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INTRODUCCION

Durante los ultimos 27 afios en Colombia se ha tenido un promedio anual de crecimiento en
la produccion acuicola del 13%, destacandose especialmente el campo de la mediana y
pequefia acuicultura, la cual ha venido reemplazando a la produccién pesquera nacional de
extraccion o captura, posicionando al pais en el sexto lugar en orden de importancia de la

acuicultura en América Latina (Merino, et al)

Aun con estas cifras de crecimiento en la produccion acuicola en el pais, no existen politicas
gubernamentales que apoyen efectivamente esta actividad, presentdndose producciones
desordenadas, desorientadas, sin planificacién y con repercusiones negativas en el medio
ambiente (Parrado, Y. 2012)

En Colombia las principales especies cultivadas son: tilapia 8,5%, cachama 19,25%, y trucha
5.04%, convirtiéndose en las producciones con mayor movimiento econémico dentro de la
acuicultura en el pais y generando gran cantidad de empleos. Por esta misma razon se hace
necesario el desarrollo de investigaciones y nuevas politicas que fortalezcan este tipo de
producciones para convertir a Colombia en una nacion referente y competente en la

acuicultura de la region. (Sotorrio y Martin. 2010)

La Medicina Veterinaria y Zootecnia, cumple uno de los papeles méas importantes en el
campo de la acuicultura, ya que a través de profesionales formados en estas areas se pretende
dar soluciéon a problematicas en sanidad, nutricion, salud publica, mercadeo Y el desarrollo
integral de la produccion como tal, haciendo necesario que dentro de la formacion del
profesional, pueda éste realizar practicas o pasantias que fortalezcan sus conocimientos y

creen experiencia para desempefiarse con bases solidas en su futuro laboral.

Como profesional en formacion me vinculo con La Asociacion Colombiana de Acuicultores
(ASOACUICOLA), con cede principal en la ciudad de Medellin, para desarrollar mi
pasantia, esta es una entidad comprometida con el desarrollo de investigaciones a favor de la
acuicultura. Cuenta con personal profesional calificado en las areas de la Biologia vy

Veterinaria y Zootecnia quienes desarrollan proyectos de investigacion como estrategias para



beneficiar y mejoran la produccion acuicola del pais. Dentro de los principales proyectos que
viene realizando esta asociacion se encuentra un Programa de monitoreo sanitario —
ambiental y diagnostico molecular de infecciones bacterianas como herramienta estratégica
para la certificacion sanitaria de centros de produccion de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) y tilapia (Oreochormis spp) en el departamento de Antioquia”. Programa en el cual

fui incluido con el fin de desarrollar actividades complementarias al proyecto.

OBJETIVOS

1. Objetivo general:

Conocer los diferentes procesos diagndsticos y posibles soluciones a factores

patologicos que se presentan en los individuos a evaluar

2. Objetivos especificos:

e Conocer el diagnostico molecular por PCR convencional y PCR en tiempo real de
diferentes patdgenos bacterianos extraidos de muestras de tejidos de trucha arcoiris.

e Aprender del manejo sanitario integral para centros de produccion de trucha,
enfocado a la certificacion sanitario — ambiental de procesos y productos

e Adquirir conocimientos y experiencia con el fin de dar aportes en pro del avance en

el sector acuicola del departamento de Boyaca.



JUSTIFICACION

Los estudios sectoriales y andlisis prospectivos realizados para el sector acuicola nacional,
han permitido identificar diferentes probleméaticas que limitan el crecimiento de esta
actividad, y que a su vez aumenta el tamafio de las brechas, de tipo tecnolégico existentes,
con los paises referentes para esta actividad y afecta las exportaciones o ingreso del producto
nacional a nuevos mercados. Especificamente, para el sector de la trucha se identifican
problematicas en los diferentes eslabones y segmentos de la cadena de produccion, entre
ellos: Proveedores de insumos: materias primas y calidad de los piensos, falta de semilla
(ovas - alevinos) y dependencia de importaciones. Productores de alevinos- carne:

Mejoramiento genético, problemas sanitarios, Comercializadores:

La globalizacién vy la expansion de los mercados, al igual que consolidacion de diferentes
tratados comerciales, hace necesario que las diferentes regiones productivas agropecuarias
del pais, enfrenten grandes retos para superar limitaciones de tipo no arancelario. El aspecto
sanitario, se convierte en una de las principales limitaciones para acceder a los mercados
internacionales. Existen falencias y limitaciones, en cuanto a la capacidad instalada
(laboratorios) y desarrollo de técnicas de altos estandares, lo que hace referencia a alta

sensibilidad y especificidad de las pruebas.

Anivel nacional es limitada la cantidad de laboratorios de técnicas moleculares y muchos de
estos, son empleados especificamente para fines de investigacion, sin integrarlos
directamente a procesos productivos de las cadenas agropecuarias a nivel nacional. La
industria agropecuaria y en particular el sector acuicola, hacia el cual este proyecto tiene un
enfoque particular, presenta limitaciones en el nivel de certificacion, tanto de los centros de
produccion, como los procesos y los productos. El Sub-sector de la trucha arcoiris, ha visto
como los niveles de exportaciones han disminuido en esta Ultima década, precedida de unos
niveles en aumento para la década de los 90s, las barreras de tipo no arancelarias,
especialmente la restriccion de tipo sanitario se ha convertido en una de las principales
limitaciones para que la trucha nacional, no haya podido ingresar a nuevos mercados y

dinamizar la comercializacion de este producto. La Agenda Prospectiva de Investigacion y



Desarrollo Tecnologico para la Cadena de la Trucha en Antioquia, identifica en su analisis
sectorial y despues de realizar un Benchmarking de desempefio con los paises referentes, que
el desarrollo de tecnologias diagnosticas y el control sanitario, son unas de las principales
demandas de tipo tecnolégico que presenta la cadena productiva de la trucha arcoiris, y se

convierte en un factor que limita la competitividad.
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1. ASPECTOS GENERALES DE LA EMPRESA

1.1 INFORMACION GENERAL

- RAZON SOCIAL: Asociacion Colombiana de Acuicultores

- SIGLAS: Asoacuicola

- MATRICULA MERCANTIL: 274028- 21

- DIRECCION ACTUAL: Carrera 66 48 ¢ 13, Medellin, Antioquia

- TELEFONO: 3104240752

- FORMA JURIDICA: ORGANIZACION DE ECONOMIA SOLIDARIA

- CAMARA DE REGISTRO ACTUAL: C.C. MEDELLIN
- ACTIVIDAD CIlIU: A0322 - ACUICULTURA DE AGUA DULCE

-  OBJETIVO SOCIAL: Es una ENTIDAD SIN ANIMO DE LUCRO registrada en
la camara de comercio de MEDELLIN PARA ANTIOQUIA, con ndmero de

matricula 0000274028.

- OBJETIVO: giro, rubro principal Acuicultura de agua dulce.
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1.2 UBICACION GEOGRAFICA
Mapa 1. ASOACUICOLA, Carrera 66- 48 ¢ 13, Medellin, Antioguia.
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1.3 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES PROPUESTAS A REALIZAR

Tabla 1. Cronograma de Actividades Realizadas.

Tiempo en Meses

ler | 2do | 3er | 4to 5to 6to

ACTIVIDAD
Mes | Mes | Mes | Mes | Mes | Mes

Capacitacibn y reconocimiento  de las

instalaciones
Reconocimiento del proyecto macro

Capacitacion en la toma de muestras

Colaboracion en la redaccion y ejecucion de
nuevos trabajos de investigacion
Toma de muestras en campo para biologia

molecular, microbiologia e histopatologia.
de muestras para biologia

Procesamiento

molecular
Procesamiento de muestras para histopatologia

Descripcion histopatologica de las muestras
procesadas
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Creacion de informes de resultados de
histopatologia

Creacion de analisis estadisticos y discusion de
los resultados obtenidos

Colaboracion en la creacion de un atlas de
ictiopatologia.

Colaboracion en el desarrollo de otros trabajos
investigativos
Redaccion del informe fina

Presentacién del informe final

Fuente: Autor

2. DESARROLLO Y DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1 ESTADO DEL ARTE

2.1.1 Infecciones y enfermedades bacterianas en Truchas.

Las patologias de origen bacteriano representan un riesgo importante en el desarrollo de la
acuicultura continental (Padros y Furones 2002). Las bacterias Gram negativas son las
principales causantes de enfermedades en los salmonidos; siendo el grupo de las
flavobacterias responsables de cuadros patologicos habituales que afectan la piel, aletas y
branquias y son conocidas como la “enfermedad bacteriana de la branquia” o “enfermedad
de la columnaris™, pero en algunos casos como las infecciones por F. psychrophilum
(Bernardet et al. 1996) pueden llegar a producir ademas serios procesos septicémicos (Padros
y Furones, 2002).

F. psychrophilum es un bacilo Gram negativo que origina diversas patologias en peces
salménidos, desde necrosis ulcerativa de la piel hasta una infeccion sistémica (Holt et al.
1993). Esta patologia ha recibido diferentes denominaciones: “enfermedad del pedunculo”,
“enfermedad del agua fifa” (CWD) (Borg, 1960), “enfermedad bacteriana del agua fria”
(BCWD) (Holt et al. 1993) y el “sindrome del alevin de la trucha” (RTFS) (Rangdale et al,
1996). La “enfermedad bacteriana del agua fria” ha sido detectada en la mayoria de las
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especies de salmonidos en cultivo (Dalsgaard 1993; Austin & Austin  1993). F.
psychrophilum ha sido descrito como el agente causal de la “enfermedad o Sindrome del
alevin de la trucha arco iris” (Crump et al. 2001). Inicialmente, se considerd que esta
enfermedad se restringia al norte del continente americano, pero desde finales de la década
de los afios 80 se sabe que tiene una distribucion mundial que abarca Alemania (Weis 1987),
Francia (Bernardet et al, 1988), Dinamarca (Dalsgaard & Horlyck 1990), Reino Unido
(Santos et al. 1992), Espafia (Toranzo & Barja 1993), Finlandia (Wiklund et al. 1994), Japon
(Wakabayashi et al. 1991) y Chile (Bustos et al. 1995). En la actualidad es probable que la
bacteria esté ampliamente diseminada a través del mundo (Ekman, 2003; Cipriano & Holt
2005).

La enfermedad producida por F. columnare (columnarosis), fue inicialmente descrita por
Wolke en 1975. Esta condicion fue definida como necrosis epidérmica de peces salmonidos
y de acuarios con ulceracion subsecuente con posible dafio y destruccion de agallas. Los
hallazgos macroscopicos consistieron en manchas claras ovales en diferentes partes de la
superficie corporal. Su localizacion puede variar de una especie hospedera a otra, de tal
manera que los peces con escamas, estan siendo invadidos frecuentemente en aletas y agallas.
Un signo tipico es una necrosis en forma de silla de montar con perdida sustancial de la piel

entre la aleta dorsal y de la cola (Wolke, 1975).
2.1.1.1 Signos clinicos de la Columnarosis (F. columnae)

Los peces infectados con F. columnae, suelen presentar lesiones ulcerosas de color amarillo -
café en las branquias y aletas. Las bacterias se adhieren en la superficie de las branquias,
crecen en forma de parches que se expanden y eventualmente cubren los filamentos
individuales de las branquias, produciendo muerte celular. Estas porciones de las branquias,

son degradadas por enzimas producidas por las bacterias que infectan (Robert et al, 1998).

Las lesiones en piel producidas por la columnarosis, son inicialmente muy superficiales y
tienen la apariencia de areas que han perdido la brillantez en la piel. Las lesiones mas
avanzadas, pueden ser redondas u ovaladas de color amarillo-café con una Ulcera abierta en
el centro. Una lesidon caracteristica, es una banda blanca y palida que envuelve el cuerpo del

animal, conocida como “silla de montar”. A medida que la infeccidbn progresa, se observa
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una Ulcera de color amarillo-café en el centro de la silla. Adicionalmente, no es inusual
encontrar un crecimiento de tipo mucoso de color amarillo-café en la boca del pez, el cual es

rico en bacterias (F. columnae) (Robert et al, 1998).

El F. columnare puede ser aislado de los érganos internos de los peces. No existen signos
clinicos caracteristicos de estas infecciones internas, pero puede haber inflamacion del rifion
posterior (Robert et al, 1998).

2.1.1.2 Signos clinicos de laenfermedad de las aguas frias (F. psychrophilum)

En un estudio llevado a cabo en el Pert, se describio las lesiones y signos clinicos de la
enfermedad de las aguas frias causada por F. psychrophilum. En este estudio, los animales
enfermos presentaron macroscopicamente cuadros patoldgicos muy evidentes de erosiones o
ulceraciones severas y muy profundas que afectaban la piel, mdsculo, aleta dorsal y region
del pedinculo caudal del huésped a manera de “silla de montar”. En general, los alevines
afectados se mostraron con un cuadro de lesiones propias de una infeccion aguda o sub-
aguda, siendo comun la observacion de lesiones macroscopicas evidentes y frecuentes como
el ennegrecimiento local de la piel, distension abdominal y ocasionalmente exoftalmia (Leon
et al, 2009).

Otras caracteristicas adicionales fueron la letargia, la inapetencia, natacion erratica y/o
permanencia casi siempre aislado cerca de la salida del agua. muestra los signos clinicos més
relevantes que afectan alos érganos internos como: esplenomegalia, palidez del higado, rifidn
y branquias; infllmacion del intestino y acumulacion del liquido ascitico en el peritoneo. No

se detectd hemorragias externas ni internas (Ledn et al, 2009).

Los signos clinicos de la flavobacteriosis en salmonidos, asi como la mortalidad dependen
del tamafio de los peces afectados. Sin embargo, F. psychrophilum se caracteriza por causar
infecciones agudas principalmente en alevinos, caracterizados por una marcada erosion
dorsal y/o peduncular acompafia- da de una pigmentacién oscura, ademas por causar
mortandad hasta 50% de la poblacion afectada (Holt et al. 1993).
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En un cuadro de infeccion externa o sistémica el patdégeno principal generalmente esasociado
con otras bacterias principalmente Gram negativas como Yersinia, Edwarsiella,

Pseudomonas, Aeromonas y otros (Padros y Furones 2002).

Los signos externos de la enfermedad no tienen gran valor para diagnosticar al patégeno F.
psychrophilum, porqué son similares a los observados en peces afectados por otras
enfermedades como la “columnarosis” (bacteriana) y la Necrosis Pancreatica Infecciosa

(viral) (Leon et al, 2009).

2.1.1.3 Diagnostico de enfermedades bacterianas en truchas

2.1.1.3.1 Diagnostico por cultivo para flavobacterias

Los cultivos bacterianos para la identificacion de falvobacterias, se realizan a través de
disecciones asépticas de los peces para obtener muestras de liquido ascitico del peritoneo,
fordnculos, raspado de las ulceraciones cutaneas, maceracion de érganos internos (bazo,
higado, rifidn) y agallas; los cuales pueden ser sembradas en el Agar Cytophaga Modificado
segin Anaker & Ordal (AOA) (1959) (triptona 0,5%; acetato de sodio 0,02%; extracto de
levadura 0,05%, extracto de carne 0,05% y agar 1,5%) y Agar Tripticasa Soya (TSA).
Paralelamente se debe preparar laminas para la observacion directa en “gota pendiente” y
frotis para la coloracién Gram. Los cultivos se deben incubar a 20 °C por 48 a 96 horas (Leon
et al, 2009).

Para observar la sensibilidad a diferentes antibioticos, se comienza con las colonias que han

crecido entre las 48—72 horas, se prepara una suspension con una concentracién equivale nte

al tubo 0,5 McFarland (1,5x108 ufc/ml) y se siembra mediante una térula en TSA y AOA.
Se utilizan sensidiscos con los antibidticos: bacitracina (10 pg), norfloxacino (10 pg),
ciprofloxacino (5 pg ), ampicilina (10 pg), cefoxitina (30 pg), clindamicina (2 pg), acido
nalidixico (30 pg), penicilina (10 U), gentamicina (10 pg), ceftazidina (30 pg), furazolidona
(100 pg), oxitetraciclina (30 pg) y sulfatrimetoprim (25 pg). Se incuban por 5 dias a 20 °C
(Leon et al, 2009).
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2.1.1.3.2 Diagnostico molecular y serolégico para infecciones

bacterianas en truchas

Actualmente, los analisis serologicos tipo aglutinacion son de gran utilidad para el
diagnéstico confirmativo de la enfermedad del agua fria, asi como ensayos de anticuerpos
fluorescentes (Holt 1994), pero se ha determinado la existencia de reacciones cruzadas con
otras bacterias filamentosas como F. columnaris u otros grupos bacterianos (Faruk et al.
2002; Mata et al. 2002). Actualmente para muestras de campo existen varios métodos de
identificacion todos basados en técnicas moleculares como PCR y RFLP (Baliarda et al.
2002).

Altinok et al, 2008, probaron una PCR miltiplex, que sirve para el diagnostico de diferentes
infecciones bacterianas en truchas, entre ellas las infecciones por Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, F. columnare, Renibacterium salmoninarum y
Yersinia ruckeri. Esta PCR multiplex, tuvo un limite de deteccion entre 1-3 UFC (Unidades
Formadoras de Colonia) entre las diferentes especies de bacterias. Ademas, no presento
ninguna inespecificidad cuando se prob6 con Aeromonas sobria (AL94232 and AL9425), A.
veroni (AL0548), Bacillus cereus (ATCC 11778), Edwarsiella tarda (AU0338 and A19938),
E. ictaluri (ATCC 33202, AL9549, AU9828, and AU9738), Enterobacter faecalis (ATCC
2942), Escherichia coli (NCTC 12900), Hafnia alvei (TSUR0702), Listeria monocytogenes
(ATCC 7644), Pseudomonas flourescens (AU9233, AU9738, AU9833), Plesiomonas
shigelloides (AL9354 and AL98051), Salmonella enterica (ATCC 14028), Streptococcus
aureus (ATCC 25923), Vibrio fluvialis (CECT 4217), Vibrio alginolyticus (CECT 52), V.
parahaemolyticus (CECT 511), V. mimicus (CECT 4218), y Yersinia pestis.

También se ha utilizado Ila hibridacion in situ y las micromatrices, como diagnostico
molecular de bacterias patogenas en truchas, estas técnicas han demostrado una buena
sensibilidad y especificidad, pero se deben realizar en laboratorios con buena dotacidén de
equipos de biologia molecular (Altinok y Kurt, 2003).
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2.1.1.4 Prevencién, controly tratamiento de lainfeccion por Flavobacterium spp.

En general la mejor manera de manejar las infecciones bacterianas en peces, es controlar los
factores que pueden desencadenar la infeccion. Las infecciones por F. sp, presentan variables
intrinsecas en el agua que son factores de riesgo de la enfermedad, por ejemplo, la
enfermedad del agua fria, asi como el curso de la epizootia estan profundamente
influenciados por la temperatura del agua. Generalmente la enfermedad se manifiesta cuando
del agua oscila entre 4 y 10 °C y sigue su curso hasta que la temperatura del agua alcanza los
13 °C. En este sentido, la temperatura del agua del lugar de estudio fue en promedio 10°C,
el cual es ideal para el desarrollo del patdgeno. Aunque temperaturas superiores normalme nte
conducen a la desaparicion de la enfermedad (Holt et al., 1989) se han descrito epizootias a
temperaturas del orden de 16 °C (Obach et al. 1995). A temperaturas superiores a 15 °C la

mortalidad declina progresivamente hasta llegar cerca del 0% a 23 °C.

Ademés de la temperatura del agua existen otros factores ambientales desencadenantes de
las epizootias como la irradiacion solar directa a los alevines muy jovenes, el estrés, la
superpoblacion y otros factores inherentes al pez (talla, estado inmunol6gico) que pueden
condicionar la aparicion y/o desarrollo de la enfermedad (Obach etal. 1995). A todo ello, se
debe agregar la virulencia de la cepa bacteriana (Lorenzen et al. 1991; Bustos et al. 1995).
Hasta el momento se han realizado pocos estudios con el fin de esclarecer los mecanismos
de virulencia de F. psychrophilum. Las proteasas extracelulares podrian contribuir a la
patogenicidad, ya que se ha demostrado que producen diferentes enzimas proteoliticas
capaces de degradar gelatina, caseina, tirosina, elastina, fibrindgeno, colageno y extracto de
misculo que podrian causar lesiones en los tejidos o incrementar la capacidad invasiva de
las cepas (Dalsgaard 1993).

Por otra parte, los brotes mas graves de la enfermedad del agua fria se producen en alevines
que adn no han reabsorbido el saco vitelino y por lo tanto no se alimentan mediante pienso
(Nematollahi et al. 2003), lo que imposibilita su medicacion a través de la dieta. La
vacunacion en esta etapa es inefectiva o confiere una proteccion limitada (Obach & Baudin-
Laurencin, 1991). Por otra parte, la posible diversidad serologica de las cepas de F.

psychrophilum debe ser tomada en cuenta en el desarrollo de una vacuna.
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En Pert se realizd un estudio de sensibilidad de diversos antibidticos en 29 cepas de bacterias
causantes de la enfermedad de las aguas frias. Dentro de los antibidticos utilizados la
Gentamicina tuvo un 100% de sensibilidad, Ceftazidina (100%), oxitetraciclina (93,1%),
Norfloxacina (93,1%), furazolidona (89,6%), Ciprofloxacina (75,8%) y Cefoxitina (75,8%)
(Tabla 4). Asimismo, resultaron altamente resistentes frente a sulfatrimetoprim (100%),
penici- lina (96,5%), clindamicina (89,6%) y bacitracina (86,2%) (Leon et al, 2009).

El cloranfenicol fue el antibiético mas usado para el tratamiento de la enfermedad del agua
fria, sin embargo, desde su prohibicion la oxitetraciclina bajo diferentes prescripciones
terapéuticas es la terapia mas eficaz en la actualidad (Bruun et al., 2003). Generalmente, la
enfermedad del agua fria es controlada por medios terapéuticos, aunque el constante uso de
éstos ha provocado la aparicion de cepas resistentes (Holt et al., 1993; Lorenzen, 1994; Obach
et al., 1995).

2.1.2 Infecciones y Enfermedades Bacterianas en Tilapia

2.1.2.1 Signos clinicos de la enfe rmedad causada por Streptococcus spp en peces.

Streptococcus spp ha emergido como un importante patégeno en un gran nimero de centros
de cultivo de peces. Entre las especies de Streptococcus se encuentran el Streptococcus.
Agalactiae aislado en 1986 en Israel de cultivos de peces (Truchas Yy tilapias). La enfermedad
en tilapias causaba signos nerviosos VY letargia, ademas de una septicemia. (Kohler, 2007). El
Streptococcus iniae, fue aislado originalmente en 1976 (Pier y Madin, 1976), en delfines de
agua dulce, recientemente fue asociado como potencial zoondtico con mas de 25 casos
confirmados (Facklam et al, 2005), en 1997 se estimé en los Estados unidos de Norte
América, unas pérdidas anuales causadas por esta bacteria en las industrias piscicolas de 10

millones de dolares y mundialmente de 100 millones de dolares. (Shoemaker et al., 2001).

En Colombia, las pérdidas que pueden ocasionar estas bacterias son bastantes significativas
si tenemos en cuenta que la produccion total en sistemas de acuicultura alcanzo en 1996 las
30.000 ton, de las cuales las tilapias representan el 46% de la produccion; pero el verdadero
impacto es practicamente desconocido debido fundamentalmente a la falta de un diagndstico

y cuantificacion precisa de la enfermedad (Iregui et al., 2004).
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El primero caso de la enfermedad en humanos por esta bacteria fue reportado en Texas en
1991, y un segundo caso se encontro en Ottawa en 1994 (Centers for Disease Control and
Prevention, 1996). Durante el invierno de 1995 a 1996, se diagnosticaron cuatro casos de
pacientes que presentaban celulitis aguda atribuida a un Streptococcus viridans (Weinstein
et al., 1997), pero las pruebas diagndsticas demostraron que se trataba de un Streptococcus

iniae y no de un Streptococcus viridans.

La caracteristica comun de estos pacientes fue que manipularon tilapias vivas o filetes frescos
antes del comienzo de la enfermedad. Otros cinco casos se identificaron seguidamente en el
mismo afio en Canada. Estos casos demuestran claramente, que este patdgeno es capaz, no
sOlo de causar enfermedad seria en peces y sino que también es transferido a humanos a
usando una enfermedad infecciosa de gravedad variable convirtiéndose en una verdadera

zoonosis (Romano y Mejia, 2003).

2.1.2.2 Signos clinicosy hallazgos histopatolégicos de la enfermedad causada por

Streptococcus en peces.

Los Streptococcus tienden a causar diferentes estados de enfermedad en los peces. En los
delfines de agua dulce la sintomatologia clasica fue abscesos subcutaneos multifocales. (Pier
y Madin, 1976). El Streptococcus iniae en peces puede causar una meningitis y panoftalmitis
que resulta en altos indices de morbilidad y mortalidad (Bromage y Owens, 2002). Pero en
general los signos clinicos mas evidentes en las enfermedades causadas por Streptococcus
son los siguientes: exoftalmia, opacidad corneal, melanosis, letargia, pérdida de orientacion,
nado erratico, rigidez dorsal, deformidad vertebral (Eldar et al., 1994), uno de los grandes
hallazgos son el edema intracraneal el cual puede generar la panoftalmitis hemorragica.

(Bromage y Owens, 2002).

La via deentrada de las bacterias puede ser por via oral, exposicion cutanea del pez con o sin
abrasion con el agua y experimentalmente en inyecciones intraperitoneales, ademas se
sugiere que la via de infeccion puede ser a través de vias olfatorias, por contacto directo con
peces muertos infectados o por canibalismo de peces moribundos que se encuentran
infectados (Bromage y Owens, 2002).
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El analisis histolégico muestra un caracteristico cuadro septicémico con una marcada
infiltracion celular inflamatoria y numerosos cocos en la mayoria de los tejidos examinados.
Predomina un cuadro menigoencefalico con dilatacién de capilares meningeos, extravasacién
de eritrocitos y densos infiltrados inflamatorios con predominio de granulocitos y
macrofagos, aunque también se observan linfocitos. Con técnicas de impregnacion argentica
se pueden ver abundantes cocos en el parénquima encefélico. En el higado se observa una
hepatitis focal intraséptica con focos de necrosis hepatocelular e infiltrados inflamatorios. En
algunos casos se puede observar una periarteritis hepatica. En el bazo se observa disgregacion
de melanomacrofagos y presencia de cocos en los sinusoides esplénicos. La miocarditis y la
pericarditis suele ser un hallazgo frecuente. Algunos autores describen oftalmitis, presencia

de granulomas meningeos Yy focos inflamatorios renales (Perera et al., 1998).

Todos estos signos y hallazgos histopatologicos han sido asociados a algunas variables
medioambientales como lo es el incremento en la temperatura del agua (por encima de 17
°C). (Bercovier et al., 1996). Ademds, se asocian con algunos factores fisicoquimicos del
agua especialmente con aumento en el amonio, en nitratos Yy nitritos y bajos niveles de
oxigeno disuelto. También el aumento en la densidad de animales Yy otros eventos estresantes

contribuyen con estos factores. (Eldar et al., 1995).

2.1.2.3 Diagndstico de streptococcosis.

Los métodos diagnosticos son varios desde las técnicas bioquimicas bacterioldgicas
convencionales hasta técnicas moleculares. La identificacion fenotipica del S. iniae requiere
de un anélisis bioquimico extenso. Como otros estreptococos, este organismo aparece como
un coco en cadenas, Gram positivo, catalasa negativo y aminopeptidasa positivo, sensible a
la vancomicina. Cuando el microorganismo se incuba en medios anaerdbicos se demuestra
una clara actividad betahemolitica. La tipificacion molecular se realiza por medio de PFGE

(pulsed-field gel electrophoresis).
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Los métodos para la identificacion fenotipica preliminar de Streptococcus iniae han sido
descritos en Canada y desarrollados por el Center for Diseases Control and Prevention en
1995, pero para la exacta identificacién se requiere una comprobacion bioguimica extensa o
métodos moleculares que generalmente so6lo se encuentran disponible en los laboratorios

considerados de referencia (Romano & Mejia, 2003).

La PCR ha sido ampliamente utilizada para el diagndstico e identificacion de patogenos en
peces. Usando un fragmento de 1100 bp se logré distinguir Lactococcus garvieae de
Lactococcus lactis, la deteccion se realizaba en 1ul de plasma (Zlotlin et al., 1998). Ledn et
al., (1994) reportan que implementando una secuencia de DNA de 149 bp, fue sensible para
detectar 22 celulas renibacteriales invariables en tejidos, y de suficientemente especificidad
para reconocer Ren salmoninarum de otros 8 agentes patdgenos. La amplificacién de una
region de 501 bp de un gen que codifica una proteina soluble (p47) de 57 Kda, esta forma es
la base de una PCR que detecta dos células renibacteriales dentro ovas individuales de
salmonidos (Brown et al., 1994). Esta PCR fue considera de tener valor para certificar zonas
de incubacion de la presencia de BKD. Hgje etal. (1997) disefiaron primera y sondas desde
rRNA 16Sy plasmidos DNA, los cuales les permitieron diferenciar especie y subespecies de
Aeromonas. Basados en el analisis de 100 ml de suspendido de rifion y branquias, la PCR
detecto 20 y 200 UFC en 10 pl de templado de PCR de 16S rRNA y plasmidos DNA,

respectivamente. El numero corresponde a 103 y 10* UFC en 100ml de suspendido de rifion.

2.1.2.4 Prevenciony Terapia

La mayoria de las infecciones dérmicas con Streptococcus responden auna terapia con beta-
lactamicos (Penicilina) en el curso de unos 10 dias. (Pier y Madin, 1976). Sin embargo, las
tetraciclinas (oxitetraciclina, 82.7 mg/Kg por 10 dias) y las quinolonas (enrofloxacina, 5 —
10 mg/Kg por 10 dias) han tenido buenos resultados. (Stoffregen et al. 1996 y Darwish and
Ismaiel, 2003).

Fuller etal, 2001, afirma que la mejor estrategia, como casi siempre sucede, es la vacunacion
apropiada de los animales. Cuando se menciona el uso apropiado, se esta refiriendo al uso de

la vacuna especifica. Por lo tanto, hay que proceder a una buena identificacion del
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microorganismo ya que existen diferentes cepas y diferente virulencia asociada a cada
genotipo de S. iniae identificado (Fuller et al., 2001). Es por eso que algunas vacunas parecen
no tener éxito, se debe tener en cuenta que el sistema inmunolégico de los peces es muy
similar al de los mamiferos y que el reconocimiento en la fase especifica de la respuesta
inmune, sea ésta celular u humoral, es antigeno dependiente, 0 sea, s6lo se responde al
determinante antigénico del antigeno presentado por las células presentadoras de antigenos
(Bachrach etal., 2001).

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Criterios de inclusion y exclusion

- Criterios de inclusion: Los centros de produccion de trucha y tilapia que estuvieran
registrados en las bases de datos departamentales enfocados a produccion piscicola.

- Criterios de exclusién: Centros de produccion que no contaran con todos los registros
de produccion, de mortalidad, concesion de aguas, permisos de cultivo vy

comercializacién pertenecientes al departamento de Antioquia.

Area de estudio

El proyecto es llevado a cabo en el Departamento de Antioquia, abarcando producciones de

tilapia en el norte y occidente, ademés de producciones de trucha en el suroeste y oriente.

La poblacion de estudio es conformada por 12 centros de produccion, 6 pertenecientes a
trucha arcoiris y 6 sistemas de produccion de tilapia localizadas en las diferentes subregiones

del departamento de Antioquia. (Ver Tabla 2 y Mapa 1)
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Tabla 2. Ubicacién de los sistemas de Produccion.

Subregion Municipio Sistema de Granja Geo-referenciacion
produccion
Oriente La unién Trucha San Miguel 5°55"19” N -
Arcoiris 75°18°26” W
Trucha Arco Azul 5°55"19” N -
Arcoiris 75°20°46” W
San carlos Tilapia Raybe 6°16"1 "N -
75°2°5"W
Tilapia La palma 6°11°55”N -
74°57° 57" W
San Fransciso Tilapia El Rosario 5°519 ”N -
75°52"3" W
Occidente San Jeronimo Tilapia El Politecnico 6° 26" 39 'N -
75°44°9"W
Sopetran Tilapia El Gaitero 6° 25743 N -
75°47° 5" W
Valle de Corregimiento Trucha Piscicola del 6°19°56 "N -
aburra de Bello Arcofiris occidente 75°37° 26" W
Suroeste Jardin Trucha La trucheria 5°34"55"" N -
Arcofiris 75°47°7"W
Trucha Truchas del 5°36" 21" N -
Arcoiris Jardin 75°48° 50”W
Norte Belmira Trucha La Juaquina 6°31"1" N -
Arcoiris 75°37° 38" W
Magdalena Puerto Triunfo Tilapia El doradal 5°55'07" N -
medio 74°47'37"W
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Mapa 2. Ubicacion centros de produccion de tilapia y trucha en el Departamento de Antioquia.
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3.2 Procedimiento de toma de muestras

Previamente se realizaba una aleatorizacién a los estanques de cada piscicola con un
requerimiento de 24 horas de ayuno previamente a la toma de muestras. En cada uno de los
centros visitados se instald el laboratorio mavil, con el objetivo de aislar la zona de toma de

muestras del medio ambiente para evitar contaminaciones cruzadas.

Los animales muestreados se anestesiaban con MS-222 (1gr / 50Lts) a dosis letal para evitar
stress que provoque alteraciones en los érganos, se procede con la limpieza exterior de los
peces usando desinfectante, se registra el peso, la talla y las observaciones clinicas externas.
Se continua con la diseccién segin el protocolo establecido para tomar las muestras de

microbiologia, histopatologia y molecular (Ver Tabla 2)

Tabla 3. Protocolo de Toma de Muestras.

Protocolo de toma de muestras

1. Colocar el pez en decubito lateral derecho dentro de la cabina de muestreo y encima
del individual.

2. Tomar nota de anomalia externas

3. Limpiar la mucosidad excesiva con toallas de papel.

4. Iniciar una incision abdominal antes de la papila anal hasta el extremo inferior del

opérculo y otra por la linea longitudinal media, hasta el borde de las branquias.

5. Abrir y tomar las muestras microbioldgicas con un hisopo estéril y sembrar en los
agares respectivos, realizando estrias hasta la mitad del medio y terminar con el
hisopo en el caldo correspondiente.

6. Finalizar con el almacenamiento de los agares y caldos en una nevera de icopor con
pilas refrigerantes.

7. Marcar adecuadamente las cajas de los medios con el codigo correspondiente.

8. Luego evaluar el aspecto macroscépico de las visceras y tomar fotos al encontrar

anomalias.
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9. Tomar los drganos internos (Rifion, Bazo, Higado, Cerebro, corazon) y sacarlos
para cortar en trozos pequefios gque puedan ser luego procesados para extraccion de
DNA.

10.  Serealiza un pool de 6rganos y se llevan a un criovial con etanol

11.  Luego se toma un fragmento pequefio de cada 6rgano y se llevan a un criovial con
etanol.

12.  Sefinaliza con el marcaje correspondiente de cada muestra.

13. Luego fuera de la cabina se inicia el proceso de toma de muestras para
histopatologia.

14.  Se llevan los 6rganos a una superficie plana para realizar cortes de pequefios
segmentos. (corazon, las branquias, el cerebro, el bazo, el higado, el rifién).

15. Luego se llevan a un falcon de 50 ml debidamente marcado que contiene formol
bufferado al 3,7 %.

16. Al finalizar el procedimiento descartar el individuo en bolsas rojas.

Las muestras tomadas eran posteriormente llevadas a los diferentes laboratorios para sus

respectivos analisis

3.2.1 Salidas de campo y manejo de muestras.

Los muestreos en los diferentes predios se realizaron mensuales durante 24 meses, en el
desarrollo de estas visitas se registraron los datos fisicos-quimicos del agua y se procedié a
tomar muestras aleatoriamente de estanques y animales. En el caso particular de animales
VIVOS, se anestesiaron con MS-222 (1gr /50Lts) y se sacrificaron para posteriormente realizar

la necropsia y la toma de muestras de tejido e hisopados de cada 6rgano (Imagen 1)



llustracién 1. Laboratorio movil para salidas de campo.

3.2.2 Registro de pardmetros morfométricos. (Imagen 2)

A todos los individuos colectados se les registraron datos morfométricos que fuerén

longitud), sexo (macho, hembra) y la especie (O. spp, O. niloticus y O. mykiss).

llustracion 2. Registros Morfometricos.
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3.2.3 Registro de variables ambientales (Imagen 3)

Los valores de temperatura ambiente (°C) y humedad relativa (%), los cuales son registrados

todos los dias con un intervalo de 3 horas. Estos son promediados y se determinan su

variacion durante cada periodo del estudio. Para la precipitacion o pluviosidad (mm3) se
tomaron el valor acumulado por periodo. La informacién serd colectada de estaciones
meteorologicas WS-1516-IT “Weather Channel de La Crosse Technolog” (imagen 3)

N
llustracion 3. Estaciones meteorologicas WS - 1516 — IT

3.2.4 Registro fisico-quimico del agua

Durante las salidas de campo se monitorearon las variables fisico-quimicas del agua
implementando el multipardmetro modelo YSI556 (Imagen 4), especificamente: Oxigeno
disuelto, concentracién de nitritos y nitratos, amonio, dioxido de carbono, pH, temperatura y

conductividad.
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llustracion 4. Multiparametro Modelo Y S1556

3.2.5 Examen histopatologia para truchas vy tilapias.

Se tomaron muestras de tejidos como cerebro, hepatopancreas, higado, bazo, branquias y
lesiones en piel, estos son retirados del animal durante la necropsia (Imagen 5), y una parte
es conservada en formol tamponado al 10%, en PBS (phosphate buffer saline) como método

de rutina para fijar y conservar los tejidos sin afectar la citoarquitectura (Rodriguez, 1992).

lustracion 5. Necropsia para retirar 6rganos de interés.
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llustracion 6. Procesador de tejidos de la U. Antioquia.

Luego en el laboratorio de Histopatologia animal de la Universidad de Antioquia, se saca una
pequefia porcion representativa de la muestra y se lleva al procesador automatico de tejidos
(Imagen 6), en esta fase se da la inclusion del tejido con parafina y consiste en:
deshidratacion, aclaracion, infiltracién y colado de bloques donde el tejido quedard incluido

(Imagen 7).

llustracion 7. Tejido incluido en parafina

Se seccionaran los bloques conayuda de un micrétomo (6 - 8 espesor) y se pondran en bafio
de flotacion para seleccion de las muestras donde se monta en placas de vidrio para

coloracion general de rutina con hematoxilina- eosina (H&E) o tincion para Gram, las cuales
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son implementadas para el analisis de las secciones histoldgicas, posteriormente se llevaran

las muestras para observacion en microscopia (10x y 40x). (Imagen 8)

llustracion 8. Tejido de los diferentes 6rganos de interés fijado y coloreado con hematoxilina -

eosina.

Tabla 4. Resultado Histopatoldgico de Flavobacterium positivo a PCR.
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DESCRIPCION MICROSCOPICA

Branquia: Hiperplasiay fusiénlamelar. Congestion severa de filamento primarioy moderado en lamelas. Infiltracién leucocitaria severa
de lamelas por infiltracion leucocitaria mixta severa hacia la base de la lamela. Evidencia de colonias bacterianas en varias lamelas.
Bazo: Congestion severa de pulpa roja, MM abundantes en vasos esplénicos. Infiltrado leucocitario moderado asociado a pulpa roja.
Deplecién de pulpa roja.

Cerebro: Vacuolizacidn severa de neurdpilo. Infiltrado leucocitario leve asociado con meninges. Gliosis moderada. Edema y congestion
moderada de encéfalo.

Rifién: Focos de necrosis glomerular y tubular. Infiltracién leucocitaria (granulocitos en intersticio renal)

Hepatopdancreas: Sin alteraciones evidentes. Evidencia de esteatosis macrovacuolar.

Corazén: Focos amplios de pericarditis y miocarditis (infiltrado mixto moderado) con necrosis de miocitos adyacentes.

DIAGNOSTICO

Branquia:

Branquitis.

Bazo:

Esplenitis

Cerebro: Meningitis.

Rifién: Nefritis.

Corazon: Pericarditis y miocarditis.
Hepatopancreas: Ver descripcion.

OBSERVACIONES

Ninguna.

Nota:

- El procedimiento de toma de muestra es realizado por el usuario.

- Los resultados reportados estdn relacionados sélo con la muestra sometida al ensayo.

- Este informe no debera reproducirse parcial o totalmente, salvo que se realice con la aprobacién del laboratorio.
Visto por:

Repr43733

Cargo: Patdlogo

Laboratorio de Patologia, Tel: 2199124, Correo: laboratoriopatologiaudfca@udea.edu.co, Horario de Atencion: L-J 8am-12pm 'y 2pm-6pm V 8am-12pm y 1pm-5pm
Ciudadela Robledo Cra. 75 # 65-87, Medellin-Colombia, Bloque 47 of. 134

Fuente: Laboratorio de Patologia, Tel: 2199124, Correo: laboratoriopatologiaudfca@udea.edu.co.

3.2.6 Examen Bacteriologico de tejidos para Streptococcus sp.

Se toman isopados de los diferentes tejidos tanto de animales adultos, alevinos, carne y
filetes, estos son cultivados en agar de soya con 5% de sangre de oveja e incubadas a 30°C
por 48 hr. Donde se evallan diversos aspectos para identificar el género Streptococcus en el
cultivo. También se podra evaluar la morfologia de la colonia, tincién gram en los cultivos y
observaciones bajo microscopio de luz, siguiendo la metodologia propuesta por (Russo et al.,
2006).
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3.2.7 Examen Bacteriologico de tejidos para Flavobacterias sp

Con el fin de aislar al patogeno se realizd disecciones asepticas de los peces para obtener
muestras de liquido ascitico del peritoneo, forinculos, raspado de las ulceraciones cutaneas,
maceracion de érganos internos (bazo, higado, rifion) y agallas (Imagen 9); las cuales fuerén
sembradas en el Agar Cytophaga Modificado segin Anaker & Ordal (AOA) (1959) (triptona
0,5%; acetato de sodio 0,02%; extracto de levadura 0,05%, extracto de carne 0,05% y agar
1,5%) y Agar Tripticasa Soya (TSA). Paralelamente se prepararan laminas para la
observacion directa en “gota pen- diente” y frotis para la coloracion Gram. Los cultivos seran

incubados a 20 °C por 48 a 96 horas.

Para tener controles positivos de la prueba molecular, se contdé con cepas de referencia
(ATCC) delos S. agalactiae y S. iniae para los andlisis en tilapia. Para los analisis en truchas,
se contara con cepas (ATCC) de F. columnae y F. psychrophilum. Estas cepas se les hard un
repique para tenerlas cultivadas y mantenidas en condiciones de congelacién (-20°C) y tener

como realizar la estandarizacion de estas pruebas.

llustracion 8. Toma aséptica de muestras para cultivo.

3.2.8 Extraccion de DNA, a partir de tejidos y lesiones
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Los tejidos fueron transportados en Nitrogeno liquido (-196 °C) al laboratorio de biologia
molecular de la universidad CES (Imagen 10). Alli las muestras de Cerebro, hepatopancreas,
higado, bazo, branquias y lesiones en piel, son partidas a la mitad y almacenadas una parte a
-20 °C y la otra parte a -80 °C, luego se tomaron las muestras que estdn a -20 °C y se

descongelaron para la extraccion de DNA.

llustracion 9. Laboratorio de biologia molecular de la U. CES.

Esta muestra de tejido se pesa (10-20mg), se le afiade 200ul de “Tissue Lysis buffer” (ATL),
y se macerara utilizando el mortero con Bibortex, siempre dentro del tubo vial (eppendorf).
Se afiade 20pl de proteinasa Ky se mezcla con vortex (Imagenll), e incuba a 56°C por 3

horas.
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lustracion 10. Mezcla de la muestra con Vortex.

Luego se centrifuga brevemente el tubo para precipitar las gotas que puedan estar adheridas
a la tapa del vial (eppendorf), después se afiade 200ul del segundo buffer de lisis (buffer AL)
(Imagen 12). Se mezcla inmediatamente en virtex. Luego se incuba a 70°C por 10min. Se

afiade 200l de etanol al 100 % y se mezcla suavemente por inversion.

llustracion 11. Adicién de buffers de lisis.
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Se centrifuga brevemente el tubo para precipitar el material no digerido. EIl sobrenadante es
transferido al reservorio superior de un tubo que contenga una columna de unién (QlAamp
DNA mini Kit, Qiagen) (Imagen 13). Se sigue el protocolo recomendado por las columnas
de extraccion (ANEXO). El liquido obtenido al fondo del tubo recolector se suspende en 50-
200 ul, dependiendo de las concentraciones que se estén obteniendo, el DNA se alicuotara y
unas muestras se mantienen a4 °C para su posterior analisis, la otra parte de las muestras se

mantienen a -20°C.

lustracion 12. Columna de union (QLAamp DNA mini Kit, Qiagen)

Las concentraciones del DNA extraido se medirdn con un equipo Fluorometro Qubit,
Inveitrogen. La pureza del DNA se hara mediante la estimacion de las relaciones 260/280 y
la 230/260 que se mide mediante un Nanodrop. (Imagen 14)
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llustracion 13. Medicién de purea de ADN.

3.2.8.1 Protocolo de extraccion de DNA en tejido para deteccion de bacterias

manualmente.

Objetivo: Extraccion de DNA bacteriano a partir de tejido

Materiales y equipos
Guantes
Bata de laboratorio
Pipetas de 1000 ul y puntas
Pipetas de 200 pl y puntas
Viales de 1.5
Rack para tubos
Papel de aluminio
Recipiente para descarte

Toallas de papel
Cuchillas de bisturi
Mangos para bisturi
Pesa

Plancha de calentamiento
Centrifuga

Vortex

37



Tabla 5. Preparacion de Buffer enzimatico.

Reactivos Peso molecular Concentracion Observaciones
Tris- HCI pH: 157.6 g 20Mm
8.0
EDTA 372.26 g 2Mm
TRITON X-100 1.2%
Lisozima 20 mg/ ml Adicionar solo antes
de extraccion

Calculos

Tris-HCI

157.6 g tris HCV 1 mol * 1 mol/ 1000mM * 20mM = 3.152g /L
Para 50 ml

3.152g /1000ml *50 ml = 0.1576 g tris HCI

EDTA

372.26 g EDTA/ 1mol * 1 mol/1000mM * 2mM =0.744g/L
Para 50 ml

0.744¢9/1000ml *50ml =0.0372g EDTA

Triton x- 100
Para 50 ml
viv = 1.2 %/100ml * 50ml =0.6 ml ésea 600l

Procedimiento

1. Cortar y pesar 18 - 25 mg de tejido (10 mg para bazo) en pequefios trozos en viales de
1.5 ml

Adicionar 180 W de Buffer enzimético.

Incubar por 30 min a 37°C.

Adicionar 25 Pl de proteinasa Ky 200 gl de Buffer AL.

Dar vortex.

Incubar por 30 min a 56 °C

Adicionar 200 W de etanol (96-100%) mezclar bien la muestra y dar vortex.

La mezcla llevarla a un tubo de coleccion DNeasy Mini de 2ml

Centrifugar a 6000g (8000 rpm) por 1 minuto.
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10. Descartar el sobrenadante y el tubo de coleccion.

11. Ubicar la columna en un nuevo tubo de coleccidn de 2 ml y adicionar 500 pl de buffer
AWL1.

12. Centrifugar a 6000g (8000 rpm) por 1 minuto Yy descartar sobrenadante y tubo de
coleccion.

13. Poner la columna en un nuevo tubo de 2ml y adicionar 500 W de buffer AW?2

14. Centrifugar a 20000 x g (14000rpm) por 3 minutos (La membrana debe estar
completamente seca) y descartar sobrenadante y tubo de coleccion.

15. Tomar la columna Yy ubicarla en un vial de 1.5 limpio.

16. Afadir 100 gl de AE directamente a la membrana y centrifugar a 6000x g (8000rpm)
por 1 min.

17. Afadir nuevamente 100 pl de AE directamente a la membrana y centrifugar a 6000x g
(8000rpm) por 1 min.

18. Descartar la columna y marcar adecuadamente la muestra y finalmente almacenar a-20
°C.

Objetivo: Extraccion de DNA bacteriano a partir de Muestra diluida en solvente en una

concentracion de 10° UFC/ml

Materiales y equipos

Guantes - Recipiente para descarte
Bata de laboratorio - Toallas de papel

Pipetas de 1000 pl y puntas - Plancha de calentamiento
Pipetas de 200 pl y puntas - Centrifuga

Viales de 1.5 - Vortex

Rack para tubos
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Reactivos Peso molecular Concentracién Observaciones
Tris- HCI pH: 157.6 g 20mM
8.0
EDTA 372.26 g 2Mm
TRITON X-100 1.2%
Lisozima 20 mg/ ml Adicionar solo antes
de extraccion
Calculos
Tris-HCI

157.6 g tris HCl/ 1 mol * 1 mol/ 1000mM * 20mM = 3.152¢g /L

Para 50 mi

3.152g /1000ml *50 ml = 0.1576 g tris HCI

EDTA
372.26 g EDTA/ 1mol * 1 mol/2000mM * 2mM =0.744g/L
Para 50 ml
0.744g/1000ml *50ml =0.0372g EDTA

Triton x- 100
Para 50 ml

viv =1.2 %/100ml * 50ml =0.6 ml ésea 600pl

Procedimiento

1. Tomar 750 Wl de la cepa concentrada al 108 UFC/ml en un vial de 1.5 ml.

2. Centrifugar por 10 min a 5000 x g (7500rpm) y descartar sobrenadante.

3.

© © N o o &

Adicionar 180 pl de Buffer enzimatico al pellet obtenido.

Incubar por 30 min a 37°C.

Adicionar 25 Wl de proteinasa Ky 200 gl de Buffer AL.

Dar vortex.

Incubar por 30 min a 56 °C

Adicionar 200 pl de etanol (96-100%) mezclar bien la muestra y dar vortex.

La mezcla llevarla a un tubo de coleccion DNeasy Mini de 2ml
10. Centrifugar a 6000g (8000 rpm) por 1 minuto.
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11. Descartar el sobrenadante y el tubo de coleccion.

12. Ubicar la columna en un nuevo tubo de coleccién de 2 ml y adicionar 500 pl de buffer
AWL1.

13. Centrifugar a 6000g (8000 rpm) por 1 minuto y descartar sobrenadante y tubo de coleccidn.

14. Poner la columna en un nuevo tubo de 2ml y adicionar 500 pl de buffer AW2

15. Centrifugar a 20000 x g (14000rpm) por 3 minutos (La membrana debe estar
completamente seca) y descartar sobrenadante y tubo de coleccion.

16. Tomar la columna y ubicarla en un vial de 1.5 limpio.

17. Afadir 100 pl de AE directamente a la membrana y centrifugar a 6000x g (8000rpm) por
1 min.

18. Afadir nuevamente 100 yl de AE directamente a la membrana y centrifugar a 6000x g
(8000rpm) por 1 min.

19. Descartar la columna y marcar adecuadamente la muestra y finalmente almacenar a -20
°C.

3.2.9 Diagnostico molecular por PCR en tiempo real y convencional para

infecciones bacterianas en tilapia

Para la estandarizacién de la prueba diagnostica molecular por PCR convencional y en tiempo real
para las especies S. agalactiae y S. iniae, en primera instancia se disefian los primers, los cuales se
generaran sobre la fraccion intergénica del 16S-23S del DNA como region de amplificacion,
utilizando el Software Primer Express 3.0 Applied Byosistems. Para la construccion de los primers
se empleardn las accesiones No. AF064441 (S. agalactiae strain SA 66-07 16S ribosomal RNA
gene and 16S- 23S ribosomal RNA intergenic spacer) y No. AF335572 (S. iniae strain ATCC29178
16S ribosomal RNA gene, partial sequence) reportadas en el Genbank.

3.2.10 Diagndstico molecular por PCR entiempo real y convencional para

infecciones bacterianas en trucha.
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Para la estandarizacion de la prueba diagnostica molecular por PCR convencional y en tiempo real
para las especies F. columnare y F. psychrophilum en primera instancia se disefiaran los primers,
los cuales se generaran sobre el gen 16S ribosomal RNA de cada especie, utilizando el Software
Primer Express 3.0 Applied Byosistems. Para la construccidn de los primers se emplearan las
accesiones No. JQ684924.1 (Uncultured Flavobacterium sp. clone R1-131 16S ribosomal RNA

gene, partial sequence) reportadas en el Genbank.

3.2.11 Protocolo de PCR entiempo real

La estandarizacion de las pruebas de PCR en tiempo real se realizan empleando en el equipo Real-
Time PCR systems 7300 Aplied Biosystem (Imagen 15), las condiciones de la PCR, reactivos
moleculares y perfiles térmicos, son desarrollados bajo las recomendaciones hechas por la misma
compariia, con ajustes realizados en el laboratorio por el grupo de investigadores. Los perfiles
térmicos seran: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos y
60 °C por 1 minuto. Los volimenes de los reactivos seran en total 25 ul por reaccion y se
distribuirdn asi: 12.5 ul Tagman Universal PCR master mix(2X), 0.5 ul Taq man, 1.25 ul Primer F
(10 uM), 1.25 ul Primer R (10 um), 1 ul DNA 'y 8.5 ul de agua libre de ribonucleasa.

s % o, W

lustracion 14. Programacion del equipo Real-Time PCR systems 7300 Aplied Biosystem.

3.2.11.1Analisis molecular (Oncorhynchus mykkis)
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El andlisis molecular permiti6 estimar la frecuencia de deteccion para Flavobacterium
psychrophilum (5,89%) y Aeromona salmonicida (4,35%) para los centros de produccion de
trucha arcoiris en el Departamento de Antioquia. Ambos agentes estan presentes en la mayoria de
los centros de produccién monitoreados en las diferentes subregiones, las prevalencias registradas

son bajas, tipo endemia (Grafica 1, Imagen 16).
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Grafica 1: frecuencia de deteccion de agentes bacterianos mediante PCR en Tiempo Real en
centros de cultivos de trucha arcoiris en Antioquia.

llustracion 15. Interpretacion de resultados por PCR en tiempo real.
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La deteccion de Flavobacterium psychrophilum, tuvo lugar en todos los centros de produccion, la
frecuencia en los centros estuvo entre 3,08 y 9,23%, registrando los mayores valores para los
centros A, B y C, ubicados en la Subregion Norte y Oriente. Los centros de la Subregion Suroeste
(Ey F) presenta valores bajos de deteccion del agente. (Grafica 2)
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201 9,23
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A B C D E F
Centro de produccion de trucha arcoiris

Frecuecia relativa de deteccionfagente
Flavobacterium psychrophilum

Figura 10. Frecuencia de deteccion de Flavobacterium psychrophilum mediante PCR en

Tiempo Real en centros de cultivo de trucha en Antioguia.
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Mapa 3. Frecuencia de deteccion de agentes bacterianos mediante PCR en Tiempo Real en centros de
cultivos de trucha arcoiris en diferentes subregiones del Departamento de Antioquia.
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