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Zebrafish (Vetmeduni Vienna/ S.M. Zala) http://www.sci-news.com/biology/article00415.html 
 

 
1. INTRODUCCIÓN. 

 
El pez cebra, Brachydanio rerio (también conocido como Danio rerio), es utilizado como  modelo de desarrollo 

embrionario de vertebrados, para el análisis de la función génica, y mutagénesis. Previo al desarrollo del modelo 

del pez cebra en la década de 1970, genetistas del desarrollo experimentaban con modelos de invertebrados 

como Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) y, más recientemente con Caenorhabditis elegans 

(nematodo) para la investigación del desarrollo embrionario temprano. La combinación de una prolífica 

capacidad reproductiva de Drosophila y la manipulación exitosa de sus embriones permite hacer ensayos de 

desarrollo embrionario y análisis genético de forma práctica en el laboratorio. Sin embargo, en relación al 

desarrollo embrionario, la aplicación de esta información a vertebrados fue limitada. Desde embriones de ratones 

que se desarrollan dentro de un útero hasta la rana de garras africana (Xenopus laevis) tienen una capacidad 

reproductiva lenta, y ninguno de estos modelos de vertebrados más populares poseen las características que 

hizo de Drosophila un modelo tan práctico (Kahn, 1994).  

Por su alta fecundidad y fertilización externa, el pez cebra poseía los atributos de estos modelos existentes, sin 

sus inconvenientes inherentes. Debido a que los mecanismos moleculares fundamentales del desarrollo de un 

embrión son similares para todos los vertebrados, posibilitó que el pez cebra, se haya convertido gradualmente 

en el modelo vertebrado inferior de elección. 
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Los procesos de mutagénesis han permitido experimentar en áreas del genoma sin conocimiento previo de la 

función de genes específicos. Desde hace algunos años en los  laboratorios, se utilizan ratones y ratas en 

técnicas donde se eliminan mutaciones de interés de genes conocidos para estudiar el efecto del gen en el 

fenotipo resultante. A través de la creación de fenotipos mutantes por medio de la mutagénesis química, las 

funciones de muchos genes asociados a la pigmentación, tejido muscular, cardiovascular y el desarrollo del 

sistema nervioso central (SNC) han sido investigados extensivamente (Driever y col., 1994; Postlethwait y col., 

1997). A principios de la década de 1970, George Streisinger (Universidad de Oregon), un genetista de fagos, 

identificó al pez cebra como un modelo de vertebrado. Para aislar mutaciones genéticas en pez cebra utilizó 

protocolos de mutagénesis. Esta línea sistemática de trabajo ha continuado en la Universidad de Oregón por 

varios laboratorios, incluido el de Charles Kimmel, quien también ha aportado gran parte de la información, 

involucrando el desarrollo embrionario temprano del pez cebra. A comienzo de la década de 1990, dos 

laboratorios (Christiane Nusslein-Volhard del Instituto Max Planck para el Desarrollo Biología y Wolfgang Driever 

del Hospital General de Massachusetts), comenzaron a utilizar una metodología llamada "mutagénesis de 

saturación" para identificar fenotipos mutantes en el pez cebra (Kahn, 1994). Los investigadores, usando esta 

metodología, trataron a los machos adultos de pez cebra con un mutágeno químico, y se examinó la generación 

F3 para observar anormalidades del desarrollo por la interrupción de la función de varios genes podrían 

identificarse mediante la observación de los fenotipos mutantes en los peces cebra en desarrollo. En 1996, esta 

metodología había producido más de 2000 mutaciones en varios cientos de genes que son necesarios para el 

desarrollo embrionario normal (Driever y col., 1996; Haffter y col., 1996). En 1994, John Postlethwait. 

(Universidad de Oregón) publicó el primer mapa genético donde se identificaron aproximadamente 400 

marcadores genéticos. Por 1996, el mapa genético del pez cebra ya había crecido para incorporar 

aproximadamente 1200 marcadores (Postlethwait y col., 1997). 

 
1.1. HISTORIA NATURAL DEL PEZ CEBRA Y BIOLOGÍA. 
 
El pez cebra es una especie de agua dulce nativa del Ganges, río de la India y se extiende a otras áreas 

continentales circundantes del sur de Asia (Hamilton-Buchanan, 1822). El pez cebra es un miembro de la familia 

Cyprinidae, que incluye el género Danios. Los adultos no suelen superar los 3 - 4 cm de longitud, son 

sexualmente dimorfos y la hembra es un poco más grande, más plateada y ligeramente redondeada; en cambio 

el macho es más aerodinámico y generalmente más brillante que las hembras. Los adultos sanos suelen ser un 

tono plateado o dorado (menos común) con varias rayas horizontales de color azul / púrpura brillante que se 

extienden desde el opérculo hasta la base de la aleta caudal. Las rayas de colores se repiten con frecuencia 

tanto en la aleta anal como en la dorsal. Los machos que exhiben comportamiento dominante sobre los demás 

peces del acuario, generalmente muestran tonos dorados o amarillos más brillantes y dorsalmente, es evidente 
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un tono marrón amarillento oscuro a oliva desde la cabeza a la aleta caudal. La región ventral suele ser 

homogénea, de tono amarillo-blanco y dos pares de bárbulas están presentes en la mandíbula inferior. 

La cría selectiva por el comercio de acuarios ha producido muchas variedades fenotípicas, incluyendo peces con 

aletas en velo y aletas largas.  

El pez cebra no suele ser agresivo y es un nadador activo ocupando los estratos superiores de la columna de 

agua. Son omnívoros y han demostrado ser bastante resistentes y prolíficos cuando son criados en cautiverio. A 

través de una buena nutrición y por manipulación del ciclo luz-oscuridad, las hembras pueden ser inducidas 

fácilmente a tener crías en el laboratorio. Después de un período de oscuridad total, la repentina aparición de luz 

genera un comportamiento de frotamiento persistente en la hembra por parte del macho, quien la estimula para 

la postura de huevos, los cuales caen en la cámara colocada en la parte inferior del acuario. Después de inducir 

a la hembra para la liberación de  huevos a través del comportamiento táctil, los machos fertilizar rápidamente 

los mismos. Para la protección de los huevos se requieren pequeñas esferas de vidrio (canicas) colocadas en la 

parte inferior de la unidad, evitando que los adultos consuman sus posturas antes de la recolección (Dietrich y 

col., 1999a). 

 
1.1.2. Desarrollo embrionario. 
 
Después de la fertilización, el embrión de pez cebra sufre una serie de formación de escisiones visibles. En 28.5 

°C (la temperatura estándar para el mantenimiento del pez cebra) la primera ocurre a los 45 minutos después de 

la fertilización, y las siguientes ocho divisiones tienen lugar a intervalos regulares de 15 minutos. Después de la 

novena división, el ciclo celular comienza a alargarse y las divisiones celulares se vuelven asíncronas. Esto 

marca el inicio de la formación de la médula ósea (FMO) en alrededor de 3 horas después de la fertilización. Un 

aspecto importante de la FMO es la activación de la transcripción zigótica en donde todos los procesos, están 

regulados por factores maternos depositados en el huevo. La gastrulación, el proceso por el cual las tres capas 

germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo) ocupan sus posiciones finales en el embrión, comienza 

después de aproximadamente 5.5 horas posteriores a la fertilización (hpf) y se completa a las 10 hpf. Desde las 

primeras divisiones no se bisecta la yema, el embrión se asienta como una bola de células en la parte superior 

de la yema hasta aproximadamente 4.5 hpf, cuando las células embrionarias comienzan a crecer extendiéndose 

sobre la yema. Este proceso, denominado "epiboly", (es un movimiento celular que se produce en el embrión 

temprano, al mismo tiempo que la gastrulación) y se completa a las 10 hpf. Durante el período comprendido 

entre 10 y 24 hpf, los órganos internos comienzan a formarse, y en los cambios morfológicos las estructuras 

adultas se vuelven detectables. A las 24 hpf el corazón late, la sangre comienza a circular y el embrión responde 

a cualquier estimulación denotando la presencia de conexiones neuromusculares. Durante los próximos días el 

embrión sigue creciendo y los órganos internos completan su desarrollo. Los embriones comienzan a 

alimentarse poco después el día 4 o 5 (Kimmel y col., 1995). 
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1.2. MODELO EXPERIMENTAL EN INVESTIGACION BIOMEDICA. 
 
El pez cebra se ha utilizado como modelo experimental en varios campos de la investigación biomédica 
(Streisinger y col., 1981), pero solo recientemente se utiliza principalmente como modelo en biología del 

desarrollo. Sin embargo, los procesos biológicos relevantes para un organismo adulto también se pueden 

abordar (por ejemplo, hemostasia) Jagadeeswaran y Liu, 1997. Las principales investigaciones utilizando el pez 

cebra se han realizado en desarrollo temprano y organogénesis, pero también en una amplia variedad de 

ensayos biológicos (Dietrich, 1999a, 1999b; Rubinstein, 2003; Weinstein y col., 1995). 

La utilidad del pez cebra como sistema modelo no depende solo en sus rasgos compartidos con otros animales y 

humanos, sino también en varias características que permiten una variedad de experiencias y enfoques. El pez 

cebra adulto es pequeño (aproximadamente 3-4 cm de largo), lo que hace posible mantener un número mayor 

de peces que de otros vertebrados, como pollos o ratones, en un determinado espacio. Además, el pez cebra 

requiere poco mantenimiento, a excepción de cambios de agua y alimentación pero estos pueden ser 

automatizados para facilitar la tarea. Esto hace del mismo una opción muy económica como organismo modelo. 

La hembra del pez cebra pone habitualmente un par de cientos de huevos, y es posible volver a cruzar los 

progenitores a intervalos semanales. Los grandes tamaños de las camadas son importantes para los 

experimentos genéticos y también al proporcionar un gran número de embriones para ensayos moleculares y 

bioquímicos como una población bien sincronizada en su rápido desarrollo ontogenético de solo tres días hasta 

llegar al estadio de alevino. Los embriones o alevinos de pez cebra se desarrollan fuera de la madre y poseen 

una yema que los nutre durante varios días. Esto significa que todas las etapas de desarrollo son accesibles 

para la experiencia, sin sacrificar a la madre, como a menudo se necesita en otras especies de vertebrados para 

obtener embriones que se desarrollan en el útero. Los embriones son ópticamente transparentes, que permite 

observar células en el embrión vivo. Los embriones de pez cebra se desarrollan muy rápidamente, y 24 horas 

después de la fertilización los embriones tienen una apariencia de pez con la mayoría de los sistemas de 

órganos ya desarrollados y funcionando. Entonces aquellos experimentos que involucran el desarrollo de un 

sistema orgánico específico (por ejemplo, expresión transitoria de un gen particular) es posible obtener 

resultados en uno o dos días a partir del inicio de desarrollo del embrión. 

El genoma del pez cebra es aproximadamente la mitad del tamaño del que posee un mamífero, así la 

generación de mapas físicos y posicionales para proyectos de clonación en el pez cebra requieren esfuerzos 

similares a los de un ratón. El pez cebra alcanza la madurez sexual en un tiempo relativamente corto (2-4 

meses, dependiendo de la densidad de peces y la tasa de alimentación). En conjunto, estas características 

permiten la utilización del pez cebra para realizar investigaciones en una variedad métodos y de factores 

embrionarios, moleculares y genéticos (Dietrich, 1999a, 1999b). 
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1.3. MANEJO DE LA SALUD EN LAS COLONIAS DE PEZ CEBRA. 
 
Un programa de control de salud debe minimizar o eliminar el impacto de las enfermedades infecciosas en la 

salud animal y los resultados de la investigación, así como proteger la salud humana. Hay muchos factores a 

considerar cuando se diseña un programa de control de salud: tamaño y diversidad del programa de 

investigación, frecuencia de importación de animales, tipo de vivienda (diseño de las instalaciones) y manejo, 

uso de alimentos vivos y comerciales, agentes a controlar, metodologías de prueba a ser utilizadas, frecuencia y 

costos financieros. Los programas de control de la salud bien diseñados realizarán un seguimiento del estado 

sanitario de una colonia de pez cebra a lo largo del tiempo, así como también ayudarán en la identificación de los 

problemas de bioseguridad y cría a medida que puedan ocurrir.  La exclusión de patógenos de las colonias de 

pez cebra es la herramienta más poderosa para proteger la salud del pez cebra. Sin embargo, cuando se 

producen interrupciones en la bioseguridad, la detección de patógenos lo antes posible permite una evaluación 

rápida de los riesgos para la salud animal y los programas de investigación, así también como una rápida acción 

para la biocontención (Astrofsky y col., 2002). 

Los programas de control de la salud de las colonias deben reflejar las necesidades de la investigación que se 

realiza en la institución y mostrar flexibilidad para adaptarse a las necesidades cambiantes. Por ejemplo, las 

investigaciones que utilicen modelos de animales inmunocomprometidos o que realicen estudios de toxicología 

deben excluir tantos agentes patógenos como sea posible, mientras que los patógenos oportunistas pueden 

considerarse aceptables para otros objetivos de investigación. Cada instalación o programa debe determinar la 

frecuencia de las pruebas y la lista particular de agentes de interés y debe revisar su programa de control de 

salud a medida que haya nueva información disponible. En general, los agentes, que pueden tener un impacto 

significativo en el programa de investigación, deben someterse a pruebas con más frecuencia. Los agentes que 

presentan menos riesgo para el programa debido a la baja prevalencia o baja patogenicidad se pueden controlar 

con menor frecuencia. 

La pérdida inesperada de peces valiosos utilizados como modelo animal en investigación debido a 

enfermedades, es una de las causas más frecuentes de fracasos en la investigación. Si estas pérdidas ocurren 

debido a una mortalidad lenta e insidiosa o por una repentina epizootia o una falla en el sistema de soporte vital, 

influyen  en forma negativa en la validez de los resultados, con datos estadísticos confusos y pérdida de horas 

de trabajo en investigación. 

En la actualidad existen programas de control sanitario adaptados al pez cebra que permiten una 

estandarización sanitaria similar a la que se desarrolla en instalaciones de roedores de experimentación (Kent y 

col., 2009). 

 
1.3.1. Interacción huésped-patógeno-ambiente. 
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La infección es siempre el resultado de una interacción compleja del huésped, medio ambiente y patógeno. Los 

tres factores pueden estar fuera de balance en un ambiente artificial de las instalaciones de peces de laboratorio. 

Uno de los objetivos principales del manejo de peces de experimentación es mantener el sistema acuático en un 

estado equilibrado donde el huésped y los patógenos potenciales coexisten en un entorno de laboratorio 

controlado. 

 

 
 
Figura 1. Diagrama de interacción huésped-patógeno-ambiente. El ecosistema acuático mantiene un delicado 

equilibrio entre los peces, los patógenos potenciales y el medio ambiente parámetros Si bien relativamente 

pocas enfermedades son el resultado directo de desequilibrios ambientales (por ejemplo, diferencias de 

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

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

 
Debido a que los sistemas acuáticos son ecosistemas muy complejos, las relaciones huésped-patógeno son 

difíciles de acceder en el ambiente artificial de laboratorio; en consecuencia, controlar los brotes de las 
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enfermedades puede ser una tarea difícil. En principio, los patógenos primarios pueden inducir enfermedades 

cuando otros factores ambientales están en equilibrio y  deben distinguirse de los patógenos secundarios u 

oportunistas que causan enfermedades cuando otros metabólicos o factores ambientales no son óptimos. La 

salud deficiente en los animales es a menudo una conjunción de una o más variables ambientales marginales 

tales como la temperatura, pH, dureza / alcalinidad u otro elemento químico inadecuado, nutrición, exceso de 

bioincrustaciones  o sobrecrecimiento bacteriano.  La enfermedad en el medio acuático por lo general, se 

produce cuando los factores en un ambiente marginal encuentran el equilibrio a favor del patógeno. 

El diagnóstico de la enfermedad puede observarse como el reconocimiento del desequilibrio dentro del sistema. 

La prevención actúa como un amortiguador para extender los límites del sistema equilibrado. El objetivo de un 

tratamiento sanitario es restaurar equilibrio a un sistema interrumpido. La gestión adecuada de la salud y el 

control de las enfermedades dependen de la implementación efectiva de las prácticas de laboratorio como 

medicina preventiva, diagnóstico y tratamiento (Kent y col., 2009). 

 
1.3.2. Enfermedades del pez cebra en instalaciones de investigación. 

Aunque el pez cebra se ha convertido en un modelo de investigación importante, se sabe relativamente poco 

acerca de las enfermedades que afectan a esta especie cuando se mantienen en cautiverio. De hecho, los 

problemas de salud en las colonias de investigación del pez cebra podrían poner en grave peligro muchos 

recursos económicos en investigación, y las instalaciones de algunos investigadores han experimentado 

mortalidades devastadoras y graves en sus colonias de pez cebra. Además, las infecciones persistentes, pero 

menos graves, han contaminado varias instalaciones. Al igual que con otros animales de laboratorio utilizados en 

la investigación, es imperativo realizar estudios con un pez cebra libre de enfermedades (Kent y col., 2009). A 

diferencia de los modelos de roedores, donde hay muchas cepas certificadas libres de patógenos específicos 

(SPF), se ha comenzado a producir poblaciones de pez cebra de SPF acorde con una lista de agentes 

patógenos de los cuales deben estar ausentes en dichos animales (Tabla 1) y que deben ir acompañadas de 

pruebas de diagnóstico sensibles para los patógenos graves (Collymore y col., 2016). 

 

Tabla 1. 
Agentes patógenos de pez cebra, clasificación y patogenicidad. (Collymore y col., 2016) 
 

Agente Clasificación Patogenicidad 

Aeromonas hydrophila Bacteria Usualmente oportunista 

Edwardsiella ictaluri Bacteria  Patógeno primario 

Flavobacterium columnare Bacteria  Patógeno primario 
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Agente Clasificación Patogenicidad 

Mycobacterium spp. Bacteria  Patógeno primario o secundario 

M. abscessus     

M. chelonae     

M. fortuitum     

M. haemophilum     

M. marinum     

M. peregrinum     

M. saopaulense     

Coleps spp. Ciliado   Parásito facultativo de larvas 

Ichthyophthirius multifiliis Ciliado   Patógeno primario 

Tetrahymena spp. Ciliado   Parásito facultativo de larvas 

Trichodina spp. Ciliado   Patógeno primario 

Piscinoodinium pillulare Dinoflagelado   Patógeno primario 

Saprolegnia brachydanis Oomiceto   Oportunista 

Saprolegnia ferax Oomiceto   Oportunista 

Myxidium streisingeri Myxozoario   Patógeno primario 

Gyrodactylus spp. Monogeneo   Patógeno primario 

Pleistophora hyphessobryconis Microsporidio   Patógeno primario 

Pseudoloma neurophilia Microsporidio   Patógeno primario 

Pseudocapillaria tomentosa Nematode   Patógeno primario 

Transversotrema patialense Trematode   Patógeno primario 

Virus de la necrosis nerviosa de puntos rojos  (RGNNV) Betanodavirus   Patógeno primario 
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Agente Clasificación Patogenicidad 

Virus de la septicemia hemorrágica (VHSV) Rhabdovirus    Infección experimental 

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

Megalocytivirus    Infección experimental 

Virus de la viremia primaveral de la carpa (SVCV) Rhabdovirus     Infección experimental 

 
 
1.3.3. Diagnóstico general y protocolos de necropsia. 
 
El pequeño tamaño del pez cebra presenta algunos desafíos únicos y, al mismo tiempo, ventajas para realizar 

necropsias y otras pruebas de diagnóstico. El conocimiento de las enfermedades del pez cebra es relativamente 

limitado en comparación con el de los peces que se crían en la acuicultura. Hasta hace poco, la mayoría de las 

enfermedades del pez cebra que se han documentado, son aquellas que son comunes en la mayoría de los 

peces ornamentales de agua dulce (p. Ej., Piscinoodinium). Pero fue necesario que el pez cebra se reconociera 

como importante comercialmente y se produzcan en cautiverio en grandes cantidades, para que se reconocieran 

enfermedades específicas. 

Las enfermedades virales son a menudo devastadoras en la producción de otras especies de peces en 

acuicultura. Sin embargo, como muchos virus son muy específicos del hospedador y generalmente se identifican 

solo cuando una especie de pez se cría en grandes cantidades en cautiverio. La identificación de "nuevas" 

enfermedades virales en peces a menudo requiere el establecimiento de nuevas líneas celulares del hospedador 

bajo investigación. En la actualidad, los virus no se reconocen como causas de enfermedad en el pez cebra y, 

por lo tanto, en el pez cebra no se examina de forma rutinaria la detección de virus en los mismos. Sin embargo, 

existen líneas celulares provenientes de pez cebra que se están utilizando en experimentación para infecciones 

virales. 

Del mismo modo, con las infecciones bacterianas, aparte de la micobacteriosis, solo ocasionalmente se 

encuentran bacterias gram negativas oportunistas, como Aeromonas hydrophila e infecciones de superficie por 

bacterias de deslizamiento como Mixobacterias y Flavobacterias (Ramsay y col., 2009). 

La mera presencia de un patógeno en un pez no significa necesariamente que sea la causa de la 

enfermedad. Por lo tanto, es importante realizar una investigación exhaustiva, más allá de simplemente 

detectar la presencia o ausencia de patógenos conocidos, para determinar la causa de la enfermedad. Los 

exámenes histológicos, además de las necropsias macroscópicas y el cultivo in vitro de microorganismos, a 

menudo se requieren para determinar la asociación de los patógenos observados en la enfermedad que se 

está investigando (Astrofsky y col., 2002). 

https://zebrafish.org/wiki/health/disease_manual/references#astrofsky_202002
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1.3.4. Anamnesis.  
 
Para ayudar a obtener un diagnóstico preciso, se debe obtener la siguiente información: origen (stock y cepa), 

problemas de enfermedades previas en la población afectada y condiciones de manejo como ser, dureza del 

agua, dieta, historial de medicamentos utilizados, diseño del sistema y tasa de mortalidad (Astrofsky y col., 

2002). 

 
1.3.5. Comportamiento.  
 
El comportamiento de los peces puede ser útil para indicar una enfermedad emergente y algunos cambios de 

conducta son útiles para diagnósticos presuntivos. Por ejemplo, si los peces destellan (frotando en los lados 

de los tanques), esto puede indicar que están infectados con parásitos externos. Otras indicaciones de 

enfermedad incluyen el cese de la alimentación, el letargo y la posición anormal en el acuario (por ejemplo, en 

la superficie o en la parte inferior). El patrón respiratorio anormal puede indicar daño en las branquias, y la 

natación en círculos o en espiral a menudo indica daño neurológico (Collymore y col., 2016). 

 
1.3.6. Muestras para las pruebas 

Las muestras que pueden utilizarse para detectar infecciones incluyen los animales y las muestras 

ambientales. Se pueden tomar muestras de diferentes edades de los animales para el control  de la salud: 

embriones, larvas, juveniles y peces cebra adultos (> 12 meses), peces muertos encontrados en los sumideros 

del sistema o peces cebra centinela colocados intencionalmente. Cada uno de estos tipos de muestras 

proporciona información sobre la salud de las colonias (Murray y col., 2011). 

En las pruebas directas en animales de las colonias se identificarán patógenos con una alta prevalencia, pero 

pueden pasar por alto patógenos poco comunes si el tamaño de la muestra no es el adecuado. Debe tenerse en 

cuenta que utilizar animales de colonias con un fondo genético no uniforme, puede ser una desventaja en los 

peces muestreados, al igual que la frecuencia del muestreo que puede variar según la disponibilidad de 

animales. Debido a que muchas enfermedades infecciosas del pez cebra son infecciones crónicas subclínicas y 

que no son eliminadas por el sistema inmunológico, algunos bioterios usan ejemplares de pez cebra  como 

centinelas porque han tenido una ventana de exposición más larga. La infección por Pseudoloma spp. es más 

frecuente en el pez cebra a partir de un año de edad (Ramsay y col., 2009). Del mismo modo, a medida que las 

hembras en desarrollo son más propensas a tener esporas de Pseudoloma dentro de sus ovarios y que pueden 

propagar la infección tanto verticalmente a través del óvulo u horizontalmente en el medio ambiente. (Murray y 

col., 2011). Los animales más viejos también pueden ser más susceptibles a la reactivación de infecciones por 

micobacterias latentes. Por lo tanto se recomienda sacrificar a los peces mayores de 12 meses para minimizar la 

propagación de la infección a través de la colonia (Parikka y col., 2012). 

https://zebrafish.org/wiki/health/disease_manual/references#astrofsky_202002
https://zebrafish.org/wiki/health/disease_manual/references#astrofsky_202002
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Los peces moribundos o muertos también pueden proporcionar información sobre las enfermedades infecciosas 

presentes en una colonia ya que han sido expuestos a toda el agua del sistema en el que se alojaron. Estos 

presentan un riesgo para la colonia, ya que pueden desarrollar y luego propagar enfermedades. En ocasiones 

estos peces pueden pasar desapercibidos ya que es difícil realizar controles de salud diarios en las colonias. Por 

lo tanto es recomendable una observación diaria y de encontrar estos animales retirarlos del sistema y si es 

posible, someterlos a exámenes de salud (Murray y col., 2011). 

El pez cebra se suele alojar en sistemas de recirculación de agua con muchos tanques conectados en 

paralelo. Esta disposición reduce la probabilidad de transmisión de agentes infecciosos de un tanque a otro, pero 

también aumenta el tamaño de la muestra necesaria para detectar patógenos al analizar directamente los 

animales de las colonias. Los programas de centinelas están diseñados para maximizar la transmisión de 

patógenos a un grupo más pequeño y optimizar la detección de patógenos utilizando menos animales. Muchos 

sistemas de producción de pez cebra ahora están diseñados con un área de tanque centinela; Los tanques en 

estas posiciones pueden estar expuestos al agua del efluente de todo el sistema. Otras ventajas de los centinela 

son que facilitan comparaciones significativas de datos a lo largo del tiempo, que pueden incluir un fondo 

genético conocido sin manipulación experimental y que se encuentran en el sistema durante un período de 

tiempo conocido (Murray y col., 2011). 

Idealmente, los peces centinela deberían ser introducidos a las colonias donde se utilizarán como centinelas 

preferentemente en la etapa larvaria ya que de esta manera se minimiza el riesgo de introducir patógenos 

nuevos o desconocidos en el sistema a partir de centinelas adultos. Si el pez cebra adulto se obtiene de otra 

colonia o instalación, se debe conocer su estado de salud con respecto a todos los agentes infecciosos de 

interés para garantizar que se obtuvo un resultado que refleje el sistema que se está monitoreando y no se 

introdujo con anterioridad junto con el pez que se utilizará como centinela. Como mínimo, los peces centinela 

deben exponerse al sistema de agua / acuario al que se está probando durante al menos 3 meses y deben 

examinarse cada 3–6 meses para detectar patógenos. En los programas de centinela de roedores, los ratones a 

menudo se usan porque pueden seroconvertir para una serie de patógenos. Todavía no está claro qué línea de 

pez cebra puede ser la mejor para la detección de rutina de patógenos. Los peces cebras transparentes (por 

ejemplo, pez cebra Casper) se han sugerido como una cepa centinela que permite la detección de infecciones 

por micobacterias. A medida que se aprende más sobre el sistema inmunológico del pez cebra y varias líneas, 

las recomendaciones futuras pueden incluir una línea específica que sea susceptible a una variedad de 

patógenos (Murray y col., 2011; Whipps y col., 2014). 

Cuando se realiza un examen de rutina, el número mínimo de animales muestreados para detectar un patógeno 

con un 95% de confianza depende de la prevalencia esperada de un patógeno en la colonia, pero en la práctica, 

el número de peces cebra muestreados no suele estar limitado por restricciones financieras, como en el caso de 

roedores. Para patógenos de baja prevalencia, la cantidad de peces que se requeriría para detectar la infección 
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a menudo es poco práctica. Además, los cálculos estadísticos deben considerar que todos los peces tienen la 

misma probabilidad de infectar a todos los demás peces, lo que no es el caso de los sistemas de pez cebra. La 

exposición de los peces al agua de efluentes es un método que puede usarse para aumentar las posibilidades 

de detectar un patógeno con la evaluación de menos peces. La prevalencia esperada suele ser difícil de 

determinar, ya que el método de alojamiento, la filtración de agua y las prácticas de reproducción pueden tener 

un impacto significativo en la prevalencia de patógenos en una población de peces (Kent y col., 2009).  
El número de peces de una muestra para realizar un control sanitario considerando que se realiza para detectar 

la presencia de infecciones de los peces (en peces portadores asintomáticos) así como la presencia de peces 

enfermos, el número de especímenes necesarios para el muestreo se basa en aquel postula una incidencia del 

5% y una probabilidad del 95% de que se detecten portadores o muestras infectadas. En general, se requerirá 

una muestra de 60 peces por muestra a realizar. Sin embargo, en algunas situaciones, como la presencia de 

reproductores valiosos, o en otras circunstancias, puede ser necesario reducir el tamaño de la muestra para 

casos particulares. La práctica habitual es que el responsable a cargo de determine la cantidad de muestras 

requeridas (Pettijon, 1977). 

La incidencia de un patógeno también puede variar según la genética del animal, el estado inmunológico y los 

procedimientos de cría. Por estas razones, la prevalencia de la infección puede diferir sustancialmente entre las 

colonias. Por lo tanto, los peces centinela mantenidos en tanques o acuarios de colonias o en un tanque 

especialmente diseñado que recibe agua del sistema de efluentes pueden ser el método de detección más 

confiable. De ser posible, si los animales viejos de la colonia pueden enviarse, eso favorece en proporcionar una 

imagen más completa de la salud de la colonia. El número de pez cebra muestreado reflejará un balance entre el 

riesgo de no detectar agentes infecciosos, con el costo del programa de control sanitario (Murray y col., 2011). 

Según la técnica a utilizar en el control sanitario, depende también el método de conservación y/o envío al 

laboratorio de diagnóstico de las muestras de tejidos de los animales a utilizar y que permita una mejor 

probabilidad de hallar los patógenos especificados (Tabla 2). 

El muestreo ambiental es muy útil para la detección de agentes como Mycobacterium spp. que proliferan en las 

biopelículas del sistema y, por lo tanto, son comunes en el medio ambiente. La sensibilidad del tipo de muestra 

ambiental varía según el ciclo de vida y la biología del agente. Confiar solo en las pruebas ambientales puede 

ser insuficiente para la detección de agentes que son relativamente poco comunes en el medio ambiente o que 

son expulsados de manera intermitente o en forma deficiente por peces infectados. Dado que existe información 

limitada sobre el muestreo ambiental de patógenos del pez cebra, y dado que algunos patógenos pueden ser 

más comunes en peces infectados que en el ambiente, el muestreo ambiental debe considerarse un  

complemento de los animales de prueba (Kent y col., 2009). 

 

1.3.7. Metodología de las pruebas 
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La metodología de las pruebas también es un factor importante a considerar al diseñar un programa de control 

sanitario. La técnica de diagnóstico más adecuada dependerá de varios factores, incluido el tipo de información 

necesaria, el agente patógeno de interés, la etapa probable de la infección y los costos. Históricamente, el 

control de salud de las colonias de pez cebra se basó en las necropsias post mortem y la histopatología de pez 

cebra adulto entero. Hoy en día, existen varias metodologías disponibles para bioterios que incluyen reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, PCR convencional, histopatología y exámenes directos simples, 

como montaje en lámina y observación al microscopio óptico. Para el monitoreo de parásitos externos, se puede 

realizar un examen con preparaciones de montaje húmedo en porta objeto de aletas y branquias. Las técnicas 

de diagnóstico molecular, como la PCR convencional, están disponibles comercialmente y proporcionan una 

sensibilidad y especificidad importante y con tiempos de respuesta rápidos. La PCR ofrece ventajas significativas 

para la detección de Mycobacterium spp., ya que a menudo, requieren condiciones especiales para el 

crecimiento bacteriológico y es más demorado el diagnóstico. El cultivo bacteriano puede facilitar el aislamiento y 

la identificación a nivel de especie de una amplia gama de microorganismos, incluidas bacterias, levaduras, 

hongos filamentosos y oomicetos. La sensibilidad de la microbiología para el pez cebra varía según la biología 

de los organismos cultivados y la experiencia del laboratorio con animales acuáticos, ya que varios patógenos de 

peces tienen requisitos específicos, incluidas temperaturas de incubación únicas, medios de cultivo 

especializados y / o tiempos de incubación más prolongados (Whipps y col., 2012). 

 

1.3.8. Selección de peces para la necropsia. 
Los exámenes deben realizarse en peces enfermos que se recolectan en vida (moribundos) cuando sea 

posible. Es importante determinar la causa primaria de mortalidad y diferenciarla de los patógenos secundarios u 

oportunistas que pueden haber infectado peces ya enfermos. Para lograr esto, se recomienda examinar varios 

peces afectados. También es útil incluir peces asintomáticos aparentemente sanos para que se puedan 

determinar los cambios patológicos tempranos y la causa subyacente de la morbilidad. Los peces muertos 

pueden ser adecuados para algunos exámenes parasitológicos y para observar cambios patológicos 

macroscópicos. Sin embargo, los exámenes bacteriológicos realizados en peces muertos pueden dar resultados 

engañosos, y muchos cambios histológicos son eliminados por la autolisis post mortem (Whipps y col., 2012). 

 

1.3.9. Inspección  externa. 
El pequeño tamaño del pez cebra hace que la realización de una necropsia sea algo tediosa, pero con 

paciencia y práctica esto se puede lograr de manera eficiente y con la ayuda de un microscopio. Es 

importante observar las anormalidades de la superficie (Ej., Aletas deshilachadas, ojos nublados, úlceras, 

decoloraciones de la piel, parásitos y tumores). Se puede preparar sobre una lámina portaobjetos una 

muestra del mucílago de la piel y unas pocas escamas raspando la superficie del pez con un cubreobjetos y 
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colocando este sobre el portaobjetos de vidrio. Se puede agregar algo de agua a la preparación para que el 

área de la muestra esté completamente lleno de líquido. En la observación al microscopio, se recomienda 

reducir la luz y bajar el condensador ya que producirá un mayor contraste y permitirá que, de hallarse,  los 

parásitos microscópicos y otros patógenos sean más visibles (Kent y col., 2009; Varga y Murray, 2016). 

 

1.3.10. Branquias. 
Se retira el opérculo y se observa el color de las branquias (las branquias pálidas generalmente indican 

anemia). Se verifica si hay la presencia de parásitos, quistes, moco excesivo y hemorragias con un 

microscopio. Puede prepararse una montura húmeda retirando unos pocos filamentos con tijeras, colocando 

los filamentos en una gota grande de agua dulce en un portaobjetos de vidrio y cubriéndolos con un 

cubreobjetos. Luego se examina en busca de pequeños parásitos, hongos y bacterias utilizando un 

microscopio (Kent y col., 2009; Varga y Murray, 2016). 

 

1.3.11. Inspección interna. 
En necesario abrir la cavidad visceral y observar si hay ascitis, hemorragias u otras anormalidades. También 

examinar el riñón, retirar la vejiga natatoria y detectar la presencia de cualquier anomalía renal. Muchas 

enfermedades causan agrandamiento o decoloración del riñón, pero esto puede ser difícil de ver en el pez 

cebra debido a su pequeño tamaño. Inspeccionar el corazón para revelar cualquier anormalidad. Es posible 

encontrar múltiples quistes blanquecinos en los órganos viscerales que sugieren infecciones por 

Mycobacterium spp. Asimismo se deben examinar las preparaciones de órganos con un microscopio para 

determinar la presencia parásitos, hongos o granulomas enquistados. Las preparaciones se hacen retirando 

un pequeño trozo de tejido y aplastándolo suavemente entre un portaobjetos y un cubreobjetos, de modo que 

se forme una muestra fina adecuada para el examen al microscopio (Varga y Murray, 2016). 

 

1.3.12. Improntas. 
Las muestras de riñones o de otros órganos afectados teñidas con Giemsa son útiles para la detección de 

protozoos y bacterias. Se  retira un trozo de órgano y se seca sobre una toalla de papel limpia para eliminar la 

mayor parte de la sangre para luego tocar ligeramente la superficie cortada de la muestra en un portaobjetos 

de vidrio limpio. Se pueden hacer varias impresiones de la misma pieza de tejido en una lámina. Luego se 

seca la preparación a temperatura ambiente durante 1/2 hora y se cubre el portaobjetos durante 5-10 minutos 

con metanol absoluto en la tinción de Giemsa. El portaobjetos con la muestra teñida también puede enviarse 

a un laboratorio de diagnóstico. Para Mycobacterium spp, las muestras o improntas y los frotis de tejido se 

tiñen con tinciones ácidas rápidas como Ziëehl Neelsen (Kent y col., 2009, Varga y Murray, 2016). 
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1.3.13. Bacteriología. 
Algunas infecciones bacterianas, como las bacterias de deslizamiento de superficie y Mycobacterium spp., se 

pueden identificar por tinciones rápidas ácidas (por ejemplo, Ziehl Neelsen). Sin embargo, el diagnóstico de 

otras enfermedades requiere el aislamiento bacteriano. En este caso, los peces vivos deben enviarse al 

laboratorio, pero esto puede no ser práctico en algunas situaciones; por lo que es necesario realizar métodos 

para obtener cultivos bacterianos iniciales y luego los mismos se pueden enviar a un laboratorio para una 

identificación completa. 

En este caso deben utilizarse peces recién sacrificados para exámenes bacteriológicos, ya que los peces 

muertos de los acuarios o tanques son esencialmente inútiles. Se debe desinfectar la superficie del pez con 

etanol al 70%. Esterilizar los instrumentos de disección. Se utilizan dos métodos para obtener muestras del 

riñón. Uno es el método visceral, en donde se debe abrir la cavidad visceral haciendo una incisión en la pared 

abdominal sin cortar el tracto gastrointestinal. Luego se hace a un lado la vejiga natatoria con unas pinzas 

esterilizadas y se inserta un hisopo o ansa estéril en el riñón. El otro es el método dorsal, en donde se ingresa 

al riñón por una incisión lateral dorsal al mismo (es decir, cerca de la línea lateral). Luego se siembra la 

muestra en agar tripticasa soja o agar sangre, se sellan las placas y se mantienen  a temperatura ambiente y 

luego se envían las placas al laboratorio de microbiología para un diagnóstico. 

Para las bacterias deslizantes (Cytophaga, Flexibacter y Flavobacterium spp.), se recomienda Cytophaga 

Medium . Y aunque las lesiones pueden mostrar un gran número de bacterias deslizantes, otras bacterias 

(por ejemplo, Aeromonas spp.) pueden crecer en exceso sobre las primeras. Por lo tanto, la mejor manera de 

obtener cultivos puros de bacterias deslizantes es homogeneizar el tejido infectado (Ej., Branquias, piel y 

músculo) en agua estéril y sembrar en diluciones de la misma en un medio de cultivo de elección. 

Las preparaciones teñidas con Gram pueden revelar un gran contenido de bacterias en el tejido infectado al 

realizar una impronta de los tejidos sospechosos en un portaobjetos y que luego se seca a temperatura 

ambiente y se fija la lámina calentándola suavemente sobre una llama durante 3-5 segundos (Kent y col., 

2009). 

 

1.3.14. Virología. 
Al igual que con las enfermedades bacterianas, el aislamiento de virus en el cultivo puede ser utilizado para 

diagnosticar una enfermedad viral, y es posible utilizar células de tejidos recolectados de peces recién 

sacrificados para realizar el cultivo viral y realizar un diagnóstico por pruebas serológicas. Si esto no es 

práctico los peces para el examen de virus pueden ser congelados y controlados por la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR). En la actualidad, no existen muchas enfermedades virales conocidas de las colonias 

de pez cebra aunque  se informó de un caso de infecciones virales naturales para esta especie. En 2015, se 

detectó el virus de la necrosis infecciosa del bazo y el riñón (ISKNV) en el pez cebra de un centro de 

https://zebrafish.org/wiki/health/disease_manual/recipes_and_protocols#cytophaga_medium_for_gliding_bacteria
https://zebrafish.org/wiki/health/disease_manual/recipes_and_protocols#cytophaga_medium_for_gliding_bacteria
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investigación en España. Los peces afectados mostraron letargo, pérdida de apetito, natación anormal, 

distensión de la cavidad celómica y, en los casos más graves, dificultad respiratoria, branquias pálidas y 

hemorragias petequiales en la base de las aletas. La citomegalia fue el hallazgo histopatológico más 

relevante en órganos y tejidos, a veces asociado a cambios degenerativos y necróticos. ISKNV pertenece al 

género relativamente recientemente Megalocitivirus de la familia Iridoviridae, que comprende grandes virus de 

ADN citoplasmáticos icosaédricos. Este es el primer caso de infección por megalocitivirus natural en las 

instalaciones de investigación de pez cebra, asociada con la morbilidad. El virus se ha identificado en base a 

evidencia tanto patológica como genética, para comprender mejor la patogénesis de la infección en el pez 

cebra y la relación filogenética con otros iridovirus. Dada la capacidad de los megalocitivirus para cruzar los 

límites de las especies, parece necesario implementar prácticas estrictas de bioseguridad, ya que estas 

infecciones pueden invalidar los datos experimentales y tener un gran impacto en los peces de laboratorio y 

cultivados, como también  la incorporación de cultivos celulares de tejidos de peces en investigaciones, es 

probable que enfermedades virales "nuevas" sean reconocidas en el pez cebra (Bermúdez y col., 2018; Varga 

y Murray, 2016). 

 

1.3.15. Biología Molecular. 
Las pruebas de diagnóstico basadas en el ADN que utilizan PCR son cada vez más comunes en los 

diagnósticos de salud de los peces porque son muy sensibles y específicas. En el pez cebra, se han 

desarrollado pruebas de PCR para varios agentes patógenos o para identificar y diferenciar diferentes 

especies de Mycobacterium. Debido a la extrema sensibilidad de la técnica de PCR, se debe tener mucho 

cuidado para evitar la contaminación cruzada entre las muestras, como también intercambiar instrumentos 

entre las mismas. Las muestras pueden congelarse inmediatamente o conservarse en etanol. Se obtienen 

resultados mixtos cuando se usan tejidos conservados con formalina para el análisis genotípico. Es 

importante tener en cuenta que los procedimientos de descalcificación, que se usan de forma rutinaria cuando 

se procesa pez cebra para histología, son particularmente perjudiciales para los análisis moleculares 

(Astrofsky y col., 2000; Moore y col., 2001). 

 

Tabla 2. 
Métodos de conservación de tejidos de peces y sus usos en exámenes 
diagnósticos de enfermedades de peces. 
 

+++ = óptimo; ++ = satisfactorio en la mayoría de los casos; + = subóptimo, se puede 
usar si no hay otro tejido disponible; 0 = inútil. 
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 Vivo Con hielo Congelado Preservado * 

Parasitología +++ ++ + + 

Bacteriología +++ + + 0 

Virología +++ ++ + 0 

Toxicología +++ ++ +++ 0 a +++ 

Histología +++ + + +++ 

Microscopio de electrones +++ + 0 +++ 

PCR +++ ++ +++  

*Preservado en fijador a base de formalina (ej. Fijador de Dietrich ) para histología, fijador a 
base de glutaraldehído para microscopía electrónica, etanol al 95% para pruebas de PCR. 
 
 
 

 
1.4. ENFERMEDADES BACTERIANAS. 

 

1.4.1. Micobacteriosis. 
 
Las infecciones bacterianas crónicas y sistémicas producidas por varias especies de Mycobacterium se 
diagnostican con frecuencia en peces de acuario. Las especies que se encuentran más comúnmente en los 
peces son M. marinum , M. abscessus , M. chelonae y M. fortuitum. Estas especies, así como M. 
peregrinum y M. haemophilum, se han asociado con micobacteriosis en el pez cebra (Astrofsky y col., 2000; 
Kent y col., 2004). 
Por lo general, la micobacteriosis es crónica con un bajo nivel de mortalidad, pero en ciertas circunstancias, 
las infecciones pueden ser muy agudas y provocar epizootias graves en colonias de pez cebra. Aún no se 
han determinado los factores más característicos de las diferencias observadas en la gravedad de los brotes 
de micobacteriosis en peces. Se desconoce si las cepas o especies altamente virulentas causan los brotes 
agudos, o si los brotes ocurren en peces que están inmunocomprometidos por otros factores, como la mala 
calidad del agua, el hacinamiento y el manejo excesivo. Mycobacterium spp. de los peces pueden infectar a 
los humanos. En la mayoría de los casos, las infecciones se limitan a las extremidades y, aunque no suele ser 
potencialmente mortal, pueden requerir tratamientos agresivos con antibióticos para resolverlos (Kern y col., 
1989; Shih y col., 1997; Hoyen y col., 1998; Laborde & Milocco, 2008). Sin embargo, estas infecciones 
pueden ser letales para individuos inmunocomprometidos (Lessing y col., 1993). Teniendo en cuenta el 

https://zebrafish.org/wiki/health/disease_manual/recipes_and_protocols#dietrich_s_fixative
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potencial zoonótico de Mycobacterium spp., aquellas personas que manipulan peces de acuario, incluido el 
pez cebra, deben higienizarse mediante el lavado de manos después de entrar en contacto con agua que 
contiene peces, y evitar exponer las lesiones abiertas en la piel al agua y los peces del acuario. La mayoría 
de los casos de micobacteriosis humana asociada con peces son causados por M. marinum. Se considera 
que esta especie no crece, o crece muy mal, a 37 °C. La mayoría de los casos de M. marinum no ponen en 
peligro la vida y se limitan a extremidades, donde las temperaturas corporales son más bajas. Sin embargo, 
algunas cepas de M. marinum son capaces de crecer en cultivo a 37 °C, y otras que no capaces de crecer a 
esta temperatura en medios pueden hacerlo a 37 C en líneas celulares de macrófagos y en ratones (Kent y 
col., 2006). 
 
1.4.1.1. Signos clínicos y patología. 
 
Los cambios clínicos y macroscópicos asociados con Mycobacterium spp. son variables, dependiendo del 
sitio y la extensión de la infección, y de la "cronicidad" de la infección. Los signos clínicos incluyen letargo, 
anorexia y emaciación. Los peces pueden presentar úlceras, hemorragia o hiperemia alrededor de la cabeza 
(similar a la septicemia gram negativa), escamas elevadas, aletas deshilachadas y palidez de la piel o 
branquias. Un cambio macroscópico distintivo es la presencia de múltiples nódulos blancos en diversos 
órganos viscerales. Estos son visibles mediante un examen detallado de los órganos con un microscopio 
óptico, pero pueden ser difíciles de encontrar en peces pequeños, como el pez cebra y donde se describieron 
varias formas de la enfermedad. Los peces infectados pueden mostrar en general una capacidad reproductiva 
disminuida, así como cambios característicos como ser la hidropesía (edema generalizado con abdomen 
hinchado) y úlceras visibles en la piel (Astrofsky y col., 2000). 
 
1.4.1.2. Microscopía. 
 
En una micobacteriosis de peces "típica" (es decir, la forma crónica), el examen histológico revela numerosos 
granulomas, a menudo con centros necróticos, en todos los órganos viscerales. Estos se ven en 
preparaciones en fresco en portaobjetos, pero se pueden confundir con parásitos enquistados.  Una tinción de 
estos tejidos con tinciones ácido-rápidas que a menudo revela bacilos de color rojo en las lesiones. En 
infecciones más agresivas, asociadas con una mortalidad rápida, es posible observar acumulaciones masivas 
de macrófagos repletas de bacterias en todas las vísceras (peritonitis crónica severa) y ocasionalmente se 
extienden hacia el músculo. Cuando los casos son muy agudos los granulomas pueden estar ausentes o 
presentarse en muy poca cantidad. Se observó la presencia de micobacterias en la pared de la vejiga 
natatoria y en el epitelio intestinal, lo que indica que estos son sitios pueden ser una probable puerta de 
entrada de estas infecciones (Kent y col., 2006). 
 
1.4.1.3. Diagnóstico. 
 
El diagnóstico presuntivo se logra mediante la observación de múltiples granulomas en órganos viscerales, ya 
sea en montajes en fresco en portaobjetos o en cortes histológicos. Estos también pueden ser causados por 
infecciones por hongos o parásitos por lo que debe hacerse el diagnóstico diferencial. El diagnóstico final 
requiere la visualización de bacilos ácido-rápidos en cortes histológicos de tejidos. A menudo, el pez cebra se 
descalcifica durante el procesamiento histológico, y recientemente encontramos que ciertos procedimientos 
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de descalcificación agresivos pueden inhibir la tinción ácida de Mycobacterium spp. en cortes de tejido (Kent y 
col., 2006a). 
Algunas especies de Mycobacterium son relativamente difíciles de cultivar en medios de cultivo, por lo que 
este procedimiento no se emplea frecuentemente en peces. 
Se han descrito pruebas de PCR para detectar la presencia del agente causal (Colorni y col., 1994; Astrofsky 
y col., 2000). Estas pruebas, aunque son extremadamente sensibles, por lo general no proporcionan 
información sobre el estado de la enfermedad o la gravedad de la infección, pero pueden ser útiles para la 
detección de infecciones portadoras o subclínicas. También es posible utilizar pruebas de PCR para obtener 
la secuencia de micobacterias directamente de peces infectados y que es muy útil, para la identificación de 
especies de bacterias que son difíciles de cultivar en medios de cultivo (Kent y col., 2004; Poort y col., 2006). 
 
1.4.1.4. Control y tratamiento. 
 
La infección es muy difícil de erradicar de los bioterios de producción de peces mediante la administración 
con antibióticos. Sin embargo, Conroy & Conroy. (1999) observaron que la kanamicina a 50 ppm con 4 dosis 
separadas durante 2 días aparentemente controlaba la enfermedad en guppies. Boos y col. (1995) trataron 
los cíclidos de boca de fuego y tetras del Congo por vía oral con rifampicina y tetraciclina con cierto éxito. Sin 
embargo, la despoblación de los tanques afectados y el evitar la contaminación cruzada ha sido la manera 
más efectiva de controlar la infección en los peces de acuario. Debido a que la enfermedad es bastante 
insidiosa, la infección está muy extendida en los peces de acuario, y el tratamiento con antibióticos es difícil 
de implementar y lograr una erradicación del patógeno, por lo que la mejor profilaxis es evitar la infección; que 
se logra mediante estrictos procedimientos de cuarentena, desinfección de elementos del acuario, la 
optimización de la calidad del agua y las condiciones de manejo, reducirán la probabilidad de que ocurran 
epizootias cuando algunos peces portadores están presentes en la población (Astrofsky y col., 2000). 
 
1.4.2. Bacterias deslizantes. 
 
Varias especies de bacterias deslizantes (Flavobacterium, Flexibacter o Cytophaga spp.) causan infecciones 
en la piel en peces de agua dulce y marinos. Una de ellas denominada enfermedad bacteriana de las 
branquias (BGD, por sus siglas en inglés), es una infección causada por estas bacterias cuando se dan 
condiciones de hacinamiento y una calidad deficiente del agua. Por lo tanto, BGD también se conoce como 
"enfermedad ambiental de las agallas". Dos bacterias de deslizamiento, Flavobacterium columnare y F. 
branchiophilum, son especies específicamente responsables con la enfermedad en agua dulce. Otras 
bacterias pueden causar o estar involucradas de manera secundaria con las lesiones. El factor clave de 
predisposición es la carga orgánica alta de varios componentes y posiblemente la cantidad de amoníaco en el 
agua. Esta condición se encuentra generalmente en los criaderos de producción de salmónidos. En el pez 
cebra, se ha detectado BGD después de envíos en los cuales los peces estuvieron en tránsito durante un 
tiempo prolongado (Kent y col., 2004). 
 
1.4.2.1. Signos clínicos y patología. 
 
El signo característico de la mayoría de las enfermedades de las branquias, es que los peces exhiben 
dificultad para respirar y suelen acumularse en la capa superficial del agua. Las infecciones de las aletas y la 
cola, conocidas como podredumbre de las aletas y la cola, se caracterizan por la erosión de las mismas. La 
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piel infectada generalmente aparece blanca debido a la pérdida de la epidermis y la exposición de la dermis 
(Kent y col., 2004). 
 
1.4.2.2. Microscopía. 
 
Los exámenes de montaje en portaobjetos de muestras de branquias infectadas revelan laminillas 
secundarias fusionadas debido a la hiperplasia epitelial y también puede observarse masas de bacterias 
filamentosas en la superficie de las branquias. En estos casos, la microscopía de contraste de fase es útil 
para la visualización de las bacterias. En cortes histológicos se observa  hiperplasia epitelial severa de las 
branquias y ocasionalmente necrosis. Un examen cuidadoso puede revelar colonias de bacterias en la 
superficie de las branquias (Kent y col., 2004). 
 
1.4.2.3. Diagnóstico. 
 
Las infecciones producidas por bacterias que se deslizan generalmente se diagnostican mediante la 
observación de masas de las mismas en el tejido infectado. Con BGD, la superficie de las branquias se 
asocia con una producción excesiva de moco e hiperplasia del epitelio branquial. Todos estos cambios 
pueden visualizarse en preparaciones de montaje en fresco de los tejidos infectados. La histología es útil para 
demostrar los cambios patológicos de las branquias y el grado de invasión de las bacterias en la piel (Kent y 
col., 2004). 
 
1.4.2.4. Control y tratamiento. 
 
La mejor manera de control en una potencial infección con BGD, es evitar el hacinamiento y mantener la 
calidad adecuada del agua. Cuando se realiza un envío de peces vivos, debe controlarse que los estos no 
sean alimentados unos días antes del transporte, y mantener pocos animales en las bolsas de transporte  y la 
ruta de viaje que sea lo más rápida posible. 
El tratamiento más utilizado para BGD en salmónidos es la cloramina T a una dosis de aproximadamente 6-
15 ppm en forma de baño de 1 hora de duración y de ser necesario se puede repetir el tratamiento. En  
infecciones experimentales en truchas se pueden tratar con peróxido de hidrógeno a una dosis de 100 mg / L 
de peróxido de hidrógeno (baños de 1 hora). Sin embargo, no ha sido probado el peróxido de hidrógeno en 
infecciones con BGD en el pez cebra. (Bowker y Erdahl, 1998; Lumsden y col., 1998; Varga y Murray, 2016). 

 
 
1.4.3. Aerocistitis bacteriana (infección bacteriana de la vejiga natatoria). 
 
Son comunes las infecciones bacterianas y fúngicas de la vejiga natatoria en varias especies de peces. En 
instalaciones donde se producen peces cebras se observó infecciones bacterianas crónicas severas de este 
órgano (aerocistitis) con una tasa alta de mortalidad en algunos casos. Es posible encontrar infecciones 
mixtas por Aeromonas sp. y Pseudomonas sp. También se han informa do aislamientos de bacterias similares 
en la cavidad visceral como Vibrio cholerae. El examen de las secciones histológicas con tinciones especiales 
puede revelar una variedad de tipos bacterianos en los que es posible encontrar Pseudomonas 
fluorescens en las vejigas inflamadas de peces cebra ya que poseen una vejiga natatoria abierta (fisóstomos) 
que se conecta al tracto gastrointestinal a través de un conducto neumático, condición que permite a las 
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bacterias intestinales que colonicen la vejiga natatoria de un huésped susceptible (por ejemplo, 
inmunocomprometido). Los factores estresantes conocidos, como el manejo (por ejemplo, el desove por 
compresión) puede ocasionar la aparición de la enfermedad. Se han informado casos de brotes en 
instalaciones de peces cebra donde también exhibieron Microsporidiosis del músculo. Los microsporidios son 
causas bien reconocidas de infecciones oportunistas en huéspedes inmunosuprimidos, que pueden ocurrir sin 
estar relacionados con causas iatrogénicas como también en las infecciones de la vejiga natatoria, donde 
existe la posibilidad de que los peces se vuelvan susceptibles a la aerocistitis después de ser 
inmunosuprimidos por agentes desconocidos o una deplorable calidad del agua (Aho y col., 1988; Blaylock y 
col., 2001; Bowater y col., 2003; Bruno, 1989; Lehmann y col., 1999; Miyazakai y col., 1984;  Wada y col., 
1993).  
 
1.4.3.1. Signos clínicos y patología macroscópica. 

 

Los peces afectados pueden estar letárgicos y acumularse cerca del fondo del tanque, lo que es consistente 
con el deterioro de la vejiga natatoria. Los peces a menudo muestran eritema en la base de las aletas y en 
algunos casos hemorragia que son característicos de la septicemia gram negativa y alguna enfermedad viral 
como el megalocitivirus (ISKNV) que causa la necrosis infecciosa de bazo y riñón, y por lo que no son 
patognomónicos para esta afección (Bermudez y col., 2018). 
 
1.4.3.2. Microscopía 

 

Histológicamente es posible observar una destrucción masiva e inflamación crónica severa de la vejiga 
natatoria. La lesión a menudo se extiende a lo largo de la cavidad visceral y dorsalmente a través del riñón 
hasta el músculo esquelético. El tejido presenta una necrosis prominente y mediante tinciones de gram es 
posible encontrar colonias de bacterias. Cuando los casos son causados por bacterias filamentosas las 
tinciones de Gram no revelan la presencia de las mismas. En tinciones ácido rápido que incorporan azul de 
metileno puede visualizarse acúmulos de bacterias de tinción de azul (ácido-rápido negativo). La tinción de 
Steiner también es habitual para mostrar estos tipos de bacterias en secciones. Flavobacterium 
psychrophilum no puede verse fácilmente en secciones teñidas con hematoxilina o eosina o gram, pero son 
visibles con una tinción de Giemsa (Kent y col., 1998). 
 
1.4.3.3. Diagnóstico 

 

En los cambios macroscópicos es posible confundirse con una septicemia por bacterias gram negativas. El 
diagnóstico, por lo tanto, debe basarse en la observación histológica de las lesiones características en la 
vejiga natatoria. Se debe considerar utilizar tinciones de Gram, Steiner o azul de metileno para demostrar la 
presencia de bacterias. El cultivo bacteriano no es confiable ya que no ha sido identificada una especie 
bacteriana específica que causa la enfermedad (Kent y col., 1998). 
 
1.4.3.4. Control 
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Todavía es preciso identificar la causa subyacente de esta enfermedad. Es probable que las bacterias sean 
oportunistas ya que la infección está asociada con varias especies bacterianas diferentes. Hasta que las 
causas de la aerocistitis no estén identificadas, se recomienda mantener aislados los peces afectados de 
otras poblaciones y asegurar que la calidad del agua sea óptima (Kent y col., 1998). 
 
1.4.4. Edwardsiella ictaluri. 
 
Este patógeno es una bacteria gram negativa comúnmente conocida en acuicultura como agente etiológico 
de la enfermedad grave del bagre (Plumb, 1999). El pez cebra es muy sensible a este agente y, por lo tanto, 
se ha utilizado como modelo de vacuna (Petrie-Hanson y col., 2007). Esta especie es generalmente bastante 
resistente a las bacterias gram negativas oportunistas, como Aeromonas y Pseudomonas, pero E. ictaluri no 
se encuentra en esta categoría. Es un patógeno primario y, a diferencia de otras bacterias, simplemente 
contaminando el agua con esta bacteria, en el pez cebra da como resultado una enfermedad (Petrie-Hanson 
y col., 2007). La transmisión natural se produce principalmente a través de la eliminación de bacterias de 
peces portadores sanos o enfermos, o por el canibalismo de peces muertos. Se considera que la principal 
fuente de infección son los peces infectados, en lugar del ambiente. Sin embargo, en el bagre, la bacteria es 
capaz de persistir en el medio ambiente sin peces una vez que se ha introducido en el medio acuático 
(Plumb, 1999). Se han informado brotes de esta infección en instalaciones de peces adultos como de 
producción y experimentación con embriones. Aunque se considera principalmente una enfermedad del 
bagre, la infección se ha notificado en otros peces de agua dulce (Plumb, 1999). Se ha observado en peces 
de acuario utilizados en investigaciones en universidades (Kent y Lyons, 1982) y Danio devario (Waltman y 
col., 1985). 
 
1.4.4.1. Signos clínicos y patología. 
La signología es típica de las septicemias gram negativas en peces, los peces infectados exhiben una alta 
mortalidad y un eritema difuso (enrojecimiento) de la piel. Mientras que las altas mortalidades ocurren a 
menudo después de la exposición, los estudios con bagre mostraron que algunos peces pueden seguir 
siendo portadores durante muchos meses (Plumb, 1999). 
 
1.4.4.2. Microscopía. 
Los peces infectados presentan necrosis severa en los órganos viscerales, particularmente en el bazo y el 
riñón. Los peces también muestran una severa y extensa necrosis e inflamación del cerebro anterior, los 
nervios olfativos y las narinas. Las narinas han demostrado ser una puerta de entrada importante de infección 
en el bagre (Plumb, 1999). El examen con gran aumento de las secciones de pez cebra muestra numerosos 
bacilos bacterianos en los fagocitos en las lesiones, así como en el riñón y el bazo. 
 
1.4.4.3. Diagnóstico. 
El diagnóstico presuntivo se obtiene con muestras de secciones teñidas con hematoxilina-eosina (H&E) y se 
basa en la observación de zonas necróticas en el cerebro anterior y nervios, con numerosos bacilos en los 
fagocitos. El diagnóstico definitivo se obtiene mediante el cultivo y la identificación de pruebas  bioquímicas de 
las bacterias. Esta crece de forma lenta en cultivo en comparación con muchas otras gram negativas que se 
encuentran en los peces. Se han observado infecciones simultaneas  con Aeromonas hydrophila en el bagre 
y esta condición también puede ocurrir en el pez cebra, y por lo que hace que el diagnóstico sea más difícil ya 
que A. hidrofilia crece más rápido en un cultivo que la E. ictaluri (Hawke y col., 1981; Waltman y col., 1986).  
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Edwardisella ictaluri se desarrolla bien en  agar sangre y en agar de infusión cerebro-corazón. Se han 
realizado cultivos de muestras de pez cebra a 25-30 °C, pero se requirieron de 5 a 7 días para visualizar 
colonias prominentes. Hasta ahora, las cepas aisladas del pez cebra no son móviles y es diferente de la 
mayoría de las cepas de bagre. Se puede obtener un diagnóstico confirmatorio adicional mediante la 
utilización de la PCR (Nusbaum y Morrison, 2002). 
 
1.4.4.4. Control y tratamiento 
El mejor método de control es evitar la introducción de peces infectados mediante la implementación de 
programas de cuarentena y la adquisición de embriones (huevos). Afortunadamente, no existen muchos 
informes de infecciones y de considerarse una enfermedad muy extendida en el pez cebra, y los brotes 
conocidos fueron identificados y aislados en cuarentena antes de que los peces fueran introducidos en una 
instalación principal. La infección es común en el bagre y se ha informado en especies de peces de 
acuario. Por lo tanto, se debe tener especial cuidado cuando se obtienen peces con el fin de realizar 
experiencias provenientes de comercios de venta de peces de acuario. Como la bacteria es muy patógena y 
no está muy extendida en el pez cebra, se recomienda que las poblaciones infectadas se sometan a 
eutanasia y que se desinfecten todos los equipos. Los antibióticos utilizados para controlar la infección en el 
bagre y pez gato incluyen la administración oral de oxitetraciclina u ormetoprim-sulfadimetoxina. Otros 
medicamentos que se han probado in vitro incluyen kanamicina, estreptomicina y ácido oxolínico (Noga, 
2010). 

 

1.5. ENFERMEDADES PROTOZOARIAS 
 

Las enfermedades causadas por protozoos son comunes en los peces de acuario, y varios se han observado 
en el pez cebra. Los patógenos primarios Ichthyophthirius multifiliis que causa "Ich" o enfermedad de la 
mancha blanca " y Piscinoodinium pillulare que causa “la enfermedad del terciopelo de agua dulce” son muy 
comunes en los peces cautivos de aguas cálidas y causan enfermedades en instalaciones de 
experimentación o producción de pez cebra. Los microsporidios son generalmente más específicos del 
hospedador y son parásitos intracelulares obligados productores de esporas con más de 150 especies 
infecciosas para los peces y muy comunes en los bioterios de producción de peces cebra. La microsporidiosis 
se informó por primera vez en el pez cebra, Danio rerio , hace casi 30 años (De Kinkelin, 1980), y este 
microsporidium se asignó recientemente a un nuevo género y especie, Pseudoloma neurophilia (Matthews y 
col., 2001). La microsporidiosis, la enfermedad más común del pez cebra de laboratorio, afecta el sistema 
nervioso central y el músculo esquelético, y se asocia con emaciación, deformidad espinal y morbilidad. Las 
esporas del pseudoloma están contenidas dentro de los complejos huésped-parásito conocidos como 
xenomas. Las infecciones por pseudoloma se caracterizan por múltiples xenomas en el cerebro posterior, la 
médula espinal, las raíces nerviosas y ocasionalmente dentro del músculo esquelético. Las esporas libres 
(probablemente provenientes de la ruptura del xenoma) se encuentran dentro de los fagocitos y se asocian 
con miositis, meningitis y encefalitis severas y crónicas. El tejido ovárico a menudo está infectado y 
ocasionalmente los huevos pueden albergar esporas de Pseudoloma que indican potencial de transmisión 
vertical (Kent y Bishop-Steward, 2003; Ramsay, 2009). 
 
1.5.1. Enfermedad de terciopelo (Piscinoodinium pillulare) 
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El parásito Piscinoodinium pillulare, que causa de la “enfermedad del terciopelo”, es un dinoflagelado  
amarillento que durante una etapa de su ciclo de vida infecta la piel y las branquias de los peces. El parásito 
puede multiplicarse muy rápidamente en acuarios y puede ser mortal para los peces. Este es un patógeno 
común de los peces ornamentales o de acuario. Durante la etapa de dinospora infecta a los peces y se 
transforma en  trofonte, que se adhiere a la superficie de los peces, especialmente en las branquias, y 
aparentemente se alimenta del epitelio del huésped. Después de varios días abandona el huésped y forma un 
tomonte y en esta etapa de huésped externo (forma de división enquistada) experimenta varias divisiones, 
que da como resultado 256 dinosporas móviles infecciosas que infectan a otros peces. El ciclo de vida se 
completa en aproximadamente 2 semanas y en condiciones óptimas 23-26 o C de temperatura del agua (Lom 
y Dykova, 1992; Noga, 1996). 
 
1.5.1.1. Signos clínicos y patología 
Los peces muy infectados se ven letargicos, pueden permanecer cerca de la superficie del agua y tener 
dificultad para respirar y la coloración de los mismos puede presentar un brillo de color grisáceo u oxidado en 
la superficie. 
 
1.5.1.2. Microscopía 
El examen de muestras de piel o de branquias revela numerosos trofontes no móviles opacos, ovalados 
(alrededor de 9-12 X 40-90 µm). En las secciones histológicas, el Piscinoodinium aparece como organismos 
ovalados en las branquias y en la superficie de la piel, con numerosos gránulos citoplásmicos (a menudo 
refractiles) y un núcleo grande. Las infecciones de las branquias se asocian con hiperplasia epitelial y de 
manera similar, las infecciones en la piel producen hiperplasia severa y erosión del epitelio. 
 

 

1.5.1.3. Diagnóstico 
El diagnostico se hace observando al microscopio  a los trofontes o secciones histológicas. Para el 
primero, Piscinoodinium se distingue de muchos otros protistas que infectan la superficie por su falta de 
motilidad. 
 
1.5.1.4. Control y Tratamiento.  
No se conocen informes de infecciones por Piscinoodinium en el pez cebra pero, si se observa infección por 
este agente, recomienda como tratamiento una inmersión prolongada en agua con sal (1 cucharadita / en 19 
litros de agua). Las infecciones muy graves que ponen en peligro la vida de los peces pueden tratarse con un 
baño rápido (1-3 min) en agua de mar de concentración total (35 %). Al igual que con “Ich”, la presencia de 
etapas de desarrollo fuera del huésped debe ser considerado al implementar un protocolo de tratamiento. Por 
lo tanto, es mejor capturar todos los peces y tratarlos en un acuario con agua limpia y por otro lado 
desinfectar el tanque original (Noga, 1996).  
 
1.5.2. Microsporidiosis 
La microsporidiosis neural por Pseudoloma neurofilia en el pez cebra se informó por primera vez en 1980 en 
Francia (Kinkelin, 1980). El parásito ahora ha sido identificado en muchas instalaciones de investigación y 
producción de peces cebra y fue asignado a un nuevo género y especie, Pseudoloma neurophilia (Matthews y 
col., 2001). La infección está relacionada con una emaciación grave (también denominada "enfermedad 
flaca"), pero su rol preciso en cada caso (causa primaria) aún no se ha resuelto. En un estudio de dos 
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poblaciones de peces cebra con una alta prevalencia de infección, en una encontraron que el 97% de los 
peces estaban flacos e infectados pero en la otra el 30% de los peces normales presentaban infección 
subclínica; lo que demuestra que, al igual que con muchos parásitos, la infección también se puede encontrar 
de forma rutinaria en peces de apariencia normal y saludable. El hecho de encontrar emanciación y caquexia 
en el pez cebra no significa que estén afectados por infección. Factores como el estrés por un mal manejo y 
hacinamiento provoca una mayor gravedad de la infección, observándose un menor crecimientos de los 
individuos jóvenes y una baja de fecundidad en los reproductores (Ramsay y col., 2009). 
 
1.5.2.1. Transmisión 
Los microsporidios son parásitos similares a hongos intracelulares con un ciclo de vida complejo. El ciclo de 
vida concluye con la producción de una espora infecciosa, resistente y es la única etapa del parásito que 
puede vivir fuera de la célula huésped. Como la mayoría de los microsporidios, la transmisión se produce a 
través de la ingestión de la etapa de esporas infectantes y encontrándose peces adultos infectados a las 
cuatro semanas después de haber sido alimentados con tejidos contaminados con el parasito. Algunos peces 
son muy susceptibles y pueden mostrar una forma aguda de la enfermedad y presentan una alta mortalidad, a 
la semana después haber estado expuestos al agente etiológico (Ferguson y col., 2007). Si bien el parásito se 
transmite fácilmente al alimentarse de carcasas infectadas, se ha encontrado que también existe transmisión 
cuando los peces se mantienen físicamente separados, pero en la misma agua. Se piensa que esto puede 
deberse a que el elementos del huevo de pez cebra infectado, es liberado por las hembras infectadas, ya que 
los peces cebra frecuentemente se reproducen en condiciones naturales en el acuario. También se han 
notificado casos de transmisión vertical en otros microsporidios de vertebrados e invertebrados. Se han 
encontrado esporas de Pseudoloma en los ovarios y, a veces, en huevos de pez cebra inmaduros y 
degenerados, y el papel de la transmisión vertical o pseudovertical (transmisión a la progenie con el patógeno 
fuera del huevo) de Pseudoloma está actualmente bajo investigación (Bandi y col., 2001; Dunn y col., 
2001; Phelps y col., 2008; Varga y Murray, 2016).  
 
1.5.2.2. Enfermedad clínica y patología 
Dentro de los signos clínicos más frecuentes se puede observar la emaciación y la escoliosis de la columna 
vertebral, en los peces infectados. Sin embargo, estos signos clínicos no son patognomónicos de la 
enfermedad. Además, el pez cebra puede cursar en forma sub clínica la enfermedad por lo que puede ser un 
portador sano y provocar graves infecciones de P. neurophilia, por lo que  el diagnóstico de microsporidiosis 
no debe hacerse solo por  los signos clínicos presentes (Kent y Bishop-Stewart, 2003; Phelps y col., 2008). 
 
1.5.2.3. Microscopía 
El sitio primario de la infección es el sistema nervioso central (médula espinal y cerebro posterior) y las raíces 
nerviosas; luego la infección se extiende al músculo esquelético, donde causa inflamación severa, crónica y 
multifocal. También infecta los ovarios y los huevos, y ocasionalmente otros órganos, como el riñón (Kent y 
Bishop-Stewart, 2003). 
 
1.5.2.4. Diagnóstico 
El agente causal puede detectarse en muestras en fresco del sistema nervioso central que se han 
diseccionado cuidadosamente de los peces infectados. Debido a que esto es una tarea tediosa y laboriosa, 
entonces la histología es el método de rutina mediante el cual se observa la lesión. Las esporas son ovoides 
a piriformes, con una vacuola posterior prominente, y tienen un promedio de 5.4 x 2.7 um. El microsporidio 
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produce xenomas dentro de la médula espinal y en el cerebro posterior de los peces. Los xenomas contienen 
vesículas esporóforas con hasta 16 esporas. Los esporoblastos y los estadios preesporoblastos 
(probablemente esporontos) se encuentran algunas veces como pequeños agregados dispersos al azar a lo 
largo de los xenomas. La tinción fluorescente Fungi-Fluor ( Polysciences, Warrington, PA) se une 
inespecíficamente a los polisacáridos con enlace beta que se encuentran en las células que contienen 
quitina. Como la quitina aparece en las paredes de las esporas de los microsporidios, por lo que, esta tinción 
es excelente para demostrar las presencia de esporas en frotis de tejido o en secciones histológicas. También 
se describe una tinción relacionada (Calcofluor) y otras técnicas de tinción para la identificación de 
microsporidios (Weber y col., 1999). Las tinciones ácido rápidas y  de gram también son útiles para demostrar 
las presencia de esporas de microsporidios. Se han desarrollado pruebas de PCR para P. neurophilia de 
muestras de peces y se desarrolló una prueba de PCR en la cual se utiliza el agua y huevos de los mismos 
sin necesidad del sacrificio de los peces. En la actualidad es posible establecer una instalación dónde se 
puede mantener peces de cría libres de la infección, mediante la selección previa de todos los individuos, 
usando este tipo de pruebas de PCR (Whipps y col., 2006). 
 
1.5.2.5. Control y tratamiento 
La irradiación con luz ultravioleta (UV) es utilizada para controlar patógenos en sistemas de producción de 
pez cebra. La esterilización UV se ha empleado con éxito para matar virus, bacterias y protozoos en el agua 
antes de entrar en contacto con los peces. La mayoría de los sistemas utilizan esterilizadores UV después de 
la filtración biológica. Se ha demostrado que otras especies de microsporidios son muy susceptibles al 
tratamiento con UV y algunos estudios indican que la luz UV a 30-50,000 µWsec / cm 2 inactiva al parásito y, 
por lo tanto, evita su transmisión en un sistema de recirculación de agua. La fumagilina se ha utilizado 
también como tratamiento oral para la microsporidiosis de peces, generalmente con éxito (Shaw y Kent, 
1999). La fumagilina se desarrolló por primera vez para tratar Nosema Apis que son infecciones en las 
abejas. También se informó que la fumagilina fue efectiva contra el microsporidio H. anguillarum en anguilas 
(Anguilla japonica ) (Kano y Fukui, 1982). Desde el primer informe sobre el tratamiento de la microsporidiosis 
en peces con fumagilina, el medicamento ha sido utilizado para tratar las infecciones por N. salmonis en el 
salmón Chinook (Hedrick y col., 1991) y las infecciones por Loma salmonae en el salmón Chinook (Kent y 
Dawe, 1994). En investigaciones iniciales y más recientes con la utilización de este medicamento se informó 
que no tuvo éxito para controlar o reducir la infección en el pez cebra, pero se pretende continuar los estudios 
con dosis más altas, ya que no se han encontrado efectos secundarios con el medicamento (Varga y Murray, 
2016). Las esporas pueden ser resistentes a los desinfectantes y los niveles de cloro utilizados habitualmente 
en el agua de las instalaciones del pez cebra (es decir, 25 o 50 ppm durante 10 minutos) no son efectivos 
para matar esporas. Además, se ha observado huevos llenos de esporas de Pseudoloma en cortes 
histológicos de ovarios. Las esporas dentro de los huevos intactos pueden protegerse del cloro, incluso si 
esta concentración es efectiva para matar esporas. 
Según algunos estudios del parásito, en este momento del ciclo, las siguientes prácticas probablemente 
reducirían la propagación y el impacto de la infección 1) garantizar que el agua en los sistemas de 
recirculación se trate adecuadamente con esterilización UV, 2) en el caso de encontrar infecciones, eliminar 
por eutanasia a todos los peces que presenten signos de enfermedad lo antes posible para prevenir el 
canibalismo y una mayor transmisión, 3) considerar la detección en peces reproductores, particularmente 
hembras, para que el parásito reduzca el riesgo de transferir la infección a una instalación con su progenie, 4) 
criar peces potencialmente infectados en condiciones óptimas y reducir el estrés para minimizar el impacto de 
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la infección, y 5) minimizar el potencial de contaminación cruzada de las poblaciones utilizando peces de tipo 
salvaje para cruzar con cada población mutante (Ferguson y col., 2007; Shaw y col., 1999). 
 
1.5.3. Enfermedad del Neon Tetra 
Recientemente, se ha diagnosticado otro microsporidio llamado Pleistophora hyphessobryconis, en algunas 
instalaciones de investigación de pez cebra. Este parásito causa de la enfermedad de neón tetra e infecta una 
amplia variedad de especies de peces de acuario. La infección produce una cantidad masiva de parásitos y 
esporas en desarrollo en todo el músculo esquelético pudiéndose encontrar también en otros órganos dentro 
de macrófagos. Por lo tanto debe evitarse contaminaciones de este parásito en las instalaciones de 
investigación o producción de pez cebra y se recomienda extremar las precauciones al usar peces cebra que 
hayan estado en contacto con otros peces de acuario, especialmente los tetras. El diagnóstico, control y el 
tratamiento es similar al desarrollado para Pseudoloma. Actualmente es posible detectar este agente 
mediante una prueba de PCR (Lom y Dykova, 1992; Varga y Murray, 2016).  

 

1.5.4. Ich (enfermedad de la mancha blanca) 
Esta enfermedad es causada por el ciliado Ichthyophthirius multifiliis (Ich) y es probablemente la enfermedad 
más importante que afecta a los peces de acuario de agua dulce. Afortunadamente, no se ha reconocido 
como un problema de infección importante en las instalaciones de investigación del pez cebra. Algunas 
similitudes en el ciclo de vida son compartidas entre el parásito Ich y Piscinoodinium. Ambos tienen estadios 
enquistados fuera del hospedador en los que se produce la multiplicación de organismos, seguidos por 
estadios de natación libre que infectan a los peces. Por el contrario, Ich penetra en el epitelio y, por lo tanto, 
dificulta su erradicación con baños externos o inmersiones (Dickerson y Dawe, 1995; Noga, 1996). 
 
1.5.4.1. Enfermedad clínica y patología.  
Los peces con infecciones graves presentan una producción excesiva de mucílago (mucoproteína), dificultad 
para respirar y letargo. Un signo clínico patognomónico  de la enfermedad son los nódulos blancos y elevados 
en la piel, por lo que también es conocida la enfermedad con el  nombre de "mancha blanca" (Dickerson y 
Dawe, 1995; Noga, 1996). 
 
1.5.4.2. Microscopía 
En las preparaciones de muestras frescas en portaobjeto de piel y branquias puede observarse ciliados 
móviles que varían en tamaño, desde la etapa inicial de infección hasta la etapa incrustada bajo el epitelio, 
que alcanza hasta 1 mm de diámetro. Las muestras histológicas muestran el parásito bajo el epitelio asociado 
con hiperplasia epitelial severa. Un macronúcleo grande en forma de herradura puede ser visible en muestras 
de tejido fresco (Dickerson y Dawe, 1995; Noga, 1996; Varga y Murray, 2016). 
 
1.5.4.3. Diagnóstico 
La observación de ciliados activos de tamaño variable en montajes húmedos de la piel o branquias es un 
buen diagnóstico presuntivo. El diagnóstico definitivo se logra mediante la observación del macronúcleo 
distintivo y la observación de parásitos bajo el epitelio de las branquias o la piel. (Dickerson y Dawe, 1995; 
Noga, 1996; Varga y Murray, 2016). 
 
1.5.4.4. Control y Tratamiento.  
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Existe información disponible sobre estrategias de control para Ich, y el tratamiento más común es un baño 
externo con formol. Por lo general, los peces se tratan con formol a aproximadamente 1: 5000 de formol 
durante 1 hora. Cada especie de pez responde de manera diferente al baño con solución de formol y por lo 
tanto, en cada especie de pez debe estudiarse antes de aplicar el tratamiento en grandes cantidades. El 
tratamiento debe realizarse con precaución, ya que las etapas debajo de la piel están algo protegidas de los 
baños externos. Entonces es posible que se puedan requerir tratamientos múltiples. Además, todo el sistema 
debe tratarse para destruir las etapas de hospedador del parásito, lo que puede ser perjudicial para las 
poblaciones de bacterias (beneficiosas) de los filtros biológicos (Noga, 1996; Dickerson y Dawe, 1995; Varga 
y Murray 2016). 
 
1.6 PARÁSITOS METAZOOS - CAPILLARIASIS 
Los parásitos metazoarios (helmintos y artrópodos) causan enfermedades en los peces en cautiverio. Debido 
a que las colonias de pez cebra usualmente utilizan agua de ciudad declorada y se mantienen en sistemas 
cerrados, los parásitos metazoos (particularmente aquellos que requieren de huéspedes intermedios) no son 
numerosos en estas instalaciones. Los nematodos capilaridos son uno de los pocos metazoos que se han 
reconocido como un problema en las instalaciones de pez cebra (Kent y col., 2002; Pack y col., 1995). 
La especie que infecta el pez cebra fue identificada por primera vez como Pseudocapillaria tomentosa. Los 
capilarios infectan todas las clases de vertebrados y pueden ser patógenos debido a su naturaleza invasiva 
(Moravec, 1987; Moravec y col., 1987ª; Williams y Jones, 1994). Pseudocapillaria tomentosa (sinónimo de P. 
brevispicula ) tiene una amplia especificidad de hospedador y puede infectar alrededor de 25 especies de 
peces de la familia Cyprinidae y miembros de otros órdenes como Aguilliformes (Anguilas), Gadiformes 
(bacalaos), Salmoniformes (Salmones) y Siluriformes (bagres) ( Moravec, 1987). Este patógeno 
fue relacionado con la mortalidad en las púas del pez tigre (Puntius tetrazona) (Moravec y col., 1984). Existen 
otros parásitos relacionados que también causan enfermedades en peces de acuario como ser Capillaria 
pterophylii que ha sido reconocida como un patógeno común del pez ángel en cautividad y los peces disco 
(Richenbach-Klinke, 1952) y Capillostrogyloides ancistri es un patógeno para el bagre de la especie Ancistrus 
dolichopterus (Moravec y col., 1987b). Se ha demostrado que los oligoquetos (p. Ej., Tubifex tubifex) pueden 
servir como hospedadores paraténicos para P. tomentosa en estudios de transmisión de laboratorio y también 
existe la transmisión directa entre individuos en ausencia de gusanos como vía de infección. Todo lo expuesto 
confirma que el parásito puede proliferar en las instalaciones de investigación de pez cebra (Lomankin y 
Trofimeko, 1982). 
 
1.6.1. Signos clínicos y patología 
Los peces con un grado de infección muy grande presentan una coloración oscura y son encuentran 
letárgicos. A la necropsia se puede observar  hepatomegalia y anemia (Lomankin y Trofimeko, 1982). 
 
1.6.2. Microscopía 
Las hembras de P. tomentosa son de cuerpo alargado (7-12 mm) y fino, y aquellas grávidas están repletas de 
huevos que se visualizan en preparaciones de muestras frescas del intestino en un portaobjeto. Los machos 
son más pequeños, alrededor de 4-7 mm de longitud. Las muestras histológicas revelan los gusanos dentro 
de la pared intestinal y a veces, se asocian con una celutitis grave de la región infectada. La reacción del 
tejido puede ser severa, difusa y extenderse por toda la cavidad visceral. También puede existir 
predisposición de los peces a desarrollar neoplasias intestinales (Kent y col., 2002). 
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1.6.3. Diagnóstico 
La identificación de nematodes capilaridos se realiza fácilmente mediante la observación de los huevos, que 
son típicamente ovalados y contienen tapones bipolares distintivos. La identificación precisa a nivel de 
especie requiere un examen cuidadoso de los órganos sexuales masculinos, que son bastante pequeños 
en Pseudocapillaria spp. Las hembras de P. tomentosa miden aproximadamente 7-12 mm de largo mientras 
que los machos miden aproximadamente 4-7 mm. Solamente la infección por nematodos que se ha 
identificado en el pez cebra en instalaciones de investigación y producción es P. tomentosa (Kent y col., 
2002). 
 
1.6.4. Control y tratamiento 
Los gusanos oligoquetos que se utilizan como alimento vivo pueden ser una fuente de infección y, por lo 
tanto, deben evitarse como alimento, especialmente si su fuente es desconocida. Como la transmisión directa 
también ocurre entre los peces, la infección puede propagarse dentro de una población en forma rápida si no 
se controla. Si los peces no son muy valiosos, (por ej. peces transgénicos) la opción más apropiada sería 
eliminar a la población infectada. En la actualidad, la infección no está muy extendida en las instalaciones de 
investigación, tal vez debido a la decoloración de los huevos y posterior eliminación de los mismos como 
también la implementación de los procedimientos de cuarentena. La ivermectina es un antihelmíntico muy 
eficaz para muchas infestaciones por nematodos y artrópodos en animales terrestres, y se ha empleado para 
tratar infestaciones por nematodos en peces (Heckman, 1985). Por lo tanto, la ivermectina debe considerarse 
como un posible tratamiento para P. tomentosa en el pez cebra. Sin embargo, este medicamento no se ha 
probado aún en el pez cebra, y parece que hay una gran variabilidad en la tolerancia del medicamento incluso 
entre especies de peces estrechamente relacionadas, es decir, muchas especies de peces son altamente 
susceptibles a los efectos secundarios tóxicos de la ivermectina en las dosis utilizadas en mamíferos 
(Johnson y col., 1993; Kilmartin y col., 1997), probablemente debido a una barrera hematoencefálica 
comparativamente reducida que causa neurotoxicidad. Este medicamento también se ha asociado con 
problemas respiratorios en peces (Toovey y col., 1999). 
Los tratamientos orales o de baño con levamisol y fenbendazol también se han empleado para tratar 
infestaciones por nematodos en peces (Noga, 1996), pero Hoffman (1982) descubrió que el levamisol no era 
eficaz para tratar infecciones por capilaridos en peces carassius dorados y las crías de pez cebra tratadas con 
levamisol se vuelven estériles (Weaver y col., 2016). Pack y col. (1995) informaron que una mezcla de 
triclorofon y mebendazol en forma de Fluke-Tabs (Aquarium Products, Glen Burnie, MD) agregado al agua 
elimina la infestación y los peces tratados aumentaron de peso y posteriormente no se observó infestación. 
También se ha informado el éxito en el tratamiento de infecciones con P. tomentosa con pirantel y ajo en 
polvo incorporados en el alimento en una situación de producción (Weaver y col., 2016). 
 
1.7. Myxosporidiosis renal 
Los parásitos mixozoos (Filum Myxozoa, clase Myxosporea) son parásitos comunes de los vertebrados de 
sangre fría, particularmente los peces (Kent y col., 2003). Tradicionalmente, los Myxozoa se han clasificado 
con los Protozoos. Sin embargo, hace unos 15 años, el análisis de la subunidad del ADN ribosómico reveló 
que el Myxozoa estaba conectado con el reino Animalia. Dos puntos de vista han predominado en estas 
discusiones. Uno sugiere que los mixozoos están más estrechamente relacionados con la Cnidaria 
(diploblastos), debido a las similitudes morfológicas y de desarrollo de sus cápsulas polares y nematocistos 
respectivamente. Estas observaciones y el análisis filogenético en apoyo de ellas se presentaron por primera 
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vez en una publicación clave de Siddall y col. (1995). Otros análisis sostienen la proximidad filogenética a los 
animales bilaterianos (triploblastos) (Zrzavy y col., 2003). 
Hay más de 2.200 especies descritas de mixozoos, y la mayoría son relativamente no patógenas (Lom y 
Dyková, 2006). Las que infectan la luz de los órganos se denominan especies coelozoicas. Estos se 
encuentran comúnmente en la vesícula biliar, los conductos biliares o el tracto urinario, y con frecuencia 
causan poco daño en los tejidos. Las especies histozoicas (las que infectan en el interior de los tejidos) 
generalmente forman pequeños quistes blancos confinados con poco daño tisular asociado. Sin embargo, 
cuando estos quistes son numerosos en órganos vitales, como las branquias o el corazón, pueden causar 
enfermedades. El ciclo de vida de los mixozoos es complejo.. Contienen varias etapas vegetativas 
(trofozoitos) y el desarrollo en los peces culmina en la formación de esporas multicelulares, llamadas 
myxospores. La morfología de las esporas es el criterio principal utilizado para la identificación de los 
mixozoos. El desarrollo en un oligoqueto o poliqueto acuático es necesario para completar el ciclo de vida 
(Kent y col., 2003). Las formas encontradas en los oligochaetes originalmente se consideraron parásitos 
diferentes, que se asignaron a la clase Actinosporea. Debido a que estas etapas no son taxones separados 
de los mixozoos que se encuentran en los peces, la taxonomía del Filum Myxozoa se ha revisado (Kent y col., 
1994). Si bien las enfermedades mixozoicas graves se encuentran en peces silvestres o producidos con 
acceso a aguas abiertas, se observan con menos frecuencia en los bioterios de producción o experimentación 
de peces. Esto es probable debido a la necesidad del parásito de pasar a través de un gusano anélido para 
infectar a otro pez. Sin embargo, se ha informado la detección de un mixozoo, perteneciente al 
género Myxidium o Zschokkella en pez cebra en varias instalaciones de investigación (Kent y col., 2009). 
 
1.7.1. Signos clínicos 
En la actualidad no se ha encontrado asociación de infecciones con enfermedad clínica. 
 
1.7.2. Microscopía 
En las muestras histológicas de los peces infectados se puede encontrar el parásito en los conductos 
mesonéfricos y, en ocasiones, en la luz de los túbulos renales. Las infestaciones pueden ser graves, pero rara 
vez se asocian con cambios histológicos significativos. El organismo que se ve en el pez cebra se compone 
de un trofozoíto multicelular (plasmodium) en el que mediante un examen cuidadoso se observa myxosporas 
adentro del mismo. El rasgo distintivo que identifica a las myxosporas es la presencia de cápsulas polares, 
que se pueden visualizar mejor con tinciones de azul de metileno y Giemsa. Los géneros Myxidium o 
Zschokkella tienen miembros con cápsulas polares ubicadas en el extremo opuesto de las esporas (Kent y 
col., 2009). 
 
1.7.3. Diagnóstico 
La infección se diagnostica mediante la observación del parásito en muestras histológicas. Con frecuencia, se 
utilizan preparados o montajes frescos de tejidos para visualizar las mixosporas al microscopio. 
 
1.7.4. Control y tratamiento 
Las infestaciones  en una instalación de pez cebra indican que el huésped oligoqueto está presente en el 
sistema de agua (por ejemplo, tanques o filtros). Se ha informado de pequeños oligoquetos (por 
ejemplo, Stylaria spp.) en el sistema de agua de instalaciones de pez cebra. Además, los oligoquetos 
utilizados para alimentar a los peces (por ejemplo, lombrices negras o lombrices rojas) pueden ser fuentes de 
infecciones por mixozoos en los peces que se encuentran en acuarios. La fumagilina y algunos otros 
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fármacos muestran una eficacia variable para el tratamiento de las infecciones por el mixozoo. El tratamiento 
del mixozoo en los peces cebra probablemente no sea justificado ya que no es un patógeno importante 
(Hallett y col., 2005).  

 

2. FUNDAMENTACIÓN DEL PROYECTO. 
 
El pez cebra, (Danio rerio) actualmente se considera un modelo animal de elección en ensayos de desarrollo 
embrionario, análisis de la función genética y mutagénesis. Las características que posee como ser una alta 
fecundidad, fertilización externa y mecanismos moleculares del desarrollo del embrión similares a todos los 
vertebrados, permitieron que el pez cebra se haya convertido gradualmente en el modelo vertebrado inferior de 
elección.  
Muchos de los agentes que afectan al pez cebra y que pueden alterar los resultados en las investigaciones son 
patógenos (primarios y oportunistas) que pueden causar infecciones subclínicas pero que en condiciones de 
estrés, técnicas de manejo deficiente y la mala calidad del agua pueden desarrollar enfermedad. Los signos de 
infección pueden incluir una ligera disminución en la eficiencia reproductiva, una reducción en el apetito o el 
crecimiento y / o un aumento en la mortalidad en las colonias. Los peces utilizados en experimentación con un 
status sanitario desconocido pueden ser un riesgo potencial para la salud de las personas que los utilizan y dar 
resultados experimentales erróneos, dificultades para la reproducibilidad de la experiencia y la utilización 
innecesaria de más animales para demostrar significación estadística. Por lo tanto es necesario aplicar medidas 
para mitigar ese riesgo y asegurar que los resultados de la investigación realizada estén libres de variables no 
controladas. 
En nuestro país son varias las instituciones públicas 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 diagnóstico que los realicen y que deberían realizarse con una frecuencia de 3 meses en animales libres de 
patógenos específicos (SPF) o cada 6 meses en animales convencionales (libres de zoonosis).  
Las técnicas diagnósticas disponibles a implementarse pueden ser reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 
cultivos bacteriológicos y exámenes directos o parasitológicos. Una combinación de estas técnicas y un examen 
general de los animales contribuirá a disponer de un perfil sanitario completo de la colonia de peces. 
 
3. HIPÓTESIS. 
 
Las colonias de producción e investigación de instituciones públicas y privadas de la República Argentina que 
utilizan el pez cebra (Danio rerio) como modelo animal, están contaminadas con agentes patógenos debido a la 
escasa implementación de barreras sanitarias y falta de controles sanitarios en los animales.  
.  
4. OBJETIVO GENERAL. 
 
Conocer el estado sanitario mediante la investigación de agentes patógenos prevalentes, utilizando técnicas 
bacteriológicas, parasitológicas y moleculares y las barreras sanitarias implementadas en las colonias de peces 
cebra de producción e investigación de instituciones públicas y privadas de la República Argentina. 
 
 
 
4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 
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1. Conocer el estado de salud de las colonias de peces de las instituciones que serán estudiadas en este 

trabajo. 
 

2. Informar cuales son las barreras sanitarias implementadas en las colonias de peces estudiadas en este 
trabajo. 
 

3. Estandarizar técnicas bacteriológicas y parasitológicas para la detección de agentes patógenos en el pez 
cebra. 
 

4. Desarrollar una técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para la detección de ADN bacteriano 
y parasitario en peces cebras provenientes de diferentes colonias.  

 

5. Informar el porcentaje de muestras positivas de agentes patógenos en las colonias de peces cebra de 
nuestro país. 

 
 
5. MATERIALES Y METODOS. 
 
5.1. Muestreo. 

 
Las muestras (peces) se obtuvieron de 6 instituciones públicas y privadas de nuestro país y se realizó un control 
sanitario de las mismas. Los peces se sacrificaron en cada institución y luego fueron enviados congelados (-10 
°C) hasta el laboratorio (LAE) donde fueron analizados para los agentes patógenos para pez cebra que se 
detallan a continuación (Tabla 3). Para el control sanitario se desarrollaron e implementaron técnicas 
bacteriológicas (cultivo), parasitológicas (observación directa de las muestras en el  microscopio) y moleculares 
como reacción en cadena de la polimerasa (PCR) mediante el diseño de cebadores específicos para cada 
agente. 
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Tabla 3. 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    
Agentes patógenos de peces  cebra y técnicas utilizadas que se controlan en las instalaciones 
del LAE. 
 

 

Control sanitario en Pez Cebra (Danio rerio). 
 
Bacterias                                                                                                                      Técnica 
Aeromonas hydrophila                                                                                                                  PCR 
Edwardsiella ictaluri                                                                                                                      PCR 
Flavobacterium columnare                                                                                                           PCR 
Mycobacterium spp. (M. abscessus,  M. chelonae,M. fortuitum, M. haemophilum, M. peregrinum,  
M. marinum, M.avium)                                                                                                                  PCR 
Pseudomonas aeruginosa                                                                                                            Cultivo 
Pseudomonas fluorescens                                                                                                           Cultivo 
Streptococcus pyogenes                                                                                                              PCR/Cultivo 

Citrobacter freundii                                                                                                                       PCR/Cultivo 

 
Parásitos 

Ichthyopthirius multifiliis                                                                                                              PCR 
Pleistophora hyphessobryconis                                                                                                  PCR 
Pseudoloma neurophilia                                                                                                             PCR 

 

 
El procedimiento estándar al recibir los animales consistió en realizar una anamnesis detallada mediante una 
planilla para el envío de muestras, que se completó mediante el contacto con los responsables de las 
instituciones involucradas con preguntas basadas en los criterios establecidos por el programa de vigilancia de la 
salud de los animales y en las recomendaciones internacionales del Consejo Internacional para la Ciencia 
Animal de Laboratorio (ICLAS) y la Federación Europea de Asociaciones de Ciencia Animal de Laboratorio 
(FELASA).  
Se determinó el tamaño de la muestra por la siguiente fórmula estadística: A = α log-log / (1-P) 
A = tamaño muestra, P = porcentaje de animales infectados en la colonia y α = límite de confianza. Siendo  P = 

0.25, α = 0.05 y A = 10 animales, la probabilidad  de detectar al menos un animal positivo en la muestra 

evaluada   fue del 95% (Instituto de Investigación en Animales de Laboratorio) ILAR, 1976; Nicklas, 2002).  
El número de instituciones que producen y/o trabajan con peces cebra en nuestro país son escasas (6-7 
bioterios de pez cebra en total). Se determinó que el número de muestras representativo de cada institución fue 
de 10 ejemplares, por lo que el número total de animales controlados fue de 60 individuos para la investigación 
de agentes patógenos por observación al microscopio óptico, como así también el cultivo bacteriológico en 
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placas de agar, mientras que las pruebas moleculares por PCR se utilizaron 6 muestras en total (un pool de 10 
animales por muestra), una de cada bioterio. 
 
5.2 Procesamiento de las muestras y técnicas de diagnóstico. 
 
Se tomaron muestras de los pescados y se utilizaron en diferentes técnicas de diagnóstico. El resto del cuerpo 
de cada animal se congelo a -20 °C en caso de ser necesario realizar una nueva toma de muestra. 
  
5.2.1 Microscopía óptica de campo claro (parásitos y bacterias): la búsqueda y observación de parásitos 
(Ichthyopthirius multifiliis) se realizó mediante el montaje de una muestra de tejidos (arcos branquiales) de cada 
individuo (60 muestras) en un porta objeto con cubre objeto y la observación al microscopio se realizó con un 
aumento de 10X. En las muestras (pooles) que dieron positivo a Mycobacterium spp por PCR, se tomaron 
muestras nuevas y se realizó una coloración de Ziehl-Neëlsen y la observación del campo al microscopio (100X) 
se realizó utilizando la técnica de cruz griega.  
 
5.2.2 Cultivo bacteriológico, aislamiento e identificación fenotípica: los tejidos de cada una de las 60 
muestras se procesaron  en un mortero y 0,5 gramos y de la misma se sembró en agar Cetrimide para aislar 
Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa. Para Streptococcus pyogenes se utilizó agar sangre y 
agar Mac. Conkey para la investigación de Citrobacter freundii. Las placas con las muestras sembradas fueron 
incubadas a 37°C durante 24-48 horas en una estufa de cultivo (Hirayama-JICA). Para la identificación de 
género y especie de los medios donde hubo desarrollo de colonias se utilizaron pruebas bioquímicas.  
 
Prueba     Pseudomonas aeruginosa  P. fluorescens 
Producción de fluoresceína    +    + 
Hidrólisis de gelatina     +    - 
Ureasa       +    -     
 
5.2.3 Técnica de PCR (parásitos y bacterias): El ADN total fue extraído utilizando un equipo comercial para los 
pooles (Ultra Clean ™, Mo Bio Laboratories, Inc). Para la detección molecular se diseñó una PCR a partir de un 
alineamiento múltiple de secuencias del gen que codifica para una proteína específica de cada agente (Tabla 4). 
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Tabla 4. Detalle del perfil de los ciclos, tamaño del producto y secuencia de los agentes 
controlados por PCR. 
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Para la reacción de PCR se utilizaron  5 µl de ADN molde adicionado  a la mezcla de reacción (volumen final de 
25 µl) constituida por 12 µl de GoTaq ADN polimerasa (Promega, Madison, WI, USA), 6,5 µl de agua libre de 
nucleasas y 0,75 µl de cada uno de los cebadores específicos para cada agente. 
Se optimizó la  amplificación utilizando diferentes tiempos y temperaturas de ciclado. El protocolo final para todos 
los cebadores consistió en un ciclo de desnaturalización de 4 minutos a 95 °C, seguido por 35 ciclos y un 
protocolo específico de amplificación para cada agente (Tabla 4).  
El producto final obtenido de cada amplificación se corrió en un gel de agarosa al 1,5% a 100 V durante 45 
minutos, se tiñó con SYBR Green (Invitrogen. USA) y se visualizó con un transiluminador de luz azul (Safer 
Image 2.0; Invitrogen. USA). En todos los casos se utilizó un control positivo de ADN de muestras de peces 
cebra y lebistes (Poecilia reticulata) que dieron resultados positivos (en la banda correspondiente de pares de bases) 
para cada agente y, como control negativo, se colocó agua libre de nucleasas en lugar del molde de ADN. 
 
6. RESULTADOS 

  
En relación a la existencia de controles sanitarios, así como la implementación de barreras sanitarias en las 
instituciones involucradas en el trabajo se observó (en base a la información recibida de las instituciones 
involucradas) que no se había realizado un control sanitario en las 6 colonias de peces desde la adquisición de 
los mismos y que se sitúa en promedio en una fecha anterior a 5 años a la actualidad. Se observó que la 
implementación de barreras sanitarias en las instituciones/bioterios de peces estudiados fueron: el filtrado del 
agua (mediante filtros de lana de perlón y de grava en forma externa al tanque o pecera donde están los peces) 
se realizó en 6 bioterios; el uso de guantes y desinfección de los mismos antes de comenzar las tareas se 
informó en los 6 bioterios (pero no se especifica la desinfección previa durante las tareas que implican ingresar la 
mano en diferentes tanques con peces y en 3 bioterios no fue informado el uso de guantes de manga larga; la 
desinfección del agua con tubos de luz UV (como germicida) solo se informó en 1 bioterio y el uso de tanque o 
pecera de cuarentena para los peces de reciente adquisición se informó en 3 bioterios.  
En relación a los agentes controlados en este trabajo la búsqueda y observación de parásitos (Ichthyopthirius 
multifiliis) mediante la observación al microscopio no se hallaron resultados positivos. En las muestras que 
fueron positivas a Mycobacterium spp por PCR no se obtuvieron resultados positivos con la coloración de Ziehl-
Neëlsen y la observación del campo al microscopio.  
El cultivo en agar cetrimide permitió el desarrollo bacteriano, aislamiento y mediante pruebas bioquímicas se 
realizó la identificación fenotípica de Pseudomonas aeruginona y Pseudomonas fluorescens a partir de las 
muestras de tejidos de peces (Figura 2 y 3).   
Del total de peces estudiados (60 peces), resultaron 54 muestras positivas para Pseudomonas aeruginosa y 
Pseudomonas fluorescens siendo el 90% de peces positivos para dichos agentes en el total de muestras 
controladas (Figura 8). No se encontraron resultados positivos para Streptococcus pyogenes en agar sangre y 
tampoco para Citrobacter freundii en agar Mac. Conkey.   
La técnica de PCR desarrollada permitió detectar una banda de pares de bases específicas de acuerdo con el 
tamaño esperado en cada agente, a partir de las muestras de colonias de peces y en el control positivo, mientras 
que no se observó amplificación en el control negativo (Figuras 4, 5, 6 y 7). 
De las 6 muestras de pooles de 10 peces donde cada una se corresponde con un bioterio, las 6 fueron positivas 
para  Aeromonas hydrophila (Figura 4) y se corresponden con los 6 bioterios analizados y lo que indica que el 
100%  de las muestras controladas dieron resultado positivo y por lo tanto todos los bioterios controlados tienen 
al menos un animal positivo para ese agente. De las 6 muestras de peces controladas en 3 se detectó  
Mycobacterium spp. (Figura 5) que se corresponde con un 50% de muestras positivas para ese agente en los 
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bioterios analizados. Pseudoloma neurophilia (figura 6) se detectó en 2 muestras con 33,33% de muestras 
positivas mientras que Ichthyopthirius multifiliis (Figura 7) dio positivo en 2 de las muestras analizadas con 
33,33% de muestras positivas para ese agente. No se encontraron resultados positivos para Streptococcus 
pyogenes y tampoco para Citrobacter freundii por la técnica de PCR. A partir de los resultados obtenidos se 
realizó un diseño estadístico de barras (Figura 8) donde se detalla el porcentaje de muestras positivas y que 
permite una mejor interpretación. 
 
Figura 2: desarrollo de Pseudomonas aeruginosa en cultivo en placa en agar cetrimide. 
 

 
 
 

Figura 3: desarrollo de Pseudomonas fluorescens en cultivo en placa en agar cetrimide y expuesto a luz UV. 
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Figura 4: control de Aeromonas hydrophila por PCR en gel de agarosa (1,5%) y transiluminador de 
luz azul. 
        

 
 
 
Figura 5: control de Mycobacterium spp. por PCR en gel de agarosa (1,5%) y transiluminador de luz 
azul.   
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Figura 6: control de Pseudoloma neurophilia por PCR en gel de agarosa (1,5%) y transiluminador de luz azul. 

 
 
 
Figura 7: control de Ichthyopthirius multifiliis por PCR en gel de agarosa (1,5%) y transiluminador de 
luz azul. 
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Figura 8: porcentaje de muestras positivas de los diferentes agentes patógenos hallados en las muestras 
controladas y la técnica utilizada. Para Mycobacterium  spp. e Ichthyopthirius multifiliis también se utilizó 
microscopia óptica pero sin resultados positivos, así como para Streptococcus pyogenes y Citrobacter freundii se 
utilizó bacteriología y PCR pero tampoco hubo resultados positivos y no se detalla en el gráfico. 

 
 
 
7. CONCLUSIÓN 
 
Según los resultados obtenidos las colonias de peces cebra (Danio rerio) de las instituciones estudiadas en este 
trabajo y que utilizan esta especie como modelo animal, están contaminadas con agentes patógenos (primarios y 
oportunistas) según se detalla en la figura 8, debido a la escasa implementación de barreras sanitarias y la falta 
de un programa de control de salud. 
 
 
8. DISCUSIÓN 
 
Aproximadamente el 80% de todos los animales utilizados en la investigación son roedores, en comparación con 
el 10% que son acuáticos. En relación al uso más extenso de los roedores como animales de laboratorio, es 
necesario comparar los dos grupos animales con respecto a las enfermedades infecciosas. Se ha reconocido a 
lo largo de los años que utilizar con ratones libres de patógenos (SPF) en investigaciones es importante para 
minimizar variables en los resultados y generar resultados precisos. Aunque algunos investigadores se resisten, 
este concepto se está aceptando gradualmente por biomédicos de animales acuáticos de laboratorio que usan el 
pez cebra como modelo animal. El impacto en los resultados de la investigación, incluso para las enfermedades 
más comunes encontradas en bioterios de pez cebra, no se conoce o describen bien como ocurre en los 
roedores de experimentación. La preocupación por las enfermedades infecciosas en los peces de 
experimentación está aumentando a medida que los recursos en las instituciones de investigación se están 
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centralizando, donde la ruptura de barreras de bioseguridad podrían conducir a una rápida propagación de 
agentes patógenos. Además de las enfermedades agudas que causan morbilidad y mortalidad severas, las 
condiciones crónicas subyacentes que causan infecciones de bajo grado o subclínicas pueden alterar los 
resultados de la investigación. En este trabajo se observó que hubo implementación de barreras sanitarias en los 
bioterios de peces estudiados, pero en algunos las mismas fueron deficientes. En todos los bioterios fue 
informado el filtrado del agua (mediante filtros de lana de perlón y de grava en forma externa al tanque o pecera 
donde están los peces). También se informó el uso de guantes y desinfección de los mismos antes de comenzar 
las tareas pero no se especifica la desinfección previa durante la rutina de trabajo de ingresar la mano en 
diferentes tanques con peces y solo en 3 bioterios no se infomó que se usan guantes de manga larga para 
trabajar; la desinfección del agua con tubos de luz UV (como germicida) para mejorar la calidad del agua solo se 
informó en 1 bioterio y el uso de tanque o pecera de cuarentena para los peces de reciente adquisición se 
informó en 3 bioterios.  
Mientras que la aparición de enfermedades subyacentes que causan bajas mortalidades puede ser aceptable 
para la acuicultura de producción (peces comestibles) o con peces ornamentales, deben evitarse en aquellos 
utilizados en la investigación en los cuales deben implementarse barrearas sanitarias más estrictas. Los peces 
ornamentales que se comercializan generalmente se crían en estanques al aire libre y, a menudo, se infectan 
con una variedad de microorganismos patógenos y parásitos. Si bien estos a menudo no causan enfermedades 
clínicas, como se mencionó anteriormente, estas infecciones deben evitarse si los peces se usan para la 
investigación. Por lo tanto, las estrategias de cuarentena para los peces destinados a la investigación son más 
complejas que las recomendadas para los peces destinados a un acuario doméstico o público. El estado de 
salud en la acuicultura de peces destinados a la alimentación también difiere del de los peces de 
investigación. Las infecciones subclínicas que no afectan la mortalidad y la conversión alimenticia pueden ser 
aceptables cuando el punto final es la producción de carne, pero deben evitarse, cuando sea posible, en 
animales de investigación, ya que pueden interferir en los experimentos y los resultados. Por ejemplo, un punto 
final importante en la salud del pez cebra es la fecundidad. Debe evitarse un microorganismo que causó la 
reducción de la fecundidad incluso si no es patógeno (Kent y col., 2009). 
En este trabajo se observó el hallazgo de diversos agentes patógenos primarios y oportunistas en las colonias 
de peces cebra de nuestro país como también la eficiencia de las metodologías utilizadas en la detección de las 
infecciones por estos agentes. En este sentido se encontró que existe un número importante de animales 
positivos  (54 muestras) a Pseudomonas aeruginosa y P. fluorescens aislados mediante medios sólidos (agar 
cetrimide) e identificados mediante pruebas bioquímicas, siendo los agentes con mayor número de resultados 
positivos encontrados en las colonias de peces controladas (90%).  Según estudios de P. aeruginosa y P. 
fluorescens estos microorganismos pueden establecer  una infección letal en embriones de pez cebra y la 
respuesta del huésped a la infección depende de la etapa de desarrollo del embrión; como también se 
requiere de una carga bacteriana mayor a medida que acontece la respuesta inmune del huésped, siendo este 
un proceso complejo que requiere una serie de eventos coordinados, que incluyen la diferenciación funcional de 
las células inmunes, la expansión de las poblaciones de células inmunes y la expresión de otras funciones 
inmunes, como las proteínas del complemento. Es probable que tanto los macrófagos como los neutrófilos, sean 
importantes para combatir la infección por P. aeruginosa  y P. fluorescens en embriones (Clatworthy et al., 2009). 
El control de contaminaciones de estos patógenos en los bioterios de peces cebra es importante al momento de 
realizar una producción continua de embriones que luego serán utilizados en experiencia y que puedan alterar 
resultados del ensayo debido a contaminaciones con estos agentes.     
En los resultados de las muestras mediante el diagnóstico por la técnica molecular de PCR indicaron una 
infección activa de varios agentes patógenos primarios y/o secundarios. 
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Los patógenos encontrados por esta técnica en los resultados poseen un porcentaje importante de casos 
positivos. En el agente Pseudoloma neurophilia encontramos una incidencia de 33,33% siendo esta la 
enfermedad más prevalente del pez cebra de laboratorio. La infección generalmente se asocia con morbilidad 
pero, como lo fue en las muestras controladas en este trabajo, es muy común los peces infectados sean 
asintomáticos. Esto se basa en el examen de cientos de peces cebra de muchos laboratorios enviados al 
servicio de control sanitario durante años, que incluyeron peces aparentemente sanos para controles de salud de 
rutina (Matthews, 2004). El control de enfermedades infecciosas en los laboratorios de pez cebra generalmente 
implica la desinfección de huevos en cuarentena y cloro. Las esporas de microsporidios son duraderas y 
permanecen infecciosas durante largos períodos y los tratamientos con cloro utilizados para desinfectar los 
huevos de pez cebra han demostrado ser ineficaces para matar esporas de P. neurophilia. La optimización de 
las condiciones de cría puede ayudar a controlar enfermedades del pez cebra como la microsporidiosis. Los 
peces infectados a menudo parecen clínicamente sanos lo que sugiere que otro factor, como el ambiente de 
crianza, puede desempeñar un papel clave en la gravedad de las infecciones por Pseudoloma (Mathews y col., 
2001; Ransay y col., 2009). 
Los bioterios contaminados con Aeromonas hidrophyla según los resultados indican una prevalencia de 100% y  
Como se indicó previamente es posible detectar este agente patógeno de pez cebra al igual que 
Mycobacterium spp. mediante la detección de muestras de peces o muestras del medio ambiente del sistema 
acuático. A. hydrophila también es un patógeno que tiene el potencial de ser introducido al importar animales, 
aunque su susceptibilidad al cloro hace que su eliminación sea más probable durante la desinfección rutinaria de 
la superficie del huevo de pez. Puede causar septicemia mortal en peces pero también parece ser más dañina 
para humanos de lo que se creía anteriormente, principalmente debido a su capacidad para producir una 
cantidad importante de virulencia, factores tales como enterotoxinas, proteasas, lipasas, su resistencia a muchos 
antibióticos comunes como la penicilina y ampicilina; y  los efectos significativos que el huésped, incluida la 
citotoxicidad e inflamación masiva. En este trabajo los peces controlados no mostraron síntomas clínicos como 
hemorragias y distención abdominal. Sin embargo, las lesiones histológicas pueden no ser observadas porque la 
forma aguda de la enfermedad puede matar los peces antes de cualquier cambio anatomo patológico evidente. 
(Rodriguez y col., 2008). 
El patógeno Ichthyopthirius multifiliis es el causante de la enfermedad de la mancha blanca (ictiofitiasis). En este 
trabajo se detectó en el 33,33 % de las muestras controladas y es considerado una contaminación preocupante 
para los bioterios de pez cebra y acuicultores de todo el mundo debido a que el parásito infecta la piel y las 
branquias de los peces, que si bien estos pueden adquirir una respuesta inmune adaptativa protectora contra 
esta enfermedad, esta bacteria produce proteasas, citotoxinas y enterotoxinas que afectan tanto a los peces 
como a los humanos. Es un patógeno oportunista que en caso de inmunodepresión puede provocar meningitis, 
endocarditis y úlceras en la córnea, infecciones en vías intestinales y respiratorias como en heridas ya que la 
fuente de infección en el humano es el agua. Históricamente, se ha utilizado una variedad de medicamentos y 
sustancias químicas para combatir la enfermedad, pero debido a las regulaciones cambiantes y al 
reconocimiento de los efectos cancerígenos y perjudiciales para el medio ambiente, los compuestos más 
eficientes están prohibidos (Von Gersdorff, 2017). 
En el caso de Mycobacterium spp. se detectaron casos positivos en el 50% de las muestras controladas y es un 
hallazgo importante debido a que algunas especies son zoonóticas (Mycobacterium marinum). Las micobacterias 
son agentes patógenos comunes del pez cebra ( Astrofsky y col., 2000 ; Kent y col., 2004 ) y se han encontrado 
en animales infectados sin signos clínicos de enfermedad (Whipps y col.,2012). Se conoce que el estrés 
exacerba las infecciones por micobacterias en el pez cebra (Ransay y col., 2009) y han mostrado mayor 
relevancia debido a que estudios recientes de control sanitario, las consideran zoonosis emergentes y el peligro 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4752113/#R1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4752113/#R37
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4752113/#R74
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potencial que representan requiere de promover el interés e implementar medidas de bioseguridad para 
minimizar su diseminación. Existe también la posibilidad de que la infección curse en los peces en forma 
asintomática donde las bacterias se encapsulan formando focos blanquecinos o grises en riñón, bazo e hígado 
pero puede desarrollarse posteriormente una reactivación y la aparición de casos agudos de la enfermedad. En 
las instalaciones de bioterios de producción de peces con sistemas acuáticos cerrados que poseen una alta 
densidad de animales, se crean condiciones favorables para el desarrollo de este agente infeccioso. Este 
patógeno es muy resistente a las condiciones ambientales y el manejo inadecuado, la ausencia de controles en 
la calidad del agua en los acuarios y el aporte nutricional deficiente se considera factores que contribuyen al 
establecimiento de este patógeno y desarrollo de la enfermedad. El peligro de infección es escaso en 
condiciones normales pero la implementación de barreras de bioseguridad (monitoreo constante de los 
parámetros de agua, esterilización de materiales, remoción de detritus, cuarentena, eliminación de los peces 
afectados, etc) y prácticas de manejo de acorde a las normativas internacionales es condición necesaria para 
evitar el ingreso y propagación de este organismo (Laborde & Milocco, 2008). 
El estrés en la producción de peces de experimentación a menudo está implicado en enfermedades infecciosas 
en los bioterios y es un estado fisiológico adaptativo y dinámico que ocurre después de que un organismo 
percibe una amenaza e intenta restablecer el equilibrio fisiológico. El estrés crónico y la elevación del cortisol 
generalmente son inadaptados, lo que resulta en la supresión inmune y una mayor susceptibilidad a las 
enfermedades infecciosas siendo el cortisol generalmente un indicador de estrés crónico y agudo en los 
peces. Además, se ha demostrado que el estrés reduce el crecimiento y la aptitud reproductiva de los peces. En 
condiciones de estrés crónico y elevación de cortisol, la supresión inmune es típica y a menudo contribuye a una 
mayor prevalencia y morbilidad de las enfermedades en las poblaciones de peces. Se han descripto aumento en 
el cortisol en peces cebra después del hacinamiento crónico o el estrés de manejo agudo (Mathews, 2004; 
Ramsay et al., 2009).  
El impacto en los resultados de una investigación, incluso para las enfermedades más comunes encontradas en 
instalaciones o bioterios de pez cebra, no se conoce o describe bien. Por ejemplo, es posible especular 
que Pseudoloma neurofilia, un patógeno primario que  infecta el cerebro, la médula espinal y el músculo del pez 
cebra, podría afectar los estudios que involucran el desarrollo de fenotipos, pruebas de desarrollo de 
neurotoxicidad, muerte celular específica del cerebro, investigación conductual y desarrollo musculo 
esquelético. También se conoce que  la micobacteriosis, causa nódulos en varios órganos internos y puede 
conducir a nefritis granulomatosa, hepatitis que podrían afectar la función renal y hepática, el sistema inmunitario 
y la expresión de enfermedades en peces genéticamente modificados. Con respecto al control de virus de rutina 
en roedores de laboratorio, estos métodos generalmente se realizan como ensayos de anticuerpos con 
antígenos conocidos para delinear la especificidad de la cepa y, por lo tanto, la etiología de la respuesta del 
anticuerpo viral. Además de la falta de información sobre virus potencialmente importantes en la mayoría de los 
peces de laboratorio, rara vez se utilizan pruebas serológicas para detectar virus en peces en general. La 
disponibilidad de ratones libres de patógenos específicos (SPF) es por lo tanto una piedra angular en la 
investigación y mientras que los salmónidos SPF son accesibles, este concepto se ha adoptado recientemente 
para el pez cebra. Debido a que muchos patógenos acuáticos u organismos oportunistas colonizan las 
biopelículas en los filtros biológicos, en acuarios y tuberías, entonces el estado actual del conocimiento sobre las 
mejores prácticas de cría y los diseños de sistemas es posible deba ser reevaluado para mantener los peces 
SPF en sistemas cerrados de recirculación de agua para mantener peces cebra. La confirmación de que un pez 
es definitivamente SPF se basa en el supuesto de que la prueba de diagnóstico es 100% sensible. Además, 
como la mayoría de las pruebas de diagnóstico para peces requieren muestras de animales a sacrificar, la 
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designación de una colonia para ser considerada SPF se basa en el número de peces muestreados (Kent y col., 
2009). 
En este trabajo se encontró que si bien existe una implementación de barreras sanitarias deficientes en la 
mayoría de los bioterios de peces cebras estudiados, se considera que la falta de un programa de control de 
salud en las colonias fue lo que facilitó la diseminación y establecimiento de agentes patógenos en las mismas. 
No fue posible establecer si existe intercambio de peces (sin control sanitario) entre instituciones desde que se 
comenzó a utilizar esta especie como modelo animal, pero de ser así la diseminación de enfermedades entre los 
bioterios ira en aumento.    
En este trabajo también fue posible adecuar metodologías bacteriológicas, moleculares y ópticas con 
microscopio de campo claro para realizar controles sanitarios en peces cebra. Y en la técnica de PCR 
desarrollada se concluyó que resulta ser una metodología eficiente en la detección de infecciones por 
patógenos, como así también se informó por medio de la misma, porcentajes de muestras con resultados 
positivos de dichos agentes en los bioterios de peces cebra de Argentina 
Hasta el momento, estos controles no se habían implementado en nuestro país para los agentes patógenos en 
pez cebra, por lo que los conocimientos obtenidos a través de este trabajo otorgan una ventaja para posteriores 
estudios tanto en el control sanitario de esta especie como en otras de peces que posean infecciones 
producidas por los mismos patógenos. Como proyección, este estudio deja los cimientos para posteriores 
investigaciones sobre control sanitario de agentes patógenos que afectan el pez cebra siendo esto fundamental 
para plantear a futuro soluciones de manejo y control sanitario en bioterios de peces de experimentación  como  
poseer indicadores tempranos de la presencia de infecciones y tratamientos que permitan contener y/o 
erradicar patógenos de las colonias de peces utilizados en experimentación. 
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