislada inicialmente de una ballena picuda, crece a temperaturas
moderadas (~22 °C) pero no a 15 °C. En contraste, su principal hospedador, la trucha
arcoiris, tolera rangos térmicos de 9 a 15 °C, experimentando estrés progresivo a
temperaturas superiores (5,18).

La capacidad de W. ceti para colonizar multiples érganos como cerebro, bazo, higado,
rifién e intestino, su alta tasa de transmisién acuatica y distribucion geografica global
sugieren una adaptaciéon patogénica, diferencidandose de otras especies del género
Weissella. La enfermedad se ha asociado con temperaturas cercanas a 15 °C, que
inhiben el crecimiento de la cepa aislada de ballena, apoyando la hipotesis de
especializacién en hospedadores acuaticos (6,19).

La Weiselosis afecta principalmente a peces adultos (0.5-1.0 kg), con mortalidad

creciente en funcion del peso corporal (6,8,15).

En brotes en China, Brasil y EE.UU., temperaturas elevadas favorecieron la enfermedad,
y las cepas demostraron capacidad de crecimiento hasta 45 °C, posiblemente vinculada
a mayor virulencia y adaptaciéon ambiental, especialmente bajo estrés térmico en cultivos

intensivos (20).



Los signos clinicos incluyen exoftalmia unilateral/bilateral, hemorragias oculares y
melanosis. Necropsias evidenciaron hemorragias severas en vejiga natatoria, cerebro,
higado y mdusculo, esplenomegalia y congestion intestinal. La histologia mostrd
hemorragia retrobulbar con infiltracion macrofaga, necrosis multifocal, meningitis,
esplenitis y epicarditis. Ensayos experimentales confirmaron la patogenicidad de W. ceti

en trucha arcoiris (Figura 1) (3,6,12).

La consistencia en signos clinicos y alta mortalidad sugiere que, sin medidas de control,

la Weiselosis puede causar pérdidas econdmicas significativas (12).

Figura 1. Lesiones macroscépicas de érganos en Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). A. Exoftalmia

B. Petequias en higado C y D Hemorragia en Vejiga natatoria y rifion. Imagen de autor

Figueiredo et al. (2015) compararon genomas de tres cepas brasilefias de (WS08, WS74
y WS105), identificando genes de virulencia como hemolisinas, adhesinas y sistemas de
secrecion, junto a islas de patogenicidad y genes de resistencia antibiotica, incluyendo
bombas de eflujo multidroga. Este repertorio genético facilita la adaptacion ambiental y
la evasién inmunitaria. Asimismo, se detectaron genes relacionados con adaptacion al

frio, que podrian explicar la infeccion en ambientes frios (20).



e Analisis moleculares para la identificacion de Weissella sp.

La identificacion de Weissella spp. se han confirmado mediante caracterizacion
fenotipica y secuenciacion del gen del ARNr 16S (21). El genoma de Weissella ceti, esta
conformado por un cromosoma circular de 1,355,853 pares de bases (bp) y tiene un
contenido de G+C de 40.78%. Se han identificado 1365 genes, de los cuales estén
divididas en: 1,269 secuencias codificantes putativas. 1 Pseudogén con una mutacion de
cambio de marco en comparacion con el genoma de W. ceti NC36, 19 ARN ribosomales
(rRNAs), que representan 6 operones completos de rRNA mas un gen adicional de 5S,
75 ARN de transferencia (tRNAs), de los cuales 2 no pudieron ser determinados, 1 ARN

mensajero de transferencia (tmRNA) Figura 1 (8,15).

A T " B W

Figura 2. Genoma de Weissella ceti aislados de Trucha arcoiris en Brasil. Tomado de Figueiredo et al. 2015

Snyder et al. (2024) propusieron dos herramientas clave para el diagnéstico de Weissella
ceti, identificada en Estados Unidos. La primera es una PCR duplex, que amplifica
secuencias especificas tanto del género Weissella como de la cepa W. ceti. Esta técnica
permite la deteccion rapida de la bacteria en cultivos bacteriolégicos y tejidos infectados,

sin necesidad de realizar la secuenciacion del gen 16S rRNA (22).

Entre las ventajas del uso de esta PCR convencional se destaca su capacidad para
proporcionar una identificaciéon rapida y econémica, reduciendo los costos y el tiempo



asociado con métodos moleculares mas complejos. Ademas, contribuye a prevenir
errores en la identificacion, al evitar la confusién con otras bacterias Grampositivas
fenotipicamente similares, como especies del género Streptococcus. Esta técnica
también permite diferenciar W. ceti de otras cepas o especies dentro del mismo género,
facilitando la deteccion de variantes emergentes o potencialmente patdégenas. Su alta
especificidad garantiza que no se amplifiquen otras bacterias, lo que se traduce en
resultados confiables. Asimismo, su aplicacién en muestras de campo la convierte en
una herramienta util para confirmar infecciones directamente en tejidos recolectados
durante brotes (22).

La segunda herramienta es la qPCR (PCR cuantitativa), disefiada para cuantificar la
carga bacteriana directamente en tejidos infectados mediante un locus especifico de W.
ceti. Esta metodologia no solo permite medir la carga del patégeno, sino que también
resulta fundamental en estudios epidemiologicos para comprender la dinamica de la
infeccion. Entre los beneficios de la gPCR se encuentra su capacidad para proporcionar
una cuantificacion precisa de la carga patégena sin necesidad de un cultivo previo, lo
que simplifica y acelera el proceso diagnéstico. Ademas, posee una alta sensibilidad,
capaz de detectar niveles bacterianos bajos que podrian pasar desapercibidos con
métodos tradicionales. Los resultados obtenidos mediante gqPCR muestran una fuerte
correlacion con los conteos de unidades formadoras de colonias (CFU), lo que valida su
precision. Esta técnica también es altamente flexible, ya que permite el andlisis de tejidos
frescos, congelados o conservados en RNAlater, lo cual facilita el manejo de muestras
desde el campo. Asimismo, su uso en estudios epidemioldgicos contribuye a identificar
rutas de transmision y a comprender la dispersion espacial y temporal del patégeno. En
conjunto, estas dos herramientas —la PCR convencional y la gqPCR— representan
avances significativos en el diagndstico, monitoreo y control de la Weiselosis en sistemas

acuicolas, al permitir una deteccion temprana y precisa de Weissella ceti (22).

En este contexto, el uso de herramientas genémicas ha sido esencial para diferenciar
entre W. cetiy W. tructae, especialmente en regiones donde los métodos tradicionales

de fenotipificacion resultan insuficientes para una identificacion precisa (16,20,21).



3.4. Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

o Caracteristicas morfolégicas de Trucha arcoiris

Figura 3. Representacion grafica de Trucha Arcoiris

Taxonomia:

Reino: Animalia
Phylum: Craniata
Clase: Actinopterygii
Orden: Salmoniformes

Familia: Salmonidae



Género: Oncorhynchus
Especie: Oncorhynchus mykiss
Nombre comun: Trucha arcoiris

La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss Richardson, 1836) es un pez de la familia de
los salmonidos, caracterizado por su cuerpo alargado y fusiforme, asi como por una
cabeza relativamente pequena que termina en una boca grande, puntiaguda y hendida
a la altura de los ojos. Esta boca posee una fila de dientes fuertes en cada mandibula, lo

que le permite sujetar con firmeza a sus presas.

En la parte media del cuerpo se encuentra la primera aleta dorsal, compuesta
unicamente por radios blandos. Detras de esta aparece una pequefia aleta adiposa, cuya
funcion aun no se conoce con certeza. En la parte ventral, justo enfrente de la aleta
adiposa, se sitla la aleta anal. Ambas aletas contribuyen a la direccién del nado,

actuando como timoén.

Las aletas pares incluyen las pectorales, ubicadas en la parte anterior del cuerpo y
responsables de la estabilidad, y las pélvicas o ventrales, localizadas hacia la zona medio
posterior, que funcionan como remos. El cuerpo termina en una aleta caudal homocerca,

que cumple una funcién propulsora.

El nombre cientifico del género Oncorhynchus significa "nariz ganchuda", una
caracteristica especialmente pronunciada en los machos durante la época reproductiva,

cuando desarrollan un abultamiento o gancho en la mandibula inferior (prognatismo).

El nombre comun "arcoiris" proviene de la presencia de numerosos puntos negros
distribuidos por el cuerpo y una banda iridiscente que recorre los flancos del pez. Esta
coloracién puede variar durante la madurez sexual, observandose un notable

oscurecimiento en los machos (23).

o Produccion de trucha



La trucha arcoiris es originaria de las cuencas hidrograficas que desembocan en el
océano Pacifico en América del Norte, desde Alaska hasta México. A partir de 1874, esta
especie fue introducida en cuerpos de agua de todos los continentes, con excepcion de
la Antartida, principalmente con fines recreativos para la pesca deportiva y para el
desarrollo de la acuicultura. Su produccion experimentd una gran expansion en la década
de 1950, gracias a la introduccién de alimentos paletizados. Actualmente, las pesquerias
de trucha se mantienen activas, o bien se practica su cultivo, en regiones altiplanicas de

diversos paises tropicales y subtropicales de Asia, el este de Africa y Sudamérica (24,25).

Durante las dos ultimas décadas (2000-2020), la produccién acuicola a nivel mundial ha
experimentado un crecimiento significativo, pasando de aproximadamente 40 millones
de toneladas en el afio 2000 a 87.5 millones de toneladas de animales acuaticos en 2020,
destinados principalmente al consumo humano. Este aumento representa un notable
incremento del 120%. Segun datos de 2022, tanto la pesca extractiva como la acuicultura
han contribuido a este crecimiento, especialmente en Asia, donde la acuicultura ha

registrado una notable expansion (26).

El consumo anual de pescado por persona es de solo 4,5 kg, debido a que la poblacion
rural no lo consume habitualmente. Ademas, existe poca informacién sobre las especies

icticas autoctonas de aguas frias (26).

e Trucha arcoiris y su produccion en Colombia

La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es una especie foranea cuya poblacién se
mantiene mediante la importacién continua y masiva de ovas, principalmente desde
centros de produccion en Estados Unidos hacia zonas de cultivo en regiones de alta

montana en Colombia. Esta dinamica ha consolidado a la trucha arcoiris como una de



las especies mas relevantes en la acuicultura de aguas continentales del pais. Su
introduccion data de 1939, cuando fue liberada en el Lago de Tota (Boyaca), con el
propdsito de repoblar cuerpos de agua de uso publico en la regién Andina para la practica
de la pesca deportiva. En la actualidad, el departamento de Antioquia lidera la produccion

nacional, seguido por Cundinamarca y Boyaca (27,28).

El lago Tota, ubicado a 3.020 metros sobre el nivel del mar, alberga especies autdctonas
como Pygidium bogotense y Grandulus bogotensis, ademas de la trucha arco iris,
introducida en 1939, inicialmente en este lago y posteriormente en el embalse Neusa y
otras masas de agua continentales. Entre 1982 y 1987 se introdujeron aproximadamente
cuatro millones de alevines de trucha arco iris. La trucha arco iris es la Unica especie de
agua fria cultivada en regiones frias de los departamentos de Quindio, Risaralda, Caldas,
Antioquia, Santander, Boyaca y Cundinamarca, Actualmente, la produccién se ha
extendido a departamentos como Cauca, Huila, Narifio, Santander, Norte de Santander
entre otros. El area cultivada abarca aproximadamente 15 hectareas, con sistemas de
produccién en estanques de tierra, recubiertos con geomembrana o revestidos en
concreto. El suministro de agua generalmente se realiza por gravedad, en grandes
volumenes y con altos recambios. Se emplean alimentos concentrados con un 48 % de
proteina para la fase de iniciacion y un 45 % para el crecimiento, con o sin pigmentos,
sin el uso de fertilizantes. La densidad de cultivo es de aproximadamente 60 peces por
metro cubico, lo que equivale a una carga de 0.18 a 0.24 kg/m?. El rendimiento productivo
estimado es de alrededor de 300 kg/m? por afio. Ademas, también se desarrollan cultivos

en jaulas flotantes ubicadas en lagos naturales y represas de aguas frias (27).

Con el fin de impulsar el desarrollo del sector acuicola en Colombia, se han
implementado diversas politicas publicas, entre las cuales destaca la creacion de la
Autoridad Nacional de Acuicultura y Pesca (AUNAP). Esta entidad tiene como propésito

fortalecer y promover la actividad acuicola en el territorio nacional.

Colombia cuenta con una superficie total de 2.070.408 km?, compuesta por 1.141.748

km?2 de superficie terrestre y 928.660 km? de superficie maritima, incluyendo 1.600 km de



litoral en el mar Caribe y 1.300 km en el océano Pacifico centro-oriental, segun datos del
Instituto Geografico Agustin Codazzi (IGAC). Estas caracteristicas geograficas brindan

condiciones propicias para el desarrollo de la acuicultura (27).

Ademas, el pais presenta ventajas naturales significativas, entre ellas:

i) La presencia de multiples cuencas hidrograficas que garantizan la disponibilidad de
recursos hidricos.

ii) La existencia de embalses y cuerpos de agua naturales aptos para el cultivo de
especies acuaticas.

iii) Condiciones climaticas con niveles de precipitacion y temperatura éptimos para el
desarrollo y cultivo de especies de peces tropicales.

iv) Cuerpos de agua con un pH superior a 7,5 y altos niveles de oxigeno disuelto,

condiciones ideales para el desarrollo acuicola (29).

En enero de 2025, Colombia ha logrado un aumento en las intenciones de exportaciones
de productos pesqueros, con un crecimiento del 16,82% en comparacién con el mismo

mes del afno anterior.

Segun cifras de la Autoridad Nacional de Acuicultura y Pesca (AUNAP), el pais exportd
4.105 toneladas de peces de consumo, frente a las 3.514 toneladas exportadas en enero
de 2024. Este crecimiento implica un aumento de US$4.1 millones en las ventas,

pasando de US$25.1 millones a US$29.3 millones en 2025.

Los cinco productos pesqueros con mayor valor en cuanto las intenciones de exportacion
fueron tilapia, con US$18,1 millones y 2.415 toneladas; atin en conserva, con US$4,5
millones y 982.015 kilos; camarén de cultivo, con US$1,36 millones y 195.606 kilos;
trucha, con US$1,31 millones y 126.376 kilos; y langosta, con US$1,1 millones y 38.450
kilos. Ademas, se destacan las intenciones de exportacion de langosta provenientes de
San Andrés y Providencia (SAl) y el Caribe, con un total de 35.547 kg (US$1.065.985) y
3.356 kg (US$85.440), respectivamente, cumpliendo con la cuota establecida para la
especie (AUNAP).



4. Disefio metodolégico

41. Prevalencia especifica de Weissella sp. en la casuistica de aislamientos

obtenidos en Corpavet y MolecularVet en el periodo 2020 a 2024.

4.1.1. Brotes

En el periodo comprendido entre 2020 y 2024, se evaluaron 6 diferentes departamentos
de Colombia (Risaralda, Antioquia, Huila, Boyaca, Santander y Cundinamarca) que
presentaron brotes compatibles con Weiselosis. Los signos clinicos predominantes
incluyeron letargo, exoftalmia, ascitis y hemorragias localizadas en la regiéon ocular,
higado con petequias, vejiga natatoria. Durante los brotes, se recolectaron pool de tejidos
(Vejiga natatoria, higado, cerebro, ojo, rifién caudal) de muestras de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) afectadas, las cuales se conservaron a 4 °C en neveras portatiles y
fueron transportadas al laboratorio de Corpavet® y MolecularVet® para su analisis

bacteriologico.

4.1.2. Aislamiento y caracterizacion bioquimica

Para el aislamiento bacteriano, se tomaron muestras asépticas de cerebro, rifidn, higado
y vejiga natatoria de peces enfermos y se realiza un pool de tejidos que son contenidas
en bolsas estériles. Posteriormente se sembraron en agar sangre y agar MacConkey,
incubandose a 30°C durante 24 horas. Para la caracterizacion morfoldgica se realizé
tincién de Gram y descripcidon macroscopica de las colonias y se realizaron pruebas
bioquimicas como catalasa con peroxido de hidrogeno al 3% y lectura de la observacion
de la hemolisis en agar sangre utilizando una fuente de iluminacién para facilitar la

diferenciacion de los tipos de hemolisis.

Las cepas aisladas se conservaron a —80 °C en leche descremada (Skim Milk) hasta su

posterior utilizacion.



4.1.3. Analisis moleculares
Los aislamientos previamente obtenidos se reactivaron en caldo BHI incubandose a 30°C

durante 24 horas, posterior a ello se realiza siembra en agar sangre para verificar la
pureza de la colonia. Se documento la morfologia de las colonias y se realizé tincion de
gram; una vez se confirma su pureza se envian para analisis molecular en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) y asi mismo realizar la extraccion del ADN usando el kit

comercial Canvax siguiendo las instrucciones del proveedor.

Para la identificacion de Weissella sp. se amplificé el gen 16S rRNA, siguiendo la
metodologia de Jang et al., 2002. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa PCR (por
sus siglas en inglés) se llevd a cabo con reacciones de un volumen total de 25ul con 2ul
de DNA total, 21ul DreamTaq PCR Méaster Mix (2x) (canvax), 1ul de cada primer (20uM).
Los primers especificos del género Weissella utilizados fueron WeiF (S-G-Wei-0121-a-
S-20) 5-CGTGGGAAACCTACCTCTTA-3' y WeiR (S-G-Wei-0823-a-A-18): 5'-

CCCTCAAACATCTAGCAC-3’, produciendo fragmentos de PCR de 725 pb solo de la
especie Weissella (Figura 4) (30). Las amplificaciones se llevaron a cabo en el
termociclador BioRad, EE. UU. con las siguientes condiciones: un ciclo de
desnaturalizacién de 5 min a 95 °C. Se realizaron treinta ciclos a 95 °C durante 30 s, 55
°C durante 45 s y 72 °C durante 1 min. La extension final se realizé a 72 °C durante 7
min. Se incluyeron en la PCR un control negativo (sin ADN molde) y un control positivo

de Weissella sp.

Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 1 % (p/v) en una solucion
tampoén de Tris-borato-EDTA 0,5 U a 80 V; 300 Ma durante 30 min. Los geles se tifieron
con una solucién de bromuro de etidio y fueron revelados en un Transiluminador de luz
uv.

Especie ?eﬂt?;zf Secuencia §' -3’ Blanco = Amplicon
e e CGTGGGAAACCTACCTCTTA
2 0121-a-5-20) 165
Welssela - eiR (§-G-Wei- DNA | T25be
0823-a-A-18). CCCTCAAACATCTAGCAC

Tabla 2. Primers del Kit Biolabs utilizados para la identificacion de genero Weissella sp. para los
aislamientos obtenidos.



Para evaluar la calidad de DNA, se realiz6 la cuantificacion en un espectrofotometro

(NanoDrop™ 2000), teniendo en cuenta los indices de pureza y calidad.

4.2 Analisis Gendémico Comparativo de Aislamientos de Weissella sp. mediante
Secuenciaciéon del Genoma Completo (WGS)

La secuenciacion del genoma completo bacteriano fue realizada por Plasmidsaurus
(Eugene, OR) utilizando la tecnologia Oxford Nanopore Technology (ONT) y su servicio
estandar de secuenciacion de genomas bacterianos (<7 Mb). El ensamblaje y la
anotacion del genoma se llevaron a cabo mediante la canalizacion estandar de

Plasmidsaurus (https:/plasmidsaurus.com/bacteria_sequencing).

Las bibliotecas de secuenciacién se construyeron empleando la quimica de preparacion
de bibliotecas v14 y se secuenciaron en celdas de flujo R10.4.1. El ensamblaje se genero
eliminando primero las lecturas de baja calidad (5%) y submuestreando las lecturas
restantes hasta 25 Mb mediante Filtlong v0.2. Un bosquejo preliminar del ensamblaje se
cre6 con Miniasm v0.3, y las lecturas se redujeron posteriormente a una cobertura
aproximada de 100x. Luego, las lecturas se ensamblaron con Flye v2.9.1, seleccionando
parametros para lecturas de alta calidad, y el ensamblaje resultante fue anotado
utilizando Bakta v1.6.1.

Los datos de secuenciacion fueron depositados en NCBI bajo el BioProject
PRJNA1331700, Biosamples SAMN51619769-SAMN51619777. Los genomas se
reanotaron utilizando la canalizaciéon automatizada de anotacion de genomas procariotas
(PGAP). El analisis de tipificacion de secuencias multilocus (MLST) se realizé6 mediante
la canalizacion AutoMLST, configurada en modo de novo y con los parametros

predeterminados (Alanjary et al., 2019).

4.3. Construccion de arbol filogenético



La alineacién multiple de genomas completos se efectué en CLC Genomics Workbench
v25.0.2 utilizando la herramienta Whole Genome Alignment. Se seleccion6 y concatend
un conjunto de 84 genes de copia Unica para la construcciéon del arbol filogenético
(comparacién de 84,032 pb). Se utilizé Model Finder para determinar el modelo evolutivo
oOptimo y se realizé un analisis por Maxima Verosimilitud con un bootstrap con 1000
réplicas mediante |Q Tree. El arbol filogenético fue visualizado con la herramienta
Interactive Tree of Life v7 (iTOL) (https://itol.embl.de/) (Letunic et al., 2021).

El analisis por dendrograma de los perfiles espectrales principales incluyé la informacion
de los genomas de referencia de Weissella confusa VTT E-133279 (CP027563.1),
Weissella tructae W-1, CP075544.1 y Weissella ceti CECT 7719_CP074441.1 en
comparaciéon con los seis genomas de Weissella tructae Colombianos de los
departamentos de Cundinamarca, Huila, Risaralda, Antioquia, Santander y Boyaca.

5. Resultados

51.  Prevalencia especifica de Weissella sp. en la casuistica de aislamientos

obtenidos en Corpavet y MolecularVet en el periodo 2020 a 2024.

5.1.1 Brotes de Weiselosis en Colombia

En el periodo de enero 2020 a Julio 2024 se observd prevalencia especifica de
identificacion de Weissella spp. proveniente de tejidos de truchas con Weiselosis en un
rango entre 15 al 50%. El afio 2023 tuvo una sobre representaciéon de aislamientos de
Weissella sp. por un trabajo de investigacion relacionado con la preparacion de un coctel
de fagos contra Weissella tructae. El afio con mayor numero de casos de campo
identificados por vigilancia pasiva fue el 2022 con una prevalencia especifica del 41%
(Tabla 2).

Tabla 3. Numero de casos recibidos para aislamiento bacterioldgico de tejidos de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiis) y aislamientos obtenidos de Weissella sp. en Corpavet®
y MolecularVet® durante el periodo 2020 a 2024.

Comentado [A1]: Agregar la referencia de este
programa



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP027563.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucleotide&term=CP075544.1&dopt=GenBank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucleotide&term=CP074441.1&dopt=GenBank

Ano N.° casos Aislamien| Prevalencia Departamentos de
. . tos de - . .
aislamiento especifica aislamiento
Ry Weissella|
bacterioldgi
spp.
co trucha
2020 16 4 25% | Cundinamarca y Huila
2021 14 4 29% | Cundinamarca
2022* 27 11 41% | Risaralda y Antioquia
Antioquia, Risaralda y
2023 581 289 50% | Cundinamarca
2024 13 2 15% | Santander y Boyaca
Total 651 310

N.°: Numero, * El afio con mayor nimero de casos de campo identificados por vigilancia pasiva fue el 2022

con una prevalencia especifica del 41%

5.1.2 Aislamiento y caracterizacion bioquimica

Se obtuvieron un total de 310 aislamientos sospechosas para Weissella spp. Las
caracteristicas macroscoépicas de las colonias son circulares, blancas y opacas, con
bordes regulares y elevacion ligeramente convexas tras 24 a 48 horas de incubacion a
25 °C (Figura 5a) en agar sangre. Se observa una clara actividad a-hemolitica mediante
un halo verdoso alrededor de las colonias (Figura 4a). Microscépicamente, se observan
bacilos cortos o cocos grampositivos. Las pruebas bioquimicas revelaron actividad de
catalasa negativa en acuerdo con las caracteristicas del género Weissella (Figura 4b) .




Figura 4. Descripcion macroscépica de Weissella sp en agar sangre incubadas a 30°C por 24 horas: a.
Morfologia macroscopica de colonias compatibles con Weissella sp., b. Evaluacion de la hemolisis: a-
hemoliticas.

Figura 4b. a. Aislados de Weissella sp. catalasa negativa y b. Aeromonas hydrophila para
comparacion (catalasa positiva)

5.1.3 Analisis moleculares

Se obtuvieron un total de 310 aislamientos bacterianos positivos para Weissella sp.,
confirmados mediante la amplificacion del gen 16S rRNA por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Figura 6). De acuerdo con el anadlisis estadistico realizado en la
herramienta WinEpi, y considerando un nivel de confianza del 95% sobre los 651 casos
procesados por vigilancia pasiva en los laboratorios Corpavet® y MolecularVet® durante
el periodo 2020-2024, asi como una prevalencia minima esperada del 41% (Figura 5),
se seleccionaron seis aislamientos representativos para el analisis de secuenciacion del
genoma completo (WGS). La selecciéon se realiz6 de manera que cada aislamiento
correspondiera a un Departamento diferente en los cuales se habia detectado la

presencia de Weissella sp.



Muestreo: Deteccién de enfermedad (3)

Datos
El objetivo es determinar el tamafio de muestra minimo necesario para detectar una enfermedad (infeccién) en una poblacién:
Nivel de confianza % :  95%
Tamafio de poblacién : 651
Prevalencia minima esperada [0,1] :  0.41%

Resultados

Para detectar, con un nivel de confianza del 95%, si en una poblacién de 651 individuos hay al menos un individuo infectado,
asumiendo una prevalencia minima esperada del 0.41%, se debe seleccionar una muestra con al menos 6 individuos.

N de infectados a detectar : 267
Tamafio de muestra necesario : 6
Fraccién de muestreo :  0.92%

Figura 5. Calculo del nimero de muestras para WGS que permita identificar al menos un caso con una prevalencia minima

esperada del 41%. WinEpi.

PCR Weissella tructae

Figura 6. Electroforesis de PCR de Weissella spp. aislados en Colombia; M: Escala de peso molecular (1000 a

50pb). Los nUmeros corresponden a los aislamientos enviados a secuenciar.



52. Datos de origen de las muestras analizadas, WGS y analisis filogenético

De acuerdo con los resultados obtenidos durante el periodo 2020 a 2024, se seleccionaron 6
muestras, preferiblemente de diferentes departamentos para la realizaciéon del WGS.En la tabla 4
se presenta la informacion de la identificacion del archivo fasta, los departamentos de origen de
los aislamientos, el grupo etario y la muestra recibida en el laboratorio para el aislamiento

bacterioldgico.

Tabla 4. Identificacion de aislamientos de Weissella sp. para WGS

ID ARCHIVO DPTO | GRUPO MUESTRA DE DONDE SE
ETARIO AISLO
CPV-
319Wc_S30_L001.fast a Pools tejidos (higado, bazo,
Risaralda Engorde | vejiga natatoria, encéfalo)
CPV-
343Wc_S33 L001.fasta Pools tejidos (higado, bazo,
Antioquia Engorde | vejiga natatoria, encéfalo)
CPV-
406Wc_S34_L001.fasta Pools tejidos (higado, bazo,
Huila Engorde | vejiga natatoria, encéfalo)
CPV-
340Wc_S31_L001.fast a Pools tejidos (higado, bazo,
Cundinamar| Engorde | vejiga natatoria, encéfalo)
CPV-BAC- =
370_S18_L001.fasta Boyaca Engorde | Pools tejidos (higado, bazo,
vejiga natatoria, encéfalo)
CPV-BAC-
405_S19_L001.fasta Santander | Engorde | Pools tejidos (higado, bazo,

vejiga natatoria, encéfalo)

Todos los aislamientos tuvieron una identificacion del 99,99% como Weissella tructae en




comparacion con el genoma de referencia W-1. Para Weissella ceti el porcentaje de
identidad fue del 83,15% (Tabla 5).



Tabla 5. Identificacion de aislamientos de Weissella tructae de los departamentos de

Risaralda, Antioquia, Huila, Cundinamarca, Boyaca y Santander

ID ARCHIVO DPTO Genom | GC% Identidad Identidad
a (bp) W. tructae W. ceti
W-1 (%) CECT 7719
(%)
CPV- 1.3242 | 40,6 99,99 83,15
319Wc_S30_L001 fast 36
a Risaralda
CPV- 1.326.0 | 40,6 99,99 83,15
343Wc_S33_L001 fast 31
a Antioquia
CPV- 1.3229 | 40,6 99,99 83,15
406Wc_S34_L001 fast 81
a Huila
CPV- 1.324.2 | 40,6 99,99 83,15
340Wc_S31_L001.fast | Cundinama 58
a rca
CPV-BAC- 1.3249 | 40,6 99,99 83,15
370_S18_L001.fasta Boyaca 88
CPV-BAC- 1.326.2 | 40,61 99,99 83,15
405_S19_L001.fasta | Santander 19




5.3. Analisis filogenético y de distancias genémicas en Weissella tructae

5.3.1 Analisis de distancia

Las cepas 343 Antioquia, 370 Boyaca, 340 Cundinamarca, 406 Huila, 319 Risaralda y
405 Santander estuvieron agrupadas en un subclado con la cepa de referencia Weissella
tructae W-1, cuya distancia fue 0 mientras que la cepa W. ceti CECT 7719 se agrupo en
otro subclado con un nivel de distancia aproximada de 100 de este subclado (Fig. 7). Esto
confirma que los aislamientos de esta investigacion de origen colombiano corresponden

a la especie W. tructae

—————————————————— Weissella confusa DSM 20190T DSM
Weissella ceti CECT 7719

Weissella tructae W-1

Weissella tructae 343 ANTIOQUIA
Weissella tructae 370 BOYACA
Weissella tructae 340 CUNDINAMARCA
Weissella tructae 406 HUILA

Weissella tructae 319 RISARALDA
Weissella tructae 405 SANTANDER

—+———

Nivel de distancia 900 100 0

Figura 7. Andlisis dendrograma de los perfiles espectrales principales personalizados de
Weissella ceti CECT 7719 y W. tructae W-1, asi como de los perfiles de Weissella spp.
precargados 343 Antioquia, 370 Boyaca, 340 Cundinamarca, 406 Huila, 319 Risaralda y
405 Santander. El nivel de distancia es una unidad arbitraria, donde 1000 es la medida
mas lejana entre los perfiles espectrales principales comparados.

5.3.2 construccion del arbol filogenético

El analisis filogenético basado en la concatenacion de 84 genes ortélogos (84.032 pb)
realizado mediante la plataforma AutoMLST permitié evaluar la relacion genética entre
las cepas de Weissella tructae aisladas en Colombia y aquellas reportadas en otros
paises (Tabla suplementaria 1). El arbol filogenético obtenido (Figura 5A) mostré que las
cepas colombianas (R24-49-3 de Risaralda y R24-49-2 y de Antioquia) se agrupan en un
mismo clado junto con cepas procedentes de Peru, Costa Rica, México, Brasil y Estados

Unidos, evidenciando una alta similitud genética entre los aislamientos latinoamericanos.



a

Tree scale: 0.1

bootatrap

La alineacion de los 84 genes concatenados (Figura 5B) confirmé este resultado,
revelando que 11 de las 14 cepas analizadas presentan una identidad del 100% en la
region de 84.032 pb. Las cepas colombianas resultaron idénticas entre si y difirieron del
consenso en solo cuatro posiciones nucleotidicas, mientras que la cepa mexicana (QS-
W1) mostré una unica diferencia puntual, lo cual sugiere una estrecha relacion

filogenética entre los aislamientos de distintos origenes geograficos.

Phylogenetic analysis via autoMLST
EXBCESROMER HOpReH FAVEY *  84genes analyzed (84,032 bp total)
a Weissela xoreensis KCTC 3621
YIS Ko Do 209 «  Costa Rica, Peruvian, USA,
° P A Brazilian strains are all identical
Wetssaia contusa OSH 20188 , 4
r.{ . Missists boxibl 89088 ove this region
1. Weisseila jogasjeotgall FOLOT
gl Welsseila paramesenteroides ATCC 33313 *  Colombian strains differ at 5 sites
20180 and are identical to each other
hd > Weisseia minor DSU 20014
° * Walstte Wiidseedns NCOO 1008 *  Mexican strains differs at a single
— Weissella cod (Beaked Wnale) site
R24-453 Colombia
— R24-49-2 Colomdia
L o as-wi uexico
nese US4, Norn Carolina
ws1os Braz
Ras072s  Pery
R2s07-1 Pory
R2sa88 cosaRica
wse Brazn
rasors  pens

Raes82 Colompia
Raese4 Cosa Rica

1 Ru4810  CosmRica
wsos sraz

| Alignment of just Wt strains generated by autoMLST |
Figura 8: a. Arbol filogenémico de maxima verosimilitud de cepas de *W. tructae* en relacion con los
parientes descritos mas cercanos del género *Weissella* b. Alineamiento multiple de la region de 84 032 pb
de las cepas de *W. tructae* analizadas. Los polimorfismos de un solo nucleétido se representan mediante
lineas verticales.

Los resultados revelaron una alta identidad genética entre las cepas aisladas en Costa
Rica, Peru, Brasil y Estados Unidos (Carolina del Norte), las cuales fueron idénticas en
la regién gendmica analizada. Este hallazgo sugiere un posible origen comun o una
diseminacion reciente de estas cepas entre diferentes sistemas de cultivo o regiones

geograficas (24).



En contraste, las cepas colombianas (R24-49-3 de Risaralda y R24-49-2 y de Antioquia)
mostraron cinco sitios de variacion respecto al grupo principal, aunque entre ellas fueron
idénticas, lo que indica una divergencia local. Por otro lado, la cepa mexicana (QS-W1)
presento6 una Unica diferencia puntual, posicionandose filogenéticamente muy cercana al
clado principal (17). El alineamiento de las secuencias gendmicas confirmé estos
hallazgos, mostrando una elevada conservacion entre los aislamientos, con escasas
mutaciones puntuales distribuidas a lo largo del genoma. La elevada similitud genética
observada refuerza la hipotesis de que estas cepas podrian compartir un ancestro comun
reciente, y que la variabilidad observada en Colombia y México podria responder a

procesos de adaptacion local o presion selectiva diferencial (20).

6. Discusion

5.1.2 Aislamiento y caracterizacion bioquimica

De un total de 310 aislamientos obtenidos, todas las cepas presentaron caracteristicas
fenotipicas compatibles con bacterias del género Weissella spp. En todos los casos, se
observo cocos Gram positivos, catalasa negativa y con actividad alfa- hemolitica variable.
Estos hallazgos son consistentes con las descripciones fenotipicas previamente
reportadas para este género (2,20).

Macroscépicamente, las colonias presentaron una morfologia caracteristica: pequefas,
puntiformes, elevadas y de color grisaceo, sin evidencia de crecimiento en agar
MacConkey. Este comportamiento concuerda con lo esperado para bacterias Gram
positivas de crecimiento exigente (5).

Estas observaciones, junto con lo reportado en estudios taxonémicos vy fisiolégicos del
género Weissella spp., refuerzan su identificacion preliminar (10). Por su parte,
aunque W. tructae ha sido aislada de peces enfermos, su rol como agente etiolégico aun
no se ha establecido con claridad (2,20).

4.2. Andlisis Gendomico Comparativo de Aislamientos de Weissella sp. mediante
Secuenciacion del Genoma Completo (WGS)



Los resultados obtenidos en este estudio muestran una alta identidad genética (99.99%)
entre los aislamientos locales de Weissella y la cepa de referencia Weissella tructae W-
1, lo que confirma que las cepas aisladas en Colombia pertenecen claramente a esta
especie. Esta alta similitud respalda la hipotesis de que W. tructae es la especie
predominante asociada a trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en el contexto nacional.
Estos hallazgos son consistentes con los reportados por Pereira et al. (2022), quienes
realizaron analisis filogenéticos, gendmicos comparativos y fenotipicos entre cepas
aisladas en granjas de Brasil y México. En su estudio, las cepas de Weissella aisladas
en peces mostraron un 98.7% de similitud entre si, pero una identidad significativamente
menor (24.4%) con Weissella ceti, originalmente aislada en ballenas picudas. Este
contraste genético permitié proponer la clasificacion de W. fructae como una nueva
especie, lo cual también se refleja en nuestros datos (7)

El bajo porcentaje de identidad (83.15%) con W. ceti, obtenido en el presente estudio,
refuerza la separacion taxondémica entre ambas especies. Aunque comparten
caracteristicas fenotipicas similares, como su morfologia coco-bacilar y su presencia en
tejidos infectados de animales acuaticos, los analisis filogenéticos muestran claramente

que se trata de especies distintas. Esto también fue evidenciado por Vela et al. (2011),



quienes describieron W. ceti como una especie especifica de mamiferos marinos,
aunque posteriormente se detectd en peces, sugiriendo una posible adaptacion cruzada
(5).

Asimismo, estudios como los de Fusco et al. (2015) destacan la importancia del uso de
marcadores moleculares de alta resolucion para evitar errores en la clasificacion
taxonomica dentro del género Weissella, dado que las diferencias entre especies pueden
ser sutiles a nivel fenotipico pero importantes genéticamente (2).

La clara identificacion de W. fructae en los aislamientos colombianos también tiene
implicaciones practicas relevantes. Primero, permite ajustar estrategias de manejo
sanitario en la acuicultura, considerando esta especie como un patégeno emergente
especifico. Segundo, sienta las bases para estudios epidemiolégicos y de vigilancia
molecular que permitan monitorear su dispersiéon y evolucién, asi como desarrollar
probiéticos especificos o vacunas basadas en la cepa local (28).

En conjunto, nuestros resultados apoyan la creciente evidencia internacional sobre la
emergencia de Weissella tructae como un patdogeno de importancia en sistemas de
cultivo de trucha arcoiris y subrayan la necesidad de estudios genémicos mas amplios

que evaluen su diversidad intraespecifica en diferentes regiones geograficas.

5.3. Construccion de arbol filogenético

El analisis filogenético es una herramienta esencial para explorar la diversidad, la
evolucion y las relaciones taxondémicas entre cepas bacterianas (8). Los resultados
muestran que las cepas colombianas se agrupan de manera consistente con W. fructae
W-1, lo que indica una alta similitud genética y una clara pertenencia a esta especie. La
dispersién geografica de los aislamientos podria estar influenciada por factores locales,
como el tipo de hospedador, las condiciones ambientales y las practicas de produccion
regionales. En conjunto, estos hallazgos sugieren relaciones filogenéticas estrechas
entre las cepas, compatibles con un origen comun reciente.

Por otro lado, el estudio realizado por Pereira et al en 2022, abarca un amplio rango de

especies y cepas del género Weissella, recolectadas entre 1950 y 2019 en distintos



paises como Espafa, China, Japon y Colombia. Este enfoque, de caracter mas
taxonodmico y evolutivo, permite visualizar la diversidad global del género. La ampliacion
de una subregion del arbol muestra las relaciones filogenéticas entre diversas cepas de
W. ceti, incluyendo varias provenientes de Colombia. Las subdivisiones dentro del clado
de W. ceti podrian indicar la existencia de linajes diferenciados por region o incluso de
subespecies en procesos de divergencia. La cercania filogenética entre cepas de
Colombia, China y Espafna sugiere una distribucion geografica amplia, probablemente
asociada a nichos ecoldgicos similares o a mecanismos de dispersién comunes como el
comercio o la movilidad de hospedadores (7).

Los resultados de los alineamientos gendmicos obtenidos mediante comparacion de las
cepas aisladas en seis departamentos de Colombia frente a Weissella tructae W-1 'y
Weissella ceti CECT 7719 revelan un patron consistente en todos los aislamientos
analizados. Este patron es indicativo de una mayor similitud genémica entre los
aislamientos colombianos y la cepa de W. tructae W-1, lo cual respalda su clasificacion
preliminar dentro de esta especie. Los alineamientos diagonales unicos son
caracteristicos de una alta identidad nucleotidica y una fuerte conservacion del orden
genético (sintenia), lo que refuerza la hipétesis de que estas cepas pertenecen al mismo
grupo filogenético. Por el contrario, la fragmentacion en la alineacion con W. ceti sugiere
divergencia gendmica significativa, lo que permite descartar una identificacion como W.
ceti en estos casos. Ademas, el analisis gendmico resulta esencial para confirmar la
identidad bacteriana, especialmente en géneros como Weissella, donde las
caracteristicas fenotipicas pueden ser variables o compartidas entre especies cercanas
(20).



En conjunto, la evidencia genética y fenotipica respalda la identificacion de las cepas
colombianas analizadas como pertenecientes a la especie Weissella tructae, destacando

su distribucion geografica en diferentes regiones productoras de trucha en Colombia.

7. Conclusiones

Weissella ceti se ha consolidado como un patégeno emergente de relevancia en la
acuicultura, especialmente en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), ocasionando
importantes pérdidas econdmicas. Su diagnostico se ve dificultado por su similitud
fenotipica con otras bacterias, lo que hace imprescindible el uso de métodos moleculares
especificos para una identificacion precisa.

Aunque actualmente no existen tratamientos ni vacunas aprobadas especificamente
para esta infeccién, la adopcion de buenas practicas de manejo y protocolos de
bioseguridad representa la principal estrategia para su control. En este contexto, se hace
indispensable continuar con investigaciones orientadas a entender su patogénesis,
mecanismos de transmision y desarrollar herramientas diagndsticas y profilacticas
eficaces que permitan reducir su impacto en la industria acuicola.

El analisis filogenético de maxima verosimilitud, basado en la comparaciéon de genomas
completos, mostré que los seis aislamientos colombianos 343 (Antioquia), 370 (Boyaca),
340 (Cundinamarca), 406 (Huila), 319 (Risaralda) y 405 (Santander) se agrupan en un
mismo clado con valores de soporte Bootstrap superiores al 90%, lo que indica una alta
confiabilidad en la agrupacion filogenética. Todos los genomas presentaron una
identidad del 99,99% con la cepa de referencia Weissella tructae W-1, y mostraron un
nivel de distancia menor a 10 unidades, confirmando su asignacién taxonémica a esta
especie. Estos resultados sugieren una estrecha relacion evolutiva entre los aislamientos
colombianos y respaldan su clasificacion dentro del mismo linaje filogenético de W.
tructaeestablecer contextos evolutivos y taxonémicos mas amplios. Integrar ambos
enfoques permite una caracterizacion mas completa de las especies bacterianas y
fortalece su potencial aplicacion en sectores como la salud animal, acuicultura,

alimentacion funcional y biotecnologia.



Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con lo reportado por
Figueiredo et al. (2014), quienes describieron por primera vez a Weissella tructae a partir
de aislamientos en trucha arcoiris y destacaron la conservacion gendmica entre las cepas
mediante alineamientos diagonales continuos (20). De manera similar, los alineamientos
disgregados y fragmentados observados en la comparacion con W. ceti concuerdan con
los patrones descritos por Vela et al. (2011) y Ruiz-Zarzuela et al. (2013), quienes
identificaron una mayor divergencia genémica y un perfil fenotipico diferenciado en esta
especie. Ademas, estudios recientes de gendémica comparativa, como los de Abriouel et
al. (2015) y Lee et al. (2020), han reafirmado que la identidad nucleotidica alta y la
conservacion de los genes son indicativos de pertenencia a una misma especie,
reforzando asi el uso del analisis gendmico como método definitivo de identificacion
taxonomica. Finalmente, este enfoque es particularmente pertinente en el caso del
género Weissella, donde las caracteristicas fenotipicas pueden resultar poco
discriminativas, tal como ya habia sido advertido por Vandamme et al. (1996). En
conjunto, esta evidencia comparativa respalda solidamente la clasificacion de las cepas
colombianas dentro de la especie W. tructae y contribuye al conocimiento sobre su

distribucion geografica y diversidad genética en contextos acuicolas.

Los reportes de Weiselosis en trucha evidencia su potencial de diseminacion global y el
riesgo que representa para la industria acuicola y destaca la necesidad de vigilancia
epidemioldgica y control de la enfermedad en granjas de trucha arcoiris, ademas de

proponer la Weiselosis como un problema sanitario importante para la acuicultura.
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