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INTRODUCCION

Esta cartilla, junto con su similar “Manual de estrategias de prevencion y control de
enfermedades en peces ornamentales” y el libro “Mapa epidemiologico de las enferme-
dades de los peces ornamentales en Colombia” son resultados comunes del proyect
“Construccion del primer mapa epidemiologico de las enfermedades de los peces orna-
mentales en Colombia” MADR-057-2007U4448-387-07

Los protocolos y recomendaciones en los procesamientos se fundamentan en
los 1esultados consignados en el libro. Se describen los aspectos sobresalientes de las
técnicas que sirven para diagnosticar el mayor porcentaje de enfermedades. Algunas
otras, por ejemplo las de tipo toxicolégico, nutricional o de clasificacion fenotipica de
parasitos requieren el uso de laboratorios especificos y procedimientos dificiles de apli-
car en las actuales condiciones de la cadena de comercializacion de peces de acuario y
deberan ser abordados en su momento, seguramente en granjas de cultivo.

Toda la informacién y eficiencia diagnéstica que el laboratorio puede proporcio-
nar, depende de la calidad de las muestras recibidas y la historia remitida. Una muestra
mal tomada o mal transportada reduce las posibilidades de diagndstico y de control de
los problemas; ademas significa pérdida de tiempo y dinero.

La evaluacion conjunta de érganos (macroscoépica) y tejidos (microscépica) es la
herramienta fundamental en el diagndstico de enfermedades en peces. Debido entre
olras cosas al tamano y al valor de la mayoria de los ejemplares, es posible tomar un
buen numero de individuos y analizar todos sus 6rganos al microscopio. El analisis mi-
croscopico de tejidos (histopatologia) posibilita la distincién de la mayoria de los pro-
cesos y etiologias de las enfermedades, ofrece una primera aproximacion, y en muchos
casos la unica, al estado de la calidad del agua y ademas sugiere ciertas anomalias en
el manejo zootécnico de los peces.

En el caso de las infecciones bacterianas, se requieren técnicas mas finas de
clasificacion de los patégenos, ya sea por recuperacion directa de las bacterias (micro-
biologia) o por deteccién de su material genético (biologia molecular)

El objetivo de este manual es describir los procedimientos fundamentales para
la toma y el envio de muestras para diagnostico de enfermedades en peces ornamen-
tales, se destacan las variaciones en las técnicas debidas a diferencias anatomicas de

algunas especies

ek
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GENERALIDADES

* Es1deal que un profesional veterinario inspeccione las condiciones de manejo de
las granjas o bodegas donde se mantienen los peces y sea quien tome los diferentes
tipos de muestras para identificar certeramente los problemas. Si no es posible, el

encargado de los peces deberia tener un entrenamiento basico en los procedimientos

para poder enviar la mejor muestia al laboratorio.

* Lasmuestras para histopatologia y microbiologia deben tomarse en el menor tiempo
posible después de la insensibilizacion o del sacrificio de los peces.

* Sise dispone de un numero representativo de animales enfermos, se deben tomar
primero las muestras de microbiologia y de individuos diferentes tomar los tejidos
para histopatologia. En caso de disponer de un reducido nimero de peces 0 uno
solo, se debe hacer el esfuerzo de tomar las muestras para los dos laboratorios,
ejerciendo especial cuidado con la manipulacién de los tejidos, que debe ser minima
para asegurar la calidad de la evaluacién histopatologica.

¢ Cada una de las muestras (para histopatologia, microbiologia o biclogia molecular)
debe rotularse en forma independiente. Para las muestras de histopatologia debe
ser rotulado el recipiente y su tapa; en la mayoria de los casos se pueden utilizar
marcadores indelebles, sin embargo, si existe el riesgo de derrame de formalina, se
hace un rétulo en papel y lapiz y se introduce en el frasco con la muestra.

* Todas las muestras deben venir acompafiadas de una historia que contenga la
siguiente informacién:

1. Datos de contacto del responsable del caso
a. Nombre de la empresa
b. Nombre del propietario
c. Nombre de la persona encargada de los peces
d. Region geogréafica
e. Teléfonos
f

Correo electronico

2. Descripcion de la poblacién afectada:
a. Nombre(s) comun(es) de la(s) especie(s)
b Grupo etéareo, talla o peso
c. Procedencia y tiempo de confinamiento
d. Numero de peces por area
e. Porcentaje aproximado de enfermos
f. Porcentaje aproximado de mortalidad
g. Fecha de inicio de la enfermedad o de la mortalidad

3. Descripcion del problema:
a. Ubicacién de los peces en la columna del agua
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b. Consumo de alimento
¢. Comportamiento en natacion
d. Estado de alerta (letargo, excitacion)

e. Alteraciones en el cuerpo, las aletas, las branquias, las papilas, los ojos, la boca

4. Condiciones de manejo:
a. Tipo de alimento y frecuencia de alimentacion
b. Forma y frecuencia de los recambios de agua
c. Caracteristicas basicas del agua de los acuarios, de los estanques y del
reservorio de agua.

d. Adicién de sustancias al agua

e. Practicas de manejo recientes sobre el (los) lote (s) afectado (s)

ENViO DE LAS MUESTRAS

Se pueden remitir dos tipos de muestras:
¢ Animales vivos, muestra ideal

e Animales en formalina

Animales vivos

Son la muestra ideal; ofrecen la posibilidad de hacer varios tipos de analisis, entre ellos
histopatologicos, microbiologicos, parasitolégicos y moleculares; ademas de evaluar
un mayor nimero de peces y obtener muestras de mejor calidad.

Il nimero ideal debe ser 10 peces adultos o 20 larvas, alevinos o peces diminutos
por cada lote que presente problemas. Se deben enviar peces vivos, nunca agonizando
o muertos: la mitad de ellos con problemas evidentes y la otra mitad aparentemente
sanos. Se empacan al igual que los peces que se envian para exportacion, en bolsas

con tres partes de oxigeno por una de agua.

g
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Animales fijados en formalina

Disminuye la posibilidad diagnostica principalmente por la imposibilidad de recupe-
rar bacterias patogenas de los tejidos y reduce la eficacia de las pruebas de biologia
molecular; ademas, aunque sencillo el procedimiento de fijacién, generalmente lo ha-
cen mejor quienes tienen experiencia, claro, esto no excluye que otros aprendan a
hacerlo bien. Se deben utilizar frascos herméticos de boca ancha y tapa rosca. La toma
de los tejidos debe hacerse segtn el protocolo de necropsia y toma de muestras para
patologia.

NECROPSIA Y TOMA DE MUESTRAS PARA PATOLOGIA

Instrumental y materiales

e Frascos con formalina buferada al 3,7%. Los frascos deben ser plésticos y de boca
ancha.

¢ Jeringa 10 ml.

* Agujas de insulina o similares.
e Instrumental de diseccién (tijera curva de punta fina, pinza con garra, pinza sin

garra, mango y cuchillas de bisturi).
¢ Anestésicos: tricaina (MS-222) o hielo.

¢ Recipiente de anestesia.
* Bandeja de diseccién preferiblemente blanca y plana.

e Papel secante.
 Equipo de seguridad (bata, guantes de latex, tapabocas, gafas).

* Marcador de tinta indeleble.
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Procedimiento

Anestesia e insensibilizacion
Los peces pueden ser anestesiados con una solucion de tricaina (MS-222) en agua

(50-300 ppm segun la especie) o en una mezcla de agua con hielo. El aceite de clavo

en solucion alcohélica funciona muy bien como anestésico, sin embargo las concentra-

ciones y el efecto de la sustancia y el diluyente deben probarse en los peces tropicales.

Para ciertas especies se utilizan concentraciones letales del anestésico para evitar

cualquier tipo de sensibilidad, en ese caso, se debe acelerar la toma de la muestra. Dos
buenos indicadores de anestesia profunda son la posicion lateral en el agua y la pérdida
del reflejo de huida. En peces aplanados ventralmente: cuchas, doras, rayas, pez hoja,

medio pez, catalinas y similares Unicamente cuenta la ultima.

Diseccion

A continuacién se describira secuencialmente el procedimiento y se esbozardn algu-

nas variaciones en la técnica segun diferencias anatémicas de las especies. Se hara

énfasis en dos tipos de morfologias: peces aplanados lateralmente y peces aplanados

ventralmente.

¢ Luego de la anestesia, se coloca el pez estrictamente en decubito lateral derecho
para los aplanados lateralmente (Fig. 1A) o en decubito dorsal para los aplanados
ventralmente (Fig. 1B).

¢ Insensibilizar completamente por medio de un corte de la médula espinal inmediata-
mente posterior al borde caudal del opérculo (Fig. 2, A y B). En este estado, se evalua
cualquier alteracién en la forma o los colores (lesion) de la cabeza, el cuerpo, las aletas;
con especial atencién a los ojos, la boca, las papilas, las narinas y las especializaciones
cutdneas de ciertas especies. Algunas lesiones comunes son: enrojecimiento,
puntos blancos, ulceras, erosiones, pérdida de escamas, nédulos, opacidad ocular,

pigmentacion o despigmentacion de la piel y visualizacion de ectoparasitos.

Insensibilizacion

A

B

Figura 1. Posicién para la necropsia. A. Peces Figura 2. Ay B. Insensibilizacion y corte
aplanados lateralmente. B. Peces aplanados de opérculos

ventralmente.

—
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Figura 2C. Diseccién de branquias en cuchas Figura 2D. Bano de las branquias con formalina
Segun el tamaro del pez se pueden exponer o
retirar completamente.

* Un raspado de piel puede hacerse en este momento de la necropsia. Con el borde de
una ldmina portaobjetos o con el bisturi, suavemente se 1oza la superficie de la piel
afectada y el material obtenido se esparce sobre la lamina portaobjetos, se agrega
una gota de agua destilada estéril y se cubre con una lamina cubreobjetos. Debe set
evaluado inmediatamente al microscopio.

* Retirar con tijera ambos opérculos (Fig. 2B). En cuchas, las branquias se exponen
por medio de un corte rectangular que pasa paralelo al tabique ¢seo y al borde
caudal de la boca (Fig. 2C).

¢ Una vez expuestas las branquias es posible hacer una biopsia. Se pinza el arco
branquial y se corta en cada extremo (dorsal y ventral) del mismo. Se ubica el tejido
sobre una lamina portaobjetos, se agrega una gota de agua destilada esteril y se
cubre con una Jamina portacbjetos. Debe observarse al microscopio inmediatamente.

e Bafiar las branquias con abundante formalina después de retirar los opérculos y
tomar la biopsia (Fig. 2D). Pinzar el arco y cortar con tijera las inserciones dorsales
y ventrales de las branquias. Llevar el paquete completo a los frascos con formalina
(Fig. 2C). En peces pequefios se deben tomar ambos paquetes branquiales.

¢ Incidir el abdomen por medio de dos cortes que inician en la papila anal, el primero
es curvo y termina en la insercién dorsal de las branquias, el segundo es 1ecto y por
la linea longitudinal media llega hasta el extremo inferior del arco branquial (Fig. 3A).
Un tercer corte se hace entre los puntos finales de los anteriores. En peces aplanados
ventralmente, se hace un corte en 6valo que comienza y termina en la papila anal y
pasa por atras del tabique 6seo que separa las branquias del abdomen (Fig. 3B). En
tigritos y cuatro lineas el corte ventral expone el rindn y la vejiga natatoria (Fig. 3C)
En coridoras a pesar de ser aplanadas ventralmente, el corte se hace similar a los
aplanados lateralmente.

¢ Retirar completamente el colgajo y evaluar rapidamente las visceras.

e Rociar formalina en la cavidad abdominal e inyectar abundante formalina en
estémago e intestino hasta que se inflen (Fig. 4, Ay B). Antes de abrir el abdomen
de cuchas, se debe inyectar formalina por la boca y por la papila anal para intentar
llenar el intestino que es muy delgado y extenso.
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Figura 3A. Diseccién del abdomen de peces
aplanados lateralmente.

Figura 3C. Diseccion del abdomen en tigritos Figura 3B. Disecci6n del abdomen de cuchas.
y similares

¢ Con la pinza sin garra, pinzar el es6fago o un extremo duro del estémago y separar
el paquete visceral hasta la papila anal (Fig. 4, C y D).

¢ En cuchas, debido a la dificultad de llenar el intestino con el fijador, después de
retirar el ovillo completo, se hacen cortes de pequefios segmentos (Fig. 4E).

e Separar la vejiga natatoria y exponer los rifiones (Fig. b). En la mayoria de peces
es un organo unico delgado y fragil que descansa a lo largo del aspecto ventral
de la columna vertebral. Es preferible tomar un segmento de musculatura que
artastre el érgano en lugar de disecarlo por separado. En cuchas, el rinén se ubica
inmediatamente caudal al tabique éseo y se expone al retirar el ovillo intestinal (Fig.
4D). En tigritos y bagres similares, el rifién tiene forma de "Y" y descansa sobre la
porcion posterior de la vejiga natatoria (Fig. 3C).

e Los ojos se retiran empujandolos desde la cavidad oral y rompiendo con tijera las |
inserciones orbitales.

e [El corazon se expone al terminar el segundo corte de la pared abdominal en peces
aplanados lateralmente; debe pinzarse por el extremo distal del cono arterioso v
retirarse completo. En cuchas esta alojado en medio del tabique éseo que separa las
branquias de la cavidad abdominal (Fig. 2C).

* Fl cerebro se expone por medio de un corte rectangular por detras de los ojos. La
mayoria de las veces debido al pequerio tamario de los ejemplares, se puede llevar al
fiiador la cabeza completa, incluyendo los ojos, el cerebro expuesto y eventualmente

las branquias y el corazén.

B
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Figura 4A. Inyeccion de formalina en estémago
e intestino.

Figura 4B. Inyeccion de formalina en estémago
e intestino. Se usa abundante formalina hasta
que el intestino se distienda.

Figura 4C. Diseccién del paquete visceral en L‘\ =N “@
aplanados lateralmente. Se pinza una porcion /

dura del es6fago o del estémago y se arrastra

hacia atrés.

Figura 4D y E. Diseccion del paquete visceral en cuchas. D. Al retirar el paquete de visceras se expone
el rifion. E. Debido al pequeno didmetro del tubo, se requiere hacer cortes de pequefios fragmentos
de intestino para asegurar una preservacion adecuada.

o Por ultimo se toma un pedazo de piel. Si tiene apariencia normal, 1 cm? es suficiente.
Si tiene lesiones se toman varias porciones que incluyan tejido sano y lesionado.

¢ Todoslosérganos: estémago, intestino, higado, bazo, rifién, génadas, vejiga natatoria,
branquias, corazén, cerebro, 0jos, piel y si es posible timo y pseudobranquia deben
ser llevados enteros a los frascos con formalina a menos que sean muy grandes. En
ese caso se toman fragmentos de aprox. 1 cm? teniendo cuidado de tomar tanto
4reas sanas como las que presenten cambios.

e Los peces pequefios (aproximadamente 4 cm de longitud) se toman enteros con la

cavidad abdominal y orobranquial expuestas y el tubo digestivo saturado de formalina.
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Figura 6A. Inyeccién de formalina en estémago Figura 6B. Tejidos en formalina

e intestino en peces diminutos y larvas.

¢ Lospeces diminutos (aprox. 1 cm de longitud) como la mayoria de tetras, unicamente
se inyectan con abundante formalina por la boca y la papila anal y se llevan enteros
a los frascos con formalina (Fig. 6A).

e Los drganos deben llevarse en frascos con formalina buferada al 3,7% manteniendo

una relacion de nueve partes de formalina por una de tejido (Fig. 6B).

ToMA Y ENVIO DE MUESTRAS PARA DIAGNOSTICO
MICROBIOLOGICO CONVENCIONAL

A excepeién de las micobacteriosis, los peces ornamentales colombianos sufrieron
infecciones por bacterias Gram (-) principalmente compatibles con Aeromonas sp. y
Flavobacterium sp. Con base en esos resultados, las bactenias causantes deben ser
recuperadas en lo posible de las lesiones en piel y de las visceras abdominales, primor-

dialmente del bazo y del rifién, eventualmente del higado.

Instrumental y materiales

a. Peces enfermos

b. Anestésico
c. Asa bacteriolégica con punta en “L"

B
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. Dos mecheros de buena flama

Gasas con yodo

Instrumental (tijeras, pinzas con garra y sin garra, bisturi)
. Alcohol etilico (>70%)
. Agua destilada estéril

5 Q ™ o Q

— -

Medios de cultivo sélidos preferiblemente en cajas Petri de vidrio.

- Si se sospecha Aeromonas sp. Se deben utilizar agares convencionales
como el TSA y el BHI suplementados con sangre desfibrinada ovina al 5%.

- Si1sospechan filamentosas sembrar en agar TYES.

J. Equipo de bioseguridad (guantes de latex, tapabocas y bata)

k. Marcador de tinta indeleble

l. Cinta de enmascarar

Procedimiento

Las muestras para microbiologia se toman durante el proceso de necropsia, de manera
que hasta la insensibilizacién del pez se siguen los mismos lineamientos descritos
arriba.

Ya que se trata de infecciones causadas por microorganismos habitantes natura-
les del agua y debido a que prefieren infectar la piel y las superficies mucosas branquia-
les y gastrointestinales, el aislamiento de las bacterias la mayoria de las veces resulta
infructuoso.

Previo a la toma de la muestra se debe mantener el instrumental en alcohol o clo-
ruro de benzalconio (Fig. 7A). En el caso de infecciones de la piel, luego de la insensibi-
lizacion se recomienda lavar la zona afectada con agua destilada estéril (Fig. 7B) con el
fin de retirar material adherido y en alguna medida bacterias contaminantes. En el caso
de las aeromoniasis, se debe recordar que cuchas, escalares, cardenales, estrigatas, sa-
puaras, coridoras y discos, entre otros, desarrollaron la forma cuténea de esta infeccion,
para ellos se recomienda intentar el aislamiento en 4reas de piel gruesa, debido a que
en aletas y pieles delgadas casi siempre crecieron contaminantes. Después del lavado
se debe introducir el asa estéril alrededor de la zona afectada preferiblemente en piel
no ulcerada (Fig. 7B). Se debe repetir en varios puntos para aumentar las posibilidades
de cultivo. La siembra debe hacerse en los agares con sangre para evidenciar los halos
hemoliticos de las Aeromonas. Si se presentan erosiones y ulceras en la piel de mone-
das, se debe tener en cuenta que frecuentemente fueron causadas por bacterias com-
patibles con Flavobacterium columnare y en combinaciones con bacterias similares
a Aeromonas sp.; de manera que ademas de intentar aislar las Aeromonas, se deben
tomar muestras adicionales de la piel de los costados y alrededores de la boca que se
vieron repetidamente afectados. La siembra en este caso debe ser en medio TYES o
agar Cytophaga. La incubacién para ambos tipos de bacterias debe hacerse a 28°C
aunque se reporta crecimiento lento de Flavobacterium sp., entre 20-24°C.
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Figura 7A, Toma de muesttas mictobiologicas nstrumoental on aleohol o cloruro do bonzalconio

y los mecheros encendidos.

-, RiNdn

- Higado

Estémago

Figura 7B. Cultwvo de bacterias a paitr de Figura 7C. Cultivo de bacterias del abdomen
una herida en piel. Lavar la herida con agua en peces aplanados lateralmente.

destilada estéril.

En caso de evidencia gastrointestinal de las infecciones deben tomarse mues-
tras de los 6rganos internos, principalmente de bazo y rifion (Iig. 7C). Previo a la
diseccién se desinfecta la piel del costado izquierdo frotdndola con una gasa im
pregnada de yodo. Con el instrumental estéril, se diseca la pared como se menciond
en necropsia. El bazo se expone retirando el paquete intestinal, en la mayoria de los
peces, se encuentra en contacto con el aspecto ventral del estomago (Fig. 7C). Iin cu-
chas es tan pequerio que es preferible tomar la muestra del higado (Fig. 3B) y usar el
bazo para histopatologia. En la mayoria de las especies el 1inon se expone al retirar la
vejiga natatoria (Fig. b); en cuchas debe retirarse el ovillo intestinal paia evidenciarlo
teniendo cuidado de no romper el delgado tubo (Fig. 4D). Las visceras se pueden
mover con el asa para exponer los 6rganos. En tigritos, el rifién es facilmente vigible
luego del corte ventral de la pared (Fig. 3C). La toma de la muestra se hace por pun-
cién y rasgado del tejido. La siembra y el cultivo tienen las mismas consideraciones
expuestas en los aislamientos de piel.
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Caracteristicas basicas de las bacterias

Aeromonas hydrophila produce colonias B hemoliticas, blanco-amarillentas o grisa-
ceas, redondeadas de 3 mm de didmetro promedio en 24 h a 28°C en medio aerobio,
son muy viscosas; son cocobacilos o bacilos cortos rectos Gram (-). Las flavobacterias
producen colonias puntiformes (1 mm) de un amarillo intenso que crecen lentamente
en distintos puntos del agar. Son filamentos largos Gram (-). Por su parte la Edwardsiella
tarda produce colonias similares a A. hydrophila, sus morfologias no son discernibles
en el microscopio pero E. tarda difiere en que no produce hemdlisis. Las caracteristicas
bioquimicas fundamentales se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados de las pruebas fisicoquimicas bésicas de las tres principales bacterias Gram (-)

detectadas en los peces ornamentales colombianos.

A. hydrophila E. tarda F. columnaris
Morfologia cocobacilos cocobacilos filamentos
Gram - - -
Citocromo oxidasa + - +
Catalasa + & -
Indol + + 3
Produccién H,S + + R
Hemolisis N ] -
Motilidad + + i
Oxidaciéon glucosa - - + o
Fermentacién glucosa + + -

La Figura 8A describe la secuencia de clasificacién fisicoquimica de bacterias
convencionales de peces, a partir de un aislamiento coloreado con Gram.

Luego de la clasificacion fisicoquimica bésica, lo mas recomendable es utilizar un
panel comercial de identificacién de especie. Algunos de estos requieren el resultado

de varias pruebas entre ellas oxidasa, catalasa e indol.

Identificacion molecular

La confirmacion definitiva del patégeno puede hacerse mediante la amplificacion de
segmentos de ADN, especificos de cada bacteria, por medio de la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). En el caso de A. hydiophila se utilizan primets para
amplificar un fragmento de los genes que codifican para la produccion de hemolisinas,
entre ellas, aerolisina aerA (309pb) y hemolisina ahh1 (130 pb) (Fig. 8B). Por su patte,
las Flavobacterias son frecuentemente identificadas por la deteccion de genes que

codifican para hialuronidasas.
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CRECIMIENTO EN MEDIO BHI CON SANGRE O TSA

)

GW

(+)
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O]

(+)

|
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(1

) 6|

—
Bacilos 1-1.5 um
Motilidad (-)
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]

|
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Forman cadena

(+) Streptococcus sp.

|
Alcalino/acido gas TSI
H,S(5)
Motilidad y
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)

1
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Edwardsiella tarda
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1
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6 TINCION GRAM
; |

I
Bacilos 1-1.56 pm
0 | *
Oxidasa +
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Motilidad (-)
Forman cadena
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Oxidasa -

Motilidad

o | )
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Yersinia Edwardsiella
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A. hidrophyla
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&) | ©
|
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(+) | () de largo) de largo)

]
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== 1
Cocos Bacilos
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]
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—
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Oxidasa —
Catalasa +
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Figura 8A. Algoritmo de clasificacién de aislamientos bacterianos de patdégenos convencionales
recuperados en agar BHI con sangre (adaptado de Espinosa de los Monteros y Labarta, 1988).
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Figura 8B. Clasificacidn molecular
de A hydrophila Visualizacion de los
genes de la aerolisina aerA (309pb) y
de la hemolisina ahh1 (130pb) A partir
de una bactena aislada de una cucha

con infeccién de la piel Electroforesis

en gel de agarosa Escalera 100pb

TOMA Y ENVIO DE MUESTRAS PARA DIAGNOSTICO
DE MICOBACTERIAS NO TUBERCULOSAS (MNT)

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) que inducen enfermedad en peces orna-
mentales, se encuentran normalmente en el agua. Cuando infectan los peces, generan
lesiones en diversos érganos; el rifién y el bazo son los ideales para aislamiento mi-
crobioldgico e identificacion molecular; sin embargo, en peces muy pequenos no es

posible obtener dichos érganos, en esos casos se puede utilizar el higado.

Instrumental y materiales

¢ Peces enfermos

¢ Anestésico

¢ Dos mecheros de buena flama

e Gasas con yodo

¢ Instrumental (Lijeras, pinzas con garra y sin garra, bisturi)

¢ Cloruro de benzalconio

e Alcohol etilico (>70 %)

e Buffer TE1X (10 mMTris HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0)

e NaOH 4N

e Viales estériles de 2ml

¢ Hisopos de algodon estériles

¢ Nevera con geles congelados

e Medio de cultivo solido Lowestein-Jensen (LJ) servido en cuna en tubos de 10ml
tapa rosca

¢ Equipo de bioseguridad (guantes de latex, tapabocas y bata)

¢ Marcador de tinta indeleble

¢ (Cinta de enmascarar

* Bolsa roja para desechos biosanitarios
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3

rroceaimiento

Previo a la toma de la muestra, se debe organizar el area de trabajo en un lugar protegi-

do de comrientes fuertes de viento. La superficie de trabajo debe limpiarse con alcohol;

luego ubicar el instrumental en un recipiente con cloruro de benzalconio (Fig. 7A), en-
cender los mecheros y tener a la mano los tubos con LJ, los viales estériles, los hisopos
de algodon estériles, la nevera, el buffer TE y el NaOH (Fig. 9A).

Las muestras para aislamiento microbiologico y congelacién de tejidos se toman
durante el proceso de necropsia, de manera que hasta la insensibilizacion del pez se
siguen los mismos lineamientos descritos anteriormente.

* Una vez insensibilizado el pez, ubicarlo en decubito lateral derecho o dorsal
dependiendo de su anatomia (Fig. 1, A y B), en medio de los dos mecheros
encendidos. Desinfectar la piel del costado izquierdo con yodo.

* Incidir el abdomen como fue descrito en el procedimiento de necropsia y exponer
las visceras.

* Con las pinzas tomar el bazo y cortar un fragmento de 5-10 mm de diametro para
conservarlo en un vial con 1ml de buffer TE 1X a -20°C; este tejido puede ser enviado
refrigerado al laboratorio de diagnéstico molecular mas cercano en el menor tiempo
posible.

¢ Otro fragmento del mismo tamafio y del mismo érgano se ubica en otro vial, se
adiciona 1 ml de NaOH 4N y con un hisopo de algodén estéril macerarlo y dejarlo
en contacto con el reactivo por 2 min., si se deja mas tiempo se corre el riesgo de
eliminar las micobacterias presentes.

¢ El hisopo de algodén es utilizado para sembrar la muestra en dos tubos con LJ,
dispersando el material en toda la superficie del medio (Fig. 9A).

¢ FEl vial con los restos de tejido se desecha en bolsa roja al igual que el hisopo.

Figura 9A. Aislamiento microbiolégico de micobacterias no tuberculosas (MNT). En un vial
de 2 ml con 0.6 ml de NaOH 4N macerar el tejido con un hisopo estéril. Sembrar en zigzag a lo laigo
de la cuifia de un tubo con medio LJ.
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Eltejido en buffer TE se congela a -20°C hasta su uso para diagnéstico molecular.
Los tubos con LJ se incuban a 28°C, uno en presencia de luz y €l otro en oscuridad, por

3 meses observando diariamente el crecimiento de colonias.

Caracteristicas basicas de las MNT

Las MNT retnen maés de 175 especies de micobacterias. Se dividen en tres grupos:
fotocromoégenas, escotocromégenas y no cromégenas, la diferencia es dada por la
habilidad de sintetizar pigmentos en presencia de luz, por esto se incuban en luz y
oscuridad. Adicional a esta clasificacién, las MNT pueden ser de crecimiento rapido
(<7 dias) o de crecimiento lento (>1 semana). La morfologia de las colonias también va-
ria ampliamente de acuerdo a la especie aislada, desde colonias lisas, rugosas, con for-
ma de huevo frito, forma de coral, bordes irregulares o continuos y diversos didmetros.
La descripcién de las caracteristicas fenotipicas y moleculares de las MNT se puede
consultar en http://app.chuv.ch/prasite/index.html. La informacién de los aislamien-
tos de MNT patogenas presentadas aqui son las identificadas en peces ornamentales
colombianos.

Todas las MNT son positivas a la coloraciéon de Zielh-Neelsen (ZN). M. fortuitum
es no cromodgena, de crecimiento rapido y forma una colonia con morfologia de huevo
frito, color beige (Fig. 9B). M. peregrinum es no cromoégena, de crecimiento lento y
colonia lisa color beige (Fig. 9C). M. marinum es fotocromoégena, de crecimiento lento
y colonia lisa naranja (Fig. 9D). La identificacién de género y especie se hace por mé-

todos moleculares.

Figura 9B. Mycobacterium fortuitum. Aislamiento delrifién de un beta de cultivo del departamento
del Meta. No pigmentada, colonia blanco cremosa con morfologia de huevo frito, crecimiento
rapido (7 dias). C. Mycobacterium peregrinum. Aislamiento del rifién de un ramirezi de acopio de
las bodegas de exportacién en Bogota. No pigmentada, colonia lisa blanco cremosa, crecimiento
lento (20 dias). D. Mycobacterium marinum. Aislamiento del rifién de un beta de cultivo del
departamento del Meta. Fotocromégena, colonia lisa naranja, crecimiento lento (19 dias).
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ldentificacion molecular

La identificacién molecular de las MNT se puede hacer a partir de aislamientos bacte-
rianos, tejidos frescos o congelados y tejidos embebidos en parafina. Para los diferentes
métodos el primer paso es la extraccién de ADN, seguido por la amplificacién de un
fragmento del gen que codifica para la proteina de estrés térmico de 65 kilodaltons
(hsp65) y posterior secuenciacién de los amplicones obtenidos.

La extraccién de ADN a partir de colonias se hace sometiendo a ebullicién a 94°C
por 15 min. una porcién de la colonia o varias de ellas en 150 jl de agua destilada.

La extraccion de ADN a partir de tejidos frescos, congelados o embebidos en
parafina se hace por el método de tiocianato de guanidio. Para el caso de tejidos pro-
cedentes de cortes de parafina, se deben tomar 5 a 10 cortes de 5 a 10 um cada uno,
depositarlos en un vial de 2 ml para luego desparafinarlos. En el caso de tejidos frescos,
estos deben estar previamente macerados en mortero y pistilo o directamente con
pistilo en viales de 1,5 0 2 ml. El ADN es extraido como se describe a continuacion:

* Reconstituir los tejidos con 200 pl de buffer TE 1X.

* Digerir agregando a cada vial 10 a 20 pl de proteinasa K de 20 mg/ml.

* Incubar a 56°C por 3 a 12 h. Se inactiva la proteinasa K incubando las muestras a
94°C por 10 min.

* Dejar enfriar y agregar a cada una de las muestras 250 1l de tiocianato de guanidio
67%, llevar a incubacién a 80°C por 30 min.

* Agregar 250 ul de isopropanol para precipitar el ADN.

¢ Mezclar con vértex y centrifugar a 12,500 rpm por 15 min. a temperatura ambiente.

¢ Eliminar todo el sobrenadante y conservar el pellet.

¢ Agregar 500 ul de etanol 70%, para lavar el ADN y mezclar con vortex.

e Centrifugar a 12.500 ipm por 5 min. a temperatura ambiente. Eliminar todo el
sobrenadante y conservar el pellet.

* Retirar con micropipeta el etanol remanente y dejar secar el pellet.

* Reconstituir el ADN en 50 a 200 ul de buffer TE 1X (segun el pellet obtenido) y mezclar
con micropipeta. Si se va a emplear en el mismo dia o si se desea guardar por varios
dias puede ser refrigerado, por més tiempo requiere almacenamiento a -20°C.

* Si es necesario, se cuantifica por espectrofotometria o fluorometria una alicuota del
ADN resuspendido y/o se observa en gel de agarosa al 1,5%.

Amplificacién y secuenciacion del gen hsp65 del género Mycobacterium

El gen hsp65 (heat shock protein 65) est4 presente en todas las micobacterias, y es mas
variable que el gen 16S rRNA en estos microorganismos, por lo que permite diferenciar
entre especies genéticamente relacionadas. Se amplifica un fragmento de 441 pb con
los iniciadores F927 (6'-GGACCCGTACGAGAAGAT-3') y Th12 (6'-CTTGTCGAACCG-
CATACCCT-3') para posteriormente ser secuenciados e identificados en género y espe-
cie (Telenti et al., 1993; Pourahmad et al., 2009). El procedimiento general es el siguiente:
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* Se mezclan los componentes de la reaccion de la PCR en la cantidad y orden

descritos en la Tabla 2, en viales debidamente identificados.

+ Enue el agua destilada y el ADN se debe adicionar hasta 35,4 yl, para completar
50 ul en volumen total por cada muestra.

+ En el termociclador se amplifica con el siguiente perfil: un paso inicial de 56 min de
incubacion a 94°C, seguido por 35 ciclos de 1 min. a 94°C, 1 min a 60°C, 1 min a
72°C y una extension final de 5 min a 72°C.

* Luego se hace la electroforesis en gel de agarosa para observar si hubo amplificacién.
Para tal efecto se debe sembrar en el gel una alicuota de 5 a 10 ul de cada reaccién
de PCR. El producto amplificado obtenido a partir de muestras positivas (presencia
del género Mycobacterium) debe ser de 441 pares de bases (pb) (Fig. 10).

Una vez que se observa amplificacién positiva, el volumen restante del tubo de
PCR puede ser enviado a secuenciacion para su identificacién de género y especie,
mediante el alineamiento y comparacion de las secuencias obtenidas en una base de
datos de internet como el Genbank de NCBI.

Tabla 2. Reactivos para amplificacién de hsp65

Orden de g Cantidad por

adicién Reactivo Concentraciéon vial (ul)

Buffer 10x 5ql

2 MgCl2 25mM 3ul

3 dNTPs 10mM 2nl

4 Fo27 10mM 2nl

5 Th12 10mM AN

6 Taq polimerasa 5U/ul 0,6 ul

TOTAL 14,6 pl

PCR F927 - Tb12

ID muestra i
* M.
100pb 1575 1617 1617 1617L 1630 1978 1979 2002 2004 | fortutum  C-

2% h 80V 35mAmp 2W

Figura 10. Identificacion molecular de Mycobacterium sp. Visualizacién del gen hsp65 (441 pb)
a partir de aislamientos micobacterianos obtenidos de bazo. Escalera 100pb.
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