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Resumen

Se aislaron cinco cepas de Mycobacterium scrofulaceum de ejemplares silvestres de
Semaprochilodus laticeps y Prochilodus mariae procedentes de cafios y lagunas de Caicara
del Orinoco, estado Bolivar, Venezuela. Las bacterias &acido-resistentes se detectaron en
cinco ejemplares de Semaprochilodus laticeps (12,5%) y en uno de Prochilodus mariae
(5%). Se tomaron muestras de heces, rifién, higado y bazo y se trataron por el método de
Petroff. Los extendidos en laminas (frotis) se realizaron con el sedimento centrifugado y
se colorearon mediante la técnica modificada de Ziehl-Neelsen. El sedimento se cultivo en
el medio de Léwenstein-Jensen, y s6lo se tomaron los cultivos puros para la identificacion
de las cepas. Las pruebas para la identificacion incluyeron el tiempo de crecimiento,
pigmentacion, produccion de niacina, actividad de catalasa e hidrdlisis del Tween 80. Se
aislaron cinco cepas de Mycobacterium scrofulaceum a partir de las heces de los peces
infectados. La ausencia de masas granulomatosas en los peces infectados sugiere que

éstos podrian actuar como reservorio de Mycobacterium scrofulaceum.
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Abstract



Five strains of Mycobacterium scrofulaceum were isolated in fish (Semaprochilodus
laticeps and Prochilodus mariae) collected from creeks and lagoons at Caicara del Orinoco,
Bolivar State, Venezuela. Acid-resistant bacteria were detected in five (12.5%) specimens
of S. laticeps and one (5%) specimen of P. mariae. Samples taken from feces, kidney,
liver and spleen were treated by using the Petroff method. Smears were prepared from
centrifuged sediment and stained by using a modified Ziehl-Neelsen technique. Sediment
was cultured on Lowenstein-Jensen medium, and only pure cultures were identified.
Identification parameters included: growth rate, pigmentation, niacin production, catalase
activity and the Tween hydrolysis test. Five strains of M. scrofulaceum were isolated from
feces of infected fish. Absence of granular masses suggests the infected fish may act as

reservoirs for Mycobacterium scrofulaceum.
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La tuberculosis en peces es una infeccion diseminada que se ha reportado en mas de
150 especies (Nigrelli y Vogel 1963). Es una enfermedad sistémica, generalmente cronica,
causada por bacterias del género Mycobacterium, observada en peces marinos y
dulceacuicolas de ambientes naturales y en sistemas de cultivos intensivos y acuarios
(Gomez 1998). Las especies comunmente asociadas con tuberculosis en peces son

Mycobacterium fortuitum, M. chelonae y M. marinum (Belas et al. 1995).

Othman (1980) obtuvo un cultivo de Mycobacterium en Mugil auratus de aguas
mediterraneas de Libia. Pérez et al. (2001) colectaron y examinaron 40 individuos de
Mugil curema de la Laguna La Restinga, Isla de Margarita y de los estanques que
componen la Granja de Piscicultura del Instituto de Investigaciones Cientificas, de la
Universidad de Oriente, UDO, Boca de Rio, Isla de Margarita, Venezuela detectando la

presencia de Mycobacterium en un 25% de los peces examinados.

La tuberculosis en peces es una enfermedad crdonica (Gomez 1998), caracterizada por la
presencia de reacciones granulomatosas en los 6Organos viscerales y generalmente esta
acompafada por emaciaciéon y muerte en la poblacion de peces infectados (Talaat et al.
1999). La presencia de Mycobacterium en las instalaciones de cultivo y demas cuerpos de
agua, representa un alto riesgo ya que estos microorganismos pueden ocasionar
mortalidades superiores al 90% (Zarzuelo 1981). Esta enfermedad se trasmite de un pez
a otro y también de estos organismos a humanos, donde produce cuadros clinicos

potencialmente serios (Belas et al 1995).



El objetivo de esta investigacion es obtener el aislamiento de Mycobacterium
scrofulaceum en peces dulceacuicolas silvestres, procedentes de cafios y lagunas, de

Caicara del Orinoco, Venezuela.

Se examinaron 150 peces silvestres colectados en las areas denominadas “lLas
Piedritas”, “Los Manguitos” y “Pele El Ojo”, ubicadas en Caicara del Orinoco, Municipio
Cedefo, estado Bolivar, de los cuales 40 correspondieron a Semaprochilodus laticeps
(sapoara), 20 Prochilodus mariae (coporo), 20 Semaprochilodus kneri (bocachico), 5
Colossoma macropomus (morocoto), 5 Colossoma brachypomus (cachama), 15 Aequidens
spp. (mochoroca), 20 Microgeophagos ramirezi (ramirensis), 20 Leporinus spp. (mije) y 5
Psendoplatystoma spp. (bagre). Los peces se sometieron a un examen clinico externo e
interno con la finalidad de detectar anomalias que se pudieran relacionar con la presencia
de micobacterias. Se determiné el peso y la longitud total de los ejemplares; se extrajeron
los 6rganos y se procedié a la separacion del higado, bazo, rifién y tracto digestivo,
empleando instrumentos quirdrgicos estériles. Cada porciéon de los 6rganos se traté con el
método de Petroff (1915), que consiste en la homogenizacion y aislamiento de las

micobacterias.

Los extendidos en laminas (frotis) se realizaron tomando una porcién del homogenizado
con un asa de platino. Se empled la técnica de coloracién de Ziehl-Neelsen modificada por
Bullock (1971) para detectar la presencia de los microorganismos en los frotis. Al
determinar la presencia de las micobacterias en los frotis, se realizé la siembra en el
medio de cultivo de Lowenstein-Jensen, tomando con una pipeta estéril 0,1 m L de la
muestra homogenizada y aislada. Los tubos inoculados se mantuvieron en incubacién por

8-12 semanas entre 26-32°C.

Se realizaron las pruebas para la clasificacion y la identificacion diferencial, una vez
confirmada la presencia de las micobacterias en el medio de cultivo, entre las cuales se
incluyeron: tiempo de crecimiento, pigmentacion (Runyon 1955), morfologia de las
colonias en el medio de cultivo Lowenstein-Jensen (Marks y Trollope 1960), temperatura
de crecimiento y tolerancia al cloruro de sodio (Kestle et al. 1967), produccion de niacina
(Runyon et al. 1959), reduccion de nitratos (Kubica 1964), actividad de catalasa ( Kubica
et al. 1966), hidrdlisis del Tween 80 (Wayne et al. 1964), reduccion del telurito (Kilburn et
al. 1969), actividad de arilsulfatasa (Jones et al. 1966), ureasa (Gordon y Mihm 1959) y

crecimiento en agar MacConkey (Jones y Kubica 1965).

Se determind la presencia, por primera vez, de Mycobacterium scrofulaceum en cinco

ejemplares silvestres de sapoara (Semaprochilodus laticeps) y en un individuo de coporo



(Prochilodus mariae), constituyen los primeros casos de aislamiento de bacterias acido-
alcohol-resistentes de estos géneros de peces dulceacuicolas. Se ha reportado un caso

analogo, a partir de peces marinos de las costas venezolanas (Pérez et al. 2001).

Se aislaron cinco cepas en cultivo puro clasificadas en el grupo Il de Runyon (1955)
como escotocromoégenas, de crecimiento lento, e identificadas como Mycobacterium
scrofulaceum. Los microorganismos se aislaron a partir de las heces de cuatro ejemplares
machos de sapoara de 277,8 g y 25,2 cm de peso y longitud total promedio. El otro
cultivo se obtuvo de las heces de un individuo macho de coporo de 38 cm de longitud total
y 962,3 g de peso. Asimismo, se observd la presencia de un microorganismo acido-
alcohol-resistente que no se pudo aislar, proveniente de las heces de un ejemplar de
sapoara hembra de 338,5 g de peso y 27 cm de longitud total. En la Tabla 1 se mencionan
y enumeran las pruebas que permitieron la clasificacion e identificacion diferencial de la

micobacteria aislada.

La morfologia de Mycobacterium scrofulaceum es semejante a la observada en otras
especies de este género. Prissick y Masson (1957) describen las colonias como
usualmente lisas y de color amarillo o naranja cuando crecen en un medio a base de
huevo (como Ldwenstein-Jensen) en cuatro o cinco semanas de incubacion a 37°C; las

colonias con morfologia rugosa se encuentran con poca frecuencia.

Las cepas aisladas de Mycobacterium scrofulaceum no presentaron diferencias en los
caracteres comparados con los correspondientes provenientes de infecciones de humanos.
La similitud de los resultados de las reacciones enziméaticas, tales como arilsulfatasa,
nitrorreductasa, ureasa, la capacidad para hidrolizar un substrato de Tween 80 y la
tolerancia al cloruro de sodio, corroboraron la plena identificacion de este microorganismo

(Tabla 1).

TABLA 1. Clasificacion e identificacion diferencial de la bacteria acido-alcohol resistente
aislada de

Semaprochilodus laticeps y Prochilodus mariae. Grupo Il: Escotocromégenos.

Ziehl- Morfologia de Pigmento T (°C) crecimiento Niacina  Reduccion
Neelsen las colonias Luz Oscuridad 25 37 42 de Nitratos
Mycobacterium + L N N + + - - +
scrofulaceum
Mycobacterium + L N N + + - - +
scrofulaceum
Mycobacterium + L N N + + - - +
scrofulaceum
Mycobacterium + L N N + + - +
scrofulaceum
Mycobacterium + L N N + + - - +

scrofulaceum



TABLA 1. Continuacion

Catalasa Tween 80 Telurito CINa Avrilsulfatasa Ureasa Agar
MacConkey
45mm 68°C 3 dias l4dias sin cristal
(5%)

Mycobacterium >45 mm + - -+ - -+ +

scrofulaceum

Mycobacterium >45 mm + - -+ - - I+

scrofulaceum

Mycobacterium >45 mm + - +

scrofulaceum

Mycobacterium <45 mm + - +

scrofulaceum

Mycobacterium <45 mm + - +

scrofulaceum

L= Colonias lisas, N= Anaranjado. -/+ = 50-85% de |as muestras son positivas.

Los sintomas de la tuberculosis pisciaria, no son especificos (Couch 1985). Sin embargo,
algunas investigaciones sefialan la presencia de mdulos blanquecinos en los 6rganos
internos, branquias y musculatura unida a la columna vertebral, inflamacion de la piel y
exoftalmia (Dulin 1979). Los ejemplares de sapoara y coporo donde se detectd la
presencia de micobacterias no mostraron sintomas de la enfermedad descritas por los
citados autores. Se observaron algunas anomalias en los peces que se consideraron
consecuencias de la manipulaciéon durante la captura, tales como pérdida de escamas y

aletas deshilachadas.

La ausencia de masas granulomatosas en los ejemplares infectados de sapoara
(Semaprochilodus laticeps) y coporo (Prochilodus mariae) sugiere que estas especies

podrian actuar como reservorio de Mycobacterium scrofulaceum.
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