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actualidad es Especialista en animales de laboratorio, Diagndstico veterinario
de laboratorio y desarrolla sus tareas e investigacion en el control sanitario de
las colonias de roedores y peces cebra que se utilizan en experimentacion en
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El uso de peces como reactivo biologico en la investigacion biomédica se ha
incrementado en la dltima década, en gran medida liderado por el desarrollo
del modelo de pez cebra (Danio rerio) para estudiar los mecanismos de
embriogénesis y enfermedades de los vertebrados. La preocupacion por
las enfermedades infecciosas en los peces utilizados en investigacion estd
aumentando debido a la escasa implementacion de medidas de bioseguridad
adecuadas en las instituciones de experimentacion y que podria conducir a
una ripida propagacion de patégenos.

Ademas de las enfermedades agudas que causan morbilidad y mortalidad

severa, las condiciones cronicas subyacentes que causan infecciones de bajo
grado o subclinicas, pueden confundir los resultados de la investigacion,

por lo tanto, se recomienda la implementacion de un programa de control
sanitario en las instalaciones del pez cebra, para mitigar los riesgos y asegurar
que los resultados obtenidos de las investigaciones estén libres de variables
no controladas.
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el pez cebra (Danio rerio) se ha convertido en un importante
modelo animal de investigacion. Muchas de los mismas caracteristicas que hacen de este
pequeiio pez de agua dulce tropical un favorito de los peces entre los aficionados en el
acuarismo, también han contribuido a su surgimiento como un modelo para el ser
humano desarrollo y enfermedad, toxicologia, genética y comportamiento. Un factor
importante en esta aparicion es la relativa facilidad de mantener y criar pez cebra en
cautiverio. A medida que el pez cebra se ha vuelto mas frecuente en los programas de
investigacion con animales, hay una creciente necesidad de desarrollar estandares de
atencion que favorezcan el bienestar de estos animales. Dichos estandares no solo
mejoraran bienestar animal, pero en Ultima instancia servira para mejorar la calidad y la
eficacia de la investigacion en que los peces estan involucrados. (Spence et al., 2008).
El pez cebra, es utilizado como modelo de desarrollo embrionario de vertebrados,
analisis de la funcion génica, y mutagénesis. Previo al desarrollo del modelo del pez
cebra en la década de 1970, genetistas del desarrollo experimentaban con modelos de
invertebrados como Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) y, mas recientemente,
con Caenorhabditis elegans (nematodo) para la investigacién del desarrollo embrionario
temprano. La combinacion de una prolifica capacidad reproductiva de Drosophila y la
manipulacién exitosa de sus embriones permite hacer ensayos de desarrollo embrionario
y analisis genético de forma practica en el laboratorio. Sin embargo, en relacién al
desarrollo embrionario, la aplicacién de esta informacion a vertebrados fue limitada.
Desde embriones de ratones que se desarrollan dentro de un Utero hasta la rana de
garras africana (Xenopus laevis) tienen una capacidad reproductiva lenta, y ninguno de
estos modelos de vertebrados mas populares poseen las caracteristicas que hizo de
Drosophila un modelo tan practico (Kahn, 1994; Spence et al., 2007; Spence et al., 2008).
Por su alta fecundidad y fertilizacion externa, el pez cebra poseia los atributos de estos
modelos existentes, sin sus inconvenientes inherentes. Debido a que los mecanismos
moleculares fundamentales del desarrollo de un embrién son similares para todos los
vertebrados, posibilitd que el pez cebra, se haya convertido gradualmente en el modelo
vertebrado inferior de eleccién (Spence et al., 2008).

Los procesos de mutagénesis han permitido experimentar en areas del genoma sin
conocimiento previo de la funcién de genes especificos. Desde hace algunos afios en los
laboratorios, se utilizan ratones y ratas en técnicas donde se eliminan mutaciones de
interés de genes conocidos para estudiar el efecto del gen en el fenotipo resultante. A

través de la creacion de fenotipos mutantes por medio de la mutagénesis quimica, las



funciones de muchos genes asociados a la pigmentacion, tejido muscular, cardiovascular
y el desarrollo del sistema nervioso central (SNC) han sido investigados extensivamente
(Driever et al., 1994; Postlethwait et al., 1997). A principios de la década de 1970, George
Streisinger (Universidad de Oregon), un genetista de fagos, identifico al pez cebra como
un modelo de vertebrado. Para aislar mutaciones genéticas en pez cebra utilizd
protocolos de mutagénesis. Esta linea sistematica de trabajo ha continuado en la
Universidad de Oregon por varios laboratorios, incluido el de Charles Kimmel, quien
también ha aportado gran parte de la informacion, involucrando el desarrollo embrionario
temprano del pez cebra. A comienzo de la década de 1990, dos laboratorios (Christiane
Nusslein-Volhard del Instituto Max Planck para el Desarrollo Biologia y Wolfgang Driever
del Hospital General de Massachusetts), comenzaron a utilizar una metodologia llamada
"mutagénesis de saturacion" para identificar fenotipos mutantes en el pez cebra (Kahn,
1994). Los investigadores, usando esta metodologia, trataron a los machos adultos de
pez cebra con un mutadgeno quimico, y se examiné la generacion F3 para observar
anormalidades del desarrollo por la interrupcion de la funcion de varios genes podrian
identificarse mediante la observacion de los fenotipos mutantes en los peces cebra en
desarrollo. En 1996, esta metodologia habia producido mas de 2000 mutaciones en
varios cientos de genes que son necesarios para el desarrollo embrionario normal
(Driever et al., 1996; Haffter et al., 1996). En 1994, John Postlethwait. (Universidad de
Oregon) publico el primer mapa genético donde se identificaron aproximadamente 400
marcadores genéticos. Por 1996, el mapa genético del pez cebra ya habia crecido para
incorporar aproximadamente 1200 marcadores (Postlethwait et al., 1997).

El pez cebra es tolerante a una amplia gama de condiciones ambientales condiciones y
facilmente reproducira y producira grandes cantidades de descendencia, incluso bajo
condiciones variables o subdptimas. Irobnicamente, el hecho de que el pez cebra
prospere tan bien en cautiverio ha permitido a los investigadores pasar por alto la
importancia de desarrollar estandares para el cuidado y manejo, basado en la biologia y

comportamiento de estos animales (Spence et al., 2008).

1.1. HISTORIA NATURAL DEL PEZ CEBRA, BIOLOGIA Y MODELO EXPERIMENTAL
EN INVESTIGACION BIOMEDICA

El pez cebra es una especie de agua dulce nativa del Ganges, rio de la India y se
extiende a otras areas continentales circundantes del sur de Asia (Hamilton-Buchanan,
1822). El pez cebra es un miembro de la familia Cyprinidae, que incluye el género

Danios. Los adultos no suelen superar los 3 - 4 cm de longitud, son sexualmente dimorfos
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y la hembra es un poco méas grande, mas plateada y ligeramente redondeada; en cambio
el macho es mas aerodinamico y generalmente mas brillante que las hembras. Los
adultos sanos suelen ser un tono plateado o dorado (menos comun) con varias rayas
horizontales de color azul / purpura brillante que se extienden desde el opérculo hasta la
base de la aleta caudal. Las rayas de colores se repiten con frecuencia tanto en la aleta
anal como en la dorsal. Los machos que exhiben comportamiento dominante sobre los
demas peces del acuario, generalmente muestran tonos dorados o amarillos mas
brillantes y dorsalmente, es evidente un tono marrén amarillento oscuro a oliva desde la
cabeza a la aleta caudal. La region ventral suele ser homogénea, de tono amarillo-blanco
y dos pares de barbulas estan presentes en la mandibula inferior.

La cria selectiva por el comercio de acuarios ha producido muchas variedades
fenotipicas, incluyendo peces con aletas en velo y aletas largas.

El pez cebra no suele ser agresivo y es un nadador activo ocupando los estratos
superiores de la columna de agua. Son omnivoros y han demostrado ser bastante
resistentes y prolificos cuando son criados en cautiverio. A través de una buena nutricion
y por manipulacion del ciclo luz-oscuridad, las hembras pueden ser inducidas faciimente
a tener crias en el laboratorio. Después de un periodo de oscuridad total, la repentina
aparicion de luz genera un comportamiento de frotamiento persistente en la hembra por
parte del macho quien la estimula para la postura de huevos, los cuales caen en la
camara colocada en la parte inferior del acuario. Después de inducir a la hembra para la
liberacién de huevos a través del comportamiento tactil, los machos fertilizar rapidamente
los mismos. Para la proteccion de los huevos se requieren pequefias esferas de vidrio
(canicas) colocadas en la parte inferior de la unidad, evitando que los adultos consuman
sus posturas antes de la recoleccion (Dietrich et al., 1999?; Spence et al., 2007).

1.1.1. Desarrollo embrionario

Después de la fertilizacion, el embrién de pez cebra sufre una serie de formacion de
escisiones visibles. En 28.5 °C (la temperatura estandar para el mantenimiento del pez
cebra) la primera ocurre a los 45 minutos después de la fertilizacion, y las siguientes ocho
divisiones tienen lugar a intervalos regulares de 15 minutos. Después de la novena
division, el ciclo celular comienza a alargarse y las divisiones celulares se vuelven
asincronas. Esto marca el inicio de la formacion de la médula ésea (FMO) en alrededor
de 3 horas después de la fertilizacién. Un aspecto importante de la FMO es la activacion
de la transcripcion cigética en donde todos los procesos, estan regulados por factores
maternos depositados en el huevo. La gastrulacion, proceso por el cual las tres capas



germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo) ocupan sus posiciones finales en el
embrion, comienza después de aproximadamente 5.5 horas posteriores a la fertilizacién
(hpf) y se completa a las 10 hpf. Desde las primeras divisiones no se bisecta la yema, el
embridn se asienta como una bola de células en la parte superior de La yema hasta
aproximadamente 4.5 hpf, cuando las células embrionarias comienzan a crecer
extendiendose sobre la yema. Este proceso, denominado "epiboly", (es un movimiento
celular que se produce en el embrién temprano, al mismo tiempo que la gastrulacion) y se
completa a las 10 hpf. Durante el periodo comprendido entre 10 y 24 hpf, los érganos
internos comienzan a formarse, y en los cambios morfologicos las estructuras adultas se
vuelven detectables. A las 24 hpf el corazoén late, la sangre comienza a circular y el
embrion responde a cualquier estimulaciéon denotando la presencia de conexiones
neuromusculares. Durante los proximos dias el embrién sigue creciendo y los érganos
internos completan su desarrollo. Los embriones comienzan a alimentarse poco después
el dia 4 o 5 (Kimmel et al., 1995; Spence et al., 2007; Spence et al., 2008).

1.1.2. Modelo experimental en investigacion biomédica

El pez cebra se ha utilizado como modelo experimental en varios campos de la
investigacion biomédica (Streisinger et al., 1981), pero solo recientemente se utiliza
principalmente como modelo en biologia del desarrollo. Sin embargo, los procesos
biol6gicos relevantes para un organismo adulto también se pueden abordar (por ejemplo,
hemostasia) Jagadeeswaran & Liu, 1997. Las principales investigaciones utilizando el pez
cebra se han realizado en desarrollo temprano y organogénesis, pero también en una
amplia variedad de ensayos bioldgicos (Dietrich, 1999a, 1999b; Rubinstein, 2003;
Weinstein et al., 1995; Speedie & Gerlai, 2008).

La utilidad del pez cebra como sistema modelo no depende solo en sus rasgos
compartidos con otros animales y humanos, sino también en varias caracteristicas que
permiten una variedad de experiencias y enfoques. El pez cebra adulto es pequefio, lo
que hace posible mantener un nimero mayor de peces que de otros vertebrados, como
pollos o ratones, en un determinado espacio. Ademas, el pez cebra requiere poco
mantenimiento, a excepcion de cambios de agua y alimentacion pero estos pueden ser
automatizados para facilitar la tarea. Esto hace del mismo una opcién muy econdémica
como organismo modelo. La hembra del pez cebra pone habitualmente un par de cientos
de huevos, y es posible volver a cruzar los progenitores a intervalos semanales. Los
grandes tamafios de las camadas son importantes para los experimentos genéticos y

también al proporcionar un gran niumero de embriones para ensayos moleculares y



bioquimicos como una poblacién bien sincronizada en su rapido desarrollo ontogenético
de solo tres dias hasta llegar al estadio de alevino. Los embriones o alevinos de pez
cebra se desarrollan fuera de la madre y poseen una yema que los nutre durante varios
dias. Esto significa que todas las etapas de desarrollo son accesibles para la experiencia,
sin sacrificar a la madre, como a menudo se necesita en otras especies de vertebrados
para obtener embriones que se desarrollan en el Utero. Los embriones son 6pticamente
transparentes, que permite observar células en el embrion vivo. Los embriones de pez
cebra se desarrollan muy rapidamente, y 24 horas después de la fertilizacién los
embriones tienen una apariencia de pez con la mayoria de los sistemas de érganos ya
desarrollados y funcionando. Entonces aquellos experimentos que involucran el
desarrollo de un sistema organico especifico (por ejemplo, expresion transitoria de un gen
particular) es posible obtener resultados en uno o dos dias a partir del inicio de desarrollo
del embrién.

El genoma del pez cebra es aproximadamente la mitad del tamafio del que posee un
mamifero, asi la generacion de mapas fisicos y posicionales para proyectos de clonacion
en el pez cebra requieren esfuerzos similares a los de un ratén. El pez cebra alcanza la
madurez sexual en un tiempo relativamente corto (2-4 meses, dependiendo de la
densidad de peces y la tasa de alimentacion). En conjunto, estas caracteristicas permiten
la utilizacion del pez cebra para realizar investigaciones en una variedad métodos y de
factores embrionarios, moleculares y genéticos (Dietrich, 1999a, 1999b; Larson et al.,
2005; Paull et al., 2010).

1.2. FACTORES MEDIOAMBIENTALES IMPORTANTES PARA LA SALUD, MACRO,
MICROAMBIENTE Y LA ADQUISICION DE PECES

Los peces son el grupo de animales vertebrados mas numeroso y variado del planeta,
con cerca de 35.000 especies conocidas. Se encuentran en todo tipo de ecosistemas
acuaticos, adaptandose evolutivamente a los ambientes en los que habitan. Ademas,
existen pruebas cientificas que demuestran su capacidad para sentir miedo, dolor,
angustia y estrés (Schreck et al. 2016, Sneddon & Brown, 2020), confirmando que son
seres sintientes que necesitan condiciones 6ptimas de bienestar para proporcionar una
cria adecuada. Se trata de emplear practicas apropiadas que mejoren las condiciones de
vida de los peces, faciliten durante las experiencias, una muerte sin sufrimiento, y
reduzcan cualquier riesgo que, siendo claramente perjudicial para su bienestar, pudiera
ser evitado (Fife-Cook & Franks 2019, Kristensen et al. 2020).
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1.2.1. Temperatura

La temperatura es de importancia critica en la supervivencia, desarrollo, crecimiento y
reproduccioén exitosa del pez cebra. Cuando la temperatura del agua sube o baja
bruscamente, los peces al igual que la mayoria de los poiquilotermos, muestran una
reaccion de shock interno. La magnitud de este efecto depende de la rapidez del cambio
de temperatura. Como regla general, un cambio de temperatura debe limitarse a +- 1.5
°C/dia, aunque muchos organismos acuaticos pueden tolerar grandes cambios de
temperatura bastante bien, después de un shock inicial y un breve periodo de
aclimatacion. Las siguientes generalizaciones pueden ser Utiles para el desarrollo de
practicas de laboratorio que promuevan la buena salud de los animales.

La temperatura 6ptima para el pez cebra es de 24-28°C y se recomienda temperaturas
mas altas para estimular la postura de huevos / comportamiento reproductivo y para
facilitar el desarrollo de embriones fertilizados. Un cambio de temperatura afecta la
tolerancia a otros factores. El aumento de la temperatura (dentro del rango de tolerancia)
acelera el metabolismo y aumenta la demanda de oxigeno. Como regla general, la tasa
metabdlica se duplica por cada 10°C de aumento en la temperatura. Las larvas suelen
ser menos tolerantes a los cambios de temperatura que sus respectivas formas adultas.
En el mantenimiento del soporte vital, un sistema a temperaturas ligeramente mas bajas
en el laboratorio, aumentara el oxigeno disponible, reducira la necesidad de alimento y
minimizar las pérdidas debidas a incrementos accidentales de temperatura. Sin embargo,
las temperaturas mas bajas disminuiran la tasa de crecimiento y desarrollo. Los limites de
tolerancia a la temperatura son altamente variables entre poblaciones y entre
temporadas. El cambio en la temperatura (en general un aumento en la misma) es a
menudo un factor en la iniciacion de la actividad reproductiva u otra actividad inducida por
hormonas (Larson et al., 2005; Paull et al., 2010; Saraiva et al. 2022b).

La temperatura del sistema de agua debe ser monitoreada y registrada diariamente por la
colocacion de un termometro o sonda en cada sistema independiente. Pequefios cambios
en la temperatura en el agua del acuario ya sea por encima o por debajo del rango
6ptimo no suele ser perjudicial. Sin embargo, los cambios repentinos y grandes en la
temperatura (también ambiental) pueden causar un choque e incapacitar a los peces
cebra.

La temperatura ambiente de la habitacidon debe mantenerse al menos 1°C por encima de
la del sistema de contencién de agua (acuario o pecera). La ventilacion en la sala ayuda
a prevenir la condensacion de agua en las superficies externas de acuarios, paredes y

suelo. La condensacion en estas superficies sirve como un medio para el crecimiento de
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mohos u hongos y genera un impacto negativo en la calidad del aire. Temperaturas
ambiente superiores a 27°C generalmente no se recomiendan debido al elevado costo de
mantenimiento y menor tasa de oxigeno disuelto y mayores tasas metabdlicas de los
peces. Pez cebra, en su ambiente natural, posee un amplio rango de tolerancia a los
cambios de temperatura, en las regiones donde habita se han registrado fluctuaciones de
temperatura desde los 14,2°C hasta los 33°C (Lopez-Olmeda & Sanchez-Vazquez,
2011). Los registros de temperatura fluctian dependiendo de la estacion del afio, en
invierno puede alcanzar 6°C y en verano hasta 38°C (Spence et al., 2008). Es un pez
ectotermo, lo que quiere decir que es capaz de adaptarse a los cambios de temperatura
del ambiente (Lépez-Olmeda & Sanchez-Vazquez, 2011). Esta capacidad le permite
tolerar las fluctuaciones de temperatura y aclimatarse con facilidad (Lépez-Olmeda &
Sanchez-Vazquez, 2011). La exposicion de larvas de pez cebra a temperaturas variadas
gradualmente, en condiciones de laboratorio, genera una mejor respuesta de adaptacion
en comparacion a larvas expuestas a cambios bruscos de temperatura (Long et al., 2013;
Wang et al., 2014). El cambio de temperatura genera efectos a nivel fisiolégicos en los
peces, afectando el desarrollo, crecimiento, metabolismo entre otros (Lopez-Olmeda &
Sanchez-Vazquez, 2011). En el caso de pez cebra, los estudios disponibles se enfocan
en identificar y estudiar los efectos provocados por los cambios de temperatura a nivel
transcripcional en estadios larvales (Long et al., 2012; Long et al., 2013), y cédmo influyen
los cambios de temperatura en estadios embrionarios (Scott & Johnston, 2012).
Adicionalmente, en el trabajo de Schaefer & Ryan, 2006 evaluan el concepto de
plasticidad de desarrollo el cual se define como cambios fenotipicos permanentes
generados en respuesta a cambios en las condiciones ambientales durante el crecimiento
(Kinne, 1962).

1.2.2. Oxigeno disuelto

En el agua, un pez se asfixia cuando el contenido del oxigeno disuelto cae por debajo de
un nivel critico. Este nivel es especifico de la especies y de la cepa sujeta a adaptacion y
dependiente de la temperatura.

Cuando un pez es sacado del agua, las laminillas branquiales se colapsan porque
carecen de soporte esquelético interno. Esto reduce en forma drastica el area de
superficie disponible para la difusion del oxigeno y el pez morira finalmente de asfixia a
menos que sea devuelto al agua. Por lo tanto, la duracién del tiempo de permanencia
fuera del agua debido al muestreo periddico para experimentos o al transferir los

animales deben ser lo mas breve posible. Los peces evitan las areas donde se produce el
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agotamiento de oxigeno. Esto puede ser de ayuda en la identificacion de areas
deficientes de oxigeno dentro de los sistemas de agua. Por el contrario, gran cantidad de
peces que se reunen alrededor de los aireadores, piedras de aire u otros puntos de
suministro de aire indican un grave agotamiento de oxigeno dentro del sistema; como
también peces reunidos en la superficie del agua indica una falta de saturacion de
oxigeno (Saraiva et al. 2022b). Este comportamiento se produce porque la saturacion del
oxigeno del agua es ligeramente mayor en la interfaz aire-agua. Aunque una adecuada
oxigenacion es esencial, demasiado oxigeno u otros gases comprimidos, disueltos como
el nitrégeno, pueden ser perjudiciales e incluso fatales si no se corrige rapidamente. Una
masiva aireacion puede producir nubes de burbujas muy finas (Stoskopf, 1993). Bajo una
alta presiéon de una bomba de aire, los gases comprimidos tienden a permanecer en
solucion. Una vez expulsado al sistema de circulacion de agua, el gas comprimido sale
de soluciéon a menor presion y es utilizado por los peces del acuario. Esto resulta en
émbolos aéreos que se desarrollan en los vasos sanguineos mas pequefios, como en las
laminillas branquiales y que interrumpen el flujo de sangre a través de las branquias o en
algunos de los casos pueden romper los vasos delicados, y que resulta en una
hemorragia, asfixia y muerte. Esta condicion se conoce como enfermedad de la burbuja
de gas (Gas Bubble Disease, GBD) y con frecuencia se manifiesta en los peces como
una dificultad para respirar (boca abierta), hemorragia alrededor de las branquias,
exoftalmia, pequefias burbujas de aire asociadas con las escamas o cérnea, y muerte
subita. El diagnostico de GBD puede ser dificil a menos que a los peces afectados se les
realice una necropsia poco después de la muerte. Lesiones abiertas asociadas a GBD
frecuentemente se vuelven inaparentes después de 24 horas postmortem. GBD debe
remediarse rapidamente mediante la eliminacion de todos los dispositivos de aireacion
(piedras de aire, etc.) secundarios que contribuyen a agregar mas gas a presion para el
agua. Esto reducira la mezcla de gases disueltos en el sistema de agua. La mayoria de
los casos de sobresaturacion de gases se puede atribuir directamente al aire atrapado en
el sistema de tuberias a través de equipos defectuosos o envejecidos, tales como
tuberias, juntas o accesorios de manguera que generalmente se encuentran en la
succioén cercana a la bomba. La sobresaturacion de gas del sistema de agua puede
también ocurre en cualquier lugar que pueda permitir que el aire entre y permanezca en
el sistema bajo aumento de presién. La cavitacion del agua o el aire atrapado en la
bomba es una causa frecuente en la precipitacion de la sobresaturacion del gas y en
ocasiones se puede diagnosticarse escuchando el funcionamiento de la bomba el aire

atrapado dentro del sistema de la bomba y que generalmente resulta en un ruido de
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"burbujeo". Los componentes defectuosos que producen fugas de aire deben ser
Identificados, reparados o reemplazados. Con frecuencia, los sistemas operativos
necesitan ser modificados para evitar la colocacion de piedras de aire cerca de la entrada
de la bomba. Nunca debe permitirse que una bomba funcione sin agua o ingreso aire
durante los cambios de agua. La aireacion se puede proporcionar en acuarios o
recipientes poco profundos, simplemente manteniendo una circulacién del agua. La
difusion de oxigeno es adecuada a profundidades menores a 10 cm si el aire es
bombeado a una velocidad de 2 litros / min por cada 100 litros de agua del sistema. Una
menor capacidad se puede utilizar si los peces estan inactivos o la temperatura del agua
se encuentra en el umbral inferior de tolerancia térmica para esa especie o cepa del
disefio experimental. El aire comprimido es caliente y seco y tiende a acelerar la
evaporacion del agua dentro del sistema. El aire que burbujea en los acuarios producira
una niebla fina que puede transportar fomites y ayudar en la transmisién de
enfermedades. Dicha humedad también puede resultar en la oxidacion de componentes
metalicos que resulta en una posible acumulacién y aumento de los niveles de iones
metélicos que pueden ser toxicos. Por lo tanto, todos los componentes metalicos de
acero no inoxidable deben ser regularmente controlados y evitar la formacién de 6xido
(Stoskopf, 1993; Harper & Lawrence, 2010; Lawrence, 2007).

1.2.3. pH

El pez cebra, como la mayoria de las especies de agua dulce, prefiere un rango de pH de
6.8-7.2 y con un 6ptimo de pH 7.0. Al igual que con la temperatura, los cambios fuera del
rango 6ptimo, como cambios repentinos y drasticos en el pH puede ser muy perjudicial
para la salud animal. Un pH mas alto (> 8.0) también resulta en una concentracion mas
alta de amoniaco no ionizado (NH3). Mientras que pH bajo (<5.0) inhibe la actividad de
las bacterias nitrificantes y se tiende a aumentar los niveles totales de amoniaco debido a
una acumulacion del mismo. En sistemas de agua cerrados y recirculantes, el pH ira
gradualmente en disminucién debido a la produccién de acidos durante el proceso de
nitrificacion ya que las bacterias dentro del biofiltro convierten el amoniaco en nitrato. El
pH también disminuira en sistemas mal aireados debido a la produccion y acumulacion
de diéxido de carbono (CO2) creado por la respiracién de los peces.

El pH del sistema de agua tiene una influencia directa sobre la susceptibilidad de los
peces a las toxinas contaminantes metdlicas comunes como el zinc, el cobre, el hierro y
el aluminio que son mas solubles en agua en condiciones acidas. Por lo tanto, la

toxicidad asociada con la exposicién a estos elementos es mas comun en sistemas de
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agua mantenido a un valor de pH mas bajo ((Harper & Lawrence, 2010; Lawrence, 2007;
Kwong et al., 2014; Saraiva et al. 2022b).

1.2.4. Dureza total del agua

La cantidad de sales de calcio y magnesio en el agua se denomina como dureza del
agua. Otros cationes también contribuyen a la dureza total del agua, pero estas suelen
estar presentes solo en cantidades muy pequefias dentro de agua dulce normal. Los kits
de prueba comerciales disponibles tienden a medir la dureza como la cantidad de
carbonato de calcio (CaCO3) presente en el agua. Los informes de calidad del agua
generalmente expresan niveles de dureza en términos de partes por millén (ppm) o
miligramos por litro (mg / litro). El pez cebra es generalmente considerado como una
especie de agua "dura" con niveles 6ptimos de calcio y magnesio entre 80 y 200 ppm. El
agua muy suave (0-10 ppm) puede ser perjudicial para las crias en desarrollo, ya que
dependen del agua para la captacion de minerales esenciales durante las primeras fases
del crecimiento. También se ha encontrado que una baja dureza del agua o niveles de
calcio esta asociado con bajas tasas de supervivencia de embriones y mayor
susceptibilidad a otras enfermedades inducidas por el medio ambiente como resultado de
una mala calidad del agua (Stoskopf, 1993).

Cuando se utiliza 6smosis inversa (RO) o agua destilada en un sistema de acuarios, los
minerales que han sido eliminados por el proceso de filtracion necesitan ser adicionados.
El calcio se puede afiadir al agua en forma de CaCO3 o preparaciones de coral triturado
(Harper & Lawrence, 2010; Lawrence, 2007 Gonzalez et al., 2005).

1.2.5. Amoniaco, Nitritos y Nitratos

Una comprensién profunda de los principales insumos ambientales y microorganismos
ubicuos que metabolizan proteinas para los subproductos nitrogenados a través del ciclo
del nitrégeno son esenciales en la evaluacion o interpretacion de los niveles de amoniaco
(NH3), nitrito (NO2) y nitrato (NO3) dentro de un sistema de agua.

En el ciclo del nitrégeno o nitrificacion, una poblacién mixta de bacterias se desarrolla
dentro del biofiltro del sistema. En un funcionamiento completo, el biofiltro debe ser capaz
de convertir todo nitrégeno toxico y residuos producidos dentro de un sistema cerrado en
subproductos no téxicos. Los alimentos no consumidos, en descomposicion y la
excrecion de los peces son las principales fuentes de nitrogeno en forma de amoniaco
dentro del sistema El amoniaco se convierte primero en nitrito por Nitrosomonas spp. que

son bacterias presentes en el biofiltro. Luego el nitrito es convertido en nitrato por la
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accion de Nitrobacter spp. que son bacterias y flora normal del biofiltro establecido
(Figura1). Aunque estas bacterias son las principales responsables de la conversiéon de
amoniaco a nitrato, otras especies bacterianas, incluyendo los heteroétrofos
potencialmente oportunistas, tales como Aeromonas spp. y Pseudomonas spp.,
contribuyen también a la conversién de residuos nitrogenados. Por ende estas bacterias
son también componentes integrales de la flora normal de los peces y son
constantemente aportados en el biofiltro mediante la excrecion de los peces.

Es importante entender que el biofiltro es una poblacién dinamica de muchas especies de
bacterias que tienen un impacto significativo sobre la calidad del agua y posteriormente,
la salud de los peces. Cualquier cambio abrupto en el medio ambiente acuatico puede
afectar negativamente a las bacterias dentro del biofiltro. La incorporacién de un gran
numero de peces demasiado rapido o el tratamiento del agua con agentes quimicos
(incluidos los antibiéticos) en forma injustificada, con frecuencia pueden dar como
resultado un desbalance en el equilibrio de la flora bacteriana dentro del biofiltro. Por lo
tanto, las poblaciones de bacterias dentro del biofiltro pueden alterarse en forma
significativa y repentina mediante cambios en el pH del agua y niveles de amoniaco,
nitrito y frecuentemente de nitrato. Mientras que los niveles altos de amoniaco o nitrito
son muy toxicos, el de nitrato es relativamente no téxico. Sin embargo, mantener bajo el
nivel de nitrato dentro del sistema es importante para garantizar la salud del biofiltro y
para controlar el crecimiento de algas. En este sentido los cambios periddicos de agua
son esenciales para evitar la acumulacion de nitrato y otros metabolitos tdxicos en el
medio ambiente acuatico. Sin embargo, los biofiltros también pueden alterarse
cambiando el agua del sistema con demasiada frecuencia o cambiando también se
realiza con un gran volumen de agua durante un intercambio de agua programado. Los
cambios de agua también pueden alterar la dinamica de un biofiltro por una mezcla
demasiado fuerte, que desaloja las bacterias del sustrato (Harper & Lawrence, 2010;
Lawrence, 2007; Gonzalez et al., 2005).
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Figura 1. El ciclo del nitrégeno. Los alimentos en descomposicion y la excrecion de

desechos nitrogenados son las fuentes principales de amoniaco. El amoniaco téxico se

convierte en nitrito por Nitrosomonas spp. El nitrito toxico se convierte luego en nitrato

relativamente no téxico por Nitrobacter spp. El nitrato se acumula dentro del agua a

menos que se elimine por cambios regulares de agua o por metabolismo de plantas

residentes. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-409527-4.00020-1

1.2.6. Caracteristicas generales de las instalaciones

1.2.6.1. Estructurales

Revestimientos de paredes, tratamientos para pisos, umbrales de puertas y techos debe

ser de materiales impermeables al agua o resistentes al agua segun sea necesario.

Suelos revestidos de epoxy. Las paredes ofrecen las ventajas de un facil saneamiento y

resistencia al agua. Las puertas deben tener desniveles para prevenir posibles fugas de

agua (Maierdiyali et al., 2020).



1.2.6.2. Conexiones de agua

Solo se debe utilizar un sellador de silicona de "grado alimenticio", para evitar la
introduccion de lixiviados quimicos potencialmente téxicos. El cobre debe evitarse en los
conductos y las uniones como también soldaduras a base de plomo. Las salas deben
estar provistas de un drenaje adecuado. Esto puede requerir un piso con desagues en
varios lugares evitando un angulo de caida pronunciado de drenaje porque crea una base
inestable para racks pesados de acuarios. Las descargas de agua con agentes
infecciosos no deben ser descargadas en aguas superficiales. Si el agua de salida debe
conectarse a las lineas sanitarias con un proceso anterior de desinfeccién adecuado con
cloro o un tratamiento con ozono y filtros de particulas (Harper & Lawrence, 2010;
Lawrence, 2007; Maierdiyali et al., 2020).

1.2.6.3. Sistemas de iluminacién

El fotoperiodo es de importancia critica en el mantenimiento de la salud fisioldgica /
ambiental normales en sistemas acuaticos. Es apropiado unas 12-16 horas de luz por dia
suministradas por luz natural o artificial (luces fluorescentes). Las habitaciones deben
estar equipadas con una iluminacién cenital con control de temporizador. Dependiendo
del protocolo, el control del fotoperiodo se realiza ya sea por el control de la iluminacion
de la sala o por temporizadores en los acuarios individuales. En instalaciones mas
grandes con multiples sistemas de rack modulares que se extienden desde el suelo hasta
el techo, se debe prestar atencion a la disposicion de la iluminacion para asegurar que
penetre la luz en forma adecuada a todos los tanques o acuarios que contienen peces,
especialmente los que se encuentran en la parte inferior (cerca del suelo) del sistema de
estanterias. Por el contrario, los peces alojados en la parte superior de los estantes y
demasiado cerca de la fuente de luz pueden recibir mucha intensidad luz y ambas
circunstancias no son favorables. Entonces demasiada o muy poca intensidad luminica
puede influir negativamente en la actividad reproductiva de los peces dentro de la colonia.
En estas instalaciones con estanterias tipo rack, las unidades, los accesorios de
iluminacion fluorescente deben estar dispuestos en paralelo a las filas de estanterias y
por encima y al medio de los pasillos entre dos unidades de estanterias. Esta disposicion
maximiza la penetracion de la luz para peces alojados en todos los niveles de la

estanteria (Harper & Lawrence, 2010; Lawrence, 2007).
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1.2.6.4. Sistemas de calefaccion y ventilacion

En la aireacion del agua del sistema, el aire comprimido debe ser filtrado y protegido de
contaminantes en el ambiente. El aire de baja o media presion debe ser canalizado
adecuadamente a a todos los acuarios o tanques del sistema o rack. Las conexiones
deben ser plasticas de cloruro de polivinilo (PVC) con accesorios para tubos del mismo
material y con difusores de aire en la porciéon terminal de la conexion. El control de
humedad debe ser considerado para todas las salas de acuarios ya que un gran numero
de acuarios que contienen agua en aproximadamente 25°C puede producir un grado
significativamente alto de humedad, especialmente durante los meses de verano. La
circulacion escasa de aire en las salas y la alta humedad pueden provocar una
proliferacion significativa de hongos dentro de las instalaciones (Harper & Lawrence,
2010; Lawrence, 2007).

1.2.6.5. Tanques de agua y disposicion

La disposicion del tanque debe ser considerada cuidadosamente en términos de
distribucion de pesos y materiales de construccion. Un estante estandar de 40 acuarios
de (1600 litros en total) llenos a capacidad pesa casi 2 toneladas. Los soportes deben ser
de plastico o metal de alta resistencia y los angulos de aluminio o acero pintado / tratado.
Los soportes de madera deben evitarse ya que tienden a absorber la humedad, albergan
microorganismos y no pueden ser desinfectados rutinariamente y eficazmente. Las
maderas tratadas también deben evitarse debido a lixiviados téxicos que contaminan el
sistema de agua. Incluso bien sellados los soportes de madera tratada tienden a
degradarse con el tiempo en un ambiente himedo y de alta temperatura (Harper &
Lawrence, 2010; Lawrence, 2007; Maierdiyali et al., 2020).

1.2.6.6. Diseio del sistema de circulacion del agua

El disefio del medio acuatico dentro del laboratorio debe ser un aspecto importante al
establecer o renovar instalaciones de pez cebra. La sanidad animal, mantenimiento,
costos del sistema, y los usos de los animales deben ser factores considerados al disefiar
una instalaciéon. El enfoque modular del sistema de soporte vital (rack de circuito cerrado
de agua) para el disefio de instalaciones parece ofrecer las mejores ventajas. Estos
sistemas permiten la implementacion de protocolos integrales de gestion sanitaria ya que
implica un facil acceso y control de animales, enfermedades, vigilancia, mantenimiento
del sistema y posible expansion de la instalacion como la necesidad de mas animales si

fuese necesario. Los sistemas modulares vienen en una variedad de tamafos y pueden
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ser independientes o montados en la pared. Los sistemas modulares personalizados
también pueden ser disefiados y construidos si existen limitaciones de alguna indole o
para una investigacion adecuada en donde las especificaciones de disefio es una
necesidad. La mayoria de los sistemas son sistemas de recirculacion de agua totalmente
cerrados que incorporar sistemas mecanicos, biolégicos y quimicos (Figura 2). Existen
opciones de filtracion dentro de la construccién modular pues permite un facil acceso a
todos los filtros y componentes mecanicos para sustitucion rutinaria o servicio, asi como
en el caso de fallo de filtrado del sistema. Dentro de cada sistema de rack modular, los
peces estan alojados en unidades de contencion llamados tanques, peceras, etc. Estos
contenedores pueden alojar entre 6 a12 peces cebra por litro y suelen estar compuestos
de plastico o acrilico transparente de alto impacto que permite una facil limpieza y
visualizacién de los animales. Los construidos en policarbonato parece ser la mejor
opcion pues los de acrilico con frecuencia presentan deformaciones con la edad y uso
repetido. Un namero limitado de fabricantes ahora estan produciendo unidades de
contencion que pueden ser autoclavados. Algunas unidades también emplean un disefio
de autolimpieza que elimina los alimentos no consumidos y las heces de la unidad a
través del ducto de efluentes. En este disefio de sistema, se crea una corriente
direccional por las vias de entrada y salida y un deflector en la parte posterior de cada
tanque individual. Si bien esta opcion minimiza la rutina, mantenimiento y limpieza, se
debe tener cuidado para asegurar que un pez cebra mas pequefio no es barrido
inadvertidamente en el flujo de salida. Los sistemas modulares de soporte vital parecen
ser los mas practicos y la eleccién econémica en la mayoria de las circunstancias. Sin
embargo, los tanques o peceras de 40 o mas litros siguen siendo Utiles en la
investigacion de laboratorio. En estudios de infeccién experimental que requieren tanques
o peceras independientes, es posible mantener aislada la enfermedad en desafios de
estudios que no involucran gran cantidad de animales pero si que involucran multiples
parametros ambientales a medir. También son muy utiles como unidades de cuarentena
o "tanque de tratamiento" de peces aislados del resto de la instalacion.

Las bombas o una fuente de circulacién de agua debe acondicionarse dependiendo del
volumen de agua a desplazar y numeros de tanques o peceras del sistema.

Todos los dias, aproximadamente un 5-10% del volumen total de agua en un sistema de
recirculacion de agua se debe drenar y reemplazar. Esta entrada de un volumen de agua
nueva diariamente ayuda a asegurar el mantenimiento de una adecuada saturacion de
oxigeno, minimiza acumulacion de residuos nitrogenados, y reemplaza importantes

compuestos de oligoelementos. Antes de introducir nuevos volumenes de agua desde un
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tanque de depdsito hasta el sistema, el pH y la temperatura del agua debe ser equilibrada
pues la adicién de grandes volumenes de agua inadecuadamente amortiguada o agua de
una temperatura inadecuada puede alterar dramaticamente la quimica del agua e inducir
un shock en los peces residentes. El agua de reemplazo debe estar ubicada en la misma
habitacién con temperatura controlada para evitar diferenciales de temperatura (Kent, et
al. 2011; Kent et al. 2014; Maierdiyali et al., 2020; Hammer, 2020).

1.2.6.7. Incorporacion de tanques o peceras centinela

Un componente clave para cualquier gestion integral de la salud o programa de
seguimiento del estado de salud animal es el mantenimiento de animales "centinelas"
dentro de cada sistema de agua modular. Es practico cuando se utilizan animales
valiosos que no desean sacrificarse o utilizar un nimero menor de animales en los
controles sanitarios. Estos animales (15 peces aproximadamente) ocupan un tanque post
filtracién que recibe el mismo agua que cada tanque de la colonia principal y permite un
control del sistema de filtracion y desinfeccién y otro con la misma cantidad de peces en
una ubicacién pre filtracién que recibe agua del depésito de agua sucia o efluente del
sistema donde los peces quedan expuestos con mayor oportunidad de infectarse en caso
que hubiere un agente patégeno en la colonia (Figura 2). Para propésitos de monitoreo
del estado de la enfermedad, estos animales pueden ser evaluados rutinariamente
(deben estar un minimo de tres meses expuestos e ideal si son seis meses) para varios
patégenos potenciales para que los animales (transgénicos) dentro del sistema podrian
haber sido expuestos. Dado que estos animales centinela han sido expuestos a las
mismas condiciones ambientales que los peces de estudio, el uso de valiosos animales
transgénicos para la vigilancia de enfermedades de rutina y el diagnostico en caso de un
brote de enfermedad es eliminado. Algunos animales centinela deben ser sometidos al
entorno del sistema de agua durante largos periodos de tiempo para asegurar la
adecuada exposicion a patdégenos potenciales con un inicio crénico, subclinico o insidioso
de la enfermedad, como ser por ejemplo, Mycobacterium spp (Kent et al., 2011; Kent et
al., 2014).
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Figura 2. Ubicacion de los tanques de peces centinelas (pre y posfiltracion) en el

diagrama de un sistema de mantenimiento de peces. DOI: 10.1089/zeb.2015.1206

1.2.6.8. Suministro de agua

La fuente de agua para una instalacién debe ser considerada cuidadosamente.
Idealmente, los pozos profundos son la mejor fuente de agua dulce porque contienen
pocos agentes infecciosos y quimicos téxicos como aguas residuales o compuestos
agricolas. Aunque en la mayoria de los casos, se utiliza agua corriente que debe ser
tratada para la eliminacién de agentes como el cloro, el cobre y las cloraminas que son
téxicas para los peces.

La destilacion y 6smosis inversa se pueden utilizar dentro de la instalacién acuatica. La
ventaja del uso de estas fuentes de agua es la pureza mediante la eliminaciéon de
sustancias quimicas toxicas y microorganismos contaminantes Sin embargo, estas
fuentes de agua tienen también practicamente todos los minerales traza eliminados por

disefio. Ya que estos compuestos son extremadamente importantes para la salud y el

mantenimiento de los animales y de la capacidad de amortiguacion del sistema de agua.

El agua necesita estar adecuadamente acondicionada por la adicion de minerales

compuestos. La adicién de un acondicionamiento mineral comercialmente disponible en

preparaciones (es decir, sales, y otros compuestos) para el agua antes de su uso ayuda a

prevenir enfermedades inducidas por la nutricion o un rapido cambio problematico en el
pH dentro del sistema de agua. Es importante recordar que con la pérdida por

evaporacion del agua del sistema, la salinidad del sistema seguira aumentando por lo
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tanto, la concentraciéon de la misma en el agua debe ser monitoreada adecuadamente
para evitar la exposicion de los peces a un nivel de salinidad mas alla del rango de
tolerancia normal (Kent et al., 2011; Kent et al., 2014; Hammer, 2020).

1.2.7. Alimentacion de los peces

Al igual que con todas las demas especies de animales de laboratorio, es importante
proporcionar a los peces cebra una dieta completa y equilibrada. Adultos y juveniles (>
10-14 dias de edad) se pueden mantener en una dieta artificialmente formulada en forma
de escamas secas o pellets que estan facilmente disponibles en una variedad comercial.
Ademas de aportar los 40 nutrientes esenciales (vitaminas, minerales, etc.), estas dietas
proporcionan fibra para ayudar en la digestién e incorporacion de pigmento como fuente
para la coloracion natural. Las vitaminas, lipidos y pigmentos del contenido del alimento
comercial puede degradarse si se almacena incorrectamente o durante un periodo
prolongado de tiempo. Por ejemplo, la vitamina C (Acido L-ascorbico) se degrada en
presencia de oxigeno, humedad, luz, y temperaturas elevadas. Y deficiencias de vitamina
C en los peces se han asociado con un crecimiento reducido, una menor viabilidad del
huevo, escoliosis, lordosis, erosién de la aleta / cola y mortalidad. Una vez abierto un
envase debe ser refrigerado y utilizado dentro de 1 mes. Aunque los fabricantes de
alimentos de alta calidad deben proporcionar una codificacién de lote y fecha de
vencimiento para evitar el uso de alimentos que caducaron. El pez cebra recién
eclosionado presenta un problema al alimentarlo con una formulacién de dieta seca.
Dado que estos peces jovenes tienen por lo general, 0.5-1.0 cm de longitud, obtener una
dieta que sea suficientemente pequefia para ser consumida facilmente puede ser dificil.
Por estas razones, los peces jovenes de hasta 10-14 dias de edad son alimentados de
forma exclusiva en una dieta de Paramecium spp. (Protozoo ciliado) cultivado dentro del
laboratorio. A los 10-21 dias de edad del pez, el mejor enfoque es ofrecer una mezcla de
Paramecios y cantidades crecientes de alimento seco hasta que los peces jovenes
acepten facilmente una dieta exclusiva de alimento seco. El adecuado manejo nutricional
de los peces a los 10-21 dias de edad es critico, y una alta mortalidad se encuentra con
frecuencia durante esta etapa de desarrollo. Entonces se puede minimizar si se ofrece a
los peces una dieta mixta de alimentos vivos y artificiales asi algunos laboratorios
pueden mantener un rendimiento reproductivo. También se puede mejorar la dieta
mediante la suplementacién de alimento seco y alimento vivo como ser los Nauplios de
camaron de salmuera (Artemia salina, larvas de Drosophila o rotiferos como Brachionus)

pues son las fuentes de alimentos vivos mas comunes y facilmente obtenibles. La
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frecuencia de la alimentacion es un tema importante de preocupacioén para el laboratorio
pues los peces no deben ser alimentados con mas alimentos de los que puedan consumir
en 3-5 min. La comida que no se come rapidamente se hunde y es absorbido por el
sistema de recirculacion de agua, donde se descompone rapidamente y es una fuente
importante de residuos de nitrégeno en el sistema de agua. Esta comida en
descomposicion puede influir negativamente en la calidad del agua al aportar grandes
cantidades de amoniaco que puede interrumpir el biofiltro y producir cambios repentinos
de pH. La alimentacién es una causa importante de la mala calidad del agua en términos
de exceso de productos nitrogenados, alto recuento de bacterias y fluctuacion del pH.
Mientras que los jovenes y las crias de peces cebra pueden requerir alimentaciones
multiples diarias, en un pez cebra adulto solo se requiere alimentarlo una o dos veces al
dia pues maximiza la salud de los peces y la calidad del agua del sistema. Cuando se
alimenta a los peces hasta 3 0 mas veces al dia se ha descrito como forma rutinaria para
mantener la fertilidad 6ptima de reproduccion de peces activos, pero es importante tener
en cuenta los efectos adversos de esta practica pues puede contribuir con altos niveles

de nitrogeno en los residuos de alimentos (Watts et al., 2016).

1.2.8. Adquisicion de peces

La introduccion de nuevos animales constituye siempre un riesgo de ingreso de
patégenos en una colonia libre de patdgenos especificos (SPF). Sin embargo, los peces
de tipo salvaje o transgénicos pueden ser introducidos de forma segura en una
instalacion mediante el uso de una cuarentena rigurosa o mediante la implementacion de
un programa de vigilancia y obtencién de animales de calidad. Muchos laboratorios
implementan actualmente en forma rutinaria la cuarentena para animales adultos
ingresantes. Estos peces son criados en cuarentena y los huevos fertilizados son
colectados y tratados con una solucién de hipoclorito. Una vez eclosionados los alevinos
son introducidos en la sala principal de peces. Si bien este enfoque, sin duda, ofrece
proteccion contra la introduccién de muchos patdgenos potenciales, protocolo de
tratamiento no debe interpretarse como un procedimiento para eliminar todo riesgo de
enfermedades infecciosas. Por ejemplo, la transmision vertical de Mycobacterium spp. se
ha demostrado en peces vivos (viviparos) como guppies y platys; sin embargo, la
transmision vertical en especies oviparas como el pez cebra no se ha determinado
(Stoskopf, 1993; Noga, 1996). Es importante tener en cuenta que la mayoria de los
minoristas actualmente realizan el suministro de stocks de pez cebra de tipo salvaje a la

investigacion de laboratorio en donde la comunidad son principalmente proveedores de
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peces tropicales ornamentales. Pero es desconocido el estado sanitario de los animales
que llegan a las instalaciones. Es muy importante evaluar todos los peces entrantes
debido a las posibles infecciones latentes o subclinicas antes de su introducciéon en un
sistema establecido en la colonia de peces. Mucho tiempo se utilizé la adquisicién de pez
cebra de las tiendas de mascotas para el out-crossing pero actualmente no se usa por
tener un alto grado de rotacion tanto en animales entrantes como salientes en los
comercios y esto usualmente da como resultado un escaso o nulo analisis de las
enfermedades, con acuarios con sobrepoblacion y peces estresados por las condiciones
de envio; y donde los patdgenos pueden propagarse rapidamente entre los peces
residentes estresados o debilitados. Debido al alto volumen de peces dentro de estas
tiendas, los peces frecuentemente se infectan con los patégenos acuaticos mas comunes
como por ejemplo Mycobacterium spp., Capillaria spp., e Ichthyophthiirius spp. Entonces
los peces obtenidos de un acuario local deben ser considerados como candidatos de alto
riesgo para albergar patogenos y deben estar en cuarentena por un minimo de 30-45
dias antes de la introduccién en el centro de investigacion y en ese lapso realizar
controles sanitarios con pruebas de tamiz por PCR u otras pruebas diagnosticas.

En relacion a la transferencia de peces entre instalaciones de investigacion debido a la
rapida expansion en el numero y tamafio de instalaciones de pez cebra en todo el mundo,
encontramos que el niumero de animales transgénicos y sus fenotipos resultantes estan
aumentando dramaticamente y asi como también varios grupos de investigacion estan
constantemente intercambiando estos peces transgénicos entre sus respectivas
instalaciones. Por tanto, es importante conocer el estado de salud actual de la instalacion
de la cual se obtienen los peces. El estableciendo de un amplio sistema de vigilancia de
la salud entre diversas instituciones podria permitir el traslado mas seguro y conveniente
de los animales entre instalaciones. Asimismo, es esencial compartir informacién de
salud precisa de la colonia antes del envio. La informacion falsa, obsoleta o inexacta
sobre el estado de salud, especialmente con respecto a los patdgenos infecciosos, puede
dar lugar a una pérdida significativa de animales valiosos, tiempo de investigacién y
fondos en una instalacién desprevenida que recibe animales enfermos (Kent et al., 2011;
Kent et al., 2014).

1.3. MANEJO DE LA SALUD EN LAS COLONIAS DE PEZ CEBRA
Un programa de control de salud debe minimizar o eliminar el impacto de las
enfermedades infecciosas en la salud animal y los resultados de la investigacion, asi

como proteger la salud humana. Hay muchos factores a considerar cuando se disefia un
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programa de control de salud: tamafio y diversidad del programa de investigacion,
frecuencia de importacion, tipo de alojamiento (disefio de las instalaciones) y manejo, uso
de alimentos vivos frente a comerciales, agentes a controlar, metodologias de prueba
para ser utilizado, frecuencia y costos financieros. Los programas de control de la salud
bien disefiados realizaran un seguimiento de la salud de una colonia de pez cebra a lo
largo del tiempo, asi como también ayudaran en la identificacion de los problemas de
bioseguridad y cria a medida que sean visibles. La exclusion de patogenos de las
colonias de pez cebra es la herramienta mas poderosa para proteger la salud del pez
cebra. Sin embargo, cuando se producen interrupciones en la bioseguridad, la deteccién
de patogenos lo antes posible permite una evaluacion rapida de los riesgos para la salud
animal y los programas de investigacion, asi como una rapida accién para la
biocontencion (Astrofsky et al., 2002; Kent, et al. 2011; Kent et al. 2014).

Los programas de control de la salud de las colonias deben reflejar las necesidades de la
investigacion que se realiza en la institucion y mostrar flexibilidad para adaptarse a las
necesidades cambiantes. Por ejemplo, las investigaciones que utilicen modelos de
animales inmunocomprometidos o que realicen estudios de toxicologia deben excluir
tantos agentes patdgenos como sea posible, mientras que los patdégenos oportunistas
pueden considerarse aceptables para otros objetivos de investigacion. Cada instalaciéon o
programa debe determinar la frecuencia de las pruebas y la lista particular de agentes de
interés y debe revisar su programa de control de salud a medida que haya nueva
informacion disponible. En general, los agentes, que pueden tener un impacto
significativo en el programa de investigaciéon, deben someterse a pruebas con mas
frecuencia. Los agentes que presentan menos riesgo para el programa debido a la baja
prevalencia o baja patogenicidad se pueden controlar con menor frecuencia.

La pérdida inesperada de peces valiosos utilizados como modelo animal en investigaciéon
debido a enfermedades, es una de las causas mas frecuentes de fracasos en la
investigacion. Si estas pérdidas ocurren debido a una mortalidad lenta e insidiosa o por
una repentina epizootia o una falla en el sistema de soporte vital, influyen en forma
negativa en la validez de los resultados, con datos estadisticos confusos y pérdida de
horas de trabajo en investigacion.

En la actualidad existen programas de control sanitario adaptados al pez cebra que
permiten una estandarizacion sanitaria similar a la que se desarrolla en instalaciones de

roedores de experimentacion (Kent et al., 2009; Kent, et al. 2011; Kent et al. 2014).
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1.3.1. Interacciéon huésped-patogeno-ambiente

La infeccidn es siempre el resultado de una interaccion compleja del huésped, medio

ambiente y patégeno (Figura 3). Los tres factores pueden estar fuera de balance en un

ambiente artificial de las instalaciones de peces de laboratorio.

Uno de los objetivos principales del manejo de peces de experimentacion es mantener el

sistema acuatico en un estado equilibrado donde el huésped y los patégenos potenciales

coexisten en un entorno de laboratorio controlado.
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mantiene un delicado equilibrio entre los peces, los patégenos potenciales y el medio

ambiente parametros Si bien relativamente pocas enfermedades son el resultado directo

de desequilibrios ambientales (por ejemplo, cambios bruscos de temperatura,

enfermedad de las burbujas), el medio ambiente tiene una influencia directa sobre las

poblaciones potenciales de patdgenos y la resistencia del huésped a la enfermedad.

https://doi.org/10.1016/B978-0-12-409527-4.00020-1
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Figura 3. Diagrama de interaccion huésped-patégeno-ambiente. El ecosistema acuatico
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Debido a que los sistemas acuaticos son ecosistemas muy complejos, las relaciones
patégeno-huésped son dificiles de acceder en el ambiente artificial de laboratorio. En
consecuencia, controlar los brotes de las enfermedades puede ser una tarea dificil. En
principio, los patdgenos primarios pueden inducir enfermedades cuando otros factores
ambientales estan en equilibrio y deben distinguirse de los patdgenos secundarios u
oportunistas que causan enfermedades cuando otros metabdlicos o factores ambientales
no son optimos. La salud deficiente en los animales es a menudo una conjunciéon de una
0 mas variables ambientales marginales tales como la temperatura, pH, dureza /
alcalinidad u otro elemento quimico inadecuado, nutricion, exceso de bioincrustaciones o
sobrecrecimiento bacteriano.

La enfermedad en el medio acuatico por lo general, se produce cuando los factores en un
ambiente marginal encuentran el equilibrio a favor del patégeno.

El diagnéstico de la enfermedad puede observarse como el reconocimiento del
desequilibrio dentro del sistema. La prevencién actia como un amortiguador para
extender los limites del sistema equilibrado. El objetivo de un tratamiento sanitario es
restaurar equilibrio a un sistema interrumpido. La gestion adecuada de la salud y el
control de las enfermedades dependen de la implementacion efectiva de las practicas de
laboratorio como medicina preventiva, diagnostico y tratamiento (Kent et al., 2009).

Al evaluar la salud de una colonia, es importante evaluar ademas el comportamiento de
los animales a diario y realizar evaluaciones diagnésticas de mortalidades inexplicables
asi como los diagnésticos rutinarios en los animales centinela (Astrofsky, 2002).

Varios signos inespecificos en apariencia anormal o de comportamiento pueden ser Utiles
en el diagnostico inicial para ayudar a determinar el agente o evento causal.

Es importante recordar que estos son signos clinicos inespecificos de alguna posible
enfermedad y son Utiles solo para formar una lista inicial de diagnésticos diferenciales.
Por lo tanto se deben implementar pruebas de diagnéstico mas especificas para
identificar con precision el agente causal respecto a la identificacion de signos clinicos,
diagnésticos y tratamientos disponibles para la instalacion.

La siguiente lista (Tabla 1) muestra algunos signos clinicos generalizados y el diagnostico
presuntivo (Astrofsky, 2000; Matthews, 2004).
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Tabla 1: Signos generales y diagnostico presuntivo en peces cebra (Astrofsky,
2000).

Signos clinicos Diagnéstico

Congestion opercular dificultad respiratoria, parasitos, infeccion bacteriana
Mucosidad desprendida irritacién quimica, parasitos protozoos

Aletas adheridas al cuerpo parasitos

Petequias o hemorragias infeccion bacteriana, parasitos

Cambios en el color del cuerpo infeccién bacteriana, influencia hormonal

Pérdida de peso parasitos, trauma mecanico

Trastornos en vejiga natatoria bacterias, parasitos

Letargo enfermedad, estrés, inanicién
Respiracion superficial agotamiento de oxigeno
Toxicidad quimica cambio brusco en la calidad del agua

1.3.2. Enfermedades del pez cebra en instalaciones de investigacion

Aunque el pez cebra se ha convertido en un modelo de investigacion importante, se sabe
relativamente poco acerca de las enfermedades que afectan a esta especie cuando se
mantienen en cautiverio. Muchas de los agentes que causan estas enfermedades pueden
detectarse en los animales o en muestras del medio ambiente que habitan (Figuras 4 y
5). De hecho, los problemas de salud en las colonias de investigacion del pez cebra
podrian poner en grave peligro muchos recursos econdmicos en investigacion, y las
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instalaciones de algunos investigadores han experimentado mortalidades devastadoras y

graves en sus colonias de pez cebra. Ademas, las infecciones persistentes, pero menos

graves, han contaminado varias instalaciones. Al igual que con otros animales de

laboratorio utilizados en la investigacion, es imperativo realizar estudios con un pez cebra

libre de enfermedades (Kent et al., 2009). A diferencia de los modelos de roedores,

donde hay muchas cepas certificadas libres de patégenos especificos (SPF), se ha

comenzado a producir poblaciones de pez cebra de SPF acorde con una lista de agentes

patégenos de los cuales deben estar ausentes en dichos animales (Tabla 2) y que deben

ir acompafiadas de pruebas de diagnostico sensibles para los patégenos graves

(Collymore et al., 2016).

Tabla 2: Agentes patégenos de pez cebra, clasificacién y patogenicidad (Collymore

et al., 2016).

Agente Clasificacion Patogenicidad
Aeromonas hydrophila Bacteria Usualmente oportunista
Edwardsiella ictaluri Bacteria Patégeno primario
Flavobacterium columnare Bacteria Patégeno primario
Mycobacterium spp. Bacteria Patégeno primario o

secundario

M. abscessus
M. chelonae
M. fortuitum
M. haemophilum
M. marinum
M. peregrinum
M. saopaulense
Coleps spp. Ciliado Parasito facultativo de larvas
Ichthyophthirius multifiliis Ciliado Patogeno primario
Tetrahymena spp. Ciliado Parasito facultativo de larvas
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Agente

Clasificacion

Patogenicidad

Trichodina spp.

Ciliado

Patégeno primario

Piscinoodinium pillulare

Dinoflagelado

Patégeno primario

Saprolegnia brachydanis Oomiceto Oportunista
Saprolegnia ferax Oomiceto Oportunista
Myxidium streisingeri Myxozoario Patégeno primario
Gyrodactylus spp. Monogeneo Patégeno primario

Pleistophora hyphessobryconis

Microsporidio

Patégeno primario

Pseudoloma neurophilia

Microsporidio

Patégeno primario

Pseudocapillaria tomentosa Nematode Patégeno primario
Transversotrema patialense Trematode Patogeno primario
Virus de la necrosis nerviosa de Betanodavirus Patégeno primario
puntos rojos (RGNNV)

Virus de la septicemia hemorragica Rhabdovirus Infeccion experimental

(VHSV)

Virus de la necrosis infecciosa del
bazo y rifion (ISKNV)

Megalocytivirus

Infeccion experimental

Virus de la viremia primaveral de la
carpa (SVCV)

Rhabdovirus

Infeccion experimental
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Figura 4. Numero de peces y muestras ambientales (1 litro de agua y 25 ml de detritos
filtrados en membrana de 0,2 um estéril) que dieron positivo para varios patégenos de
pez cebra utilizando ensayos de PCR (2019).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0222360

1.3.3. Diagnostico general, eutanasia y protocolos de necropsia

El pequefio tamafio del pez cebra presenta algunos desafios Unicos y, al mismo tiempo,
ventajas para realizar necropsias y otras pruebas de diagnéstico. El conocimiento de las
enfermedades del pez cebra es relativamente limitado en comparacion con el de los
peces que se crian en la acuicultura. Hasta hace poco, la mayoria de las enfermedades
del pez cebra que se han documentado, son aquellas que son comunes en la mayoria de
los peces ornamentales de agua dulce (p. Ej., Piscinoodinium). Pero fue necesario que el
pez cebra se reconociera como importante comercialmente y se produzcan en cautiverio
en grandes cantidades, para que se reconocieran enfermedades especificas.

Las enfermedades virales son a menudo devastadoras en la produccién de otras
especies de peces en acuicultura. Sin embargo, como muchos virus son muy especificos
del hospedador y generalmente se identifican solo cuando una especie de pez se cria en
grandes cantidades en cautiverio. La identificacion de "nuevas" enfermedades virales en
peces a menudo requiere el establecimiento de nuevas lineas celulares del hospedador
bajo investigacion. En la actualidad, los virus no se reconocen como causas de
enfermedad en el pez cebra vy, por lo tanto, no se examina de forma rutinaria la deteccion
de virus en los mismos. Sin embargo, existen lineas celulares provenientes de pez cebra

que se estan utilizando en experimentacion para infecciones virales.
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Del mismo modo, con las infecciones bacterianas, aparte de la micobacteriosis,

solo ocasionalmente se encuentran bacterias Gram negativas oportunistas,

como Aeromonas hydrophila e infecciones de superficie por bacterias de deslizamiento
como Mixobacterias y Flavobacterias (Ramsay et al., 2009).

La mera presencia de un patdgeno en un pez no significa necesariamente que sea la
causa de la enfermedad. Por lo tanto, es importante realizar una investigacion exhaustiva,
mas alla de simplemente detectar la presencia o ausencia de patégenos conocidos, para
determinar la causa de la enfermedad. Los examenes histologicos, ademas de las
necropsias macroscopicas y el cultivo in vitro de microorganismos, a menudo se
requieren para determinar la asociacion de los patégenos observados en la enfermedad
que se esta investigando (Astrofsky et al., 2002).

A pesar del uso cada vez mayor del pez cebra (Danio rerio) en la investigacion, el método
de eutanasia mas humano para estos peces no ha sido determinado. El metanosulfonato
de tricaina (MS222) se utiliza actualmente, aunque el enfriamiento rapido demostr6 que el
tiempo medio para la eutanasia es mas corto y el niUmero de peces que muestran signos
de angustia es menor que para los peces expuestos a MS222. Aunque en ambos
métodos no se observan cambios histopatolégicos ni evidencia de formacion de cristales
de hielo durante el enfriamiento rapido, se considera que este Ultimo método permite una
practica veterinaria mas humanitaria (Wilson et al., 2009).

1.3.4. Anamnesis

Para ayudar a obtener un diagnéstico preciso, se debe obtener la siguiente informacion:
origen (stock y cepa), problemas de enfermedades previas en la poblacién afectada y
condiciones de manejo como ser, dureza del agua, dieta, historial de medicamentos

utilizados, disefio del sistema y tasa de mortalidad (Astrofsky et al., 2002).

1.3.5. Comportamiento

El comportamiento de los peces puede ser util para indicar una enfermedad emergente y
algunos cambios de conducta son utiles para diagnésticos presuntivos. Por ejemplo, si los
peces destellan (frotando en los lados de los tanques), esto puede indicar que estan
infectados con parasitos externos. Otras indicaciones de enfermedad incluyen el cese de
la alimentacion, el letargo y la posicién anormal en el acuario (por ejemplo, en la superficie
o en la parte inferior). El patrén respiratorio anormal puede indicar dafio en las branquias,
y la natacion en circulos o en espiral a menudo indica dafio neurolégico (Collymore et al.,
2016).
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1.3.6. Muestras para las pruebas

Las muestras que pueden utilizarse para detectar infecciones incluyen los animales y las
muestras ambientales (Figura 5). Se pueden tomar muestras de diferentes edades de los
animales para el control de la salud: embriones, larvas, juveniles y peces cebra adultos (>
12 meses), peces muertos encontrados en los sumideros del sistema o peces cebra
centinela colocados intencionalmente. Cada uno de estos tipos de muestras proporciona
informacion sobre la salud de las colonias (Murray et al., 2011).

En las pruebas directas en animales de las colonias se identificaran patégenos con una
alta prevalencia, pero pueden pasar por alto patégenos poco comunes si el tamafio de la
muestra no es el adecuado. Debe tenerse en cuenta que utilizar animales de colonias con
un fondo genético no uniforme, puede ser una desventaja en los peces muestreados, al
igual que la frecuencia del muestreo que puede variar segun la disponibilidad de
animales. Debido a que muchas enfermedades infecciosas del pez cebra son infecciones
cronicas subclinicas y que no son eliminadas por el sistema inmunolégico, algunos
bioterios usan ejemplares de pez cebra como centinelas porque han tenido una ventana
de exposicion mas larga. La infeccién por Pseudoloma spp es mas frecuente en el pez
cebra a partir de un afio de edad (Ramsay et al., 2009). Del mismo modo, a medida que
las hembras en desarrollo son mas propensas a tener esporas de Pseudoloma dentro de
sus ovarios y que pueden propagar la infeccion tanto verticalmente a través del 6vulo u
horizontalmente en el medio ambiente. (Murray et al., 2011). Los animales de mayor edad
también pueden ser mas susceptibles a la reactivacion de infecciones por micobacterias
latentes. Por lo tanto se recomienda sacrificar a los peces mayores de 12 meses para
minimizar la propagacion de la infeccion a través de la colonia (Parikka et al., 2012).

Los peces moribundos o muertos también pueden proporcionar informacién sobre las
enfermedades infecciosas presentes en una colonia ya que han sido expuestos a toda el
agua del sistema en el que se alojaron. Estos presentan un riesgo para la colonia, ya que
pueden desarrollar y luego propagar enfermedades. En ocasiones estos peces pueden
pasar desapercibidos en ocasiones en las observaciones diarias. Por lo tanto es
recomendable un control riguroso en la observacion de las colonias y de encontrase
estos animales retirarlos del sistema y de ser posible, ser sometidos a examenes de
salud (Murray et al., 2011).

El pez cebra se suele alojar en sistemas de recirculacion de agua con muchos tanques
conectados en paralelo. Esta disposicion reduce la probabilidad de transmision de

agentes infecciosos de un tanque a otro, pero también aumenta el tamafio de la muestra
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necesaria para detectar patogenos al analizar directamente los animales de las

colonias. Los programas de centinelas estan disefiados para maximizar la transmision de
patégenos a un grupo mas pequefio y optimizar la deteccion de patégenos utilizando
menos animales. Muchos sistemas de produccion de pez cebra ahora estan disefiados
con un area de tanque centinela; Los tanques en estas posiciones pueden estar
expuestos al agua del efluente de todo el sistema. Otras ventajas del centinela son que
facilitan comparaciones significativas de datos a lo largo del tiempo, pueden incluir un
fondo genético conocido sin manipulacién experimental y que se encuentran en el
sistema durante un periodo de tiempo conocido (Murray et al., 2011). Idealmente, los
peces centinela deberian ser introducidos a las colonias donde se utilizaran como
centinelas preferentemente en la etapa larvaria ya que de esta manera se minimiza el
riesgo de introducir patégenos nuevos o desconocidos en el sistema a partir de centinelas
adultos. Si el pez cebra adulto se obtiene de otra colonia o instalacion, se debe conocer
su estado de salud con respecto a todos los agentes infecciosos de interés para
garantizar que se obtuvo un resultado que refleje el sistema que se esta monitoreando y
no se introdujo con anterioridad junto con el pez que se utilizara como centinela. El
periodo minimo al cual los peces centinela deben exponerse al sistema de agua / acuario
al que se esta probando, debe ser al menos por 3 meses y deben examinarse cada 3-6
meses para detectar patdégenos. En los programas de centinela de roedores, los ratones
a menudo se usan porque pueden seroconvertir para una serie de patdgenos. Todavia no
esta claro qué linea de pez cebra puede ser la mejor para la deteccién de rutina de
patogenos. Los peces cebras transparentes (por ejemplo, pez cebra Casper) se han
sugerido como una cepa centinela que permite la deteccién de infecciones por
micobacterias. A medida que se aprende mas sobre el sistema inmunologico del pez
cebra y varias lineas, las recomendaciones futuras pueden incluir una linea especifica
que sea susceptible a una variedad de patégenos (Murray et al., 2011; Whipps et al.,
2014). Cuando se realiza un examen de rutina, el niUmero minimo de animales
muestreados para detectar un patdgeno con un 95% de confianza depende de la
prevalencia esperada de un patégeno en la colonia, pero en la practica, el nimero de
peces cebra muestreados no suele estar limitado por restricciones financieras, como en
el caso de roedores. Para patégenos de baja prevalencia, la cantidad de peces que se
requeriria para detectar la infeccién a menudo es poco practica. Ademas, los célculos
estadisticos deben considerar que todos los peces tienen la misma probabilidad de
infectar a todos los demas peces, lo que no es el caso de los sistemas de pez cebra. La

exposicién de los peces al agua de efluentes es un método que puede usarse para
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aumentar las posibilidades de detectar un patégeno con la evaluacién de menos

peces. La prevalencia esperada suele ser dificil de determinar, ya que el método de
alojamiento, la filtracion de agua y las practicas de reproduccion pueden tener un impacto
significativo en la prevalencia de patdbgenos en una poblacién de peces (Kent et al.,
2009).

El nimero de peces de una muestra para realizar un control sanitario considerando que
se realiza para detectar la presencia de infecciones de los peces (en peces portadores
asintomaticos) asi como la presencia de peces enfermos, el nimero de especimenes
necesarios para el muestreo se basa en aquel postula una incidencia del 5% y una
probabilidad del 95% de que se detecten portadores o muestras infectadas. En general,
se requerira una muestra de 60 peces por muestra a realizar. Sin embargo, en algunas
situaciones, como la presencia de reproductores valiosos, o en otras circunstancias,
puede ser necesario reducir el tamafio de la muestra para casos particulares. La practica
habitual es que el responsable a cargo de determine la cantidad de muestras requeridas
(Pettijon, 1977). La incidencia de un patégeno también puede variar segun la genética del
animal, el estado inmunolégico y los procedimientos de cria. Por estas razones, la
prevalencia de la infeccién puede diferir sustancialmente entre las colonias. Por lo tanto,
los peces centinela mantenidos en tanques o acuarios de colonias o en un tanque
especialmente disefiado que recibe agua del sistema de efluentes pueden ser el método
de deteccién mas confiable. De ser posible, si los animales viejos de la colonia pueden
enviarse, eso favorece en proporcionar una imagen mas completa de la salud de la
colonia. El numero de pez cebra muestreado reflejara un balance entre el riesgo de no
detectar agentes infecciosos, con el costo del programa de control sanitario (Murray et al.,
2011).

Segun la técnica a utilizar en el control sanitario, depende también el método de
conservacioén y/o envio al laboratorio de diagnéstico de las muestras de tejidos de los
animales a utilizar y que permita una mejor probabilidad de hallar los patégenos
especificados (Tabla 3).

El muestreo ambiental es muy util para la deteccion de agentes

como Mycobacterium spp. que proliferan en las biopeliculas del sistema y, por lo tanto,
son comunes en el medio ambiente. La sensibilidad del tipo de muestra ambiental varia
segun el ciclo de vida y la biologia del agente. Confiar solo en las pruebas ambientales
puede ser insuficiente para la deteccion de agentes que son relativamente poco comunes
en el medio ambiente o que son expulsados de manera intermitente o en forma deficiente

por peces infectados. Dado que existe informacion limitada sobre el muestreo ambiental
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de patégenos del pez cebra, y dado que algunos patdgenos pueden ser mas comunes en
peces infectados que en el ambiente, el muestreo ambiental debe considerarse un

complemento de los animales de prueba (Kent et al., 2009).

Peces Muestras de ambiente Otras muestras

Muestra Pool de 6
Patégeno individual peces

(1pez) Detritos 1000 mlagua S00mlagua 125 mlagua Heces Embriones

{2 mi) __.[filtrada',l 2 n:ﬁ.lhada] s _Iﬁ_lhada]_

Mycobacterium chelonae
Mycobacterium fortuitum
A L Fe 1 Lo

Mycobacterium peregrinum
Pseudocapillaria tomentosa

Pseudoloma neurophilia

Deteccién confiable
Usualmente detectable
Deteccidn inconsistente

Usualmente no detectable
Deteccién fortuita

Figura 5. Mapa de colores que resume la sensibilidad de diagndstico relativa de los
diferentes tipos de muestras por PCR para la deteccion de patdgenos: verde oscuro,
detectado de manera confiable; verde claro, generalmente detectado; amarillo, detectado
inconsistentemente; naranja, generalmente no detectado; rojo, raramente detectado
(2017). pmid: 28724491

1.3.7. Metodologia de las pruebas

La metodologia de las pruebas también es un factor importante a considerar al disefiar un
programa de control sanitario. La técnica de diagnostico mas adecuada dependera de
varios factores, incluido el tipo de informacién necesaria, el agente patdégeno de interés,
la etapa probable de la infeccién y los costos. Histéricamente, el control de salud de las
colonias de pez cebra se bas6 en las necropsias postmortem y la histopatologia de pez
cebra adulto entero. Hoy en dia, existen varias metodologias disponibles para bioterios
que incluyen reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, PCR
convencional, histopatologia y exadmenes directos simples, como montaje en lamina y
observacion al microscopio 6ptico. Para el monitoreo de parasitos externos, se puede
realizar un examen con preparaciones de montaje humedo en porta objeto de aletas y
branquias. Las técnicas de diagnéstico molecular, como la PCR convencional, estan

disponibles comercialmente y proporcionan una sensibilidad y especificidad importante y
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con tiempos de respuesta rapidos. La PCR ofrece ventajas significativas para la
deteccion de Mycobacterium spp., ya que a menudo, requieren condiciones especiales
para el crecimiento bacteriolégico y es mas demorado el diagnéstico. El cultivo bacteriano
puede facilitar el aislamiento y la identificacion a nivel de especie de una amplia gama de
microorganismos, incluidas bacterias, levaduras, hongos filamentosos y oomicetos. La
sensibilidad de la microbiologia para el pez cebra varia segun la biologia de los
organismos cultivados y la experiencia del laboratorio con animales acuaticos, ya que
varios patégenos de peces tienen requisitos especificos, incluidas temperaturas de
incubacién unicas, medios de cultivo especializados y / o tiempos de incubacién mas

prolongados (Whipps et al., 2012).

1.3.8. Seleccidn de peces para la necropsia

Los examenes deben realizarse en peces enfermos que se recolectan en vida
(moribundos) cuando sea posible. Es importante determinar la causa primaria de
mortalidad y diferenciarla de los patégenos secundarios u oportunistas que pueden haber
infectado peces ya enfermos. Para lograr esto, se recomienda examinar varios peces
afectados como también muestras de agua con detritos y heces (Figura 4). También es
util incluir peces asintomaticos aparentemente sanos para que se puedan determinar los
cambios patologicos tempranos y la causa subyacente de la morbilidad. Los peces
muertos pueden ser adecuados para algunos examenes parasitolégicos y para observar
cambios patol6gicos macroscopicos. Sin embargo, los examenes bacteriol6gicos
realizados en peces muertos pueden dar resultados engafiosos, y muchos cambios

histologicos son eliminados por la autolisis post mortem (Whipps et al., 2012).

1.3.9. Examen externo

El pequefio tamafio del pez cebra hace que la realizacion de una necropsia sea algo
tediosa, pero con paciencia y practica esto se puede lograr de manera eficiente y con la
ayuda de un microscopio. Es importante observar las anormalidades de la superficie (p.
Ej., Aletas deshilachadas, ojos nublados, Ulceras, decoloraciones de la piel, parasitos y
tumores). Se puede preparar sobre una lamina portaobjetos una muestra del mucilago de
la piel y unas pocas escamas raspando la superficie del pez con un cubreobjetos y
colocando este sobre el portaobjetos de vidrio. Se puede agregar algo de agua a la
preparacion para que el area de la muestra esté completamente lleno de liquido. En la

observacién al microscopio, se recomienda reducir la luz y bajar el condensador ya que

38



producira un mayor contraste y permitira que, de hallarse, los parasitos microscopicos y

otros patdégenos sean mas visibles (Kent et al., 2009; Varga & Murray, 2016).

1.3.10. Branquias

Se retira el opérculo y se observa el color de las branquias (las branquias palidas
generalmente indican anemia). Se verifica si hay presencia de parasitos, quistes,
excesiva cantidad de mucus y hemorragias con un microscopio. Puede prepararse una
montura humeda retirando unos pocos filamentos con tijeras, colocando los filamentos en
una gota grande de agua dulce en un portaobjetos de vidrio y cubriéndolos con un
cubreobjetos. Luego se examina en busca de pequefos parasitos, hongos y bacterias

utilizando un microscopio (Kent et al., 2009; Varga & Murray, 2016).

1.3.11. Examen interno

En necesario abrir la cavidad visceral y observar si hay ascitis, hemorragias u otras
anormalidades. También examinar el rifion, retirar la vejiga natatoria y detectar cualquier
anomalia renal. Muchas enfermedades causan agrandamiento o decoloracion del rifién,
pero esto puede ser dificil de ver en el pez cebra debido a su pequefio

tamanio. Inspeccionar el corazén para revelar cualquier anormalidad. Es posible encontrar
multiples quistes blanquecinos en los 6rganos viscerales que sugieren infecciones por
Mycobacterium spp. Asimismo se deben examinar las preparaciones de érganos con un
microscopio para detectar parasitos, hongos o granulomas enquistados. Las
preparaciones se hacen retirando un pequefio trozo de tejido y aplastandolo suavemente
entre un portaobjetos y un cubreobjetos, de modo que se forme una muestra fina

adecuada para el examen al microscopio (Varga & Murray, 2016).

1.3.12. Improntas

Las muestras de rifiones o de otros 6rganos afectados tefiidas con Giemsa son Utiles
para la deteccién de protozoos y bacterias. Se retira un trozo de 6rgano y se seca sobre
una toalla de papel limpia para eliminar la mayor parte de la sangre para luego tocar
ligeramente la superficie cortada de la muestra en un portaobjetos de vidrio limpio. Se
pueden hacer varias impresiones de la misma pieza de tejido en una lamina. Luego se
seca la preparacion a temperatura ambiente durante 1/2 h. se cubre el portaobjetos
durante 5-10 minutos con metanol absoluto en la tincién de Giemsa. El portaobjetos con

la muestra tefiida también puede enviarse a un laboratorio de diagnéstico.
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Para Mycobacterium spp, las muestras o improntas y los frotis de tejido se tifien con

tinciones acidas rapidas como Ziehl Neelsen (Kent et al., 2009, Varga & Murray, 2016).

1.3.13. Bacteriologia

Algunas infecciones bacterianas, como las bacterias de deslizamiento de superficie

y Mycobacterium spp., se pueden identificar por tinciones rapidas acidas (por ejemplo,
Ziehl Neelsen). Sin embargo, el diagnostico de otras enfermedades bacterianas requiere
el aislamiento de las colonias de bacterias en el cultivo. En este caso, los peces vivos
deben enviarse al laboratorio, pero esto puede no ser practico en algunas situaciones,
por lo que es necesario realizar métodos para obtener cultivos bacterianos iniciales y
luego los mismos se pueden enviar a un laboratorio para una identificacién completa.

En este caso deben utilizarse peces recién sacrificados para examenes bacteriologicos,
ya que los peces muertos de los acuarios o tanques son esencialmente inutiles. Se debe
desinfectar la superficie del pez con etanol al 70%. Esterilizar los instrumentos de
diseccion. Se utilizan dos métodos para obtener muestras del rifién. Uno es el método
visceral, en donde se debe abrir la cavidad visceral haciendo una incisién en la pared
abdominal sin cortar en el tracto gastrointestinal. Luego se hace a un lado la vejiga
natatoria con unas pinzas esterilizadas y se inserta un hisopo o ansa estéril en el rifién. El
otro es el método dorsal, en donde se ingresa al rifidn por una incision lateral dorsal al
mismo (es decir, cerca de la linea lateral). Luego se siembra la muestra en placas
bacteriologicas de agar tripticasa soja o agar sangre, se sellan las placas y se mantienen
a temperatura ambiente y luego se envian las placas al laboratorio de microbiologia para
un diagnéstico adicional.

Para las bacterias deslizantes (Cytophaga, Flexibacter y Flavobacterium spp.), se
recomienda Cytophaga Medium. Y aunque las lesiones pueden mostrar un gran nimero
de bacterias deslizantes, otras bacterias (por ejemplo, Aeromonas spp.) pueden crecer en
exceso sobre las primeras. Por lo tanto, la mejor manera de obtener cultivos puros de
bacterias deslizantes es homogeneizar el tejido infectado (p. Ej., Branquias, piel y
musculo) en agua estéril e inocular en diluciones en serie en placas con agar.

Las preparaciones tefidas con Gram pueden revelar un gran contenido de bacterias en el
tejido infectado al realizar una impronta de los tejidos sospechosos en un portaobjetos y
que luego se seca a temperatura ambiente y se fija la ldmina calentandola suavemente

sobre una llama durante 3-5 segundos (Kent et al., 2009).
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1.3.14. Virologia

Al igual que con las enfermedades bacterianas, el aislamiento de virus en el cultivo puede
ser utilizado para diagnosticar una enfermedad viral, y es posible utilizar células de tejidos
recolectados de peces recién sacrificados para realizar el cultivo viral y realizar un
diagnéstico por pruebas serologicas. Si esto no es practico los peces para el examen de
virus pueden ser congelados y controlados por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). En la actualidad, no existen muchas enfermedades virales conocidas de las
colonias de pez cebra aunque se inform6 de un caso de infecciones virales naturales
para esta especie. En 2015, se detect6 el virus de la necrosis infecciosa del bazo y el
rifibn (ISKNV) en el pez cebra de un centro de investigacion en Espafia. Los peces
afectados mostraron letargo, pérdida de apetito, natacién anormal, distension de la
cavidad celomica y, en los casos mas graves, dificultad respiratoria, branquias palidas y
hemorragias petequiales en la base de las aletas. La citomegalia fue el hallazgo
histopatolégico més relevante en 6rganos y tejidos, a veces asociado a cambios
degenerativos y necréticos. ISKNV pertenece al género relativamente recientemente
Megalocitivirus de la familia Iridoviridae, que comprende grandes virus de ADN
citoplasmaticos icosaédricos. Este es el primer caso de infecciéon

por megalocitivirus natural en las instalaciones de investigacion de pez cebra, asociada
con la morbilidad. El virus se ha identificado en base a evidencia tanto patolégica como
genética, para comprender mejor la patogénesis de la infeccion en el pez cebra y la
relacion filogenética con otros iridovirus. Dada la capacidad de los megalocitivirus para
cruzar los limites de las especies, parece necesario implementar practicas estrictas de
bioseguridad, ya que estas infecciones pueden invalidar los datos experimentales y tener
un gran impacto en los peces de laboratorio y cultivados, como también la incorporacion
de cultivos celulares de tejidos de peces en investigaciones, es probable que
enfermedades virales "nuevas" sean reconocidas en el pez cebra (Bermudez et al., 2018;
Varga & Murray, 2016).

1.3.15. Biologia Molecular

Las pruebas de diagnéstico basadas en el ADN que utilizan PCR son cada vez mas
comunes en los diagnosticos de salud de los peces porque son muy sensibles y
especificas. En el pez cebra, se han desarrollado pruebas de PCR para varios agentes
patégenos o para identificar y diferenciar diferentes especies de Mycobacterium. Debido
a la extrema sensibilidad de la técnica de PCR, se debe tener mucho cuidado para evitar

la contaminacion cruzada entre las muestras, como también intercambiar instrumentos
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entre las mismas. Las muestras pueden congelarse inmediatamente o conservarse en

etanol. Se obtienen resultados mixtos cuando se usan tejidos conservados con formalina

para el analisis genotipico. Es importante tener en cuenta que los procedimientos de

descalcificacién, que se usan de forma rutinaria cuando se procesa pez cebra para

histologia, son particularmente perjudiciales para los andlisis moleculares (Astrofsky et

al., 2000; Moore et al., 2001).

Tabla 3: Métodos de conservacion de tejidos de peces y sus usos en examenes

diagndsticos de enfermedades de los peces

+++ = 6ptimo; ++ = satisfactorio en la mayoria de los casos; + = suboptimo, se puede

usar si no hay otro tejido disponible; 0 = inutil

Vivo Con hielo Congelado Preservado *

Parasitologia +++
Bacteriologia +++
Virologia +++
Toxicologia +++
Histologia +++

Microscopio de electrones +++

PCR v

++

++

++

++

+ +

+ 0

+ 0
+++ 0a+++

+ +++

0 +++
+++

*Preservado en fijador a base de formalina (ej. Fijador de Dietrich ) para histologia, fijador
a base de glutaraldehido para microscopia electrénica, etanol al 95% para pruebas de

PCR.

1.4. ENFERMEDADES BACTERIANAS
1.4.1. Micobacteriosis

Las infecciones bacterianas crénicas y sistémicas producidas por varias especies

de Mycobacterium se diagnostican con frecuencia en peces de acuario. Las especies que

se encuentran mas comunmente son M. marinum , M. abscessus , M. chelonae y M.

fortuitum. Estas especies, asi como M. peregrinum 'y M. haemophilum, se han asociado

con micobacteriosis en el pez cebra (Astrofsky et al., 2000; Kent et al., 2004).
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Las micobacterias miden de 1 a 10 ym de largo, son pleomorficas, débilmente
grampositivas, acido-resistentes, aerébicas e inméviles en forma de bastén.

Las micobacterias atipicas facultativas son patdgenos y se han descrito en mas de 151
especies de peces, incluidos los de agua dulce y marinos.

Segun la manifestacion de la enfermedad, las micobacterias se pueden caracterizar
ampliamente como patégenos u oportunistas en el pez cebra, siendo M. haemophilum

y M. marinum agentes patégenos y M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitumy M.
peregrinum son oportunistas.

Las micobacterias son comunmente identificadas en instalaciones de investigacion de
pez cebra. Los agentes mas diagnosticados incluyen M. chelonae, M. haemophilum, M.
abscessus, M. marinum y M. fortuitum. La mayoria de las micobacteriosis del pez cebra
son crénicas con morbilidad y mortalidad bajas. Las micobacterias atipicas pueden
sobrevivir fuera del huésped en biopeliculas superficiales, lo que contribuye a su éxito
para sobrevivir y convertirse en un residente de la flora microbiana. (Noga, 2010).

Por lo general, la micobacteriosis es cronica con un bajo nivel de mortalidad, pero en
ciertas circunstancias, las infecciones pueden ser muy agudas y provocar epizootias
graves en colonias de pez cebra. Alun no se han determinado los factores mas
caracteristicos de las diferencias observadas en la gravedad de los brotes de
micobacteriosis en peces. Se desconoce si las cepas 0 especies altamente virulentas
causan los brotes agudos, o si los brotes ocurren en peces que estan
inmunocomprometidos por otros factores, como la mala calidad del agua, el hacinamiento
y el manejo excesivo. Mycobacterium spp. de los peces pueden infectar a los

humanos. En la mayoria de los casos, las infecciones se limitan a las extremidades y,
aunque no suele ser potencialmente mortal, pueden requerir tratamientos agresivos con
antibioticos para resolverlos (Kern et al., 1989; Shih et al., 1997; Hoyen & col., 1998;
Laborde & Milocco, 2008). Sin embargo, estas infecciones pueden ser letales para
individuos inmunocomprometidos (Lessing et al., 1993). Teniendo en cuenta el potencial
zoonotico de Mycobacterium spp., aquellas personas que manipulan peces de acuario,
incluido el pez cebra, deben higienizarse mediante el lavado de manos después de entrar
en contacto con agua que contiene peces, y evitar exponer las lesiones abiertas en la piel
al agua y los peces del acuario. La mayoria de los casos de micobacteriosis humana
asociada con peces son causados por M. marinum. Se considera que esta especie no
crece, o crece muy mal, a 37 °C. La mayoria de los casos de M. marinum no ponen en
peligro la vida y se limitan a extremidades, donde las temperaturas corporales son mas

bajas. Sin embargo, algunas cepas de M. marinum son capaces de crecer en cultivo a 37
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°C, y otras que no capaces de crecer a esta temperatura en medios pueden hacerlo a 37
C en lineas celulares de macroéfagos y en ratones (Kent et al., 2006).

En relacion a los signos clinicos y patologia se conoce que los cambios clinicos y
macroscopicos asociados con Mycobacterium spp. son variables, dependiendo del sitio y
la extension de la infeccion, y de la "cronicidad" de la infeccion. Los signos clinicos
incluyen letargo, anorexia y emaciacion. Los peces pueden presentar Ulceras, hemorragia
o hiperemia alrededor de la cabeza (similar a la septicemia gram negativa), escamas
elevadas, aletas deshilachadas y palidez de la piel o branquias. Un cambio macroscopico
distintivo es la presencia de multiples nédulos blancos en diversos 6érganos

viscerales. Estos son visibles mediante un examen detallado de los 6rganos con un
microscopio optico, pero pueden ser dificiles de encontrar en peces pequefios, como el
pez cebra y donde se describieron varias formas de la enfermedad. Los peces infectados
pueden mostrar en general una capacidad reproductiva disminuida, asi como cambios
caracteristicos como ser la hidropesia (edema generalizado con abdomen hinchado) y
Ulceras visibles en la piel (Astrofsky et al., 2000).

Mediante la observacion al microscopio 6ptico en una micobacteriosis de peces "tipica"
(es decir, la forma crénica), el examen histolégico revela numerosos granulomas, a
menudo con centros necroéticos, en todos los érganos viscerales. Estos se pueden ver en
preparaciones frescas en portaobjetos, pero se pueden confundir con parasitos
enquistados. Una tincidon de estos tejidos con tinciones acido-rapidas a menudo revelara
bacilos de coloracion roja en las lesiones. En infecciones méas agresivas, asociadas con
una mortalidad rapida, es posible observar acumulaciones masivas de macroéfagos
repletas de bacterias en todas las visceras (peritonitis crénica severa) y ocasionalmente
se extienden hacia el musculo. Cuando los casos son muy agudos los granulomas
pueden estar ausentes o presentarse en poca cantidad. También es posible encontrar
micobacterias en la pared de la vejiga natatoria y en el epitelio intestinal, lo que indica
que estos pueden ser sitios de posibles entradas para el inicio de infecciones (Kent et al.,
2006).

El diagnéstico presuntivo se logra mediante la observacién de multiples granulomas en
organos viscerales, ya sea de muestras frescas en portaobjetos o en cortes

histologicos. Es posible que estos también puedan ser causados por infecciones de
hongos o parasitos por lo que es necesario un diagnostico diferencial. El diagnoéstico final
requiere la visualizacion de bacilos acido-rapidos en cortes histologicos de tejidos. A
menudo, el pez cebra se descalcifica durante el procesamiento histolégico, y

recientemente encontramos que ciertos procedimientos de descalcificacion agresivos
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pueden inhibir la tincion acida de Mycobacterium spp. en cortes de tejido (Kent et al.,
2006a).

Algunas especies de Mycobacterium son relativamente dificiles de cultivar en medios de
cultivo, por lo que este procedimiento no se emplea frecuentemente en peces.

Se han descrito pruebas de PCR para detectar la presencia del agente causal (Colorni et
al., 1994; Astrofsky et al., 2000). Estas pruebas, aunque son extremadamente sensibles,
por lo general no proporcionan informacion sobre el estado de la enfermedad o la
gravedad de la infeccion, pero pueden ser Utiles para la deteccion de infecciones
portadoras o subclinicas. También es posible utilizar pruebas de PCR para obtener la
secuencia de micobacterias directamente de peces infectados y que es muy Uutil, para la
identificacion de especies de bacterias que son dificiles de cultivar en medios de cultivo
(Kent et al., 2004; Poort et al., 2006).

En tratamiento y control de la infeccion es muy dificil de erradicar de los bioterios de
produccion de peces mediante la administracion con antibiéticos. Sin embargo, Conroy &
Conroy. (1999) observaron que la kanamicina a 50 ppm con 4 dosis separadas durante 2
dias aparentemente controlaba la enfermedad en guppies. Boos et al. (1995) trataron los
ciclidos de boca de fuego y tetras del Congo por via oral con rifampicina y tetraciclina con
cierto éxito. Sin embargo, la despoblacion de los tanques afectados y el evitar la
contaminacioén cruzada ha sido la manera mas efectiva de controlar la infeccion en los
peces de acuario. Debido a que la enfermedad es bastante insidiosa, la infeccion esta
muy extendida en los peces de acuario, y el tratamiento con antibiéticos es dificil de
implementar y lograr una erradicacién del patégeno, por lo que la mejor profilaxis es
evitar la infeccion. Esto se logra mediante estrictos procedimientos de cuarentena,
desinfeccion de elementos del acuario, la optimizacién de la calidad del agua y las
condiciones de manejo, reduciran la probabilidad de que ocurran epizootias cuando

algunos peces portadores estan presentes en la poblacion (Astrofsky et al., 2000).

1.4.2. Bacterias deslizantes

Son los procariotas morfologicamente mas complejos. El deslizamiento es un
movimiento sin la intervencion de flagelos, deslizandose las bacterias sobre
superficies sélidas sin que tampoco se contraiga el cuerpo de la bacteria.

Este movimiento es muy lento comparado con el movimiento a través de flagelos que
puede ser entre 1000 y 5000 micras/minuto mientras que el deslizamiento supone

entre 1y 20 micras/minuto.

45



Varias especies de bacterias deslizantes (Flavobacterium, Flexibacter, Cytophaga spp.)
causan infecciones en la piel en peces de agua dulce y marinos. Una de estas
enfermedades, denominada enfermedad bacteriana de las branquias (BGD, por sus siglas
en inglés), es una infeccién causada por estas bacterias cuando se dan condiciones de
hacinamiento y una deficiente calidad del agua. Por lo tanto, BGD también se conoce
como "enfermedad ambiental de las agallas". Dos bacterias de deslizamiento,
Flavobacterium columnare y F. branchiophilum, son especies especificamente
responsables con la enfermedad en agua dulce. Otras bacterias pueden causar o estar
involucradas de manera secundaria con las lesiones. El factor clave de predisposicion es
la carga organica alta de varios componentes y posiblemente la cantidad de amoniaco en
el agua. Esta condicion se encuentra generalmente en los criaderos de produccion de
salmoénidos. En el pez cebra, se ha detectado BGD después de envios en los cuales los
peces estuvieron en transito durante un tiempo prolongado (Kent et al., 2004).

En relacion a los signos clinicos, el mas caracteristico de la mayoria de las enfermedades
de las branquias, es que los peces exhiben dificultad para respirar y suelen acumularse
en la capa superficial del agua. Las infecciones de las aletas y la cola (conocidas como
podredumbre de las aletas y la cola) se caracterizan por la erosién de las mismas. La piel
infectada generalmente aparece blanca debido a la pérdida de la epidermis y la
exposicion de la dermis (Kent et al., 2004).

La observacion al microscopio 6ptico en los examenes de montaje en portaobjetos de
muestras de branquias infectadas revelan laminillas secundarias fusionadas debido a la
hiperplasia epitelial y también puede observarse masas de bacterias filamentosas en la
superficie de las branquias. En estos casos, la microscopia de contraste de fase es util
para la visualizacién de las bacterias. En cortes histolégicos revelan hiperplasia epitelial
severa de las branquias y ocasionalmente necrosis. Un examen cuidadoso puede revelar
colonias de bacterias en la superficie de las branquias (Kent et al., 2004).

Las infecciones producidas por bacterias que se deslizan generalmente se diagnostican
mediante la observacién de masas de las mismas en el tejido infectado. Con BGD, la
superficie de las branquias se asocia con una producciéon excesiva de moco e hiperplasia
del epitelio branquial. Todos estos cambios pueden visualizarse en preparaciones de
muestras en fresco de los tejidos infectados. La histologia es util para demostrar los
cambios patologicos de las branquias y el grado de invasion de las bacterias en la piel
(Kent et al., 2004).
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Para el control y tratamiento la mejor manera en una potencial infeccién con BGD, es
evitar el hacinamiento y mantener la calidad adecuada del agua. También cuando se
realiza un envio de peces vivos, debe controlarse que los peces no sean alimentados
unos dias antes del transporte, como también mantener las densidades bajas de
animales en las bolsas de transporte y seleccionar una ruta rapida de viaje.

El tratamiento quimico mas comun para BGD en salmoénidos ha sido la cloramina T en
aproximadamente 6-15 ppm en forma de bafio de 1 h de duracién y puede requerir repetir
el tratamiento. También es posible tratar los animales con perdxido de hidrégeno para
tratar infecciones experimentales en truchas en dosis de 100 mg / L de peroxido de
hidrégeno (bafios de 1 h) como un tratamiento eficaz. Sin embargo, no ha sido probado el
peroxido de hidrégeno en infecciones con BGD en el pez cebra. (Bowker & Erdahl, 1998;
Lumsden et al., 1998; Varga & Murray, 2016).

1.4.3. Aerocistitis bacteriana (infeccion bacteriana de la vejiga natatoria)

Son comunes las infecciones bacterianas y fungicas de la vejiga natatoria en varias
especies de peces, como también se han observado infecciones bacterianas crénicas
severas de este 6rgano (aerocistitis) en instalaciones de pez cebra y en algunos casos se
presenta una alta mortalidad. Es posible encontrar infecciones mixtas por Aeromonas sp.
y Pseudomonas sp. También se han informado aislamientos de bacterias similares en la
cavidad visceral como Vibrio cholerae. El examen de las secciones histolégicas con
tinciones especiales puede revelar una variedad de tipos bacterianos en los que es
posible encontrar Pseudomonas fluorescens en las vejigas inflamadas de peces cebra ya
que poseen una vejiga natatoria abierta (fisostomos) que se conecta al tracto
gastrointestinal a través de un conducto neumatico, condicién que permitiria que las
bacterias intestinales colonicen la vejiga natatoria de un huésped susceptible (por
ejemplo, inmunocomprometido). Los factores estresantes conocidos, como el manejo (por
ejemplo, el desove por compresion) puede ocasionar la aparicion de la enfermedad. Se
han informado casos de brotes en instalaciones de peces cebra donde también
exhibieron Microsporidiosis del musculo. Los microsporidios son causas bien reconocidas
de infecciones oportunistas en huéspedes inmunosuprimidos, que pueden ocurrir sin
estar relacionados con causas iatrogénicas como también en las infecciones de la vejiga
natatoria, donde existe la posibilidad de que los peces se vuelvan susceptibles a la
aerocistitis después de ser inmunosuprimidos por agentes desconocidos o una deplorable
calidad del agua (Aho et al., 1988; Blaylock et al., 2001; Bowater et al., 2003; Bruno,

1989; Lehmann et al., 1999; Miyazakai et al., 1984; Wada et al., 1993).
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En relacién a los signos clinicos y patologia los peces afectados pueden estar letargicos y
acumularse cerca del fondo del tanque, lo que es consistente con el deterioro de la vejiga
natatoria. Los peces a menudo exhiben eritema en la base de las aletas y en algunos
casos también hemorragia que son caracteristicos de la septicemia gram negativa y
alguna enfermedad viral como el megalocitivirus (ISKNV) que causa la necrosis
infecciosa de bazo y rifién, y por lo tanto no son patognoménicos para esta afeccién
(Bermudez et al., 2018).

En una evaluacion histolégica al microscopio 6ptico es posible observar una destruccion
masiva e inflamacion crénica severa de la vejiga natatoria. La lesién a menudo se
extiende a lo largo de la cavidad visceral y dorsalmente a través del rifndn hasta el
musculo esquelético. El tejido presenta una necrosis prominente y mediante tinciones de
Gram es posible encontrar colonias de bacterias, aunque las bacterias flamentosas no
siempre se observan por tincién de Gram. Estas bacterias, también conocidas como
bacterias deslizantes, pertenecen a los géneros Flexibacter, Flavobacterium, o
Cytophaga. En tinciones acido rapido que incorporan azul de metileno puede visualizarse
colonias de bacterias de tincion de azul (acido-rapido negativo). La tincion de Steiner
también es habitual para mostrar estos tipos de bacterias en secciones. Flavobacterium
psychrophilum no puede verse facilmente en secciones tefiidas con hematoxilina o eosina
o Gram, pero son visibles con una tincion de Giemsa (Kent et al., 1998).

Para el diagnostico en los cambios macroscopicos es posible confundirse con una
septicemia Gram negativa. El diagnoéstico, por lo tanto, debe basarse en la observacion
histolégica de las lesiones caracteristicas en la vejiga natatoria. Se deben considerar
utilizar tinciones de Gram, Steiner o azul de metileno para demostrar la presencia de
bacterias. El cultivo bacteriano no es confiable ya que no ha sido identificada una especie
bacteriana especifica que causa la enfermedad (Kent et al., 1998).

Para el control debe considerarse que es preciso identificar la causa subyacente de esta
enfermedad. Es probable que las bacterias sean oportunistas ya que la infeccion esta
asociada con varias especies bacterianas diferentes. Hasta que las causas de la
aerocistitis no estén identificadas, se recomienda mantener aislados los peces afectados

de otras poblaciones y asegurar que la calidad del agua sea 6ptima (Kent et al., 1998).

1.4.4. Edwardsiella ictaluri
Este patégeno es una bacteria Gram negativa comiunmente conocida en acuicultura
como enfermedad grave del bagre (Plumb, 1999). El pez cebra es muy susceptible a este

agente y, por lo tanto, se ha utilizado como modelo de vacuna (Petrie-Hanson et al.,
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2007). Esta especie es generalmente bastante resistente a las bacterias Gram negativas
oportunistas, como Aeromonas 'y Pseudomonas, pero E. ictaluri no se encuentra en esta
categoria. Es un patégeno primario y, a diferencia de otras bacterias, simplemente
contaminando el agua con esta bacteria, en el pez cebra da como resultado una
enfermedad (Petrie-Hanson et al., 2007). La transmisién natural se produce
principalmente a través de la eliminacién de bacterias de peces portadores o enfermos, o
también por el canibalismo de peces muertos. Se considera que la principal fuente de
infeccion son los peces infectados, en lugar del ambiente. Sin embargo, en el bagre, la
bacteria es capaz de persistir en el medio ambiente sin peces una vez que se ha
introducido en el medio acuatico (Plumb, 1999). Se han informado brotes de esta
infeccion en instalaciones de peces adultos como de produccion y experimentacion con
embriones. Aunque se considera principalmente una enfermedad del bagre, la infeccion
se ha notificado en otros peces de agua dulce (Plumb, 1999). Se ha observado en peces
de acuario utilizados en investigaciones en universidades (Kent & Lyons, 1982) y Danio
devario (Waltman et al., 1985).

La signologia es tipica de las septicemias Gram negativas en peces, los peces infectados
exhiben una alta mortalidad y un eritema difuso (enrojecimiento) de la piel. Mientras que
las altas mortalidades ocurren a menudo después de la exposicion, los estudios con
bagre mostraron que algunos peces pueden seguir siendo portadores durante muchos
meses (Plumb, 1999).

En la observacién al microscopio 6ptico de muestras de los peces infectados se exhiben
necrosis severa en los 6rganos viscerales, particularmente en el bazo y el rifidn. También
muestran una severa y extensa necrosis e inflamacién del cerebro anterior, los nervios
olfativos y las narinas. Las narinas han demostrado ser una ruta importante de infeccion
en el bagre (Plumb, 1999). El examen con gran aumento de las secciones de pez cebra
muestra numerosos bacilos bacterianos en los fagocitos en las lesiones, asi como en el
rindn y el bazo.

El diagnéstico presuntivo se obtiene con muestras de secciones tefidas con
hematoxilina-eosina (H&E) y se basa en la observacion de zonas necroéticas en el cerebro
anterior y nervios, con numerosos bacilos en los fagocitos. El diagnéstico definitivo se
obtiene mediante el cultivo y la identificacion por pruebas bioquimicas de las bacterias.
Estas crecen de forma lenta en cultivo en comparacion con muchas otras Gram negativas
que se encuentran en los peces. Se han observado infecciones simultaneas con

Aeromonas hydrophila en el bagre y esta condicion también puede ocurrir en el pez
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cebra, y por lo que hace que el diagndstico sea mas dificil ya que A. hidrofilia crece mas
rapido en un cultivo que la E. ictaluri (Hawke et al., 1981; Waltman et al., 1986).
Edwardisella ictaluri se desarrolla bien en agar sangre y en agar de infusiéon cerebro-
corazon. Se han realizado cultivos de muestras de pez cebra a 25-30 °C, pero se
requirieron de 5 a 7 dias para visualizar colonias prominentes. Hasta ahora, las cepas
aisladas del pez cebra no son méviles y es diferente de la mayoria de las cepas de
bagre. Se puede obtener un diagnéstico confirmatorio adicional mediante la utilizacion de
la PCR (Nusbaum & Morrison, 2002).

EI mejor método de control es evitar la introduccion de peces infectados mediante la
implementacion de programas de cuarentena y la adquisicion de embriones (huevos).
Afortunadamente, no existen muchos informes de infecciones y de considerarse una
enfermedad muy extendida en el pez cebra, y los brotes conocidos fueron identificados y
aislados en cuarentena antes de que los peces fueran introducidos en una instalacién
principal. La infeccion es comun en el bagre y se ha informado en especies de peces de
acuario. Por lo tanto, se debe tener especial cuidado cuando se obtienen peces con el fin
de realizar experiencias provenientes de comercios de venta de peces de acuario. Como
la bacteria es muy patdgena y no esta muy extendida en el pez cebra, se recomienda que
las poblaciones infectadas se sometan a eutanasia y que se desinfecten todos los
equipos. Los antibiéticos utilizados para controlar la infeccion en el bagre y pez gato
incluyen la administracion oral de oxitetracilcina u ormetoprim-sulfadimetoxina. Otros
medicamentos que se han probado in vitro incluyen kanamicina, estreptomicina y acido

oxolinico (Noga, 2010).

1.5. ENFERMEDADES POR MOHOS DE AGUA (SAPROLEGNIOSIS, OOMICETOS) Y
PROTOZOARIAS

Las enfermedades causadas por protozoos son comunes en los peces de acuario, y
varios se han observado en el pez cebra. Los mohos de agua se componen de muchos
géneros de organismos similares a hongos pertenecientes a la clase Oomicetes, también
conocidos como "pseudohongos”, que cominmente infectar a los peces de agua dulce.
Clase Oomicetes pertenece al reino / supergrupo Chromista, que histéricamente ha
incluido en el Reino Protista. Hay tres 6rdenes de clase Oomicetes que pueden infectar
peces, los Saprolegniales, Leptomitales y Peronosporales. Los organismos dentro

la familia Saprolegniaceae son patégenos mas comunes en peces. Los patdgenos
primarios Ichthyophthirius multifiliis que causa "Ich" o enfermedad de la mancha blanca "

y Piscinoodinium pillulare que causa “la enfermedad del terciopelo de agua dulce” son
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muy comunes en los peces cautivos de aguas calidas y causan enfermedades en
instalaciones de experimentacion o produccion de pez cebra. Los microsporidios son
generalmente mas especificos del hospedador y son parasitos intracelulares obligados
productores de esporas con mas de 150 especies infecciosas para los peces y muy
comunes en los bioterios de produccion de peces cebra. La microsporidiosis se informé
por primera vez en el pez cebra, Danio rerio , hace casi 30 afios (De Kinkelin, 1980), y
este microsporidium se asignoé recientemente a un nuevo género y especie, Pseudoloma
neurophilia (Matthews et al., 2001). La microsporidiosis, la enfermedad mas comun del
pez cebra de laboratorio, afecta el sistema nervioso central y el musculo esquelético, y se
asocia con emaciacion, deformidad espinal y morbilidad. Las esporas de Pseudoloma
estan contenidas dentro de los complejos huésped-parasito conocidos como xenomas.
Las infecciones por Pseudoloma se caracterizan por multiples xenomas en el cerebro
posterior, la médula espinal, las raices nerviosas y ocasionalmente dentro del musculo
esquelético. Las esporas libres (probablemente provenientes de la ruptura del xenoma)
se encuentran dentro de los fagocitos y se asocian con miositis, meningitis y encefalitis
severas y cronicas. El tejido ovarico a menudo estéa infectado y ocasionalmente los
huevos pueden albergar esporas de Pseudoloma que indican potencial de transmisién
vertical (Kent & Bishop-Steward, 2003; Ramsay, 2009).

1.5.1. Enfermedad de terciopelo (Piscinoodinium pillulare)

El parasito Piscinoodinium pillulare, que causa de la “enfermedad del terciopelo”, es un
dinoflagelado amarillento que durante una etapa de su ciclo de vida infecta la piel y las
branquias de los peces. El parasito puede multiplicarse muy rapidamente en acuarios y
puede ser mortal para los peces. Este es un patégeno comun de los peces ornamentales
o de acuario. Durante la etapa de dinospora infecta a los peces y se transforma en
trofonte, que se adhiere a la superficie de los peces, especialmente en las branquias, y
aparentemente se alimenta del epitelio del huésped. Después de varios dias abandona el
huésped y forma un tomonte y en esta etapa de huésped externo (forma de division
enquistada) experimenta varias divisiones, que da como resultado 256 dinosporas
moéviles infecciosas que infectan a otros peces. El ciclo de vida se completa en
aproximadamente 2 semanas y en condiciones 6ptimas (23-26 ° C) de temperatura del
agua (Lom & Dykova, 1992; Noga, 1996).

En relacién a los signos clinicos y patologia, los peces muy infectados se ven letargicos,

pueden permanecer cerca de la superficie del agua y tener dificultad para respirar y la
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coloracion de los mismos puede exhibir un brillo de color grisaceo u oxidado en la
superficie.

El examen al microscopio optico de muestras de piel o de branquias revela numerosos
trofontes no méviles opacos, ovalados (alrededor de 9-12 X 40-90 um). En las secciones
histologicas, el Piscinoodinium aparece como organismos ovalados en las branquias y en
la superficie de la piel, con numerosos granulos citoplasmicos (a menudo refractiles) y un
nucleo grande. Las infecciones de las branquias se asocian con hiperplasia epitelial y de
manera similar, las infecciones en la piel producen hiperplasia severa y erosion del
epitelio.

La infeccion se diagnostica mediante la observacion de los trofontes en muestras
observadas al microscopio o secciones histolégicas. Para el primero, Piscinoodinium se
distingue de muchos otros protistas que infectan la superficie por su falta de motilidad.
Para el control y tratamiento no se conocen informes de infecciones por Piscinoodinium
en el pez cebra pero, si se observa infeccion por este agente, recomienda como
tratamiento una inmersion prolongada en agua con sal (1 cucharadita / en 19 litros de
agua). Las infecciones muy graves que ponen en peligro la vida de los peces pueden
tratarse con un bafio rapido (1-3 min) en agua de mar de concentracion total (35 %). Al
igual que con “Ich”, la presencia de etapas de desarrollo fuera del huésped debe ser
considerado al implementar un protocolo de tratamiento. Por lo tanto, es mejor capturar
todos los peces y tratarlos en un acuario con agua limpia y por otro lado desinfectar el

tanque original (Noga, 1996).

1.5.2. Microsporidiosis

La microsporidiosis neural por Pseudoloma neurofilia en el pez cebra se informé por
primera vez en 1980 en Francia (Kinkelin, 1980). El parasito ahora ha sido identificado en
muchas instalaciones de investigacion y produccién de peces cebra y fue asignado a un
nuevo género y especie, Pseudoloma neurophilia (Matthews et al., 2001). La infeccion
esta relacionada con una emaciacion grave (también denominada "enfermedad flaca"),
pero su rol preciso en cada caso (causa primaria) aun no se ha resuelto. En un estudio de
dos poblaciones de peces cebra con una alta prevalencia de infeccion, en una se
encontrd que el 97% de los peces estaban flacos e infectados pero en la otra el 30% de
los peces normales presentaron infeccién subclinica lo que demuestra que, al igual que
con muchos parasitos, la infeccion también se puede encontrar de forma rutinaria en
peces de apariencia normal y saludable. El hecho de encontrar emanciacién y caquexia

en el pez cebra no significa que estén afectados por infeccion. Factores como el estrés
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por manejo inadecuado y hacinamiento provoca una mayor gravedad de la infeccién, un
menor crecimiento y fecundidad en la colonia (Ramsay et al., 2009).

Los microsporidios son parasitos similares a hongos intracelulares con un ciclo de vida
complejo. El ciclo de vida concluye con la produccion de una espora infecciosa, resistente
y es la Unica etapa del parasito que puede vivir fuera de la célula huésped. Como la
mayoria de los microsporidios, la transmision se produce a través de la ingestion de la
etapa de esporas infectantes, y encontrandose en peces adultos infectados a las cuatro
semanas después de ser haber sido alimentados con tejidos contaminados con esporas.
Algunos peces son muy susceptibles y pueden mostrar una forma aguda de la
enfermedad y con una alta mortalidad, una semana después de haber sido expuestos al
agente etiolégico (Ferguson et al., 2007). Si bien el parasito se transmite facilmente al
alimentarse de carcasas infectadas, se ha encontrado que también existe transmision
cuando los peces se mantienen fisicamente separados, pero en la misma agua. Se
piensa que esto puede deberse a que el elementos del huevo de pez cebra infectado, es
liberado por las hembras infectadas, ya que los peces cebra frecuentemente se
reproducen en condiciones naturales en el acuario. También se han notificado casos de
transmision vertical en otros microsporidios de vertebrados e invertebrados. Se han
encontrado esporas de Pseudoloma en los ovarios y, a veces, en huevos de pez cebra
inmaduros y degenerados, y el papel de la transmision vertical o pseudovertical
(transmision a la progenie con el patégeno fuera del huevo) de Pseudoloma esta
actualmente bajo investigacion (Bandi et al., 2001; Dunn et al., 2001; Phelps et al., 2008;
Varga & Murray, 2016).

Dentro de los signos clinicos puede observarse la emaciacién y la curvatura de la
columna vertebral, como la escoliosis, en los peces infectados. Sin embargo, estos
signos clinicos no son patognoménicos de la enfermedad. Ademas, el pez cebra puede
cursar en forma subclinica la enfermedad por lo que puede ser un portador sano y
provocar graves infecciones de P. neurophilia, por lo que, el diagnéstico de
microsporidiosis no debe hacerse solo por los signos clinicos presentes (Kent & Bishop-
Stewart, 2003; Phelps et al., 2008).

Para la observacion de muestras al microscopio 6ptico debe considerarse que el sitio
primario de la infeccion es el sistema nervioso central (médula espinal y cerebro
posterior) y las raices nerviosas. Luego la infeccion se extiende al musculo esquelético,
donde causa inflamacién severa, crénica y multifocal. También infecta los ovarios y los

huevos, y ocasionalmente otros érganos, como el rifién (Kent & Bishop-Stewart, 2003).
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Para el diagnostico el agente causal puede detectarse en muestras en fresco del sistema
nervioso central que se han diseccionado cuidadosamente de los peces

infectados. Debido a que esto es una tarea tediosa y laboriosa, entonces la histologia es
el método de rutina mediante el cual se observa la lesién. Las esporas son ovoides a
piriformes, con una vacuola posterior prominente, y tienen un promedio de 5.4 x 2.7

um. El microsporidio produce xenomas dentro de la médula espinal y en el cerebro
posterior de los peces. Los xenomas contienen vesiculas esporéforas con hasta 16
esporas. Los esporoblastos y los estadios preesporoblastos (probablemente esporontos)
se encuentran algunas veces como pequefios agregados dispersos al azar a lo largo de
los xenomas. La tincién fluorescente Fungi-Fluor (Polysciences, Warrington, PA) se une
inespecificamente a los polisacaridos con enlace beta que se encuentran en las células
que contienen quitina. Como la quitina aparece en las paredes de las esporas de los
microsporidios, esta tincion es excelente para demostrar las esporas en frotis de tejido o
en secciones histolégicas. También se describe una tincion relacionada (Calcofluor) y
otras técnicas de tincion para la identificacion de microsporidios (Weber y col., 1999). Las
tinciones acido rapidas y Gram también son Utiles para demostrar la presencia de
esporas de microsporidios. También se han desarrollado pruebas de PCR para

P. neurophilia de muestras de peces y actualmente existe una prueba de PCR para agua
y huevos, sin necesidad de sacrificio de peces. En la actualidad es posible establecer una
instalacion que se puede mantener libre de la infeccion, usando este tipo de pruebas
(Whipps et al., 2006).

Para el control y tratamiento, la irradiacién con luz ultravioleta (UV) es utilizada para
controlar patdgenos en sistemas de produccién de pez cebra. La esterilizacion UV se ha
empleado con éxito para matar virus, bacterias y protozoos en el agua antes de entrar en
contacto con los peces. La mayoria de los sistemas utilizan esterilizadores UV después
de la filtracién biol6gica. Se ha demostrado que otras especies de microsporidios son
muy susceptibles al tratamiento con UV y algunos estudios indican que la luz UV a 30-
50,000 uWsec / cm 2 inactiva al parasito y, por lo tanto, evita su transmision en un
sistema de recirculacion de agua. La fumagilina se ha utilizado también como tratamiento
oral para la microsporidiosis de peces, generalmente con éxito (Shaw & Kent, 1999). La
fumagilina se desarroll6 por primera vez para tratar Nosema Apis que son infecciones en
las abejas. También se inform6 que la fumagilina fue efectiva contra el microsporidio H.
anguillarum en anguilas (Anguilla japonica ) (Kano & Fukui, 1982). Desde el primer
informe sobre el tratamiento de la microsporidiosis en peces con fumagilina, el

medicamento ha sido utilizado para tratar las infecciones por N. salmonis en el salmén
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Chinook (Hedrick et al., 1991) y las infecciones por Loma salmonae en el salmén Chinook
(Kent & Dawe, 1994). En investigaciones iniciales y mas recientes con la utilizacion de
este medicamento se informé que no tuvo éxito para controlar o reducir la infeccién en el
pez cebra, pero se pretende continuar los estudios con dosis mas altas, ya que no se han
encontrado efectos secundarios con el medicamento (Varga & Murray, 2016). Las
esporas pueden ser resistentes a los desinfectantes y los niveles de cloro utilizados
habitualmente en el agua de las instalaciones del pez cebra (es decir, 25 0 50 ppm
durante 10 minutos) no son efectivos para matar esporas. Ademas, se ha observado
huevos llenos de esporas de Pseudoloma en cortes histolégicos de ovarios. Las esporas
dentro de los huevos intactos pueden protegerse del cloro, incluso si esta concentracion
es efectiva para matar esporas.

Segun algunos estudios del parasito, en este momento del ciclo, las siguientes practicas
probablemente reducirian la propagacion y el impacto de la infeccién 1) garantizar que el
agua en los sistemas de recirculacion se trate adecuadamente con esterilizacion UV, 2)
en el caso de encontrar infecciones, eliminar por eutanasia a todos los peces que
presenten signos de enfermedad lo antes posible para prevenir el canibalismo y una
mayor transmision, 3) considerar la deteccién en peces reproductores, particularmente
hembras, para que el parasito reduzca el riesgo de transferir la infeccion a una instalacion
con su progenie, 4) criar peces potencialmente infectados en condiciones éptimas y
reducir el estrés para minimizar el impacto de la infeccion, y 5) minimizar el potencial de
contaminacioén cruzada de las poblaciones utilizando peces de tipo salvaje para cruzar
con cada poblacion mutante (Ferguson & col., 2007; Shaw et al., 1999).

1.5.3. Enfermedad del Tetra Neén

Recientemente, se ha diagnosticado otro microsporidio llamado Pleistophora
hyphessobryconis, en algunas instalaciones de investigacion de pez cebra. Este parasito
causa de la enfermedad de neon tetra e infectan una amplia variedad de especies de
peces de acuario. La infeccién produce una cantidad masiva de parasitos y esporas en
desarrollo en todo el musculo esquelético, pudiéndose encontrar también en otros
organos dentro de macroéfagos. Por lo tanto debe evitarse contaminaciones de este
parasito en las instalaciones de investigacién o produccion de pez cebra y se recomienda
extremar las precauciones al usar peces cebra que hayan estado en contacto con otros
peces de acuario, especialmente los tetras. El diagndstico, control y el tratamiento es
similar al desarrollado para Pseudoloma. Actualmente es posible detectar este agente

mediante una prueba de PCR (Lom & Dykova, 1992; Varga & Murray, 2016).
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1.5.4. Ich (enfermedad de la mancha blanca)

Esta enfermedad es causada por el ciliado Ichthyophthirius multifiliis (Ich) y es
probablemente la enfermedad mas importante que afecta a los peces de acuario de agua
dulce. Afortunadamente, no se ha reconocido como un problema de infeccién importante
en las instalaciones de investigacion del pez cebra. Algunas similitudes en el ciclo de vida
son compartidas entre el parasito Ich y Piscinoodinium. Ambos tienen estadios
enquistados fuera del hospedador en los que se produce la multiplicaciéon de organismos,
seguidos por estadios de natacion libre que infectan a los peces. Por el contrario, Ich
penetra en el epitelio y, por lo tanto, dificulta su erradicacion con bafios externos o
inmersiones (Dickerson & Dawe, 1995; Noga, 1996).

Los peces con infecciones graves presentan una produccion excesiva de mucilago
(mucoproteina), dificultad para respirar y letargo. Un signo patognomonico de la
enfermedad son los nddulos blancos y elevados en la piel, por lo que también, la
enfermedad es conocida como "mancha blanca" (Dickerson & Dawe, 1995; Noga, 1996).
En las preparaciones de muestras frescas en portaobjeto de piel y branquias puede
observarse ciliados méviles que varian en tamafo, desde la etapa inicial de infeccion
hasta la etapa incrustada bajo el epitelio, que alcanza hasta 1 mm de diametro. Las
muestras histolégicas muestran el parasito bajo el epitelio asociado con hiperplasia
epitelial severa. Un macronucleo grande en forma de herradura puede ser visible en
muestras de tejido fresco (Dickerson & Dawe, 1995; Noga, 1996; Varga & Murray, 2016).
Para el diagnostico, la observacion de ciliados activos de tamafio variable en montajes
humedos de la piel o branquias es un buen diagnéstico presuntivo. El diagnéstico
definitivo se logra mediante la observacion del macronucleo distintivo y la observacion de
parasitos bajo el epitelio de las branquias o la piel. (Dickerson & Dawe, 1995; Noga,
1996; Varga & Murray, 2016).

En relacion al control y tratameinto existe informacién disponible sobre estrategias de
control para “Ich”, y el tratamiento mas comun es un bafio externo con formol. Por lo
general, los peces se tratan con formol a aproximadamente 1: 5000 de formol durante 1
hora. Cada especie de pez responde de manera diferente al bafio con solucién de formol
y por lo tanto, en cada especie de pez debe estudiarse antes de aplicar el tratamiento en
grandes cantidades. El tratamiento debe realizarse con precaucion, ya que las etapas
debajo de la piel estan algo protegidas de los bafios externos. Entonces es posible que
se puedan requerir tratamientos multiples. Ademas, todo el sistema debe tratarse para

destruir las etapas de hospedador del parasito, o que puede ser perjudicial para las
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poblaciones de bacterias (beneficiosas) de los filtros biologicos (Noga, 1996; Dickerson &
Dawe, 1995; Varga & Murray 2016).

1.6 PARASITOS METAZOOS - CAPILLARIASIS

Los parasitos metazoarios (helmintos y artropodos) causan enfermedades en los peces
en cautiverio. Debido a que las colonias de pez cebra usualmente utilizan agua de ciudad
declorada y se mantienen en sistemas cerrados, los parasitos metazoos (particularmente
aquellos que requieren de huéspedes intermedios) no son numerosos en estas
instalaciones. Los nematodos capilaridos son uno de los pocos metazoos que se han
reconocido como un problema en las instalaciones de pez cebra (Kent et al., 2002; Pack
et al., 1995).

La especie que infecta el pez cebra fue identificada por primera vez como
Pseudocapillaria tomentosa. Los capilarios infectan todas las clases de vertebrados y
pueden ser patégenos debido a su naturaleza invasiva (Moravec, 1987; Moravec et al.,
19872; Williams & Jones, 1994). Pseudocapillaria tomentosa (sinénimo de P. brevispicula)
tiene una amplia especificidad de hospedador y puede infectar alrededor de 25 especies
de peces de la familia Cyprinidae y miembros de otros 6rdenes como Aguilliformes
(Anguilas), Gadiformes (bacalaos), Salmoniformes (Salmones) y Siluriformes (bagres)

( Moravec, 1987). Este patogeno fue relacionado con la mortalidad en las puas del pez
tigre (Puntius tetrazona) (Moravec et al., 1984). Existen otros parasitos relacionados que
también causan enfermedades en peces de acuario como ser Capillaria pterophylii que
ha sido reconocida como un patégeno comun del pez angel en cautividad y los peces
disco (Richenbach-Klinke, 1952) y Capillostrogyloides ancistri es un patdgeno para el
bagre de la especie Ancistrus dolichopterus (Moravec et al., 1987b). Se ha demostrado
que los oligoquetos (p. Ej., Tubifex tubifex) pueden servir como hospedadores
paraténicos para P. tomentosa en estudios de transmision de laboratorio y también existe
la transmision directa entre animales en ausencia de gusanos como via de infeccion.
Todo lo expuesto confirma que el parasito puede proliferar en las instalaciones de
investigacion de pez cebra (Lomankin & Trofimeko, 1982).

En los signos clinicos y patologia se observa que los peces con un grado de infeccion
muy grande presentan una coloracién oscura y se observan letargicos. En la necropsia se
puede observar hepatomegalia y anemia (Lomankin & Trofimeko, 1982).

Al microscopio éptico se observa que las hembras de P. tomentosa son de cuerpo
alargado (7-12 mm) y fino, y aquellas gravidas estan repletas de huevos que se

visualizan en preparaciones de muestras frescas del intestino en un portaobjeto. Los
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machos son mas pequefos, alrededor de 4-7 mm de longitud. Las muestras histolégicas
revelan los gusanos dentro de la pared intestinal y a veces, se asocian con una celutitis
grave de la region infectada. La reaccion del tejido puede ser severa, difusa y extenderse
por toda la cavidad visceral. También puede existir predisposicion de los peces a
desarrollar neoplasias intestinales (Kent et al., 2002).

En el diagnéstico, la identificacion de nematodes capilaridos se realiza facilmente
mediante la observacion de los huevos, que son tipicamente ovalados y contienen
tapones bipolares distintivos. La identificacion precisa a nivel de especie requiere un
examen cuidadoso de los 6rganos sexuales masculinos, que son bastante pequefios

en Pseudocapillaria spp. Las hembras de P. tomentosa miden aproximadamente 7-12
mm de largo mientras que los machos miden aproximadamente 4-7 mm. Solamente la
infeccion por nematodos que se ha identificado en el pez cebra en instalaciones de
investigacion y produccion es P. tomentosa (Kent et al., 2002).

En relacién al control y tratamiento los gusanos oligoquetos que son utilizados como
alimento vivo pueden ser una fuente de infeccion y, por lo tanto, deben evitarse,
especialmente si su fuente es desconocida. Como la transmisién directa también ocurre
entre los peces, la infestacion puede propagarse dentro de una poblaciéon en forma rapida
si no se controla. Si los peces no son muy valiosos, (por €]. peces transgénicos) la opcién
mas apropiada seria eliminar a la poblacién infestada. En la actualidad, la infestacion no
esta muy extendida en las instalaciones de investigacion, tal vez debido a la decoloracion
de los huevos y posterior eliminacién de los mismos como también la implementacion de
los procedimientos de cuarentena. La ivermectina es un antihelmintico muy eficaz para
muchas infestaciones por nematodos y artropodos en animales terrestres, y se ha
empleado para tratar infestaciones por nematodos en peces (Heckman, 1985). Por lo
tanto, la ivermectina debe considerarse como un posible tratamiento para P.

tomentosa en el pez cebra. Sin embargo, este medicamento no se ha probado aun en el
pez cebra, y parece que hay una gran variabilidad en la tolerancia del medicamento
incluso entre especies de peces estrechamente relacionadas, es decir, muchas especies
de peces son altamente susceptibles a los efectos secundarios toxicos de la ivermectina
en las dosis utilizadas en mamiferos (Johnson et al., 1993; Kilmartin et al., 1997),
probablemente debido a una barrera hematoencefalica comparativamente reducida que
causa neurotoxicidad. Este medicamento también se ha asociado con problemas
respiratorios en peces (Toovey et al., 1999).

Los tratamientos orales o de bafio con levamisol y fenbendazol también se han empleado

para tratar infestaciones por nematodos en peces (Noga, 1996), pero Hoffman
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(1982) descubrid que el levamisol no era eficaz para tratar infestaciones por capilaridos
en peces carassius dorados y las crias de pez cebra tratadas con levamisol se vuelven
estériles (Weaver et al., 2016). Pack et al. (1995) informaron que una mezcla de
triclorofon y mebendazol en forma de Fluke-Tabs (Aquarium Products, Glen Burnie, MD)
agregado al agua elimina la infestacién y los peces tratados aumentaron de peso y
posteriormente no se observo infestacion. También se ha informado el éxito en el
tratamiento de infestaciones con P. tomentosa con pirantel y ajo en polvo incorporados en

el alimento en una situaciéon de produccion (Weaver et al., 2016).

1.7. Myxosporidiosis renal

Los parasitos mixozoos (Filum Myxozoa, clase Myxosporea) son parasitos comunes de
los vertebrados de sangre fria, particularmente los peces (Kent et al., 2003).
Tradicionalmente, los Myxozoa se han clasificado con los Protozoos. Sin embargo, hace
unos 15 afios, el analisis de la subunidad del ADN ribosémico revel6 que el Myxozoa
estaba conectado con el reino Animalia. Dos puntos de vista han predominado en estas
discusiones. Uno sugiere que los mixozoos estan mas estrechamente relacionados con la
Cnidaria (diploblastos), debido a las similitudes morfolégicas y de desarrollo de sus
capsulas polares y nematocistos respectivamente. Estas observaciones y el analisis
filogenético en apoyo de ellas se presentaron por primera vez en una publicacién clave
de Siddall et al. (1995). Otros andlisis sostienen la proximidad filogenética a los animales
bilaterianos (triploblastos) (Zrzavy et al., 2003).

Hay mas de 2.200 especies descritas de mixozoos, y la mayoria son relativamente no
patégenas (Lom & Dykova, 2006). Las que infectan la luz de los érganos se denominan
especies coelozoicas. Estos se encuentran cominmente en la vesicula biliar, los
conductos biliares o el tracto urinario, y con frecuencia causan poco dafio en los

tejidos. Las especies histozoicas (las que infectan en el interior de los tejidos)
generalmente forman pequefios quistes blancos confinados con poco dafio tisular
asociado. Sin embargo, cuando estos quistes son numerosos en érganos vitales, como
las branquias o el corazoén, pueden causar enfermedades. El ciclo de vida de los
mixozoos es complejo pues poseen varias etapas vegetativas (trofozoitos) y el desarrollo
en los peces culmina en la formacion de esporas multicelulares, llamadas myxosporas.
La morfologia de las esporas es el criterio principal utilizado para la identificacion de los
mixozoos. El desarrollo en un oligoqueto o poliqueto acuatico es necesario para
completar el ciclo de vida (Kent et al., 2003). Las formas encontradas en los oligochaetes

originalmente se consideraron parasitos diferentes, que se asignaron a la clase
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Actinosporea. Debido a que estas etapas no son taxones separados de los mixozoos que
se encuentran en los peces, la taxonomia del Filum Myxozoa se ha revisado (Kent et al.,
1994). Si bien las enfermedades mixozoicas graves se encuentran en peces silvestres o
producidos con acceso a aguas abiertas, se observan con menos frecuencia en los
bioterios de produccién o experimentacion de peces. Esto es probable debido a la
necesidad del parasito de pasar a través de un gusano anélido para infectar a otro

pez. Sin embargo, se ha informado la deteccién de un mixozoo, perteneciente al

género Myxidium o Zschokkella en pez cebra en varias instalaciones de investigacion
(Kent et al., 2009).

En la actualidad no se ha encontrado asociacion de infecciones con enfermedad clinica.
En las muestras histolégicas que se observan al microscopio optico de los peces
infectados se puede encontrar el parasito en los conductos mesonéfricos y, en ocasiones,
en la luz de los tubulos renales. Las infestaciones pueden ser graves, pero rara vez se
asocian con cambios histologicos significativos. El organismo que se ve en el pez cebra
se compone de un trofozoito multicelular (plasmodium) en el que mediante un examen
cuidadoso se observa myxosporas adentro del mismo.

El rasgo distintivo que identifica a las myxosporas es la presencia de capsulas polares,
que se pueden visualizar mejor con tinciones de azul de metileno y Giemsa. Los géneros
Myxidium o Zschokkella tienen miembros con capsulas polares ubicadas en el extremo
opuesto de las esporas (Kent et al., 2009).

La infeccién se diagnostica mediante la observacién del parasito en muestras
histolégicas. Con frecuencia, se utilizan preparados o montajes frescos de tejidos para
visualizar las mixosporas al microscopio.

Para el control y tratamiento las infecciones en una instalaciéon de pez cebra indican que
el huésped oligoqueto esta presente en el sistema de agua (por ejemplo, tanques o
filtros). Se ha informado de pequefios oligoquetos (por ejemplo, Stylaria spp.) en el
sistema de agua de instalaciones de pez cebra. Ademas, los oligoquetos utilizados para
alimentar a los peces (por ejemplo, lombrices negras o lombrices rojas) pueden ser
fuentes de infecciones por mixozoos en los peces que se encuentran en acuarios. La
fumagilina y algunos otros farmacos muestran una eficacia variable para el tratamiento de
las infecciones por el mixozoo.

El tratamiento del mixozoo en los peces cebra probablemente no sea justificado ya que

no es un patégeno importante (Hallett et al., 2005).

60



2. CONTROL SANITARIO EN COLONIAS DE PECES CEBRA DE BIOTERIOS DE
ARGENTINA

FUNDAMENTACION DEL PROYECTO

El pez cebra, (Danio rerio) actualmente se considera un modelo animal de eleccién en
ensayos de desarrollo embrionario, analisis de la funcién genética y mutagénesis. Las
caracteristicas que posee como ser una alta fecundidad, fertilizacion externa y
mecanismos moleculares del desarrollo del embrién similares a todos los vertebrados,
permitieron que el pez cebra se haya convertido gradualmente en el modelo vertebrado
inferior de eleccion.

Muchos de los agentes que afectan al pez cebra y que pueden alterar los resultados en
las investigaciones son patégenos (primarios y oportunistas) que pueden causar
infecciones subclinicas pero que en condiciones de estrés, técnicas de manejo deficiente
y la mala calidad del agua pueden desarrollar enfermedad. Los signos de infeccion
pueden incluir una ligera disminucién en la eficiencia reproductiva, una reduccion en el
apetito o el crecimiento y / o un aumento en la mortalidad en las colonias. Los peces
utilizados en experimentacioén con un status sanitario desconocido pueden ser un riesgo
potencial para la salud de las personas que los utilizan y dar resultados experimentales
erroneos, dificultades para la reproducibilidad de la experiencia y la utilizacién innecesaria
de mas animales para demostrar significacion estadistica. Por lo tanto es necesario
aplicar medidas para mitigar ese riesgo y asegurar que los resultados de la investigacion
realizada estén libres de variables no controladas.

En nuestro pais son varias las instituciones publicas y privadas que utilizan este modelo
animal en sus investigaciones pero no se tiene registro de controles sanitarios en las
colonias de peces por falta de laboratorios de diagnostico que los realicen y que
deberian realizarse con una frecuencia de 3 meses en animales libres de patégenos
especificos (SPF) o cada 6 meses en animales convencionales (libres de zoonosis).

Las técnicas diagnésticas disponibles a implementarse pueden ser reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), cultivos bacteriolégicos y examenes directos o parasitologicos.
Una combinaciéon de estas técnicas y un examen general de los animales contribuira a

disponer de un perfil sanitario completo de la colonia de peces.

3. HIPOTESIS

Las colonias de produccidon e investigacion de instituciones publicas y privadas de la

Republica Argentina que utilizan el pez cebra (Danio rerio) como modelo animal, estan
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contaminadas con agentes patdgenos debido a la escasa implementacion de barreras

sanitarias y falta de controles sanitarios en los animales.

4. OBJETIVO GENERAL

Conocer el estado sanitario mediante la investigacion de agentes patégenos prevalentes,
utilizando técnicas bacteriol6gicas, parasitolégicas y moleculares y las barreras sanitarias
implementadas en las colonias de peces cebra de produccién e investigacion de

instituciones publicas y privadas de la Republica Argentina.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
. Conocer el estado de salud de las colonias de peces de las instituciones que seran

estudiadas en este trabajo.

. Informar cuales son las barreras sanitarias implementadas en las colonias de peces

estudiadas en este trabajo.

. Estandarizar técnicas bacterioldégicas y parasitologicas para la deteccion de agentes

patégenos en el pez cebra.

. Desarrollar una técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion

de ADN bacteriano y parasitario en peces cebras provenientes de diferentes colonias.

. Informar el porcentaje de muestras positivas de agentes patdégenos en las colonias de

peces cebra de nuestro pais.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Muestreo

Las muestras (peces) se obtuvieron de 6 instituciones publicas y privadas de nuestro pais
y se realizd un control sanitario de las mismas. Los peces se sacrificaron en cada
institucion y luego fueron enviados congelados (-10 °C) hasta el laboratorio (LAE) donde
fueron analizados para los agentes patdgenos para pez cebra que se detallan a
continuacion (Tabla 4). Para el control sanitario se desarrollaron e implementaron

técnicas bacteriologicas (cultivo), parasitolégicas (observacion directa de las muestras en
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el microscopio) y moleculares como reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

mediante el disefio de cebadores especificos para cada agente.

Tabla 4: Agentes patégenos de peces cebra y técnicas utilizadas que se controlan
en las instalaciones del LAE

Control sanitario en Pez Cebra (Danio rerio)

Bacterias Técnica
Aeromonas hydrophila PCR
Edwardsiella ictaluri PCR
Flavobacterium columnare PCR

Mycobacterium spp. (M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum, M. haemophilum,

M. peregrinum, M. marinum, M.avium) PCR
Pseudomonas aeruginosa Cultivo
Pseudomonas fluorescens Cultivo
Streptococcus pyogenes PCR/Cultivo
Citrobacter freundii PCR/Cultivo
Parasitos

Ichthyopthirius multifiliis PCR

Pleistophora hyphessobryconis PCR

Pseudoloma neurophilia PCR

El procedimiento estandar al recibir los animales consistié en realizar una anamnesis
detallada mediante una planilla para el envio de muestras, que se completé mediante el
contacto con los responsables de las instituciones involucradas con preguntas basadas
en los criterios establecidos por el programa de vigilancia de la salud de los animales y en
las recomendaciones internacionales del Consejo Internacional para la Ciencia Animal de
Laboratorio (ICLAS) y la Federacion Europea de Asociaciones de Ciencia Animal de
Laboratorio (FELASA).

Se determiné el tamafio de la muestra por la siguiente formula estadistica: A = a log-log /
(1-P)

A = tamafio muestra, P = porcentaje de animales infectados en la colonia y a = limite de

confianza. Siendo P = 0.25, a = 0.05 y A = 10 animales, la probabilidad de detectar al
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menos un animal positivo en la muestra evaluada fue del 95% (Instituto de Investigacion
en Animales de Laboratorio) ILAR, 1976; Nicklas, 2002).

El numero de instituciones que producen y/o trabajan con peces cebra en nuestro pais
son escasas (6-7 bioterios de pez cebra en total). Se determind que el numero de
muestras representativo de cada institucién fue de 10 ejemplares, por lo que el nimero
total de animales controlados fue de 60 individuos para la investigacion de agentes
patdbgenos por observacion al microscopio Optico, como asi también el cultivo
bacteriolégico en placas de agar, mientras que las pruebas moleculares por PCR se

utilizaron 6 muestras en total (un pool de 10 animales por muestra), una de cada bioterio.

5.2 Procesamiento de las muestras y técnicas de diagnostico
Se tomaron muestras de los pescados y se utilizaron en diferentes técnicas de
diagnéstico. El resto del cuerpo de cada animal se congelo a -20 °C en caso de ser

necesario realizar una nueva toma de muestra.

5.2.1 Microscopia 6ptica de campo claro (parasitos y bacterias)

La busqueda y observacién de parasitos (Ichthyopthirius multifiliis) se realizd mediante el
montaje de una muestra de tejidos (arcos branquiales) de cada individuo (60 muestras)
en un porta objeto con cubre objeto y la observacion al microscopio se realizé6 con un
aumento de 10X.

En las muestras (pooles) que dieron positivo a Mycobacterium spp por PCR, se tomaron
muestras nuevas y se realizé una coloracién de Ziehl-Neélsen y la observacion del

campo al microscopio (100X) se realiz6 utilizando la técnica de cruz griega.

5.2.2 Cultivo bacteriologico, aislamiento e identificacion fenotipica

Los tejidos de cada una de las 60 muestras se procesaron en un mortero y 0,5 gramos y
de la misma se sembr6 en agar Cetrimide para aislar Pseudomonas fluorescens y
Pseudomonas aeruginosa. Para Streptococcus pyogenes se utilizé agar sangre y agar
Mac. Conkey para la investigacion de Citrobacter freundii. Las placas con las muestras
sembradas fueron incubadas a 37°C durante 24-48 horas en una estufa de cultivo
(Hirayama-JICA).

Para la identificacion de género y especie de los medios donde hubo desarrollo de

colonias se utilizaron pruebas bioquimicas.

64



Prueba Pseudomonas aeruginosa P. fluorescens

Produccién de fluoresceina + +
Hidrolisis de gelatina + -
Ureasa + -

5.2.3 Técnica de PCR (parasitos y bacterias)

EI ADN total fue extraido utilizando un equipo comercial para los pooles (Ultra Clean ™,
Mo Bio Laboratories, Inc). Para la deteccion molecular se disefid una PCR a partir de un
alineamiento multiple de secuencias del gen que codifica para una proteina especifica de

cada agente (Tabla 5).
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agentes controlados por PCR.

Tabla 5: Detalle del perfil de los ciclos, tamaio del producto y secuencia de los

Control de Tamafio
PCR del
producto Secuencia del iniciador (57-3") Perfil de los ciclos
(pb)

Streptococcus pyogenes 297 pb

Forvard primer
Reverse primer

Pseudoloma neurophilia 788 pb

Forvard primer
Reverse primer

Pleistophora hyphessobryconis 1311 pb

Forward primer
Reverse primer

Ichthy ophthirius multifiliis 193 pb

Forvard primer
Reverse primer

Flavobacte ium columnare 512 pb

GACTAATGCTATCGAAGAAGTTTCTG
GTATCTAATATGTCGTAATC

GAAAATTACCGGAGCCTGAAGTC
TTCCCTCTCTCTCCAAATTTCGG

CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC
TCTCGCTTGTTCGCGCCTGA

AGTGACAAGAAATAGCAAGCCAGGAG
ACCCAGCTAAATAGGCAGAAGTTCAA

95°C por 4 min (95°C por
30 s, 55°C por 1min,
72°C por 30s) x 35 ciclos

95°C por 4 min (95°C por
30 s, 57°C por 1min,
72°C por 30s) x 35ciclos

95°C por 4 min (95°C por
30 s, 60°C por 1min,
T2°C por 30s) x 35 ciclos

95°C por 4 min (95°C por
30 s, 60°C por 1min,
72°C por 30s) x 35 ciclos

TGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTAGAGACA 95°C por 4 min (95°C por

TAATCTAAMAGATGTTCTTTCTACTTGTTITG 30s.  por imin,
72°C por 30s) x 35 ciclos

Forvard primer
Reverse primer

Edwards iella ic taluri 470 pb
Forvard primer CAGATGAGCGGATTTCACAG 95°C por 4 min (95°C por
Reverse primer CGCGCAATTAACATAGAGCC 305,54°C por 1min,

T2°C por 30s) x 35 ciclos
Aeromonas hidrophila 133 pb
GCCGAGCGCCCAGAAGGTGAGTT

“orvard primer 95°C por 4 min (95°C por

everse primer GAGCGGCTGGATGCGGTTGT 30 s, 60°C por 1min,
T2°C por 30s) x 35 ciclos

Mycobacterium spp. 922 pb

Forvard primer CGAACGGGTGAGTAACACG 95°C por 4 min (95°C por

Reverse primer TGCACACAGGCCACAAGGGA 30 s, 60°C por 1min,

T2°C por 30s) x 35 aclos

Para la reaccion de PCR se utilizaron 5 pl de ADN molde adicionado a la mezcla de
reaccion (volumen final de 25 pl) constituida por 12 pl de GoTaq ADN polimerasa
(Promega, Madison, WI, USA), 6,5 pl de agua libre de nucleasas y 0,75 ul de cada uno de
los cebadores especificos para cada agente.

Se optimizé la amplificacién utilizando diferentes tiempos y temperaturas de ciclado. El

protocolo final para todos los cebadores consistié en un ciclo de desnaturalizacion de 4
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minutos a 95 °C, seguido por 35 ciclos y un protocolo especifico de amplificaciéon para
cada agente (Tabla 4).

El producto final obtenido de cada amplificacion se corrié en un gel de agarosa al 1,5% a
100 V durante 45 minutos, se tifid6 con SYBR Green (Invitrogen. USA) y se visualizé con
un transiluminador de luz azul (Safer Image 2.0; Invitrogen. USA). En todos los casos se
utilizé un control positivo de ADN de muestras de peces cebra y lebistes (Poecilia
reticulata) que dieron resultados positivos (en la banda correspondiente de pares de
bases) para cada agente y, como control negativo, se colocd agua libre de nucleasas en
lugar del molde de ADN.

. RESULTADOS

En relaciéon a la existencia de controles sanitarios, asi como la implementacion de
barreras sanitarias en las instituciones involucradas en el trabajo se observo (en base a la
informacion recibida de las instituciones involucradas) que no se habia realizado un
control sanitario en las 6 colonias de peces desde la adquisicion de los mismos y que se
sittia en promedio en una fecha anterior a 5 afios a la actualidad. Se observo que la
implementacion de barreras sanitarias en las instituciones/bioterios de peces estudiados
fueron: el filtrado del agua (mediante filtros de lana de perlén y de grava en forma externa
al tanque o pecera donde estan los peces) se realiz6 en 6 bioterios; el uso de guantes y
desinfeccion de los mismos antes de comenzar las tareas se informé en los 6 bioterios
(pero no se especifica la desinfeccion previa durante las tareas que implican ingresar la
mano en diferentes tanques con peces y en 3 bioterios no fue informado el uso de
guantes de manga larga; la desinfeccién del agua con tubos de luz UV (como germicida)
solo se informé en 1 bioterio y el uso de tanque o pecera de cuarentena para los peces
de reciente adquisicion se informo en 3 bioterios.

En relacién a los agentes controlados en este trabajo la busqueda y observacion de
parasitos (Ichthyopthirius multifiliis) mediante la observacién al microscopio no se hallaron
resultados positivos. En las muestras que fueron positivas a Mycobacterium spp por PCR
no se obtuvieron resultados positivos con la coloracién de Ziehl-Neélsen y la observacion
del campo al microscopio.

El cultivo en agar cetrimide permitio el desarrollo bacteriano, aislamiento y mediante
pruebas bioquimicas se realizo la identificacion fenotipica de Pseudomonas aeruginona y
Pseudomonas fluorescens a partir de las muestras de tejidos de peces (Figura6y 7).

Del total de peces estudiados (60 peces), resultaron 54 muestras positivas para

Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas fluorescens siendo el 90% de peces positivos
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para dichos agentes en el total de muestras controladas (Figura 12). No se encontraron
resultados positivos para Streptococcus pyogenes en agar sangre y tampoco para
Citrobacter freundii en agar Mac. Conkey.

La técnica de PCR desarrollada permitio detectar una banda de pares de bases
especificas de acuerdo con el tamafio esperado en cada agente, a partir de las muestras
de colonias de peces y en el control positivo, mientras que no se observd amplificacion en
el control negativo (Figuras 8, 9, 10y 11).

De las 6 muestras de pooles de 10 peces donde cada una se corresponde con un
bioterio, las 6 fueron positivas para Aeromonas hydrophila (Figura 8) y se corresponden
con los 6 bioterios analizados y lo que indica que el 100% de las muestras controladas
dieron resultado positivo y por lo tanto todos los bioterios controlados tienen al menos un
animal positivo para ese agente. De las 6 muestras de peces controladas en 3 se detecto
Mycobacterium spp. (Figura 9) que se corresponde con un 50% de muestras positivas
para ese agente en los bioterios analizados. Pseudoloma neurophilia (figura 10) se
detectd en 2 muestras con 33,33% de muestras positivas mientras que Ichthyopthirius
multifiliis (Figura 11) dio positivo en 2 de las muestras analizadas con 33,33% de
muestras positivas para ese agente. No se encontraron resultados positivos para
Streptococcus pyogenes y tampoco para Citrobacter freundii por la técnica de PCR. A
partir de los resultados obtenidos se realizé un disefio estadistico de barras (Figura 12)
donde se detalla el porcentaje de muestras positivas y que permite una mejor

interpretacion.

Figura 6. Desarrollo de Pseudomonas aeruginosa en cultivo en placa en agar cetrimide.
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Figura 7. Desarrollo de Pseudomonas fluorescens en cultivo en placa en agar cetrimide y

expuesto a luz UV.

Columna 1: Marcador de peso molecular 100 pb (Biodinamics);
Columna 2: muestra n® 1; Columna 3: muestra n*2; Columna 4:
muestra n®3; Celumna n®5: control positivo Aeromonas hydrophila;
Columna n"6: control negativo.

Figura 8. Control de Aeromonas hydrophila por PCR en gel de agarosa (1,5%) y

transiluminador de luz azul.
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Columna 1: Marcador de peso molecular 100 pb (Biodinamics);
Columna 2: Muestran® 1; Columna 3: muestra n®2;
Columna 4: muestra n®3; Columna n"5: control positivo
Mycobacterium spp; Columna n°6: control negativo.

Figura 9. Control de Mycobacterium spp. por PCR en gel de agarosa (1,5%) y

transiluminador de luz azul.

Columna 1: Marcador de peso molecular 100 pb (Biodinamics);
Columna 2: control positivo Pseudofoma neurophilia; Columna
3: muestra n®1; Celumna 4: muestra n°2; Columna n°5:muestra
n®3; Celumna n"6: control negativo.

Figura 10. Control de Pseudoloma neurophilia por PCR en gel de agarosa (1,5%) y

transiluminador de luz azul.
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Columna 1: Marcador de peso molecular 100 pb (Biodinamics);
Columna 2: muestra n® 1; Columna 3: muestra n°2; Columna 4:
muestra n®3; Columna n®3: control positivo Ichthyvopthinus
muitififis; Columna n®6: control negativo.

Figura 11. Control de Ichthyopthirius multifiliis por PCR en gel de agarosa (1,5%) y

transiluminador de luz azul.
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Figura 12. Porcentaje de muestras positivas de los diferentes agentes patdgenos
hallados en las muestras controladas y la técnica utilizada. Para Mycobacterium spp. e
Ichthyopthirius multifiliis también se utilizd6 microscopia 6ptica pero sin resultados
positivos, asi como para Streptococcus pyogenes y Citrobacter freundii se utilizd

bacteriologia y PCR pero tampoco hubo resultados positivos y no se detalla en el grafico.
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7. CONCLUSION

Segun los resultados obtenidos las colonias de peces cebra (Danio rerio) de las
instituciones estudiadas en este trabajo y que utilizan esta especie como modelo animal,
estan contaminadas con agentes patégenos (primarios y oportunistas) segun se detalla
en la figura 12, debido a la escasa implementacion de barreras sanitarias y la falta de un

programa de control de salud.

8. DISCUSION

Aproximadamente el 80% de todos los animales utilizados en la investigacion son
roedores, en comparacion con el 10% que son acuaticos. En relacion al uso mas extenso
de los roedores como animales de laboratorio, es necesario comparar los dos grupos
animales con respecto a las enfermedades infecciosas. Se ha reconocido a lo largo de los
afos que utilizar con ratones libres de patdgenos (SPF) en investigaciones es importante
para minimizar variables en los resultados y generar resultados precisos. Aunque algunos
investigadores se resisten, este concepto se esta aceptando gradualmente por
biomédicos de animales acuaticos de laboratorio que usan el pez cebra como modelo
animal. El impacto en los resultados de la investigacion, incluso para las enfermedades
mas comunes encontradas en bioterios de pez cebra, no se conoce o describen bien
como ocurre en los roedores de experimentacion. La preocupacion por las enfermedades
infecciosas en los peces de experimentacion estd aumentando a medida que los recursos
en las instituciones de investigacion se estan centralizando, donde la ruptura de barreras
de bioseguridad podrian conducir a una rapida propagacion de agentes patégenos.
Ademas de las enfermedades agudas que causan morbilidad y mortalidad severas, las
condiciones crénicas subyacentes que causan infecciones de bajo grado o subclinicas
pueden alterar los resultados de la investigacion. En este trabajo se observé que hubo
implementacion de barreras sanitarias en los bioterios de peces estudiados, pero en
algunos las mismas fueron deficientes. En todos los bioterios fue informado el filtrado del
agua (mediante filtros de lana de perlon y de grava en forma externa al tanque o pecera
donde estan los peces). También se informé el uso de guantes y desinfeccion de los
mismos antes de comenzar las tareas pero no se especifica la desinfeccion previa durante
la rutina de trabajo de ingresar la mano en diferentes tanques con peces y solo en 3
bioterios no se infom6 que se usan guantes de manga larga para trabajar; la desinfeccion
del agua con tubos de luz UV (como germicida) para mejorar la calidad del agua solo se
informd en 1 bioterio y el uso de tanque o pecera de cuarentena para los peces de

reciente adquisicion se informo en 3 bioterios. Mientras que la aparicion de enfermedades
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subyacentes que causan bajas mortalidades puede ser aceptable para la acuicultura de
produccion (peces comestibles) o con peces ornamentales, deben evitarse en aquellos
utilizados en la investigacién en los cuales deben implementarse barrearas sanitarias mas
estrictas. Los peces ornamentales que se comercializan generalmente se crian en
estanques al aire libre y, a menudo, se infectan con una variedad de microorganismos
patégenos y parasitos. Si bien estos a menudo no causan enfermedades clinicas, como
se mencion6 anteriormente, estas infecciones deben evitarse si los peces se usan para la
investigacion. Por lo tanto, las estrategias de cuarentena para los peces destinados a la
investigacion son mas complejas que las recomendadas para los peces destinados a un
acuario doméstico o publico. El estado de salud en la acuicultura de peces destinados a la
alimentacion también difiere del de los peces de investigacion. Las infecciones subclinicas
que no afectan la mortalidad y la conversion alimenticia pueden ser aceptables cuando el
punto final es la produccién de carne, pero deben evitarse, cuando sea posible, en
animales de investigacion, ya que pueden interferir en los experimentos y los resultados.
Por ejemplo, un punto final importante en la salud del pez cebra es la fecundidad. Debe
evitarse un microorganismo que causo la reduccion de la fecundidad incluso si no es
patégeno (Kent et al., 2009).

En este trabajo se observo el hallazgo de diversos agentes patégenos primarios y
oportunistas en las colonias de peces cebra de nuestro pais como también la eficiencia de
las metodologias utilizadas en la deteccion de las infecciones por estos agentes. En este
sentido se encontrd que existe un nimero importante de animales positivos (54 muestras)
a Pseudomonas aeruginosa y P. fluorescens aislados mediante medios soélidos (agar
cetrimide) e identificados mediante pruebas bioquimicas, siendo los agentes con mayor
numero de resultados positivos encontrados en las colonias de peces controladas (90%).
Segun estudios de P. aeruginosa y P. fluorescens estos microorganismos pueden
establecer una infeccion letal en embriones de pez cebra y la respuesta del huésped a la
infeccion depende de la etapa de desarrollo del embrién; como también se requiere de
una carga bacteriana mayor a medida que acontece la respuesta inmune del huésped,
siendo este un proceso complejo que requiere una serie de eventos coordinados, que
incluyen la diferenciacion funcional de las células inmunes, la expansion de las
poblaciones de células inmunes y la expresion de otras funciones inmunes, como las
proteinas del complemento. Es probable que tanto los macrofagos como los neutréfilos,
sean importantes para combatir la infeccion por P. aeruginosa y P. fluorescens en
embriones (Clatworthy et al., 2009). El control de contaminaciones de estos patdgenos en

los bioterios de peces cebra es importante al momento de realizar una produccion
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continua de embriones que luego seran utilizados en experiencia y que puedan alterar
resultados del ensayo debido a contaminaciones con estos agentes.

En los resultados de las muestras mediante el diagnostico por la técnica molecular de
PCR indicaron una infeccién activa de varios agentes patdgenos primarios y/o
secundarios. Los patdgenos encontrados por esta técnica en los resultados poseen un
porcentaje importante de casos positivos. En el agente Pseudoloma neurophilia se
observé una incidencia de 33,33% siendo esta la enfermedad mas prevalente del pez
cebra de laboratorio. La infeccion generalmente se asocia con morbilidad pero, como lo
fue en las muestras controladas en este trabajo, es muy comun los peces infectados sean
asintomaticos. Esto se basa en el examen de cientos de peces cebra de muchos
laboratorios enviados al servicio de control sanitario durante afios, que incluyeron peces
aparentemente sanos para controles de salud de rutina (Matthews, 2004). El control de
enfermedades infecciosas en los laboratorios de pez cebra generalmente implica la
desinfeccion de huevos en cuarentena y cloro. Las esporas de microsporidios son
duraderas y permanecen infecciosas durante largos periodos y los tratamientos con cloro
utilizados para desinfectar los huevos de pez cebra han demostrado ser ineficaces para
matar esporas de P. neurophilia. La optimizacion de las condiciones de cria puede ayudar
a controlar enfermedades del pez cebra como la microsporidiosis. Los peces infectados a
menudo parecen clinicamente sanos lo que sugiere que otro factor, como el ambiente de
crianza, puede desempefiar un papel clave en la gravedad de las infecciones por
Pseudoloma (Mathews et al., 2001; Ransay et al., 2009). Los bioterios contaminados con
Aeromonas hidrophyla segun los resultados indican una prevalencia de 100% y como se
indic6 previamente es posible detectar este agente patégeno de pez cebra al igual que
Mycobacterium spp. mediante la deteccidn de muestras de peces o muestras del medio
ambiente del sistema acuatico. A. hydrophila también es un patdégeno que tiene el
potencial de ser introducido al importar animales, aunque su susceptibilidad al cloro hace
que su eliminacién sea mas probable durante la desinfeccion rutinaria de la superficie del
huevo de pez. Puede causar septicemia mortal en peces pero también parece ser mas
dafiina para humanos de lo que se creia anteriormente, principalmente debido a su
capacidad para producir una cantidad importante de virulencia, factores tales como
enterotoxinas, proteasas, lipasas, su resistencia a muchos antibiéticos comunes como la
penicilina y ampicilina; y los efectos significativos que el huésped, incluida la citotoxicidad
e inflamacion masiva. En este trabajo los peces controlados no mostraron sintomas
clinicos como hemorragias y distencién abdominal. Sin embargo, las lesiones histolégicas

pueden no ser observadas porque la forma aguda de la enfermedad puede matar los
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peces antes de cualquier cambio anatomo patolégico evidente. (Rodriguez et al., 2008). El
patégeno Ichthyopthirius multifiliis es el causante de la enfermedad de la mancha blanca
(ictiofitiasis). En este trabajo se detecto en el 33,33 % de las muestras controladas y es
considerado una contaminacion preocupante para los bioterios de pez cebra 'y
acuicultores de todo el mundo debido a que el parasito infecta la piel y las branquias

de los peces, que si bien, estos pueden adquirir una respuesta inmune adaptativa
protectora contra esta enfermedad, esta bacteria produce proteasas, citotoxinas y
enterotoxinas que afectan tanto a los peces como a los humanos. Es un patégeno
oportunista que en caso de inmunodepresion puede provocar meningitis, endocarditis y
Ulceras en la coérnea, infecciones en vias intestinales y respiratorias como en heridas ya
que la fuente de infeccidn en el humano es el agua. Histéricamente, se ha utilizado una
variedad de medicamentos y sustancias quimicas para combatir la enfermedad, pero
debido a las regulaciones cambiantes y al reconocimiento de los efectos cancerigenos y
perjudiciales para el medio ambiente, los compuestos mas eficientes estan prohibidos
(Von Gersdorff, 2017). En el caso de Mycobacterium spp. se detectaron casos positivos
en el 50% de las muestras controladas y es un hallazgo importante debido a que algunas
especies son zoonoticas (Mycobacterium marinum). Las micobacterias son agentes
patégenos comunes del pez cebra ( Astrofsky et al., 2000 ; Kent et al., 2004 ) y se han
encontrado en animales infectados sin signos clinicos de enfermedad (Whipps et al.,
2012). Se conoce que el estrés exacerba las infecciones por micobacterias en el pez
cebra (Ransay et al., 2009) y han mostrado mayor relevancia debido a que estudios
recientes de control sanitario, las consideran zoonosis emergentes y el peligro potencial
que representan requiere de promover el interés e implementar medidas de bioseguridad
para minimizar su diseminacién. Existe también la posibilidad de que la infeccién curse en
los peces en forma asintomatica donde las bacterias se encapsulan formando focos
blanquecinos o grises en rifidn, bazo e higado pero puede desarrollarse posteriormente
una reactivacion y la aparicion de casos agudos de la enfermedad. En las instalaciones de
bioterios de produccién de peces con sistemas acuaticos cerrados que poseen una alta
densidad de animales, se crean condiciones favorables para el desarrollo de este agente
infeccioso. Este patdbgeno es muy resistente a las condiciones ambientales y el manejo
inadecuado, la ausencia de controles en la calidad del agua en los acuarios y el aporte
nutricional deficiente se considera factores que contribuyen al establecimiento de este
patégeno y desarrollo de la enfermedad. El peligro de infeccién es escaso en condiciones
normales pero la implementacion de barreras de bioseguridad (monitoreo constante de los

parametros de agua, esterilizacién de materiales, remocién de detritus, cuarentena,
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eliminacién de los peces afectados, etc) y practicas de manejo de acorde a las normativas
internacionales es condicién necesaria para evitar el ingreso y propagacion de este
organismo (Laborde & Milocco, 2008). El estrés en la produccién de peces de
experimentacién a menudo esta implicado en enfermedades infecciosas en los bioterios y
es un estado fisiolégico adaptativo y dindmico que ocurre después de que un organismo
percibe una amenaza e intenta restablecer el equilibrio fisiol6gico. El estrés crénico y la
elevacion del cortisol generalmente son inadaptados, lo que resulta en la supresion
inmune y una mayor susceptibilidad a las enfermedades infecciosas siendo el cortisol
generalmente un indicador de estrés cronico y agudo en los peces. Ademas, se ha
demostrado que el estrés reduce el crecimiento y la aptitud reproductiva de los peces. En
condiciones de estrés cronico y elevacion de cortisol, la supresién inmune es tipicay a
menudo contribuye a una mayor prevalencia y morbilidad de las enfermedades en las
poblaciones de peces. Se han descripto aumento en el cortisol en peces cebra después
del hacinamiento crénico o el estrés de manejo agudo (Mathews, 2004; Ramsay et al.,
2009). El impacto en los resultados de una investigacion, incluso para las enfermedades
mas comunes encontradas en instalaciones o bioterios de pez cebra, no se conoce o
describe bien. Por ejemplo, es posible especular que Pseudoloma neurofilia, un patégeno
primario que infecta el cerebro, la médula espinal y el musculo del pez cebra, podria
afectar los estudios que involucran el desarrollo de fenotipos, pruebas de desarrollo de
neurotoxicidad, muerte celular especifica del cerebro, investigacion conductual y
desarrollo musculo esquelético. También se conoce que la micobacteriosis, causa
nédulos en varios 6rganos internos y puede conducir a nefritis granulomatosa, hepatitis
que podrian afectar la funcién renal y hepatica, el sistema inmunitario y la expresién de
enfermedades en peces genéticamente modificados. Con respecto al control de virus de
rutina en roedores de laboratorio, estos métodos generalmente se realizan como ensayos
de anticuerpos con antigenos conocidos para delinear la especificidad de la cepay, por lo
tanto, la etiologia de la respuesta del anticuerpo viral. Ademas de la falta de informacion
sobre virus potencialmente importantes en la mayoria de los peces de laboratorio, rara
vez se utilizan pruebas serologicas para detectar virus en peces en general. La
disponibilidad de ratones libres de patégenos especificos (SPF) es por lo tanto una piedra
angular en la investigacion y mientras que los salménidos SPF son accesibles, este
concepto se ha adoptado recientemente para el pez cebra. Debido a que muchos
patégenos acuaticos u organismos oportunistas colonizan las biopeliculas en los filtros
biolégicos, en acuarios y tuberias, entonces el estado actual del conocimiento sobre las

mejores practicas de cria y los disefios de sistemas es posible deba ser reevaluado para
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mantener los peces SPF en sistemas cerrados de recirculacion de agua para mantener
peces cebra. La confirmacion de que un pez es definitivamente SPF se basa en el
supuesto de que la prueba de diagnéstico es 100% sensible. Ademas, como la mayoria
de las pruebas de diagnoéstico para peces requieren muestras de animales a sacrificar, la
designacion de una colonia para ser considerada SPF se basa en el nUmero de peces
muestreados (Kent et al., 2009).

En este trabajo se encontrd que si bien existe una implementacion de barreras sanitarias
deficientes en la mayoria de los bioterios de peces cebras estudiados, se considera que la
falta de un programa de control de salud en las colonias fue lo que facilitd la diseminacion
y establecimiento de agentes patdgenos en las mismas. No fue posible establecer si
existe intercambio de peces (sin control sanitario) entre instituciones desde que se
comenzo6 a utilizar esta especie como modelo animal, pero de ser asi la diseminacion de
enfermedades entre los bioterios ira en aumento. En este trabajo también fue posible
adecuar metodologias bacteriolégicas, moleculares y 6pticas con microscopio de campo
claro para realizar controles sanitarios en peces cebra. Y en la técnica de PCR
desarrollada se concluy6 que resulta ser una metodologia eficiente en la deteccion de
infecciones por patégenos, como asi también se informé por medio de la misma,
porcentajes de muestras con resultados positivos de dichos agentes en los bioterios de
peces cebra de Argentina.

Hasta el momento, estos controles no se habian implementado en nuestro pais para los
agentes patégenos en pez cebra, por lo que los conocimientos obtenidos a través de este
trabajo otorgan una ventaja para posteriores estudios tanto en el control sanitario de esta
especie como en otras de peces que posean infecciones producidas por los mismos
patégenos. Como proyeccion, este estudio deja los cimientos para posteriores
investigaciones sobre control sanitario de agentes patégenos que afectan el pez cebra
siendo esto fundamental para plantear a futuro soluciones de manejo y control sanitario
en bioterios de peces de experimentacion como poseer indicadores tempranos de la
presencia de infecciones y tratamientos que permitan contener y/o erradicar patégenos de

las colonias de peces utilizados en experimentacion.
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