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R ES U MEN

Para la caracterizacion clinico-pa-
tolégica de la enfermedad
granulomatosa de peces escalar
Pterophylum scalare en sistemas de
cultivo se propuso: hacer el segui-
miento de cuatro planteles estable-
cidos, ademas de tener en cuenta
los casos recibidos en el servicio de
diagndstico del TALL, se describie-
ron signos y lesiones en animales
clinicamente enfermos, identifican-
do lesiones y posibles agentes
etioldgicos con H-E tradicional y
diferenciarlos con coloracion Ziehl-
Neelsen. De forma complementa-
ria, a partir de animales enfermos,
aislar y cultivar los agentes
etioldgicos. Adicionalmente, el es-
tudio pretendid revisar y discutir
factores de manejo asociados a la
enfermedad en sistemas de produc-
cion de los Llanos de Colombia.
Para el efecto se observaron 92
animales durante 90 dias en el La-
boratorio de Bioensayos del IALL
en Villavicencio, Meta, Colombia,
procedentes de 5 fuentes diferen-
tes, en las cuales se presentaron
casos de enfermedad evidente: De
los animales observados 43 desa-
rrollaron signos clinicos; se toma-
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ron 20 ejemplares adultos para es-
tudios anatomopatoldgicos y 19
para aislamientos microbioldgicos.
En los sistemas de produccion se
encontro: alta densidad de siembra,
mala calidad del agua y uso indis-
criminado de drogas antibidticas,
factores que pueden predisponer a
la presencia de la enfermedad. Los
animales afectados fueron Unica-
mente adultos. Los signos clinicos
principales fueron: depresion, letar-
go, nado erratico, focos de desca-
macion y Ulceras en la piel. Macro
y microscopicamente el 6rgano in-
terno mas afectado fue el bazo,
pudiéndose establecer el mayor
grado de severidad y extension de
la lesién granulomatosa (3 en una
escala de 0 a 3). Los aislamientos
fueron positivos al grupo de las
Micobacterias; se aislaron colonias
de tres de las muestras en medio
Lowestein Jensen, dos de ellas por
cultivo a 28 °C, con pigmento ama-
rillo de crecimiento entre dos y tres
meses y otra con crecimiento a 28
°C con pigmento al mes de
incubacion, estudios de identifica-
cién por métodos genotipicos y
fenotipicos; se halld fenotipi-
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camente Mycobacterium fortuitum
en los dos aislamientos vy
genotipicamente; Mycobacterium
fortuitum tipo 1y Mycobacterium
peregrinum tipo 2 respectivamen-
te. La incidencia de la infeccion
micobacteriana en planteles de
reproductores de escalar es relati-
vamente alta -el 46% de los ani-
males observados desarroll6 signos
clinicos- posiblemente asociada a
factores estresantes como el haci-
namiento, mala nutricion, fluctua-
ciones de temperatura, calidad del
agua y manipulacion inadecuada.
Mientras se profundiza en aspec-
tos epidemioldgicos y se establece
otro tipo de aproximacion preven-
tiva, se recomienda, evitar el uso
de antibidticos de forma
indiscriminada, mejorar condicio-
nes de manejo: desinfeccion, cali-
dad de agua, densidad y nutricion
adecuadas, ayudarian a disminuir
el estrés y la susceptibilidad de los
animales.

Palabras Claves: Prerophy//um
scalare, Micobacteriosis.
Enfermedad granulomatosa de pe-
ces ornamentales.
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For the clinical-pathological
characterization of the
granulomatous disease of angel fish
Pterophyllum scalare in culture
systems intended: to make the
pursuit of four established facili-
ties, besides keeping in mind the
cases received in the service of
diagnosis of the TALL, signs and
lesions were described in clinically
sick animals, identifying lesions
and possible etiologic agents with
H-E traditional and to differentiate
them with Ziehl-Neelsen stain. In
a complementary way, starting
from sick animals, to isolate and
to cultivate the etiologic agents.
Additionally, the study sought to
revise and to discuss handling
factors associated to the disease in
production systems of the Plains of
Colombia. For the effect 92
animals were observed during 90
days in the Laboratory of Bioassays
of the IALL in Villavicencio, Meta,
Colombia, coming from 5 different
sources, in which cases of evident
illness were presented: Of the

observed animals 43 developed
clinical signs; 20 mature specimens
were taken for anatomopathologic
studies and 19 for microbiologic
isolations. In the production
systems were: high sowing density,
bad  water quality and
indiscriminate use of antibiotic
drugs, factors that can predispose
to the presence of the disease. The
affected animals were only adults.
The main clinical signs were:
depression, lethargy, erratic
swimming, flake-out focuses and
skin  ulcers. Macro and
microscopically, the most affected
internal organ was the spleen,
being able to establish the biggest
degrees of severity and extension
of the granulomatous lesion (3 in a
scale of 0 at 3). The isolations were
positive to the Mycobacterium
group; colonies of three of the
samples were isolated between
Lowestein Jensen medium, two of
them for cultivation to 28° C,
colonies with yellow pigment of
growth between two and three

La produccion de peces tropicales
de acuario es una actividad produc-
tiva de gran potencial para Colom-
bia, debido a la abundante
biodiversidad bioldgica de organis-
mos nativos con potencial
zootécnico y al interés de los afi-
cionados que viven en paises desa-
rrollados por adquirirlos. Sin em-
bargo, la legislacion establece cri-
terios sanitarios para estas espe-
cies, que deben cumplirse para ac-
ceder a la comercializacion en los
mercados internacionales. De igual
manera, es importante garantizar
que los sistemas de cultivo con es-
pecies nativas promisorias como los
escalares Pterophylum spp. sean
adecuadamente diagnosticados y
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monitoreados desde el punto de vis-
ta sanitario.

La mortalidad de los peces orna-
mentales a lo largo de la cadena
comercial antes de Ilegar al consu-
midor final supera el 40% en el
pais. Se han realizado algunas re-
comendaciones para manejar ani-
males en la cadena extraccion, pro-
duccion y comercializacion (Ajiaco
y Ramirez 2000; Arias 2000). Sin
embargo, en Colombia existen muy
pocos estudios dirigidos a conocer
dicha mortalidad, y sobre la bus-
queda de estrategias razonables de
prevencién y control, siendo muy
dificil encontrar reportes sistema-
ticos sobre problemas de sanidad

' S TA

ABSTRACT

months and another with growth to
28° C with pigment to the month
of incubation, typification studies
characterized the cultivations like
with Mycobacterium fortuitum.
The incidence of the mycobac-
terium infection in facilities of
reproducers of scalar is relatively
high -46% of the observed animals
developed clinical signs - possibly
associated to stressant factors like
the accumulation, bad nutrition,
fluctuations of temperature, water
quality and inadequate manipu-
lation. While we are deepened in
epidemic aspects and another type
of preventive approach settles
down, is recommended, to avoid the
use of antibiotics drugs in an
indiscriminate form, to improve
handling conditions: disinfection,
water quality, densities and
adapted nutrition, they would help
to diminish the stress and
susceptibility of the animals.

Key words: Prerophylum scalare,
Micobacteriosis, granulomatous
disease of ornamental fish.

INTRODUCCION

de peces ornamentales en condicio-
nes de cautiverio o en sistemas de
produccidon para explotacion co-
mercial, esta Ultima modalidad se
ha comenzado ha incentivar con
expectativas de mercadeo interna-
cional, esto ha generado un aumen-
to de la casuistica recibida por los
laboratorios de diagndstico del
IALL en Villavicencio y de la Uni-
versidad Nacional de Colombia
sede Bogota en los tres ultimos
anos.

La presencia de una enfermedad
con lesiones de tipo granulomatoso
que se ha asociado con micobacte-
riosis ha sido observada en peces
de acuario en sistemas confinados
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de acopio y de cultivo de los Lla-
nos QOrientales de Colombia; tal
enfermedad causada por bacterias
del género micobacterias reporta-
da recientemente (Verjan et al.,
2002) conocida como tuberculo-
sis en los peces, es de potencial
zoonotico, lo cual hace tener pre-
sente consideraciones de salud pu-
blica (Roberts, 1978). La enfer-
medad ha sido descrita en gran
variedad de peces que incluyen mas
de 150 especies (Adams, 1976),
los patdlogos la describen como una
afeccion cronica progresiva que pre-
senta en el pez multiples focos
tuberculoides en visceras y en oca-

siones Ulceras de la piel (Conroy,
1984). Las lesiones histopatolo-
gicas tipicas se presentan como
granulomas de los 6rganos internos
particularmente en higado, rifién y
bazo (Reimschuessel et al., 1988).
En Colombia la enfermedad fue
descrita por Verjan et al., (2002),
y el primer aislamiento de
micobacterias a partir de peces
corresponde al reporte Tesis Dr.
Saul Serna Univ. INCA (1980) .

Entre los principales objetivos del
presente estudio se propuso: ca-
racterizar los signos clinicos y las
lesiones macroscopicas de

Pterophylum scalare con enferme-
dad granulomatosa, describir las
lesiones presentes y compararlas
con la literatura disponible e iden-
tificar posibles agentes etioldgicos
en cortes de drganos tefidos con
H-E y diferenciados con coloracion
Ziehl-Neelsen (ZN). De forma com-
plementaria, a partir de animales
clinicamente enfermos cultivar, ais-
lar e identificar los agentes
etioldgicos involucrados. Adicio-
nalmente, el estudio se propuso dis-
cutir algunos factores de manejo
asociados a la enfermedad en sis-
temas de produccién de los Llanos
de Colombia.

ENFERMEDAD GRANULOMATOSA DE LOS PECES

Tradicionalmente los textos de
ictiopatologia han descrito una en-
fermedad granulomatosa que se
desarrolla con lesion(es) prolifera-
tiva(s) nodular(es) multifocal(es),
progresiva o fibrosas. Tal enfer-
medad no es caracteristica, sino
que las lesiones en realidad son
posibles como manifestacion de
muchas enfermedades de peces. La
lesién nodular tradicionalmente
determinada en ictiopatologia
como granuloma, es una lesién
blanca o amarilla que podria tener
una consistencia dura o hasta
calcificada, similar a los granulo-
mas de mamiferos pero en general
de menor desarrollo y complejidad
(Noga, 1989). Los granulomas
pueden ser causados por cuerpos
extrafios tales como silicato, bac-
terias como Mycobacterium spp 'y
MNocardia sp o ciertos hongos como
Ichthyophonus hoferi (Roberts,
1978). En algunos casos se ha
detectado la combinacién de
micobacteriosis con micosis renal
(Ashburner, 1977). Se han encon-
trado granulomas en diferentes es-
tados de formacién (Timur &
Roberts, 1977). En los estados
primitivos de la micobacteriosis el
bazo, higado y rifidn son los érga-
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nos donde primero se ve la infec-
cion.

Un dafo considerable de los drga-
nos internos de peces afectados
ocurre antes de las manifestacio-
nes externas usualmente observa-
das, en peces Scomber scombrus
con presuntiva micobacteriosis, al-
gunos de ellos fueron examinados
y no mostraron signos externos
obvios de su condicién interna pero
la relacién entre infeccién, longi-
tud y factor de condicion sugieren
un efecto adverso sobre el creci-
miento normal del pez, generando
la hipotesis de que la micobac-
teriosis inhibe el crecimiento de
peces jovenes y dilatan el desove
por un afo. Puede llegar a ser mas
grave la reduccion en la produccion
de huevos producida por la enfer-
medad que la reduccion de biomasa
debido al crecimiento retardado.
(MacKenzie, 1988).

Muchas lesiones dérmicas y sub-
dérmicas pueden involucrar la piel
y causar atrofia de esta por cubrir
su espacio natural, adelgazamien-
to de la dermis y Ulceracion en
enfermedades como forunculosis
por Aeromonas sp, vibriosis y
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micobacteriosis. La submucosa
gastrica bien vascularizada es un
sitio frecuente de la lesion en las
infecciones micobacterianas, tam-
bién se han observado dilatacion
gastrica en animales de acuario con
granulomas submucosos y pérdida
difusa y severa de epitelio gastrico
o formacion de granulomas en la
lamina propia o submucosa que
pueden generar dafios funcionales,
pérdidas de proteinas y mala absor-
cion. Se han encontrado en ciclidos
gran nimero de granulomas que
estan diseminados a través del
ventriculo y en su superficie, pero
estas lesiones no tienen significa-
do clinico (Roberts, 2001).

Los intersticios renales también son
sitios donde se forman granulomas,
las lesiones algunas veces son muy
extensas y causan compresion de
estructuras especialmente capila-
res peritubulares con dano de teji-
dos por anoxia. Puede haber
granulomas focales en higado,
bazo, y cualquier viscera. Ocasio-
nalmente se observa peritonitis y
quistes fibrosos sobre la capsula
hepatica y esplénica (Roberts,
2001).
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La micobacteriosis es una infeccion
cronicay progresiva provocada por
bacterias acido-alcohol resistentes
(Van Duijn, 1981; Gémez et al
1993; Plumb, 1994), es la causa
comun de la enfermedad croénica
Ulcerativa de la piel en peces y ha
sido reportada en todo el mundo en
peces dulce-acuicolas y marinos
procedentes de aguas tropicales,
subtropicales y frias, tanto en es-
pecies de consumo humano como
el  salmén  (Oncorhynchus
tshawytscua) (Ashburner, 1977),
trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) (Peterson, 2000), Striped
Bass (Morone saxatilis) (Rhodes et
al., 2001), y en especies ornamen-
tales como el escalar ( Pterophylum
scalare), Betta (Betta splendens),
(Verjan et al.,2002; Lescenko et
al., 2003) gurami dorado gigante
(7richogaster trichopterus
sumatranus) (Kimberly & Steve,
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2001),y Dorados (Carassius
auratus) (Clavijo et al., 1999).

Esta enfermedad causa varios sig-
nos clinicos, incluyendo pérdida de
peso, ascitis, deformidades
esqueléticas, pérdida del equilibrio
y anormalidades de nado (Kimberly
& Steve, 2001; Conroy & Conroy,
1999; Roberts, 2001), erosiones
dérmicas, nédulos blanquecinos
que lesionan piel y musculo
(Santacana et al.,1980; Clavijo et
al.,1999; Antonio et al.,2000).

Histoldgicamente se observan bac-
terias acido-alcohol resistentes en
tejidos tefidos con coloracion ZN
presentes principalmente en rifidn,
bazo e higado de peces enfermos.
(MacKenzie, 1988; Diamant, 2000;
Roberts, 2001; Noga, 1986).

Kimberly & Steve (2001), repor-

taron casos de escalares con lesio-
nes Ulcerativas cutaneas en cabe-
za, abdomen y pedlnculo caudal;
la citologia de piel de estas lesio-
nes ulcerosas revel6 acumulos de
células epiteliales y mononucleares,
sugiriendo inflamacioén granuloma-
tosa caracteristica de infecciones
crénicas micobacterianas; la
tincidn acido-alcohol-resistente del
raspado de piel reveld6 muchas
bacterias tipicas.

Verjan et al., (2002) describieron
algunas manifestaciones clinicas y
patolégicas de la infeccién
granulomatosa sistémica compati-
ble con micobacteriosis responsa-
bles de mortalidad en peces orna-
mentales incluyendo Pterophylum
scalare mantenidos en acuarios y
provenientes del medio natural, al-
gunos de ellos de la region de los
Llanos Orientales de Colombia.

DESCRIPCION Y CLASIFICACION DE LAS MICOBACTERIAS

Las micobacterias son bacilos
curvados y en la familia se incluye
desde saprofitos del suelo y agua,
hasta gérmenes capaces de produ-
cir en la especie humana lesiones
crénicas granulomatosas, tales
como lepra y tuberculosis. La fa-
milia Mycobacteriaceae, 10 mismo
que Corinebacterias y Nocardias,
tienen pared celular tipo IV con
arabinosa, galactosa y acido
micélico. A esta familia per-
tenecen un Unico genero,
Mycobacterium, que presenta como
rasgos caracteristicos el tratarse de
bacilos Gram +, rectos o curvados,
a veces filamentosos, inmoviles y
no esporo-formadores que miden
0.2 — 0.6 um por 1.0 - 10 um. Su
condicion mas importante es la
acido-alcohol-resistencia. El com-
puesto clave para la acido-alcohol-
resistencia es el acido micélico,
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fraccion lipidica exclusiva de las
micobacterias. EIl acido micélico
forma un complejo con el
peptidoglicano de la pared de las
micobacterias, dicho complejo im-
pide de alguna manera el contacto
con el disolvente acido-alcohol en
la etapa de la decolorizacidn
(Madigan et al., 1999).

Este género comprende multiples
especies que se dividen en tres
grupos (Pumarola, 1987):

1. Complejo tuberculoso:
M. tuberculosis
M. avium
M. bovis

2. Complejo lepra:

M. leprae
M. lepraemurium
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3. Complejo atipicas:
M. marinum
M. fortuitum
M. chelonae

Las especies patdgenas para los
peces son las del complejo atipicas,
producen una micobacteriosis que
es una tuberculosis himeda que
afecta un amplio rango de especies
de agua dulce y agua salina, pero
particularmente peces de acuario,
generando enfermedad crénica
sistémica que forma granulomas
externos e internos diseminados
por el cuerpo. (Frerichs, 1993;
Thoen & Schliesser, 1994;
Stoskopf, 1993; Noga, 1996;
Sanders & Swaim, 2001).

Las micobacterias pueden separar-
se en dos grupos principales: las
de crecimiento lento y las de
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crecimiento rapido. M. tuberculo-
sis es el tipico ejemplo de creci-
miento lento necesita dias o inclu-
so semanas de incubacién para pro-
ducir colonias visibles en un inocu-
lo diluido. Cuando crecen en me-
dios soélidos las micobacterias sue-
len formar colonias apretadas,
compactas, arrugadas y amontona-
das, no suelen estar esparcidas por
toda la superficie del agar. El cre-
cimiento lento probablemente es
debido, al menos en parte, al ca-
racter hidrofobico de la superficie
celular, que hace a las células muy
impermeables a los nutrientes; las
especies con menos lipidos crecen
mas rapido. Para el crecimiento
suele emplearse un medio de glice-
rina y huevo completo (Lowenstein
— Jensen)(MacKenzie, 1988;
Madigan et al., 1999; Rhodes et
al.,2001).

Otra caracteristica de las
micobacterias es la capacidad de
formar pigmentos carotenoides
amarillos. Teniendo en cuenta es-
tos pigmentos las micobacterias se
clasifican en tres grupos: Las no
pigmentadas incluyen M. tubercu-
losis, M. bovis, las que forman
pigmentos cuando sélo se cultivan
con luz (fotocromogénesis) inclu-
yen M. kansasii'y M. marinum y
las que forman pigmentos incluso
en la oscuridad (escotocromogé-
nesis) incluyen M. gondonae
(Madigan et al., 1999).

Los aspectos a considerar para la
caracterizacion de las cepas
micobacterianas en particular son:
la morfologia, pigmentacion, tem-
peratura 6ptima de desarrollo y
velocidad de crecimiento
(Pumarola, 1987).

M. marinum crece con rapidez a
30-32°C en medio Lowenstein-
Jensen, las colonias son blancas
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grisaceas con estrias de color ama-
rillo palido, pero expuestas a la luz
y en temperatura ambiente desa-
rrollan una intensa pigmentacion
amarillo naranja. M. fortuitum y
M. chelonae se encuentran en los
mismos tipos de infeccion, y han
recibido el nombre de complejo Mf-
Mc. Las colonias son de crecimien-
to lento, se desarrollan luego de 72
horas de incubacion a 37°C en el
medio Middlebrook 7H10, son no
pigmentadas, habitualmente gran-
des y rugosas, pero en otros me-
dios se desarrollan también colo-
nias céreas y lisas (Pumarola,
1987).

Métodos de biologia molecular e
inmunohistoquimica se han utiliza-
do en varios estudios para la iden-
tificacion, caracterizacion y
tipificacion de micobacterias
(Wayne & Kubica, 1986; Rychlik
& Pavlik, 1997; Matlova et al.,
1998; Antonio et al., 2000;
Heckert et al., 2001; Ucko et al.,
2002).

La micobacteriosis hiimeda es una
enfermedad sistémica, cronica y
progresiva que presenta varias ca-
racteristicas clinicas dependiendo
de la especie y las condiciones
ecologicas. En la mayoria de los
reportes de especies de acuarios
tropicales marinos y de agua dulce
se cita depresion, anorexia,
emaciacion, disnea, exoftalmia,
decoloracion de la piel y lesiones
externas desde pérdida de escamas
hasta nodulos, Ulceras, necrosis de
las aletas, edema, peritonitis, de-
formacion de la espina dorsal
(Wolke & Stroud, 1978; Floyd et
al.,2002; Conroy & Conroy, 1999),
branquias hiperémicas y petequias
alrededor del opérculo (Astrofsky,
2000). En salmodnidos de agua dul-
ce pueden no haber signos exter-
nos de enfermedad, ni mortalidad
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pero si grados variables de decolo-
racion de la piel, retardo en el cre-
cimiento o desarrollo sexual tardio
(Parisot, 1958; MacKenzie, 1988).
Internamente, la naturaleza y dis-
tribucion de las lesiones es similar
en peces de agua dulce o salada.
Se pueden encontrar granulomas
grandes 0 microscopicos, negros,
grises y blancos, distribuidos o
agrupados en cualquier tejido
parenguimatoso pero especialmen-
te en bazo, higado y rindn, 6érga-
nos agrandados, peritonitis y ede-
ma (Frerichs, 1993; Clavijo et
al.,1999), congestion en el higado,
con inflamacion y zonas
multifocales de necrosis hepéatica
(Astrofsky et al.,2002). Verjan et
al.,(2002) reporta multiples
nodulos de color blanco amarillen-
to en la superficie del higado, bazo,
rindn y mesenterio y
esplenomegalia. En los sitios de
Glceracion al corte fluyd un mate-
rial de aspecto purulento.

Los granulomas tipicos encontra-
dos en peces inoculados con
micobacterias, experimentalmente,
son similares a los observados en
infecciones espontaneas (Amlacher,
1970; Hatai et al,1993) Los mis-
mos tipos de granulomas han sido
descritos y clasificados como
granulomas suaves y duros de
acuerdo a la existencia o falta de
necrosis central (Hastings et
al., 1982).

La mayoria de estudios
morfoldgicos realizados en casos
espontaneos de tuberculosis en
teledsteos marinos han revelado
que las lesiones tienen las caracte-
risticas de respuesta inflamatoria
cronica de los vertebrados superio-
res con células gigantes
multinucleadas de tipo Langhans
solo en las etapas iniciales de la
enfermedad (Timur & Roberts,
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1977). Ocasionalmente hay indica-
ciones de formacion de células gi-
gantes en granulomas de peces de
acuario inoculados con
Mycobacterium en la cavidad
peritoneal que involucrd ovarios,
higado, rifiones y pared abdominal
(Amlacher, 1970). Esta lesidn
se describe conformada de célu-
las fibroblasticas, elementos
vasculares y un gran nimero de
células fagociticas mononucleares.
Entre esos elementos dos tipos de
células gigantes y multinucleares
fueron vistas en gran niimero: tipo
Langhans cuyos nlcleos se encuen-
tran en la periferia de las células,
y las células tipo cuerpo extrano
con nucleos centrales. Estas célu-
las son de tamafo variable; la ma-
yoria contenian muchas vacuolas
con material granular. Dentro del
tejido de granulacion se hallan
colecciones de células epitelioides
entre los ndédulos necrdticos
(Gomez, 1998).

Talaat et al. (1998), inocularon di-
ferentes dosis (102 a 10° UFC)
de M marinum en Goldfish
(Carassius auratus), la histopa-
tologia se caracterizd por una se-
vera peritonitis y necrosis en las
dosis mas altas, formacién de
granulomas en pancreas y perito-
neo rodeando el intestino, bazo,
higado y rifndn. Los granulomas se
caracterizaron por tener un centro
necrético rodeado de macroéfagos,
células epitelioides, encapsulados
por tejido conectivo fibroso. Oca-
sionalmente encontraron células de
Langhans y células gigantes en los
granulomas de rifdn. La tincion de
ZN reveld un gran nimero de bac-
terias en forma de baston, acido-
alcohol resistentes, que miden en-
tre 5 — 6 um de longitud dentro de
los macrdfagos y células gigantes,
asfi como entre las cavidades peque-
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fias (Gomez, 1998; Talaat et
al., 1998).

Los bacilos acido-alcohol resisten-
tes en ocasiones se ven en los cen-
tros necrdticos y en el citoplasma
de las células epitelioides que los
rodean y dentro de los macrofagos.
Los bacilos se ven libres flotando
dentro del lumen del citoplasma de
células epitelioides muertas
(Anderson et al., 1987). Las sec-
ciones teflidas por inmuno-
histoquimica revelaron una reac-
cién positiva, tanto dentro de los
macrdéfagos como en las células
gigantes, que confirmd la natura-
leza micobacteriana de la lesion
(Gomez, 1998).

Clavijo (1999), reporté la presen-
cia de granulomas en el
parénquima renal caracterizado
por el desarrollo de un cuerpo hia-
lino, esférico, en un medio en el cual
se observa un centro necrdtico con
presencia de formas baciliformes,
alargadas y gruesas, con extremo
romo con afinidad por la colora-
cion para bacilos acido—alcohol
resistente, en la periferia de estas
estructuras hialinas se encontraron
células mononucleadas conforman-
do una corona simple, acompafa-
da de escasa reaccion fibrilar. Esta
descripcion de la lesion es compa-
tible con un tubérculo.

Sakanari et al., (1983) reportaron
lesiones micobacterianas en peces
localizadas normalmente en la piel
y 6rganos internos. Estas lesiones
consisten en estructuras nodulares
con caracteristicas de granulomas.
Estos estaban compuestos por un
centro que contenia células
epitelioides y macréfagos. El
tamano de los granulomas vario
entre 80 y 500 mm. La
micobacteriosis se divide en dos
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formas: una subaguda y la otra
crénica (Wolke & Stroud, 1978).
En la forma subaguda, hay una dis-
tribucion difusa de células reticu-
loendoteliales y macrofagos con
amplias areas caseo-necroticas.
Bacilos acido-alcohol resistentes se
ven diseminados dentro de las cé-
[ulas reticuloendotelilales y entre
el citoplasma de los macréfagos
que las han fagocitado. La forma
cronica es caracterizada por la for-
macion de granulomas blandos y
duros. Los granulomas blandos se
distinguen por tener varias capas;
en el centro hay un area de necrosis
caseosa con o sin restos nucleares,
rodeado por una capa de células
epitelioides; la siguiente capa apla-
nada produce una alta eosinofilia
con células epitelioides y la ultima
capa se compone de fino tejido
conectivo fibroso rodeando la lesion
y encapsulandola. Los granulomas
duros se componen de células
epitelioides encapsuladas por teji-
do conectivo fibroso, la capa de
células epitelioides encierran la
zona caseosa y la capsula fibrosa
no se observa en todos los
granulomas. (Noga et al., 1989).
Esto indica que las células que par-
ticipan en la respuesta inflamatoria
cronica de micobacterias no se de-
rivan de fagocitos mononucleares;
en realidad la clasificacion de es-
tas células no es muy acertada por
lo cual se propuso el nombre de
inflamacion crdnica foci o focal
(CIF) en lugar de granuloma o tu-
bérculo (Chinabut, 1999).

Los centros melanomacréfagos son
encontrados en granulomas de bazo
y riion de peces infectados
(Ferguson, 1989). Segun algunos
autores la presencia de células gi-
gantes no es tipica de la micobac-
teriosis de peces (Wolke & Stroud,
1978; Anderson et al., 1987).
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CONDICIONES MEDIO AMBIENTALES QUE FAVORECEN LA ,PROLIFERACI('IN
MICOBACTERIANA, POSIBLE INFECCION ZOONOTICA

Los investigadores han encontrado
una alta prevalencia de
micobacterias en pantanos, y se
relaciona el incremento de
microorganismos con condiciones
medio ambientales como bajos ni-
veles de oxigeno disuelto, bajo pH,
niveles altos de materia organica,
y aguas calidas (Roberts, 2001);
éstas condiciones son similares a
las encontradas en algunos siste-
mas acuicolas de nuestro medio.
Otros investigadores asocian la alta
prevalencia de micobacterias no
tuberculosas con niveles bajos de
salinidad, trazas aumentadas de
minerales, particularmente zinc y
hierro (Floyd & Yanong, 2002).

Se han detectado bacterias acido—
Alcohol resistentes morfoldgica-
mente compatibles con Mycobac-

MATERIALES Y METODOS

Este estudio se desarrollé en el
municipio de Villavicencio, depar-
tamento del Meta, en el laborato-
rio de Bioensayos y en el laborato-
rio de Ictiopatologia del Instituto
de Acuicultura de los Llanos Orien-
tales (IALL), ubicados en el kil6-

Se contactaron 5 fincas producto-
ras de peces ornamentales, entre
ellos escalares, en condiciones re-
lativamente estables de manejo, de
las cuales se llevé a cabo un
muestreo de animales en tres ex-
plotaciones que habian reportado
casos clinicos de enfermedad
granulomatosa al laboratorio de
ictiopatologia del TALL, asi como
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terium sp., en 100% de los frotis
de los érganos, asi como en las he-
ces de peces afectados. El hallaz-
go en las heces es de importancia
para la salud publica pues a través
de ellas se diseminan las bacterias
pudiendo contaminar directa o in-
directamente al hombre (Plumb,
1994).

M. marinum induce en el humano
granulomas cuténeos en el codo,
rodilla, dedos y pies, que pueden
ulcerar pero usualmente sanan
espontaneamente después de varios
meses (Noga, 1996; Roberts,
2001).

Estas lesiones causadas por trau-
mas superficiales en contacto con
acuarios tropicales o piscinas in-
fectadas involucran la piel, pero el

organismo puede ser aislado de
pulmones, nddulos linfaticos y otros
organos internos. M. chlelonae se
ha aislado de infecciones de las
articulaciones de rodillas, abscesos
por inyecciones e infecciones
postoperatorias en el hombre, pero
esas cepas son capaces de crecer a
37 °C y son fenotipicamente dis-
tintas a las aisladas en peces; has-
ta hoy el riesgo de enfermedad en
humanos es baja (Frerichs, 1993).
También se ha reportado artritis,
osteomielitis, sinovitis, linfadenitis,
otitis y formas diseminadas de la
enfermedad en pacientes
inmunocomprometidos, y con el vi-
rus de inmunodeficiencia humana
(VIH) (Nemetz & Shotts, 1993;
Howard & Byrd, 2000).

metro 12 via Puerto Lopez, a 420
m.s.n.m., el clima se caracteriza
por una temperatura promedio de
25 °C, precipitacion pluvial anual
de 4.050mm y una humedad rela-
tiva del 75%.

MUESTREO DE ANIMALES

las explotaciones del departamen-
to del Meta que reportaron casos
durante el desarrollo de la investi-
gacion.

Estos animales fueron llevados vi-
vos al TALL donde se tuvieron en
observacion por 3 meses en el la-
boratorio de Bioensayos, en con-
diciones 6ptimas de temperatura,
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El aislamiento y cultivo de los agen-
tes involucrados se llevé a cabo en
el Laboratorio de Microbiologia de
la Facultad de Medicina Veterina-
ria y de Zootecnia de la Universi-
dad Nacional de Colombia, sede
Bogota.

pH y oxigeno; alli se Ilend una his-
toria clinica (Anexo 1), con datos
sobre la explotacién, densidad de
siembra, nimero de animales afec-
tados, morbilidad, mortalidad, ade-
mas del estado macroscopico ex-
terno (Signos clinicos: anormalida-
des de piel, patrén de nado, etc.)
de los escalares con enfermedad
granulomatosa.
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Para la observacion clinica de los
animales en el laboratorio de
Bioensayos, fueron divididos en cin-
co lotes segun su procedencia: los
primeros tres, constituidos por ani-
males afectados en los diferentes
planteles de produccion, ademas,
cada semana se escogian los ani-

PROCESO

De los animales en observacion se
escogieron 20 ejemplares con sig-
nos clinicos y lesiones mas repre-
sentativas; fueron anestesiados
sumergiéndolos en una solucion de
1ml de fenoxietanol por 2 litros de
agua (Noga, 1996), por 2 minutos
para  poder realizar la
desensibilizacion mediante un cor-
te de médula espinal caudal al cra-
neo y al margen superior de los
opérculos con el fin de sacrificar

males con los signos mas severos,
se anestesiaron con 2-fenoxietanol
a una dosis de 0.5ml/l de agua
(Noga, 1996), para hacer un exa-
men detallado anotando las alte-
raciones externas. Los otros dos
lotes fueron constituidos por ani-
males provenientes del plantel de

produccidn de peces del TALL (7
ejemplares adultos) y animales trai-
dos por productores al servicio de
diagndstico del Laboratorio de
Ictiopatologia del IALL (25 anima-
les adultos).

DE NECROPSIA E HISTOPATOLOGIA

los ejemplares. Se hizo necropsia
de manera cuidadosa y exhaustiva
(Reimschuessel et al., 1988;
Pelletero et al.,1988). Se evalua-
ron todos los drganos y tejidos ex-
puestos (color, forma, posicion que
ocupa, consistencia, nédulos, pun-
tos hemorragicos, etc.), los hallaz-
gos fueron consignados en un for-
mato de necropsia. Se procedid a
hacer diseccidon a los tejidos que
fueron destinados a histopatologia,

(higado, rindn, bazo, tracto diges-
tivo, branquias, corazén, encéfalo),
los drganos fueron sumergidos en
formalina bufferada al 3.7% y pro-
cesadas por la técnica de rutina
hematoxilina eosina (H-E)
(Roberts, 2001), y se hizo la colo-
racion adicional de Ziehl-Neelsen
para observar bacilos acido - al-
cohol resistentes en tejidos afec-
tados por micobacterias (Kinkelin
& Ghuittino, 1985).

EVALUACION DE LOS TEJIDOS

Se procedid a observar los cortes
al microscopio con objetivos de 5x,
10x, 40x, 100x y se describieron
las lesiones o alteraciones patold-
gicas de cada drgano minuciosa-
mente con el fin de caracterizar y

Se establecié la existencia de un
patréon morfolégico de tipo
granulomatoso en los animales
afectados, se realizaron evalua-
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detectar morfologias compatibles
con micobacterias en los tejidos. De
cada lesion se hizo un cuadro com-
parativo sobre severidad (in-
tensidad del dafo, agresividad con
que se presenta la lesién) y exten-

ANALISIS DE RESULTADOS

ciones de las lesiones 'y
microfotografias de los mismas. Se
correlacionaron los hallazgos con
aspectos como edad, alimentacion,
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sion (area o superficie cubierta por
la lesion en el drgano) de acuerdo
a los parametros propuestos por
Bernet et al (1999), modificado de
acuerdo a la necesidades de este
trabajo (Tabla 1).

manejo, calidad de agua en los ca-
sos presentes. Se compararon los
hallazgos con literatura disponible
para peces.
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Tahla 1. Criterios establecidos para la severidad y extension de las

lesiones granulomatosas mediante observaciéon microscépica 4X.

GRADOS SEVERIDAD EXTENSION

0 No se observa lesion. No se observa lesidn

1 LEVE (tanto la actividad de las célu- FOCAL
las como de la arquitectura de la le- Aproximadamente de 1-30% del drgano.
sion granulomatosa ligera y visible con
alguna dificultad).

2 MODERADA (tanto las células como MULTIFOCAL
la arquitectura de la lesién Aproximadamente de 30-60% del 6rgano.
granulomatosa muestran una actividad
mesurada pero facilmente evidente).

3 SEVERA (tanto la actividad celular GENERALIZADA
como la arquitectura de la lesidn Mas del 60% del 6rgano.
granulomatosa son agresivas, la arqui-
tectura del 6rgano se ve seriamente
transformada en ocasiones dificultan-
do su identificacion).

19 escalares con signos clinicos,
procedentes de los lotes observa-
dos en el Laboratorio de Bioensa-
yos del ITALL, fueron remitidos al
laboratorio de microbiologia vete-
rinaria de la Universidad Nacional
en grupos de 6 6 7 en bolsas de
plastico con oxigeno suficiente para
su transporte.

Los animales fueron anestesiados
con tricaina metanosulfonato (MS
222) y sacrificados mediante cor-
te medular. Se practicé la necrop-
sia, se hicieron frotis para tincion
con Ziehl Neelsen y para el estudio
bacterioldgico se tomaron muestras
de higado, bazo, rifidon y musculo.

Para el cultivo microbioldgico los
organos fueron homogenizados en
solucion salina fisioldgica (SSF) en
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MICROBIOLOGIA

proporcion del 20% P/V y luego de
ser filtrados mediante gasa estéril,
fueron descontaminados con hi-
dréxido de sodio al 4% a partes
iguales durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente. Las muestras
fueron neutralizadas con acido
clorhidrico 1N empleando como
indicador rojo de fenol al 0.1%. Se
obtuvo el sedimento mediante
centrifugacion a 3.500 rpm/ 15
min. Lavado por dos veces con SSF,
finalmente se resuspendié en SSF
y se inoculd en tubo. En alguno de
los casos se empled adicionalmente
medio MGIT (BBL) suplementado
con OADC (BBL) y antibidtico
PANTA (BBL) (Conroy & Conroy,
1999).

La técnica fue simplificada per-
mitiendo la descontaminacion con
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1 mL de NaOH al 4% por 10 min.
a temperatura ambiente y sem-
brando directamente 0,1 mL en los
medios de cultivo. Los tubos sem-
brados por ambas técnicas fueron
incubados a 28 'y 37 °C por espacio
de tres meses.

Los cultivos que presentaron cre-
cimiento de colonias caracteristi-
cas fueron confirmados por tincién
de Ziehl Neelsen.

Posteriormente, a las colonias ais-
ladas se les realizaron pruebas se-
gun protocolos del Laboratorio de
Micobacterias del Instituto Nacio-
nal de Salud; efectuando su ca-
racterizacion genotipica (PCR-
PARA, Telenti et al., 1993) y
fenotipica (Métodos Bioquimicos.
CDC Atlanta).
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ESQUEMA METODOLOGICO GENERAL DEL ESTUDIO

IDENTIF’ICACI(I)N DE SISTEMAS DE
PRODUCCION CON CASOS COMPATIBLES

MUESTREO
PLANTEL DE
A B C IALL
20 animales 20 animales 20 animales (7 ejemplares)

\

| /

!

Casos
Observacion Clinica en Acuarios consultados
5 animales / 60 L Servicio de
Durante 90 dias. — Diagndstico.
(92 ejemplares) IALL
(25 ejemplares)

\

Necropsia y
estudio
Histopatolodgico
H-E,
Coloracion
diferencial ZN

(20 ejemplares)

Aislamiento y cultivo
a partir de érganos
internos.

Lab. Microbiologia
Universidad Nacional.
Medio:
Lowestein Jensen
(19 ejemplares)

(2 aislamientos)
Caracterizacion
Fenotipica y
Genotipica

Laboratorio de
Micobacterias

!

Instituto Nacional
de Salud

!

ANALISIS DE RESULTADOS

RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LOS SISTEMAS DE REPRODUCCION

Aunque se recibieron ejemplares de
7 explotaciones piscicolas diferen-
tes -sumando casos de muestreo
mas los de consulta o diagnostico-
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en las cuales se realiza acopio y cria
de escalares; se muestrearon po-
blaciones de animales adultos en
edad reproductiva, dado fue en este
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grupo (adultos) en los que se re-
portaron signos clinicos. Solo se
hizo muestreo y caracterizacion
productiva de tres fincas y del plan-
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tel del TALL. En otras ocasiones
se habian tomado alevinos y juve-
niles sin evidencia de signos o le-
siones en todas las explotaciones
revisadas.

Los sistemas de produccién se ca-
racterizaron por realizar labores de
produccion de peces ornamenta-
les (escalares, guppys, discos, en-
tre otros, algunos mezclan peces
nativos y otros peces ornamenta-
les de interés comercial, de origen
ex6tico) ejecutando también, acti-

vidades de acopio de peces nativos
extraidos del medio natural para
su posterior mercadeo entre mayo-
ristas y distribuidores de otras ciu-
dades diferentes a Villavicencio.

En general usan acuarios, piletas
en Eternity piletas en cemento, con
suministro de aire, la fuente de
agua es de pozos profundos, con pH
acido 5.5 a 6.8, con bajo recambio
de agua, apenas reponen lo evapo-
rado. Alimentan una vez al dia con
concentrados comerciales (no se

determind marca ni calidad de los
mismos), en algunas ocasiones tie-
nen mas de una especie en la mis-
ma pileta o sistema de cultivo, se
observaron acimulos de materia
organica, pobres condiciones de
limpieza y desinfeccién. Los pro-
ductores reportan también el uso
de farmacos y de vitaminas de
manera preventiva en la mayoria
de las ocasiones. Los principales
datos se resumen en la tabla 2.

Tahla 2. Resumen de las condiciones generales de los sistemas

muestreados en el presente estudio.

EDAD DE | ESTANQUE ESPECIES TRATA-
Finca  |No. TOTAL DE| DENSIDAD | PROMEDIO | LOS PECES PILETA FUENTE EN EL ALIMENTO |MORTALIDAD| MIENTOS
ANIMALES |DE SIEMBRA | DE TAMANO | AFECTADOS | ACUARIO DE AGUA SISTEMA ANUAL | REALIZADOS
A 1.200 18.5/mt® 7-8cm Adultos Estanque Pozo Tilapia Concentrado 90% Rifampicina
Productor longitud profundo Cachama comercial Metronidazol
particular Yam(
Bocachico
Carpa
B 1.500 12/mt? 8-9cm Adultos Pileta y Pozo Tilapia Concentrado | 10-12% | Tetraciclina
Productor longitud estanque profundo Cachama comercial
particular Carpa
Bocachico
C 7.500 14.5/mt? 7-8cm Adultos Estanque Pozo Cachama | Concentrado | 15-30% | Tetraciclina
Productor longitud profundo Rayas comercial Metronidazol
Particular Vitaminas C y
complejo B.
D 250 10 /mt® 8-9 cm Adultos Acuarios Pozo Otros peces | Concentrado | 10-20% | Terramicina,
UNILLANOS 50 litros y profundo |ornamentales| y mezcla Metronidazol
Piletas 3m® nativos preparada

Los principales signos clinicos ob-
servados en animales con enferme-
dad granulomatosa en el presente
estudio se reportan en la tabla. 3.
Los signos mas sobresalientes fue-
ron: depresion, letargo, nado erra-
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SIGNOS CLINICOS

tico (Fig.1), permanencia en el fon-
do del acuario (Fig.2), aumento de
los movimientos operculares; tam-
bién se presentaron arqueamientos
del dorso y pérdida de posicidén nor-
mal de nado con patrones latera-

' S TA

les e invertidos del mismo, en me-
nor proporcion. Las lesiones mas
frecuentes detectadas por el exa-
men clinico fueron: focos de des-
camacion, erosiones y Ulceras de
piel (Fig.2).
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Tahla 3. Signos clinicos observados en escalares con enfermedad granulomatosa.

Finca | Finca | Finca | Casos clinicos | Casos clinicos

SIGNO(S) A B ( en el IALL reportados al
IALL

Depresion letargia X X X X X
Permanencia en el fondo X X X
Anorexia X X
Nado erratico X X X X X
Exoftalmia X X
Opacidad del ojo X X X
Deformidad del labio superior X
Deformidad opercular X
Deformaciones esqueléticas X
Oscurecimiento de la piel X X X X
Focos de descamacion X X X X
Erosion de la piel, Ulceras X X X X
Aumento de los movimientos operculares X X X X X
Distension abdominal X X X

EVALUACION MACROSCOPICA

De los 20 animales sacrificados
sometidos al examen de necropsia,
la evaluacion macroscéopica de 6r-
ganos y tejidos reveld6 como hallaz-
gos sobresalientes: ascitis, higado
friable, congestionado y con

HISTOPATOLOGIA

Se encontraron lesiones nodulares,
multifocales de tipo granulomatoso
en bazo, rifidn, higado, peritoneo,
arcos branquiales y muasculo, en di-
ferente grado de evolucion y desa-
rrollo, a las cuales se les adjudica-
ron diferentes grados de severidad
y extension. (Tabla 3).
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pigmentos oscuros, bazo aumenta-
do de tamafo, nddulos de color
blanco amarillento en bazo, Ulce-
ras en piel con liquido de aspecto
purulento.

Los tejidos (higado, bazo, rifion,

tracto gastrointestinal, branquias,
corazbn y encéfalo) la tincion de
Zeehl Neelsen, fue positiva para
bacterias acido-alcohol resistentes
en los tejidos afectados, especial-
mente en el bazo.

Tahla 4. Grados de severidad y extension, hallazgos por 4rgano.

Grados 0 1 2 3 Organos afectados
Severidad
0 7 3 10 Bazo
7 6 4 3 Riinon
13 3 3 1 Higado
12 6 1 1 Peritoneo
19 1 0 0 Musculo
19 1 0 0 Branquias
Extension
0 7 3 10 Bazo
7 6 4 3 Rinon
13 3 3 1 Higado
12 6 1 1 Peritoneo
19 1 0 0 Musculo
19 1 0 0 Branquias

n = 20 animales analizados.
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Figura 1. Pterophyllum scalare con permanencia en Figura 2. Pterophyllum scalare con Ulcera en la base
el fondo del acuario. de la aleta dorsal.

Figura 3. Figura 4.

Figura 5.
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Como se evidencia en la tabla 4 y
en las Figuras 5, 6 y 8 el bazo fue
el érgano que se encontrd afecta-
do en la mayoria de los casos, con
una extension y severidad grado 3
en el 50% de los animales proce-
sados.

Se observé abundante presencia de
granulomas en diferentes estadios
de formacion en todos los drganos
(Fig. 5, 6 y 10), focos severos de
necrosis en bazo y rifién con acti-
vacion de centros melanomacroéfa-
gos (CMM) de color oscuro (Fig.
7) y grandes areas afectadas que
estaban empezando a ser encapsu-
ladas (Fig. 7).

Los granulomas en todos los teji-
dos en general se caracterizaron
por poseer un centro necrético (de-
tritus celulares) (Fig. 7), con pre-
sencia de bacilos acido-alcohol re-
sistentes que a la tincion de (ZN)
fueron tefidos de color rojo (Fig.
9), conteniendo material granular
eosinofilico con presencia de célu-
las en diferentes estados de dege-
neracion, en la region capsular in-
terna se ubicaron macréfagos con
pigmentos de color amarrillo a café
(Fig. 7), se apreci6 una capa de 3
0 mas células mononucleadas de

A partir de 19 escalares emplean-
do el método de descontaminacion
con neutralizacion, se evidencié un
alto nimero de tubos contamina-
dos con hongos. Con el segundo
método de descontaminacion (se-
gundo muestreo), se aislaron colo-
nias de tres de las muestras en
medio Lowestein Jensen, dos de
ellas por cultivo a 28 °C, colonias
con pigmento amarillo de creci-
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nucleo baséfilo intenso, se trataba
de células epitelioides con nucleos
ovales acompanadas de leucocitos
(Fig. 7), finalmente se observé en
la region externa una capa delga-
da de células (1-2 niveles) fibro-
blasticas que rodean y encapsulan
la reaccion inflamatoria del tejido
normal (Fig. 11).

En algunos casos se observaron 2
0 mMas centros necrdticos o gra-
nulomas encapsulados en una mis-
ma capa de células fibroblasticas
(Fig 10, 13), en otros casos ha-
bian granulomas incipientes y de
diferentes tamanos rodeando un
granuloma ya formado (Fig. 12) se
evidencié la coalescencia de
granulomas entre si destruyendo la
arquitectura normal del 6rgano
afectado.

En el rindn posterior el 50% de los
casos tuvo una extension y severi-
dad entre grado 1y 2, se observd
gran cantidad de granulomas,
necrosis tubular y pérdida de la
arquitectura del érgano (Fig. 10).

En el higado el 25% de los casos
procesados la extension y severidad
fue grado 1, se observaron
granulomas incipientes (Fig. 11),

MICROBIOLOGIA

miento entre dos y tres meses y otra
con crecimiento a 28 °C con pig-
mento al mes de incubacion. En
ninguno de los casos los tubos com-
paferos incubados a diferente tem-
peratura mostraron crecimiento
alguno. Todas las colonias mostra-
ron al microscopio bacilos tipicos
acido-alcohol resistentes.

Las muestras de dos cultivos remi-
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donde hasta ahora se observa la
organizacion tipica de linfocitos y
macrofagos para dar origen a un
granuloma.

Se encontraron granulomas con las
mismas caracteristicas ya descri-
tas en el peritoneo (Fig. 12), mUs-
culo (Fig. 13) y arcos branquiales.
A todos los tejidos se les hizo una
coloracion paralela de ZN donde
revelaron acumulos de bacilos
acido-alcohol resistente en la
region central de los granulomas,
observandose también algunos
bacilos ZN positivos en tejido
parenquimatoso de bazo, higado,
rifion y branquias adn sin lesion
evidente (Fig 9). Adicionalmente,
en algunos casos se encontraron
lesiones no granulomatosas en el
tejido nervioso (cerebro), se
presentd congestion y cambios
degenerativos, infiltracién de célu-
las MN en las meninges, miocardio,
bulbo arterioso, y branquias con
activacion de CMM.

En las necropsias practicadas
ademas de las lesiones descritas
anteriormente, en el 75% de los
casos se encontraron parasitos
externos enquistados en las aletas,
compatibles con Clinostomun
marginatum

tidas al Instituto Nacional de Sa-
lud (INS) para su clasificacion
fenotipicay genotipica dieron como
resultado la identificacion
fenotipica de Mycobacterium
fortuitum en los dos cultivos y de
Mycobacterium fortuitum tipol y
Mycobacterium peregrinum tipo 2
en su caracterizacion genotipica en
cada caso.
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Figura 6. Bazo. Distribuciéon multifocal diseminada Figura 7. Rifion. Acercamiento de la morfologia ge-
de granulomas en diferentes estadios de formacién. neral de un granuloma en Pterophy/lum scalare H-E.
Se extiende en mas del 60% de la superficie del 6rga- (aprox. 400X), 1 centronecrotico con pigmentos, 2
no. H-E (aprox. 100x). capa de células epitelioides, 3 tdbulo renal.

Figura 9. £

Figura 8. Bazo. Acimulos de bacilos acido-alcohol _?gura 9‘ e
resistentes (1) en el centro del granuloma Ziehl N o ,
Neelsen. (aprox. 1000X), también se pueden obser- ' .

var bacilos dentro de macrdfagos en la periferia. y '

Figura 9. A, B. Coloracion ZN Bazo. Tejidos
granulomatosos con abundantes bacilos ZN positi-
vos(1), pigmentos de CMM (2). (aprox. 1000X)
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Figura 10. Rifidn posterior. Granulomas, con centros
de necrdticos encapsulados (1,2,3) H-E (aprox. 40X).

Figurall. Higado. Granuloma incipiente, hasta ahora
se estan organizando las células para aislar la lesion.

H-E. (aprox. 400X).

Figura 12. Peritoneo. Se observan dos centros
necroticos encapsulados en una capa de fibroblastos.

H-E. (aprox. 200X).

Aunque el nivel de desarrollo de los
sistemas de cultivo de peces orna-
mentales es incipiente, dado que
son mas frecuentes las actividades
de extraccion y acopio que las de
cultivo propiamente dichas, en ex-
plotaciones en las cuales se man-
tienen por largo tiempo planteles
de reproductores, la casuistica re-
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lacionada con enfermedad
granulomatosa es frecuente segln
lo consultado a los productores. En
este estudio, se encontraron anima-
les afectados en 3 de cinco explo-
taciones regulares, con niveles de
mortalidad variable, entre el 10 al
90%, la mayoria de las explotacio-
nes utiliza acuarios o piletas con
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Figura 13. Mdsculo. Granulomas en tejido muscular
con centros melanomacréfagos activados. H-E. (aprox.
200X).

DISCUSTON

cuidados de desinfeccion, recambio
de aguay alimentacion muy pobres.
Exceptuando la informacién sobre
si se usaba o no concentrado co-
mercial, no se determiné la cali-
dad del alimento; hacia el futuro,
seria interesante correlacionar el
suministro de comida viva, suple-
mentos vitaminicos y otros aspec-
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tos de la alimentacién, sobre la in-
cidencia de esta y otras enferme-
dades en los planteles de peces or-
namentales.

Dado que la micobacteriosis de
peces ornamentales se ha reporta-
do principalmente en animales pro-
venientes del medio natural
(Matlova et al., 1998; Conroy &
Conroy, 1999; Verjan et al.,2002)
las condiciones del acopio y en los
nuevos cultivos, en las cuales se
asientan los sistemas de produccion
serian similares y permitirian la
presencia de factores de riesgo co-
munes. Los factores de riesgo de
los sistemas de produccion evalua-
dos en este estudio se relacionan
con la pobre limpieza de los es-
tanques, mala calidad de agua, y
practicas de manejo que inducen
estrés prolongado y llevarian a los
animales a una inmunosupresion
que facilita la infeccién por bacte-
rias oportunistas (Kimberly &
Steve, 2001; Daoust et al.,1989).

Las micobacterias son microor-
ganismos saprofitos que por con-
diciones medio ambientales o bio-
l6gicas desfavorables pueden afec-
tar a los peces (Baker & Hagan,
1942). Las explotaciones piscicolas
donde se muestrearon los anima-
les manejan condiciones altas de
densidad de siembra (mas de 10
animales/mt?), ademas, debe con-
siderarse la mala calidad de
agua proveniente de pozos profun-
dos con pH acido, aguas estanca-
das con bajas concentraciones de
oxigeno disuelto y altos niveles de
materia organica que favorecen la
proliferacion de microorganismos
(Floyd & Yanong, 2002).

Los estanques de las explotaciones
Ay B no los limpian adecuadamen-
te y presentan una gran cantidad
de materia organica lo cual sirve
como reservorio de los microorga-
nismos. Una vez establecida la en-
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fermedad es dificil de controlar
porque las lesiones de piel, tracto
digestivo y las heces son una fuen-
te de diseminacion de patdgenos al
agua lo cual incrementa la proba-
bilidad de transmisién de la enfer-
medad a otros peces (Munro et
al.,1983; Kimberly & Steve, 2001).
Los animales en el medio natural
estan en contacto con agentes opor-
tunistas y segun la susceptibilidad
del individuo puede o no presentar-
se la enfermedad, al cambiar las
condiciones ambientales naturales
por un sistema controlado de pro-
duccion la susceptibilidad aumen-
ta debido al estrés producido por
la manipulacién en razén a que la
micobacteriosis se ha visto princi-
palmente en animales de acuario
(Baker & Hagan, 1942).

También en relacion con factores
de riesgo en las 3 explotaciones
muestreadas y en algunas de las
que enviaron animales a consulta,
se hacen tratamientos con diferen-
tes medicamentos (Rifampicina,
metronidazol, tetraciclina) sin con-
trol ni dosis indicadas lo cual pue-
de ser de alto riesgo para inducir
resistencias microbianas, pues la
exposicion frecuente e
indiscriminada de tales compues-
tos a bajas dosis permite que los
patdgenos se hagan resistentes a los
antibidticos, de otra parte, la pre-
sencia de los compuestos
antibiéticos puede modificar las
dindmicas microbioldgicas de los
sistemas de produccion (Gowen &
Bradbury 1987; Iwama, 1991),
como lo han descrito los anterio-
res autores, este riesgo, Ultimamen-
te ha originado infecciones intra-
tables causadas por bacterias
multi-resistentes en humanos oca-
sionando graves problemas de sa-
lud publica (Clavijo et al.,2002).

Roberts (2001) afirma que no hay
tratamiento para la micobacterio-
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sis, solo se pueden desinfectar los
acuarios afectados, esterilizacion
de implementos, recomienda el sa-
crificio de animales enfermos y la
destruccion de las plantas acom-
panantes. Clavijo et al., (1999) re-
comiendan la erradicacion del lo-
tes de juveniles enfermos, desinfec-
cion de estanques de cemento con
cloro al 5% y los estanques de tie-
rra con cal dolomita (5009/m?),
este autor tratd al lote de repro-
ductores individualmente adminis-
trando sulfato de Kanamicina en
dosis de 50mg/Kg. de peso vivo IM
(3 veces en intervalos de 48 horas),
en los meses siguientes los repro-
ductores se vefan aparentemente
sanos. Floyd & Yanong (2002) con-
sideran que lo mejor para la erra-
dicacion de la micobacteriosis es
la destruccion del plantel de peces
y la desinfeccion total de las insta-
laciones antes de volver a utilizar-
las coincidiendo con las recomen-
daciones de Roberts (2001).

Los signos clinicos encontrados en
escalares (Pterophylum scalare)
con enfermedad granulomatosa en
este estudio, son similares a los
reportados por Wolke & Stroud
(1978); Floyd & Yanong (2002);
Conroy & Conroy (1999); y Verjan
et al.,(2002). Otros signos como la
opacidad del ojo, deformidades del
labio superior y deformidades
operculares no se han encontrado
reportados y no necesariamente
estarian asociados a la enferme-
dad. Aunque todos los animales
fueron sometidos a observacion
durante un tiempo minimo de 90
dias, se observaron 43 peces de 92
con signos clinicos, 20 de los cua-
les fueron procesados para
anatomopatologia, en algunos
ejemplares no se observaron signos
clinicos evidentes, como lo reportd
Conroy (1984), el dano considera-
ble de los 6rganos internos de
peces infectados con micobacterias
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ocurre antes de las manifestacio-
nes externas usualmente observa-
das. Estos animales aparentemen-
te sanos en etapas iniciales de la
enfermedad actuarian como porta-
dores (Clavijo et al., 1999).

Las zonas de descamacion y Ulce-
ras en la dermis también fueron
reportadas por Daoust et al;
(1989) en Perca flavescens,
Ashburner,(1977) en Stripped
bass, algunas de estas Ulceras pe-
quefas, al insertar una aguja de
diseccion fluyé un material de as-
pecto purulento como lo reportd
Verjan et al (2002), de este mate-
rial no se hizo ningln extendido.
Lesiones en piel al parecer estan
asociadas al grado de severidad de
la infeccidn, que Ileva al animal a
una condicién desfavorable ante
otros agentes agresores como pa-
rasitos y hongos; ademas de ser una
fuente de diseminacion continua de
patdgenos al aguay por consiguien-
te a otros peces, lo cual incrementa
la probabilidad de transmision de
la enfermedad. Munro et al.,
(1983); Kimberly & Steve (2001)
reportan que las lesiones abiertas
de la piel causan mucho estrés al
desequilibrar la osmorregulacion
normal del pez.

La evaluacién macroscépica de los

tejidos en animales, en los que se
registran hallazgos como ascitis,
higado friable y congestionado,
bazo aumentado de tamafio con
nodulos de color blanco amarillen-
to en la mayoria de su superficie
fueron compatibles con los repor-
tados por Frerichs (1993); Clavijo
et al., (1999); Astrofsky et al
(2000); Verjan et al (2002), con
excepcion de la ausencia de estos
nédulos en higado y rindn, la le-
sion granulomatosa observada a
simple vista en el bazo (Fig.6) se
encontrd difusa y se evidencid en
un 65% de los casos procesados.
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Las descripciones hechas por dis-
tintos autores Gémez, (1998);
Clavijo, (1999); Verjan, (2002) y
las de este estudio, en cuanto a las
caracteristicas de las lesiones
granulomatosas, tienen diferencias
atribuidas posiblemente a las dife-
rentes etapas de desarrollo de la
enfermedad (Hastings et al; 1982).

El bazo posee abundantes linfocitos
y macrofagos que participan en la
fagocitosis de antigenos circulan-
tes (Ferguson, 1989) y es uno de
los drganos que presentd respues-
ta evidente en este estudio. La
reaccion inflamatoria crénica que
se manifestd en el bazo fue una le-
sion granulomatosa difusa de mo-
derada a severa, fusionandose en-
tre si, formando centros necréticos
y dafando la estructura del érga-
no. En el higado los granulomas
fueron incipientes probablemente
por tratarse de una fase inicial de
la lesion (Lescenko et al., 2003).

Las células tipo Langhans que re-
portaron Gémez, 1998; Talaat et
al., 1998; Roberts, 2001 no se ob-
servaron en escalares, pero la des-
cripcion de los CMM activados,
células gigantes y la estructura de
los granulomas si corresponden con
la mayoria de sus componentes des-
critos en peces (Noga et al.,1989)
estos fueron identificados en lesio-
nes granulomatosas de 6rganos es-
tudiados en estos casos. Se encon-
traron acumulos de macréfagos de
color café-amarillento asociados a
los granulomas y en el paréngquima
de los 6rganos afectados, no coin-
cidiendo con lo descrito por Verjan
et al(2002) quien los reportd con
pigmentos amarillo verdoso en
Goldfish, betta y discos, pero no los
observo en escalares. Las células
de enfermedades crénicas acuicolas
semejan células epitelioides mami-
feras, estas células tienen caracte-
risticas epiteliales, incluyendo nu-
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Merosos desmosomas y
tonofilamentos, estas caracteristi-
cas pueden no ser producidas en
todos los peces, pero la presencia
de marcadores epiteliales en peces
filogenéticamente distintos asi
como en respuesta a patégenos no
relacionados sugiere que ellas son
caracteristicas de ciertos tipos de
inflamacion crénica (Noga et al
1989). No se observaron células
gigantes caracteristicas de los
granulomas de mamiferos y repor-
tadas en otras especies (Roberts,
2001), al parecer este la evolucion
hacia este tipo de células es poco
frecuente en teledsteos.

En general, las caracteristicas
morfopatoldgicas de las lesiones
granulomatosas producidas por
micobacterias son similares a las
de otros animales y al hombre.
Murray et al (1995), compararon
las reacciones inflamatorias croni-
cas causadas por micobacterias en
diferentes especies encontrando
similitud en la presencia de los
principales componentes que con-
forman un granuloma tipico.
Talaat et al (1998), observd los
granulomas de la infeccion en
Goldfish, morfopatoldgicamente
son similares a los reportados por
Lucas (1988) en humanos infecta-
dos con M. tuberculosis.

No se encontraron lesiones
granulomatosas en el sistema ner-
vioso central. Roberts (2001), re-
portd que la incidencia de infeccio-
nes encefalicas por bacterias y vi-
rus es relativamente baja compa-
rada con otros 6rganos. Los signos
clinicos de letargia, nado erratico
y permanencia en el fondo del acua-
rio no estarian necesariamente re-
lacionados con dafos en el sistema
nervioso central, pudieran explicar-
se por situaciones hipdxicas o por
alteraciones metabodlicas de origen
nutricional, correlacionadas con
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cambios degenerativos en SNC en
primera instancia o como lo repor-
td Swanson et al (2002), por un
fallo de nado en deltas infectados
con micobacterias no relacionado
con fatiga, sino por alteraciones
musculo-esqueléticas o neuromus-
culares, siendo incapaces de tener
un nado normal y con detenciones
transitorias.

El bazo en los teledsteos es uno de
los mayores filtradores del sistema
vascular, remueve antigenos circu-
lantes y células sanguineas viejas
(Ferguson, 1989). Los macrdfagos
atrapan las micobacterias, éstas
resisten a la destruccién intra-ce-
lular por su capa de lipidos que
impide la unién fago-lisosoma, has-
ta que los macroéfagos son activa-
dos en una inmunorreacion media-
da por linfocitos T, muchos de es-
tos macrofagos ingieren las bacte-
rias pero son incapaces de contro-
lar su multiplicacién y mueren. La
lesion que se desarrolla en torno a
los bacilos invasores consiste en
una masa de restos necrdticos que
contienen microorganismos vivos y
muertos, rodeados por una capa de
fibroblastos, linfocitos y macréfa-
gos, los cuales en esta localizacion
reciben el nombre de células
epitelioides. Las micobacterias son
incapaces de multiplicarse en el
centro necrdtico pero algunas se
vuelven latentes y pueden escapar
a otros o6rganos vecinos e
infectarlos. La infeccion para si el

CONCLUSTONES

En los sistemas de produccidn
muestreados se encontré una alta
densidad de siembra, mala calidad
del agua y uso indiscriminado de
drogas antimicrobianas, estos fac-
tores pueden predisponer a la pre-
sencia de la enfermedad.
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huésped monta la inmunorreaccion
adecuada (Thl), si recorre la via
equivocada (Th2) la infeccion se
sigue diseminando y produce gran-
des lesiones granulomatosas que se
fusionany dafian el parénquima del
érgano (Tizard, 2002).

La actividad reproductiva no se
tuvo en cuenta en este estudio, pero
para futuras investigaciones seria
deseable tenerla en cuenta, ya que
Ashburner (1977), estudié la mico-
bacteriosis en salmones (Oncorhyn-
chus tshawytswa), y sugiere que la
enfermedad puede ser transmitida
por via transovarica por infeccion
de liquidos en la cavidad abdomi-
nal que afectan a los huevos, esta
hipotesis puede conllevar a que la
erradicacion de la enfermedad sea
mas dificil y costosa.

Histologicamente la coloracion de
(ZN) reveld acimulos de bacterias
acido alcohol resistentes de color
rojo de morfologia bacilar que con-
cuerda con los reportes hechos de
micobacterias por Gémez (1998);
Clavijo et al.,(1999); Roberts
(2001); Floyd & Yanong (2002).

Autores como Lescenko et
al.,(2003) consideran que la ins-
peccidn visual de los 6rganos, exa-
menes morfoldgicos con coloracion
Zield-Neelsen que revelen bacterias
acido alcohol resistentes no son
suficientes para dar un diagndsti-
co final de micobacteriosis, porque

la Nocardia asteroides es otro or-
ganismo gran positivo capaz de in-
ducir un cuadro patoldgico similar
al de la micobacteriosis (Frerichs,
1993) por esa razobn, se enviaron
muestras de los mismos lotes para
cultivo y confirmacioén por micro-
biologia, especialmente de anima-
les con signos clinicos, de tales ani-
males se aislaron colonias de las
muestras sembradas con creci-
miento a 28°C que al ser observa-
das al microscopio fueron positivas
a micobacterias. como resultado de
la identificacion fenotipica de
Mycobacterium fortuitum en los
dos cultivos y de Mycobacterium
fortuitum tipol y Mycobacterium
peregrinum tipo 2 en su caracteri-
zacion genotipica en cada caso, se
correlacionan éstas con especies ya
reportadas en peces (Lescenko et
al., 2003; Floyd & Yanong, 2002;
Frerichs, 1993)), sin embargo la
discusion de las posibles implica-
ciones desde el punto de vista de la
microbiologiay de los posibles ries-
gos de zoonosis sera motivo de otro
articulo, en preparacion por parte
de los autores, y realizado en co-
operacion con el Instituto Nacio-
nal de Salud. Sin embargo, se pue-
de esperar que en consideracion de
las especies aisladas en este estu-
dio, el riesgo de enfermedad en
humanos asociado a esta enferme-
dad de los escalares cultivados en
los Llanos Orientales de Colombia
puede considerarse bajo.

La incidencia de la enfermedad
granulomatosa es relativamente
alta en los Llanos Orientales, pre-
sentandose en planteles con facto-
res que causan estrés los cuales
deben ser tenidos en cuenta. Los
animales que se encontraron afec-
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tados fueron adultos en planteles
de reproduccion, este hallazgo pue-
de ser atribuible al tiempo que tar-
da esta enfermedad en mostrar sig-
nos clinicos. Los signos clinicos que
deben alertar a los productores son:
depresion, letargia, nado erratico,
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focos de descamacion y Ulceras en
la piel.

Macro y microscopicamente el or-
gano que se encontré mas afecta-
do fue el bazo. A la necropsia es
usual encontrar un higado friable,
congestionado con pigmentos oscu-
ros, bazo aumentado de tamafo
con nédulos de color blanco ama-
rillento en su superficie y Ulceras
en la piel con un liquido de aspecto
purulento.

La lesion granulomatosa de los 6r-
ganos que se encontraron afecta-
dos se caracterizdé por un centro
necrotico con presencia de bacilos
positivos a la coloracién de ZN,
rodeados por células en diferentes
estadios de degeneracion donde se
observaron macréfagos agrupados
de color amarillo a café (CMM),
rodeados por una capa de células
mononucleadas y células epite-
lioides, no se observaron células
gigantes multinucleadas; todos

estos componentes descritos se en-
contraron rodeados por una capa
de fibroblastos que encapsula la
reaccion inflamatoria y la aisla del
tejido normal.

Por primera vez se aislan
Micobacterias sp p.cf. de casos cli-
nicos en escalares cultivados y se
confirma su presencia mediante
cultivo de colonias que crecieron a
28 °C en medio Lowesteing Jensen
identificados fenotipicamente
como Mycobacterium fortuitum
y genotipicamente como
Mycobacterium fortuitum tipo 1
¥y Mycobacterium peregrinum
tipo 2.

Se sugiere estudiar, en futuros
trabajos, la incidencia del suminis-
tro 0 no de comida viva, la via
transovarica, como via de infeccion
y comparar la patogénesis con
diversas vias de infeccion.

Cuando se sospecha de la presen-
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cia de la enfermedad micobac-
teriana en los planteles de peces,
se debe hacer un diagnéstico exac-
to con ayuda profesional. Luego
de confirmar la presencia de la
enfermedad se deben tomar medi-
das sanitarias (reemplazar
reproductores, si es posible reno-
var animales, desinfeccién de es-
tanques, acuarios e implementos de
manipulacién y cuarentena del
plantel) que ayuden a erradicar la
enfermedad. Una recomendacion
que se desprende del estudio es evi-
tar el uso de antibioticos de forma
indiscriminada, pues ademas de
inducir resistencia de las bacterias
a estos, también pueden fluir y per-
manecer en aguas corrientes y sig-
nificar un factor de riesgo para la
salud publica. En general buenas
condiciones de manejo: desinfec-
cion, calidad del agua, densidades
de poblacion y nutricidon apropia-
das, ayudarian a disminuir el estrés
y la susceptibilidad de los anima-
les a la enfermedad.
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