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RESUMEN

El pez cebra, Danio rerio actualmente se considera como modelo animal en ensayos de
desarrollo embrionario, analisis de la funcion genética y mutagénesis. Las caracteristicas
que posee la especie tales como una alta fecundidad, fertilizacion externa y mecanismos
moleculares del desarrollo del embrién similares a todos los vertebrados, permitieron que
el pez cebra se haya convertido gradualmente en el modelo vertebrado inferior méas utili-
zado luego del raton. Muchos de los microorganismos que afectan a esta especie capaces
de alterar los resultados en las investigaciones son patdgenos primarios y/u oportunistas
que pueden causar infecciones subclinicas pero que en condiciones de estrés, técnicas de
manejo deficientes y mala calidad del agua pueden desarrollar enfermedad. Los signos de
infeccion pueden incluir una ligera disminucion en la eficiencia reproductiva, una reduc-
cién en el apetito o el crecimiento y/o un aumento en la mortalidad en las colonias.

Los peces utilizados en investigacion con un status sanitario desconocido pueden ser un
riesgo potencial para la salud de las personas que los utilizan y dar resultados
experimentales erroneos, dificultades para la repeticion de las experiencias y la utilizacién
innecesaria de mayor numero de animales para demostrar significacion estadistica. En
nuestro pais son varias las instituciones publicas y privadas que utilizan este modelo
animal en sus investigaciones pero no se tiene registro de controles sanitarios en las
colonias de peces por falta de laboratorios de diagnostico que los realicen. El objetivo de
este trabajo fue conocer el status sanitario de las colonias de produccién e investigacion
del pez cebra en nuestro pais mediante la implementacionde un control sanitario con
técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y de cultivo
bacterioldgico de acuerdo con una lista de los patdgenos mas prevalentes en esta especie
consensuada internacionalmente. Los resultados hallados en un total de 60 peces
provenientes de bioterios publicos y privados de nuestro pais, mediante la utilizacion de
técnicas de diagnostico moleculares demostraron que el 50% de las colonias de peces
analizadas estan contaminadas con Mycobacterium spp, 100% con Aeromonas
hydrophila, 33% con Ichthyopthirius multifiliis, 33% con Pseudoloma neurophylia y por
cultivo bacterioldgico se determiné la presencia de Pseudomonas fluorescens y P.
aeruginosa en el 90% de las muestras. Las especies de Mycobacterium spp, son patdgenos
potencialmente zoondticos y Mycobacterium marinum es la especie con mayor frecuencia
en infecciones zoondticas en humanos. Las conclusiones en referencia a los resultados
obtenidos recomiendan la implementacion de un programa de control sanitario en las
instalaciones del pez cebra, para mitigar los riesgos y asegurar que los resultados
obtenidos de las investigaciones estén libres de variables no controladas.

Palabras clave: pez cebra, PCR, control sanitario.
ABSTRACT
The zebrafish, Danio rerio, is currently considered as an animal model in embryonic

development assays, gene function analysis and mutagenesis. The characteristics
possessed by the species such as high fecundity, external fertilization and molecular
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mechanisms of embryo development similar to all vertebrates, allowed the zebrafish to
gradually become the most widely used lower vertebrate model after the mouse. Many of
the microorganisms affecting this species capable of altering research outcomes are
primary and/or opportunistic pathogens that can cause subclinical infections but under
conditions of stress, poor husbandry techniques and poor water quality can develop
disease. Signs of infection may include a slight decrease in reproductive efficiency, a
reduction in appetite or growth and/or an increase in colony mortality.

Fish used in research with an unknown sanitary status can be a potential health risk for
the people who use them and give erroneous experimental results, difficulties for the
repetition of experiments and the unnecessary use of a greater number of animals to
demonstrate statistical significance. In our country there are several public and private
institutions that use this animal model in their research, but there is no record of sanitary
controls in fish colonies due to the lack of diagnostic laboratories that perform them. The
objective of this work was to know the sanitary status of zebrafish production and
research colonies in our country by implementing a sanitary control with molecular
techniques such as polymerase chain reaction (PCR) and bacteriological culture
according to an internationally agreed list of the most prevalent pathogens in this species.
The results found in a total of 60 fish from public and private bioteries in our country,
through the use of molecular diagnostic techniques showed that 50% of the fish colonies
analyzed were contaminated with Mycobacterium spp, 100% with Aeromonas
hydrophila, 33% with Ichthyopthirius multifiliis, 33% with Pseudoloma neurophylia and
by bacteriological culture the presence of Pseudomonas fluorescens and P. aeruginosa
was determined in 90% of the samples. Mycobacterium spp. are potentially zoonotic
pathogens and Mycobacterium marinum is the species with the highest frequency in
zoonotic infections in humans. The conclusions in reference to the results obtained
recommend the implementation of a sanitary control program in zebrafish facilities to
mitigate the risks and ensure that the results obtained from the research are free of
uncontrolled variables.

Keywords: zebrafish, PCR, sanitary control.

1 INTRODUCCION

El pez cebra, Danio rerio actualmente esta considerado como un modelo animal
para multiples ensayos: en desarrollo embrionario, ecotoxicologia, transgénesis, analisis
de la funcion genética y mutagénesis. Las caracteristicas que posee como ser una alta
fecundidad, fertilizacion externa y mecanismos moleculares del desarrollo del embrion
similares a todos los vertebrados, permitieron que el pez cebra se haya convertido gra-
dualmente en el modelo vertebrado inferior de eleccion.

Muchos de los patogenos que afectan al pez cebra y pueden alterar los resultados
en las investigaciones son patdgenos primarios y/u oportunistas y que pueden causar in-
fecciones subclinicas pero que en condiciones de estrés, técnicas de manejo deficiente y

la mala calidad del agua pueden desarrollar enfermedad. Los signos de infeccion pueden
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incluir una ligera disminucion en la eficiencia reproductiva, una reduccion en el apetito o

el crecimiento y/o un aumento en la mortalidad en las colonias.

Dentro de los agentes patdgenos en peces utilizados en experiencias, se encuen-
tran las especies de Mycobacterium spp, que son patdogenos potencialmente zoondticos y
Mycobacterium marinum es la especie con mayor frecuencia en infecciones zoonoticas

en humanos.

2 OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue el relevamiento de agentes patégenos y la imple-
mentacion de un control sanitario mediante técnicas moleculares como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y de cultivo bacterioldgico de acuerdo a una lista de los
patdgenos mas prevalentes en esta especie para conocer el status sanitario de las colonias

de produccion e investigacion de pez cebra en nuestro pais.

3 MATERIALES Y METODOS

Las muestras de peces se obtuvieron de instituciones publicas y privadas de
nuestro pais muestras (pescados) para realizar un control sanitario en los mismos. Los
peces fueron sometidos a eutanasia en cada institucion y luego enviados congelados (-10
°C) hasta el laboratorio (LAE) donde fueron analizados para los agentes patdgenos
seleccionados.

El procedimiento estandar al recibir a los animales consistié en realizar una
anamnesis detallada mediante un cuestionario disefiado para tal fin, que debieron llenar
los responsables de las instituciones involucradas. La planilla de encuesta se elabor6 de
acuerdo a los criterios establecidos por el programa de vigilancia de la salud de los
animales y en las recomendaciones internacionales de la Consejo Internacional para la
Ciencia Animal de Laboratorio (ICLAS) y la Federacion Europea de Asociaciones de
Ciencia Animal de Laboratorio (FELASA).

El tamafio de la muestra fue determinado por la formula estadistica: A = o log-log
/ (1-P)

A = tamafio muestra, P = porcentaje de animales infectados en la colonia 'y o =
limite de confianza. Siendo P = 0.25, a = 0.05 y A = 10 animales, la probabilidad de
detectar al menos un animal positivo en la muestra evaluada fue del 95%.

El nimero de instituciones que producen y/o trabajan con peces cebra en nuestro

pais son escasas (6 bioterios de peces cebra). Se determind que el nimero de muestras
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representativo de cada institucion fue de 10 ejemplares, entonces el nimero total de ani-
males controlados fue de 60 peces (1 afio de edad) para la investigacion de agentes pato-
genos por observacion al microscopio 6ptico, como también el cultivo bacterioldgico en
placas de agar. Los animales fueron procesados para la toma de muestras y se realizaron
cultivos bacterioldgicos en agar Cetrimide y por técnicas moleculares (PCR convencio-

nal).

Control sanitario en Pez Cebra (Danio rerio)

Bacterias

Aeromonas hydrophila PCR
Edwardsiella ictaluri PCR
Flavobacterium columnare PCR
Mycobacterium spp. (M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum,

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

Ichthyopthirius multifiliis PCR
Pleistophora hyphessobryconis PCR
Pseudocapillaria tomentosa PCR

Tabla de los agentes patdgenos controlados y la técnica utilizada.

100%

Técnica de
B20% diagnéstico utilizada
Porcentaje de 50% B Bacterioldgico
g Yo 7
muestras positivas W Bactericlégico
40% A B PCR
209 - B FCR
70
m PCR
0%

T T T T T . P CR
= al - S
¢ & & N 3 &
& & & & & 5F
¢ & S & < <
o o o 2 A
Q- LS oF o
Lro %

Porcentaje de muestras positivas de los diferentes agentes patdgenos hallados en

las muestras controladas y la técnica utilizada.
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Control de Mycobacterium spp. por PCR en gel de agarosa (1,5%) y transiluminador de luz azul

1 2 3 4 5 6

Columna 1: Marcador de peso molecular 100 pb (Biodinamics)
Columna 2: Muestran® 1; Columna 3: muestra n°2
Columna 4: muestra n°3, Columna n°5: control positivo
Mycobactenum spp, Columna n°6: control negativo

4 RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Los resultados hallados en un total de 60 peces provenientes de bioterios publicos
y privados de nuestro pais, mediante la utilizacion de técnicas de diagndstico moleculares
demostraron que el 50% de las colonias de peces analizadas estan contaminadas con
Mycobacterium spp, 100% con Aeromonas hydrophila, 33% con Ichthyopthirius
multifiliis, 33% con Pseudoloma neurophylia y por cultivo bacteriologico se determiné
la presencia de Pseudomonas fluorescens y P. aeruginosa en el 90% de las muestras. Las
especies de Mycobacterium spp, son patdgenos potencialmente zoondticos y
Mycobacterium marinum es la especie con mayor frecuencia en infecciones zoonéticas
por peces de laboratorio en humanos. De acuerdo con los resultados obtenidos se
concluye que es recomendable la implementacion de un programa de control sanitario en
las instalaciones del pez cebra, para prevenir los riesgos que conlleva usar animales

contaminados y evitar variables experimentales en los resultados de las investigaciones.
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