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RESUMEN

La piscicultura artesanal, al descuidar medidas de bioseguridad, expone a los
trabajadores a infecciones por Micobacterias no tuberculosas (MNT) presentes en
aguas, suelos y animales. Identificar fuentes de infeccién previene pérdidas en la
produccién acuicola. Dada su complejidad, mejoras en el pretratamiento de muestras,
seleccion del medio de cultivo y optimizacion del trabajo en el laboratorio son esenciales.
En esta investigacién se compararon dos metodologias de pretratamiento y cultivos para
evaluar la eficiencia de aislamiento de MNT. Se analizaron 68 tilapias de tres puntos de
expendio en Tena. Branquias y 6rganos internos se maceraron en PBS 1X. El
sobrenadante se dividi6 en dos alicuotas, sometiéndose a dos métodos de
descontaminacion (M1 y M2). M1 usa NaOH 4%, mientras que M2 afiade HCI 1%.
Posterior al pretratamiento, se inocularon en medio Lowenstein Jensen (LJ) y medio
Caldo Soya Tripticasa (TSB) con antibi6ticos. ElI gen 16S rRNA se secuencié para
identificar especies de MNT. Se identificO que 50 de ellos dieron positivo para la
presencia de (MNT), lo que representa un 73.52% de positividad. En conjunto de las
variables analizadas, se obtuvieron 544 observaciones. De estas, el 36.40%
presentaron resultados positivos para M2, mientras que un 23.90% para M1. Respecto
a los medios de cultivo, LJ presenté un 17.10% de positividad, a diferencia del medio
TSB que mostré un 13.05%. Ademas, se registraron muestras positivas con un 11.40%
en érganos internos y un 18.75% en branquias. La contaminacion que se presento para
el M1 fue de 5.15 %, mientras que en el M2 de 6.25%. Entre las especies identificadas
tenemos: Mycobacterium fortuitum, M. paragordonae, M. cosmeticum, M. abscessus, M.
porcinum y M. sp. El método 2, con HCI 1% como neutralizante, demostré mayor
eficiencia en la recuperacion de MNT, siendo ademéas mas rapido. Aunque se observo
contaminacién estadisticamente significativa en el método 2, no afecto la obtencién de
MNT. Los medios de cultivo LJ y TSB+A mostraron porcentajes de positividad similares
para la obtencion de MNT.

Palabras clave: Micobacterias atipicas, tilapia (Oreochromis niloticus),
descontaminacion, TSB, Lowenstein Jensen.
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ABSTRACT

Artisanal fish farming, by neglecting biosecurity measures, exposes workers to non-
tuberculous mycobacteria (NTM) infections in water, soil and animals. ldentifying
sources of infection prevents losses in aquaculture production. Given its complexity,
improvements in sample pretreatment, selection of the culture medium and optimization
of laboratory work are essential. In this research, two pretreatment methodologies and
cultures were compared to evaluate the efficiency of NTM isolation. We analyzed 68
tilapias from three stations in Tena. Gills and internal organs were macerated in PBS 1X.
The supernatant was divided into two aliquots, undergoing two decontamination methods
(M1 and M2). M1 uses NaOH 4%, while M2 adds HCI 1%. After pretreatment, Lowenstein
Jensen (LJ) and Soya Tripticase Broth (TSB) were inoculated with antibiotics. The 16S
rRNA gene was sequenced to identify MNT species. It was identified that 50 of them
tested positive for the presence of (NTM), which represents 73.52% of positivity. In total,
544 observations were obtained. Of these, 36.40% presented positive results for M2,
while 23.90% for M1. Regarding the culture media, LJ presented a 17.10% positivity,
unlike the TSB medium which showed a 13.05%. In addition, positive samples were
recorded with 11.40% in internal organs and 18.75% in gills. The contamination
presented for the M1 was 5.15%, while in the M2 of 6.25%. Among the species identified
we have: Mycobacterium fortuitum, M. paragordonae, M. cosmeticum, M. abscessus, M.
porcinum and M. sp. Method 2, with 1% HCI as neutralizer, showed greater efficiency in
the recovery of MNT, being also faster. Although statistically significant contamination
was observed in Method 2, it did not affect NTM. The culture media LJ and TSB+A
showed similar percentages of positivity to obtain NTM.

Keywords: Atypical mycobacteria, tilapia (Oreochromis niloticus), descontamination,
TSB, Lowenstein Jensen.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Antecedentes

1.1.1 Género Mycobacterium

El género Mycobacterium, perteneciente a la familia Mycobacteriaceae, constituye un
grupo especializado de bacterias las cuales se caracterizan por la presencia de bacilos
acido-alcohol resistentes (BAAR), aerobios Gram (+), inmdviles y no esporulados que
miden entre 0.2-0.6 por 1-10 um, poseen un alto contenido de lipidos en su pared.
Especificamente, la presencia de acidos grasos de cadena larga, como los acidos
micolicos y el lipoarabinomanano (LAM) que hacen que la pared celular sea
impenetrable e hidrofébica, contribuyendo a la resistencia y virulencia de las
micobacterias (Jankute et al., 2015; Ryan & Ray, 2017). El compuesto clave para la
resistencia al acido alcohol es el acido micdlico, una fraccién lipidica exclusiva de las
micobacterias. El acido micélico forma un complejo con el peptidoglicano en la pared de
las micobacterias que impide de alguna manera el contacto con el disolvente acido

alcohol en la etapa de la decoloracion en la tincién (Kaattari et al., 2006).

Estas bacterias se distribuyen principalmente en suelo, agua y animales. Algunas
especies de Mycobacterium son patégenas para los humanos causando graves
enfermedades como la tuberculosis y la lepra (M. tuberculosis y M. leprae). Ademas de
estas especies, existen micobacterias no tuberculosas (MNT), que se consideran
patégenas emergentes causando infecciones oportunistas en pacientes
inmunocomprometidos. Entre estas MNT se incluyen especies como M. avium, M.

gordonae, M. abscessus, M. marinum y M. fortuitum (Delghandi et al., 2020).

1.1.2 Patogenicidad de las MNT

Dentro del contexto de las micobacterias no tuberculosas, se ha reportado su capacidad
para afectar a diferentes especies acuaticas, incluyendo peces (Gcebe et al., 2018). La
presencia de estas MNT como M. marinum, M. chelonae y M. fortuitum, que son
patdégenos de alta incidencia, se ha convertido en un asunto de interés en la acuicultura

y la industria de los peces de acuario. Estas bacterias pueden desencadenar

1
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enfermedades sistémicas, cronicas y progresivas conocidas como micobacteriosis
(Akbari et al., 2014; Valdés & Cid, 2004). Los sintomas de esta enfermedad en peces,
incluyen decoloracién de piel, presencia de Ulceras cutdneas, deformidad en aletas, y
formacion de granulomas grises o blancos en érganos internos, ademas, se observa
una hipertrofia de bazo, rifién e higado (Delghandi et al., 2020 ; Beran et al., 2006). La
creciente preocupacion por los efectos que el género Mycobacterium puede causar tanto
en animales como en humanos, ha generado la necesidad de utilizar métodos para
diagnosticar micobacteriosis, identificar en muestras clinicas la especie involucrada en
la infeccion y determinar las fuentes de infeccion para establecer medidas de

prevencion.

1.1.3 Especies afectadas

La micobacteriosis es ocasionada por distintas especies de MNT. Von Betegh en 1910
fue el primero en informar la presencia de M. marinum en peces marinos donde se
detectd lesiones parecidas a la tuberculosis en higado, bazo y rifidn de peces de arrecife
de coral (Hashish et al., 2018). En un principio se creia que esta enfermedad afectaba
Gnicamente a peces marinos, pero con el tiempo se ha aislado también en especies de

agua dulce y en seres humanos (Beran et al., 2006).

La susceptibilidad a la micobacteriosis abarca practicamente todas las especies de
peces de agua dulce y salada, como se ha documentado en diversos estudios.
Especificamente, se ha observado que miembros de las familias de peces de agua
dulce, como Anabantidae (bettas y gouramis), Characidae (tetras y pirafias) y Cyprinidae

(danios y barbus), son particularmente propensos a la infeccion (Decostere et al., 2004).

En los Ultimos afios, se ha incrementado la incidencia de la infeccién por micobacterias
en peces cultivados, abarcando especies como el salmén chinook, rébalo comun, peces
ornamentales de agua dulce, esturién y rébalo. De igual manera en especies destinadas
al cultivo extensivo como Oreochromis niloticus y Oreochromis mossambicus. Ademas,
se ha registrado casos de micobacteriosis en peces silvestres, como el bacalao, el
lenguado, el rébalo rayado y la perca amarilla, lo que resalta la relevancia de este

patégeno en la acuicultura (Gauthier & Rhodes, 2009).


https://www.zotero.org/google-docs/?nYcZsf
https://www.zotero.org/google-docs/?jLnglZ
https://www.zotero.org/google-docs/?dbWoEf
https://www.zotero.org/google-docs/?vl74lA
https://www.zotero.org/google-docs/?l0KgFl
https://www.zotero.org/google-docs/?RBHXWU

1.1.4 Formas de transmision

Las MNT son patdégenos oportunistas cuya capacidad de infeccion se ve incrementada
por factores como el estrés por manipulacion, confinamiento y transporte (Decostere
et al., 2004). Los reservorios incluyen agua contaminada, peces portadores, fémites,
alimento contaminado y detritus acuatico. Los caracoles, invertebrados y algunos
vertebrados acuaticos, como ranas y tortugas, desempefian un papel en la transmisién
(Francis-Floyd, 2011).

La infeccion, principalmente por medio de alimento contaminado, ha sido registrada en
estudios que destacan a las micobacterias ubicadas en lesiones granulomatosas.
Investigaciones revelan casos de infeccion a través de pulgas de agua y amebas
ambientales, actuando como vectores de transmision (Spickler, 2007). La
micobacteriosis también puede ser transmitida por protozoos ciliados, como
Paramecium caudatum, que son comunes en las larvas de peces. En el pez arroz
japonés, la rapida infeccién se atribuye a larvas de mosquito contaminadas con M.
marinum (Vatsos et al., 2006). La transmisién eficaz en algunas especies, como el pez
cebra, puede requerir la infeccidn a través de amebas (Harriff et al., 2007; Slany et al.,
2014).

La micobacteriosis se propaga por via horizontal a través del agua, peces muertos,
peces infectados y fomites. Las MNT poseen una notable capacidad para adaptarse y
mantener su patogenicidad en diversos entornos acuaticos (Peterson et al., 2013). La
transmisién vertical se evidencia en la reproducciéon de peces, donde las micobacterias
pueden aislarse de fluidos ovaricos y la superficie mucosa de los huevos (Decostere
et al., 2004). Ademas, la infeccion puede transmitirse por contacto directo con material
infeccioso o la ingesta de tejido infectado, como se observé en la industria del
salmoén (Hashish et al., 2018; Vatsos et al., 2006).

1.1.5 Signos Clinicos

La micobacteriosis en peces se manifiesta como una enfermedad crénica que exhibe
una sintomatologia tanto externa como interna en los animales afectados (Pate et al.,
2005). Los signos clinicos presentan una variabilidad en su presentacion, tanto en la

gravedad como en la localizacion del dafio, siendo inespecificos y con un patrén diverso
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(Ranzani-Paiva et al., 2004). Las manifestaciones a nivel cutaneo incluyen lesiones
erosivas, Ulceras hemorragicas, inflamacion, descamacion y emaciacion progresiva
(Jernigan & Farr, 2000; Ucko et al., 2002). Ademas, se observa un deterioro en las
aletas, depresion, anorexia, letargo, distensién abdominal, nado erratico y permanencia
en el fondo, decoloracion de la piel, deformidades 6seas, como curvatura de la columna
o malformaciones, branquias palidas, nado anormal y disminuido (Decostere et al.,
2004, Francis-Floyd, 2011). Estos signos clinicos se asocian comunmente con factores
estresantes en los peces, como el hacinamiento, mala nutricién, variacion de la

temperatura, mala calidad del agua y manipulacion inadecuada (Hashish et al., 2018).

En la infeccién por micobacterias, la expresion de signos clinicos puede ser variable,
desde la ausencia de sintomas hasta manifestaciones similares a otras enfermedades
en peces. La incubacion juega un papel vital, con periodos que abarcan desde una
evolucion cronica de varios afios hasta una muerte subita (Barato & Penagos, 2014). La
forma aguda, aunque poco comun, se caracteriza por una morbilidad y mortalidad

rapidas con escasos signos clinicos (Zanoni et al., 2008).

A nivel interno, las micobacterias pueden causar granulomas en diferentes érganos,
como bazo, rifién, higado e intersticios renales, con implicaciones graves en la funcion
de estos dOrganos (Francis-Floyd, 2011; Valera A. etal., 2018). También se han
observado granulomas en intersticios renales, con lesiones extensas que comprimen

estructuras capilares peritubulares, causando dafio por anoxia.

1.1.6 Diagndéstico de MNT

El diagnéstico de la micobacteriosis se basa en la evaluacion de los signos clinicos,
histolégicos y la identificacion del patdgeno. La sospecha de micobacteriosis surge ante
la presencia de pérdida de peso o condicion, especialmente acompafiada de pérdida de
escamas, lesiones hemorragicas inespecificas o Ulceras (Spickler, 2007). La
identificacion microscopica del patdgeno se realiza mediante un frotis de la superficie de
corte de bazo, rifién o lesiones cutaneas, tefiido con la técnica de Ziehl-Neelsen, que

destaca las micobacterias en secciones de tejido (Gauthier & Rhodes, 2009).

La tincion de Ziehl-Neelsen, utilizada rutinariamente en el diagnostico de la tuberculosis,

se destaca por su rapidez, simplicidad y economia, con una sensibilidad del 74% y
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especificidad del 98% para identificar bacilos acido-alcohol resistentes, con un limite de
deteccién de 5.000-10.000 bacilos/ml de muestra (Francis-Floyd, 2011; Lépez-Jacome
etal., 2014). La presencia de bacilos &cido-alcohol resistentes, visualizados con
coloracion roja fucsia, indica una tincion positiva. Ademas, se pueden aplicar técnicas
inmunolégicas como la inmunofluorescencia, peroxidasa o hibridacion in situ (Hashish
et al., 2018).

El diagnéstico definitivo implica el aislamiento del patégeno, que puede resultar
desafiante debido a la lenta proliferacion de algunas especies. El cultivo a 20-30 °C
puede requerir de 2 a 30 dias, y la morfologia celular no presenta caracteristicas visibles
distintivas. La inmunocitoquimica puede ofrecer mayor sensibilidad, pero no identifica la
especie (Antuofermo et al., 2017). La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
posterior secuenciacion se presenta como una alternativa para la identificacién de la
micobacteria, siendo Util para detectar la especie y determinar el prondéstico y
tratamiento de la infeccion (Buller, 2004).

1.1.7 Aislamiento y cultivo de MNT

Entre el 10% y el 30% de las micobacterias identificadas en entornos clinicos no se
clasifican dentro del complejo M. tuberculosis (Gauthier & Rhodes, 2009). Aspectos
como la morfologia, pigmentacién, temperatura 6ptima de desarrollo y velocidad de
crecimiento son elementos cruciales para la caracterizacion de cepas micobacterianas.
Para cultivar eficientemente mycobacterium, se emplean diversos medios selectivos, un
ejemplo de esto es la micobactina, que mejora el crecimiento de micobacterias de
desarrollo lento en medios estandar, mientras que los medios no selectivos son
ineficaces para micobacterias de desarrollo lento, resultan ideales para aquellas de

crecimiento rapido (Hashish et al., 2018).

Entre los medios recomendados se encuentran los de huevo Petragnani, Lowenstein-
Jensen, Middlebrook 7H10 y Dorset. Es aconsejable incubar los cultivos durante 2 a 30
dias a una temperatura de 20 a 30 °C para permitir la observacién del crecimiento inicial.
Este proceso puede resultar complicado debido a la rigurosidad del patégeno y la
posibilidad de contaminacién. M. fortuitum y M. chelonae son clasificados como de

crecimiento rapido, con un crecimiento visible en aproximadamente 7 dias, a diferencia
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de M. marinum, que puede no ser detectable hasta después de 30 dias (Rhodes et al.,
2004).

La descontaminacion de muestras para el cultivo en medio sélido Lowenstein-Jensen y
Stonebrink a 37 °C hasta 60 dias ha demostrado ser la mejor estrategia para la deteccion
de micobacterias de tejido (Francis-Floyd, 2011). EI método Petroff, que utiliza NaOH al
4% seguido de neutralizacion con HCI 1N, se emplea tradicionalmente en muestras de
tejido refrigeradas o congeladas. Alternativamente, se puede sumergir los fragmentos
en una solucién saturada de borato de sodio para conservarlos hasta por dos meses sin
refrigeracion o congelacion, siendo adecuado para condiciones de campo (Hatem et al.,
2021). Ademaés, el HPC al 0,75% y el Acido Sulfurico al 6% han demostrado baja
toxicidad, con el HPC prescindiendo de la etapa de neutralizacion y ofreciendo un
procesamiento mas rapido. El NaOH (2%) también se utiliza en algunos centros de
control de enfermedades para la descontaminacion (Beran et al., 2006).

El NaOH y el HPC descomponen las paredes celulares de las micobacterias, mientras
que el HCI crea un entorno acido que contribuye a la destruccién de bacterias y hongos
no resistentes a 4cidos, minimizando asi el crecimiento de microorganismos
competidores (Hatem etal., 2021; Lorencova etal, 2013). Estas soluciones
descontaminantes se eligen por sus propiedades quimicas, que reducen la carga
bacteriana de otros microorganismos de crecimiento rapido y elevan el pH de la muestra
a niveles propicios para el desarrollo de MNT. Sin embargo, la calidad de los
aislamientos de micobacterias puede variar segun la solucion utilizada o su combinacién
(Lorencova et al., 2013; Shukla et al., 2013).

1.2 Planteamiento del problema

La micobacteriosis, es una enfermedad cronica que afecta cominmente a especies
acuaticas de agua dulce y salina, misma que se ha convertido en una amenaza
significativa para la produccién acuicola (Colin Garcia, 2019). Especificamente, la
presencia de esta enfermedad en las tilapias no solo limita su produccion debido a la
aparicion de enfermedades anteriormente mencionadas, sino que también tiene un
impacto directo en la economia local del Ecuador, donde esta especie en cultivo

desempefia un papel importante en el sustento econémico de las familias (Jacome
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et al., 2019). Las infecciones por el género Mycobacterium en esta especie representan

un riesgo para la estabilidad econdmica local.

Adicionalmente estas infecciones representan un peligro para la poblacion,
especificamente para los trabajadores de la industria pesquera y a personas expuestas
a entornos acuaticos, debido a que las micobacterias que infectan a los peces también
pueden ser patdgenos zoonoéticos capaces de causar infecciones tanto localizadas
como diseminadas en los humanos. La infeccion generalmente se produce por contacto
directo a través de heridas expuestas a peces infectados o durante la manipulacion de
peceras, como en las tareas de limpieza o el cambio de agua (Orjuela Leguizamén et al.,
2021).

El diagnostico de la micobacteriosis presenta complicaciones debido a las
caracteristicas intracelulares que tiene el género Mycobacterium, mencionado
anteriormente, asi mismo, estas caracteristicas incluyen el crecimiento lento de ciertas
especies, lo que dificulta su cultivo en medios especificos. El lento crecimiento de las
micobacterias resulta desafiante, debido a que puede originar una competencia con
otros microorganismos presentes en las muestras, los cuales pueden colonizar y
dominar el medio de cultivo, dificultando la deteccion y el aislamiento de las

micobacterias (Dorronsoro & Torroba, 2007).

1.3 Justificacién de la investigacion

Las micobacterias no tuberculosas son dificiles de aislar mediante técnicas
microbiol6gicas convencionales, generando la necesidad de emplear tratamientos
complejos para un aislamiento exitoso (Dorronsoro & Torroba, 2007; Jankute et al.,
2015). A pesar de ello, ciertos tratamientos afectan la recuperacion de este
microorganismo, es por ello que es necesario optimizar metodologias de pre-tratamiento
y cultivo para el aislamiento de micobacterias no tuberculosas (MNT). Se empleara HPC,
NaOH y HCI, asi como probar el crecimiento de las muestras de macerados de érganos
de tilapias en medios de cultivo Lowenstein Jensen y TSB con antibiéticos con el fin de

inhibir el crecimiento de microorganismos no deseados.
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1.4 Objetivos de la investigacion

1.4.1 General

Evaluar la eficacia de dos metodologias de aislamiento para maximizar la deteccién de

micobacterias no tuberculosas en muestras de érganos de tilapia.

1.4.2 Especificos

e Comparar dos metodologias de descontaminacién para maximizar los
aislamientos de micobacterias no tuberculosas MNT.

e Evaluar la eficiencia del crecimiento de aislados de MNT en dos medios de
cultivo distintos: Lowenstein Jensen (LJ) y Caldo Soja tripticaseina (TSB) con
antibioticos.

o Determinar y comparar la prevalencia de MNT en 6rganos especificos, como
branquias, y 6rganos internos (rifidn, bazo e higado) para identificar en cual de
ellos se presenta una mayor presencia de crecimiento bacteriano.

e Utilizar técnicas moleculares para identificar las especies de MNT presentes en

las muestras.



CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO

2.1 Medio de cultivo TSB con antibiético (Medio A)

A un frasco autoclavable se afiadié 30 g de TSBy 15 g de agar. Luego, se afadio 10 ml
de glicerol y se aforé con agua destilada hasta obtener un volumen de 1000 ml, se
homogeneizé mediante agitacion y calor, hasta lograr la completa dilucién. EI medio de
cultivo fue autoclavado durante 45 minutos. Posteriormente, en cabina de bioseguridad,
se agreg6 los antibiéticos uno seguido del otro: 1 ml de vancomicina (10 mg/l), 1 ml
acido nalidixico (25 mg/ml) y 1 ml de anfotericina (5 mg/l). Finalmente, se homogeneiz6

el medio y se distribuy6 en placas petri.

2.2 Medio de cultivo Lowenstein-Jensen (Medio B)

En 375 ml de agua estéril autoclavada se afadi6 23,3 g de medio L-J, 7,5 ml de glicerol
al 1% y 0,13 g de verde malaquita, se colocé en el microondas durante 1-2 minutos,
agitandolo cada 20 segundos hasta que el medio se disolviera por completo. Se ajusto
el pH a 6.6 mediante la adicién de NaOH, seguido se autoclavé el medio a 121°C durante
45 minutos. Posteriormente, 625 ml de huevos enteros fueron licuados, filtrados y se
agrego al medio para que solidificara y proporcionara nutrientes a las micobacterias. El
medio L-J se dispenso en tubos de ensayo y se solidificaron en bafio maria a 85 °C
durante 60 minutos. Luego se incubo los tubos a 37 °C por 48 horas. Finalmente, se

almacenaron los tubos en el refrigerador.

2.3 Procesamiento de muestray obtencion de 6rganos

En tres diferentes puntos de crianza de pesca del canton Tena, se adquirié 68 tilapias
destinadas al experimento que se evalud en 12 tandas. Adicionalmente, se adquirio 12
tilapias como grupo de control. Las tilapias fueron transportadas en un cooler con hielo
y luego fueron sometidas a refrigeracion a una temperatura de -30 durante 35 minutos,
provocando su muerte. Posteriormente, con la ayuda del bisturi, se realizé una incisién
en la linea media ventral de la tilapia para extraer de manera aséptica muestras de
rinfones, bazo, higado y branquias (LOpez, 2008). Posteriormente, se coloco
aproximadamente 0.10 g de cada 6rgano extraido en tubos Eppendorf de 1.5 ml, los

cuales contenian 150 uL de PBS 1X. Los d6rganos internos fueron macerados y
9
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procesaron en conjunto, a diferencia de las branquias, que fueron procesadas de forma
individual. Para los controles positivos se inoculé una cepa de MNT, controles que

fueron sometidos para ambos métodos.

2.3.1 Disefio Experimental

Se proces6 68 tilapias, generd 68 tubos Eppendorf con macerados de 6rganos internos
(higado, bazo y rifién) y otros 68 tubos Eppendorf con macerados de muestras de
branquias. Ambos grupos fueron sometidos a ambos métodos de descontaminacion.
Las 136 muestras descontaminadas de 6rganos internos y branquias se incubaron en
dos medios de cultivo distintos, LJ y TSB, generando un total de 544 observaciones.
Numero de observacion sin contar el grupo control. Para una comprension mas

detallada del disefio experimental, consulte el esquema en el Anexo 1.

2.3.2 Grupo Control

En cada ensayo experimental se empleé una tilapia como control, en la cual se aplico el
mismo procedimiento de obtencion de muestra y maceracion de érganos. A las muestras
maceradas se inocul6 una MNT previamente aislada e identificada a partir de una
muestra de pez. Esto se llevé a cabo para evaluar que los métodos de descontaminaciéon

no sean agresivos para la obtencién de MNT.

2.4 Descontaminacion con HPC y NaOH (Método 1)

En los mismos tubos donde se habia colocado la muestra de 6rganos, se homogeneiz6
la muestra evitando derrames. Se anadié 700 uL adicionales de PBS 1X, y se dejo
reposar durante 30 minutos para permitir la sedimentacion. Una vez transcurrido este
tiempo, se tomé 400 uL del liquido sobrenadante y se colocé en tubos Eppendorf, donde
se mezclé con HPC al 1% y se descontamind durante 20 minutos, realizando una
agitacion mediante vortex cada 3 minutos. Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas a 4500 rpm durante 15 minutos, y se descart6 el sobrenadante. El pellet
resultante se lavé con 800 UL de agua destilada estéril, se mezclé mediante vortex y se
centrifugd a 4500 rpm durante 10 minutos, descartando nuevamente el sobrenadante.

Este proceso de lavado se repitié dos veces méas (Ambrosio et al., 2008).
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El pellet obtenido se resuspendioé y homogeneizé con 90 uL de agua destilada estéril. A
esta suspension se afadieron 90 uL de NaOH al 4%, se mezcl6é en vortex durante 2
minutos y se centrifugé a 4500 rpm durante 5 minutos, eliminando el sobrenadante.
Luego, se volvié a resuspender con 90 uL de agua destilada estéril, se homogeneiz6
con vortex y se centrifugd a 4500 rpm durante 5 minutos, descartando el sobrenadante.
Estos dos pasos se repitieron una vez mas. Posteriormente, el pellet se resuspendid
con 100 yL de agua destilada estéril, se mezclé y se inocularon 50 pL en tubos con

medio L-J y 50 pL en placas con medio TSB con antibiéticos (Calderon, 1982).

2.5 Descontaminacion con NaOH y HCI (Método 2)

En los mismos tubos donde se habia colocado la muestra de 6rganos, se homogeneiz6
la muestra evitando derrames. Se anadieron 700 pL adicionales de PBS 1X, y se dejé
reposar durante 30 minutos para permitir la sedimentacion. Luego, se toméd 800 ml del
sobrenadante de la muestra homogeneizada, el cual se deposit6é en tubos Eppendorf de
1,5 ml. Estos tubos fueron sometidos a centrifugacion a 4500 rpm durante 15 minutos,
se descarté el sobrenadante y el sedimento resultante se resuspendié en 700 ml de
NaOH al 4% (Hatem et al., 2021).

Después de exponer la muestra al NaOH durante 2 minutos, se neutraliz6 agregando
150 uL de HCI al 1%. Los tubos fueron nuevamente centrifugados a 4500 rpm durante
10 minutos, descartando nuevamente el sobrenadante. Los sedimentos resultantes se
resuspendieron en 500 yL de agua destilada y se homogeneizé mediante vortex.
Posteriormente, se realizé una centrifugacion a 4500 rpm durante 5 minutos, este Gltimo
lavado se repitié una vez mas. El sedimento se resuspendié en 100 uL de agua destilada
y se homogeneizé con una micropipeta. Finalmente, se inocularon 50 uL de cada
tratamiento en tubos que contenian medio Lowenstein-Jensen y en placas con medio

TSB con antibiéticos.
2.6 Descripcion fenotipica y analisis de coloracion
A las colonias de micobacterias se realiz6 una descripcién detallada de las

caracteristicas macroscopicas, donde se observé y analizé aspectos como

pigmentacion, rugosidad y forma de las mismas.
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Para confirmar la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes en los cultivos de
micobacterias, se utilizé la técnica de Ziehl-Neelsen. Se empled reactivos especificos,
como fucsina fenicada, alcohol 4cido, y el azul de metileno como colorante de contraste.
Para su preparacion se utilizé 50 ml de fucsina fenicada, se disolvié 0,74 g de fucsina
basica en una mezcla de 5 ml de fenol y 5 ml de etanol absoluto, aforando con agua tipo
2 autoclavada hasta alcanzar un volumen de 50 ml. Por otro lado, el alcohol-acido 3%,
se preparé mezclando 1,5 mL de HCI concentrado con 48,5 ml de etanol absoluto.
Ademas, se prepard una solucion de azul de metileno al 1% disolviendo 0,1 g de azul
de metileno en 100 ml de agua destilada (Arteta et al., 2022).

Una vez preparadas las soluciones, se realiz6 un frotis de cultivo bacteriano de
micobacterias, fijando el frotis mediante aplicacion de calor. A continuacion, se cubrié
completamente la muestra seca con fucsina-fenicada, permitiendo que el colorante
actuara por 5 minutos. Durante este tiempo, se aplicé calor al portaobjetos utilizando un
mechero, evitando que el colorante llegara a hervir o se secara. Transcurridos los 5
minutos, se llevé a cabo un lavado indirecto de la placa utilizando agua destilada
eliminando todo el colorante. Luego, se aplic6 alcohol-acido 3% al portaobjetos durante
2 minutos, seguido de otro lavado indirecto con agua destilada. A continuacién, se cubri6
el portaobjetos con azul de metileno al 1% durante 3 minutos y se lavé con agua
destilada. Se inclin6 el portaobjetos hasta que drenara el exceso de aguay se dejé que
se secara al aire. Finalmente, se observo la placa bajo el microscopio, comenzando con
el objetivo 4x, enfocando y cambiando de objetivo hasta 100X (Rojas Jaimes et al.,
2018).

2.7 Extracciéon de ADN

Una vez se confirmé la presencia de bacilos acido-alcohol resistente, se procedié a
hacer axénicos en medios de cultivo TSB. Para la extraccion de ADN, en una cabina de
bioseguridad se agregé 500 pL de Buffer TE 1X a un tubo de 1.5 ml. Se transfirié una
porcion considerable de colonias positivas para MNT al tubo y se mezclé con vortex
para asegurar una distribucion homogénea. Posteriormente, la suspensién se colocé en
un termobloque a 100 °C durante 8 minutos. Finalmente, se transfiri6 300 uL del
sobrenadante a un tubo estéril y se almacené a -20 °C (Koentjoro et al., 2021;Ledesma
et al., 2022).
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2.8 PCR de muestras de ADN de micobacterias atipicas y electroforesis

El ADN extraido se descongeldé a temperatura ambiente, se procedioé a hacer ensayos
de PCR. En 25 ul se hizo reaccionar: 5ul [1x] buffer, 2ul [2 mM] MgCI2, 5ul [2 mM]
dNTP’s, 2 ul [0.8 uM] primer forward 16S A1F (5'-ctggctcaggacgaacgctg-3'), 2 ul [0.8
uM] primer reverse 16S 54R (5'-tctagtctgcccgtatcgece-3'), 0.25 ul [1.25 U/ul] Taq
polimerasa, 3,75 ul H20O, 5 ul ADN [46]. Las temperaturas y tiempos de cada etapa de
la PCR se muestran en la Tabla 1. Finalmente, los amplicones resultado de la PCR se
verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Tabla 1. Condiciones de PCR para el gen 16S.

Pasos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 -C 5 min
Desnaturalizacion 96 -C 30s
Hibridacién (Annealing) 63 -C s 35
Extension 72 -C 30s ciclos
Extension final 72 -C 10 min
Conservacion 4 -C o0

Realizado por: Hernandez, Moises, 1999

2.9 Secuenciacion y andlisis en el software Mega

Especies fueron identificadas por secuenciacion del gen 16S rRNA. Los amplicones de
PCR se secuenciaron en La Universidad de Las Américas (UDLA) donde se incluy6 una
corrida electroforética capilar de cada muestra en una mezcla realizada con Hi-Di
formamida y marcador interno de tamafio molecular que incluyé estandares hasta 600
pb (Liz GS600 de Applied Biosystems). Segun el algoritmo de estimacién de tamafio
incluido en el software Genemapper V3.1, se pudo determinar con exactitud (+-1pb)
tamafios menores a 580 pb. Los fluorocromos del kit DS-33 (G5) incluyeron 6FAM, VIC,
NED, PET. La limpieza de las secuencias resultantes es decir la eliminacion de bases
de baja calidad se la realiz6 mediante el software bioinforméatico MEGAL11, una vez
limpiadas las secuencias estas se convirtieron a formato FASTA. Finalmente, con la
herramienta bioinformatica BLAST se encontr6 regiones de similitud entre secuencias

para la identificacion de especies de MNT.
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2.10 Analisis estadistico

2.10.1 Test de independencia Chi cuadrado

Se designd la presencia o ausencia de micobacterias como variable dependiente,
mientras que método, medio y 6rgano como variables independientes. Se planted las
siguientes hipétesis; (HO): El crecimiento de MNT no dependera del método, medio u
organo empleados; (H1): El crecimiento de MNT dependera del método, medio u 6rgano
empleados. Test realizado en Python utilizando los paquetes pandas, cipy.stats,
statsmodels.stats.multitest, seaborn y matplotlib.pyplot.

Se optd por utilizar esta prueba para analizar la relacion entre las variables categoéricas
mencionadas previamente y la presencia o ausencia de MNT. Esta eleccion se
fundamenta en la naturaleza de nuestros datos, los cuales no corresponden a variables

numéricas continuas. Ver Anexo 2.

2.10.2 Estadistico Z para la proporcién de muestra

En la evaluacién comparativa, se consideraron tres categorias, cada una representando
la presencia de (MNT) en distintos contextos. Estas categorias incluyen la comparacion
de la presencia de MNT entre el método 1y el método 2, la presencia de MNT entre los
medios de cultivo LJ y TSB, asi como la presencia de MNT en érganos internos y
branquias. Ademas, como otra categoria se evalué la contaminacién que se presento
en los métodos 1 y 2. Prueba realizada en Python utilizando los paquetes numpy y

statsmodels.stats.proportion.
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CAPITULO lIl: PRESENTACION DE RESULTADOS

3.1 Anadlisis de dependencia entre variables categéricas e incidencia de

micobacterias no tuberculosas (MNT) utilizando chi-cuadrado

Relacion entre MNT y Método/Medio/Organo

& [Método', 'Medio’, 'Organo’]
> 350 (A, Medfot Organo1)
I~ — (A, Medio1, Organo2)
a (A, Medio2, Organo)
v 300 (A, Medio2, Organo2)
0 (B, Medio1, Organo1)
o 550 (B. Medio1, Organo2)
E (B, Medio2, Organo1)
c (B, Medio2, Organo2)
D 200 (All, , )
l_
Z
= 150
.©
2
o 100
3
3]
© 5
(I

0

Ausencia Presencia
Micobacterias no tuberculosas

Figura 1. Relacién entre la variable dependiente (Micobacterias no
tuberculosas) y las variables independientes (método,
medio, 6rgano). El eje x representa la ausencia o presencia
de micobacterias. La designacion A corresponde al método 1,
mientras que B se refiere al método 2. En cuanto a los medios
Medio 1 representa LJ y Medio 2 representa TSB. Organo 1 se
refiere a 6rganos internos (higado, rifidn, bazo), mientras que
organo 2 hace referencia a branquias.

Realizado por: Sarai Gaibor y Lenin Vasquez, 2024

En la prueba de Chi cuadrada realizada, se obtuvo un p = 0,003. Dado que este valor
es menor que el nivel de significancia (0.05), se rechaza la hipétesis nula, lo que sugiere
gue existe evidencia suficiente para respaldar una relacion significativa entre la
presencia de micobacterias no tuberculosas y las variables analizadas, como método,

medio y 6rgano utilizados.
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3.2 Comparacion de las observaciones que muestran presencia de micobacterias

no tuberculosas (MNT) en relacién con las variables independientes

Comparacién de Presencla de MNT por Variable Independiente
A B C

Matodo con Prasancea de MNT Qrgano con Presencia oo MNT Modho con Presencin ca MNT

frecumeciu
Frecumncin

Ffrecisscs
B &

Aédodot Métoda? Organos niermos Branguins (W] S8
Meloza Organa Nedo

Figura 2. Comparacién de la presencia de micobacterias en relacién con el método
utilizado, érgano y medio de cultivo.

Realizado por: Sarai Gaibor y Lenin Vasquez, 2024
El analisis de 544 observaciones, sin contar con aquellas realizadas como controles
positivos, que comprende los métodos M1 y M2, asi como los medios de cultivo LJ y
TSB+A, revel6 que el 73.52% de los peces examinados resultaron positivos para MNT.
Se registré 65 observaciones positivas (23.90%) para M1 y 99 observaciones positivas
(36.40%) para M2. Respecto a los medios de cultivo, LJ presenté 93 observaciones
positivas (17.10%), mientras que TSB mostré 71 observaciones positivas (13.05%).
Ademas, se registr0 62 observaciones positivas (11.40%) en 6rganos internos y 102
observaciones positivas (18.75%) en branquias. Ver Figura 2. La contaminacion que se

presento para el M1 fue de 5.15 % mientras que en el M2 de 6.25%.

3.3 Estadistico Z para la proporcién de una muestra

Los resultados muestran la proporcion entre M1y M2; contaminacion M1y M2; érganos
internos y branquias, demuestra que los valores negativos del estadistico Z en cada
caso indican diferencias entre las proporciones de cada grupo, siendo estadisticamente
significativas. Esto quiere decir que la presencia de micobacterias en M1y en 6rganos
internos es significativamente menor que en M2 y en branquias, respectivamente. En
cuanto a la contaminacion, esta es significativamente menor en M1 en comparacion con
M2. Por otro lado, el valor positivo del estadistico Z indica que la proporcion en el medio
de cultivo LJ es mayor que en TSB+antibidtico. Sin embargo, el p = 0.05 esta cerca del
umbral de 0.05, por lo que, aunque hay una tendencia, la diferencia no alcanza

significancia estadistica.
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Tabla 2. Estadistica Z proporcional con p-valor para la comparacion entre métodos,
contaminacién, medios y 6rganos.

Contaminacion  Medio LJy Organos internos y
M1y M2 M1y M2 TSB Branquias
Estadistico Z -3.176615455 -2.597956823  1.953788797 -3.389350866
p-valor 1.4900x1073 9.3780x1073 5.0726x1072 7.0058x1073

Comparacién entre el método 1 y método 2; contaminacion entre método 1 y método 2;

medio LJ y TSB; 6rganos internos y branquias.
Realizado por: Gaibor Sarai y Vasquez Lenin, 2024

3.4 Andlisis fenotipico de Tilapias del nilo: individuos sanos y enfermos

Figura 3. Tilapia nimero 63, individuo sano. A) Tamafio aproximado de 23 cm.
B) Branquias. C) bazo. D) Higado.
Fotografia tomada por: Sarai Gaibor y Lenin Vasquez, 2024

La tilapia nimero 63 de 23 cm de longitud se distingue por ojos sin abultamiento y
escamas intactas que cubren completamente su cuerpo, con aletas claramente
definidas. Los 6rganos externos e internos (branquias, bazo e higado) muestran una
coloracién uniforme y longitud de 4 cm, 3 cm y 7.5 cm respectivamente: las branquias

presentan un tono rojo claro de aproximadamente 4 cm, el bazo exhibe un matiz rojizo
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oscuro con un tamafio de 2.5 cm, el higado presenta un tono marrén rojizo claro con un
tamafio aproximado de 8 cm, y el riidn muestra un tono rojizo con un tamafio de

aproximadamente 10 cm.

- : : e o
Figura 4. Tilapias enfermas. A) Tilapia nimero 27 con patologia en bazo. B) Tilapia niumero
29 con patologia en higado. C) Tilapia numero 25 con patologia en bazo.

Fotografia tomada por: Sarai Gaibor y Lenin Vasquez, 2024

Las tilapias enfermas se identificaban por mostrar un contorno abdominal abultado y
blando, ademas de presentar mucosidad en las agallas y patologias en los 6rganos. En
el caso especifico de la Tilapia 27, se observé que el bazo presentaba un tono opaco
de color café/plomo. La Tilapia 29, se observé granulomas blancos en el higado, el cual
exhibia un tono amarillento y se deshacia facilimente. Por otro lado, la Tilapia 25
mostraba una especie de masa color amarillo dentro del bazo, este 6rgano estuvo

caracterizado por un tono rojo opaco.
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3.5 Andlisis fenotipico de MNT presente en muestras procesadas

Figura 5. Presencia de colonias en muestras procesadas,
procedentes de 6rganos internos y branquias.
Fotografia tomada por: Sarai Gaibor y Lenin Vasquez, 2024

Las muestras procesadas que exhiben presencia de colonias se distinguian por
presentar caracteristicas comunes: una forma circular, superficie lisa y coloracién
blanca/crema. Ademas, se identificé la presencia de estos microorganismos con una
tonalidad amarillenta y superficie lisa, mientras que otro grupo mostraba una textura
rugosa y coloracion crema, tal como se aprecia en la figura 5 a), b), y c),

respectivamente.
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Figura 6. Muestras procesadas utilizadas como control positivo. Evidenciando
la presencia de Micobacterias No Tuberculosos (MNT) en ambos
métodos.

Fotografia tomada por: Sarai Gaibor y Lenin Vasquez, 2024

3.6 Andlisis genotipico de MNT presente en muestras procesadas

La tabla presenta las especies identificadas en los peces analizados, donde las
caracteristicas de cada especie se denotan mediante cédigos: b para blanca, ¢ para
crema, a para amarilla; | para lisa, y r para rugosa. Entre las especies encontradas se
incluyen M. fortuitum, M. paragordonae, M. cosmeticum, M. abscessus, M. porcinum y
M. sp.
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Tabla 3. Especie de micobacterias no tuberculosas obtenidas y sus caracteristicas de

crecimiento.
CODIGO Medio de Tiempo de
(#tilapia, 6rgano, método) cultivo Especie de MNT Obtenidas Caracteristicas incubacién (dias)
| 20I11.1 LJ I M. paragordonae bl I 31 I

20l LJ M. fortuitum br 28
201.2 LJ M. cosmeticum cl 40
10BII.1 TSB M.fortuitum cl 14
11BII.2 LJ M.sp al 35
12BIl LJ M.fortuitum cr 16
23BI.2 LJ M.sp br 12
23BIl.1 TSB M.fortuitum bl 20
2501.1 TSB M.fortuitum bl 12
2501.2 LJ M.fortuitum br 11
250I1.1 LJ M.fortuitum br 13
250I1.2 LJ M.sp bl 13
25BI LJ M. sp br 12
260I1 LJ M.sp br 13
26BlI TSB M.fortuitum cr 15
270II TSB M.fortuitum cr 11
270I11.1 LJ M.sp bl 11
270I1.2 TSB M.sp bl 14
27Bl.1 TSB M.sp br 17
27BI.1 TSB M.fortuitum br 20
280l TSB M.porcinum cl 33
2801.2 TSB M.sp cl 34
28BlI LJ M.sp cl 30
280I1.3 TSB M.abscessus cr 25
29BIl.1 LJ M.fortuitum cr 10
29BIl.2 TSB M.fortuitum cr 17
30BI.1 LJ M.porcinum cl 10
33BlI LJ M.fortuitum cl 13
36BII1.1 TSB M.fortuitum cr 11
38BI1.2 LJ M.sp cl 14
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390I1.3 LJ M.fortuitum cr 17

400I1.2 TSB M.fortuitum cr 7
41BII.1 LJ M.fortuitum cr 9
490I1.1 TSB M.sp cl 15

Realizado por: Sarai Gaibor y Lenin Vasquez, 2024

3.7 Identificacién celular microscépico de las Micobacterias no tuberculosas por
Ziehl Neelsen

Figura 7. Tincién Ziehl Neelsen de M. sp y M. fortuitum, se observa agrupaciones a 40X.
Fotografia tomada por: Sarai Gaibor y Lenin Vasquez, 2024

Figura 8. Tincion Ziehl Neelsen de M. abscessus,
se observa bacilos unicelulares a 40X.
Fotografia tomada por: Sarai Gaibor y Lenin
Vasquez, 2024
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CAPITULO VI: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1 Optimizacién de métodos de descontaminacion: Andlisis entre método 1 (HPC
1% + NaOH 4%) y método 2 (NaOH 4% + HCI 1%)

La prueba Chi-cuadrada, detallada en la Figura 1, demostré que la presencia de
micobacterias no tuberculosas va a depender de varios factores, como la metodologia
empleada, el medio de cultivo utilizado y el érgano analizado. Para distinguir
especificamente cual método descontaminante o medio de cultivo fue mas efectivo, se

llevé a cabo la prueba Z proporcional.

El analisis comparativo entre el Método 1 y el Método 2 para la recuperacion de MNT,
detallado en la Figura 2, inciso A. Revela que la tasa de recuperacion alcanzada
mediante el Método 2 (36.40%), utilizando NaOH 4% + HCI 1%, superoé a la del Método
1 (23.90%), el cual emplea HPC 1% + NaOH 4%. Esta diferencia demostré ser
estadisticamente significativa, ya que el p-valor obtenido en la prueba Z de proporciones

fue inferior a 0.05, segun se indica en la Tabla 2.

Un entorno favorable para el crecimiento del género Mycobacterium requiere un pH
entre 6 a 7.5 (Rao etal., 2001). En ambos métodos, se utiliz6 NaOH 4 % como
descontaminantes. Dada a su propiedad alcalina, este agente tiene la capacidad de
modificar el pH del entorno, facilitando la degradacién de contaminantes y
microorganismos competidores. Sin embargo, este ambiente modificado por NaOH
puede interferir en las funciones celulares de las micobacterias, debilitandolas y
haciéndolas mas susceptibles a la descontaminacion, estudios han demostrado que las
MNT son sensibles al NaOH (Hammer-Dedet et al., 2021; Whitten et al., 1992). En el
método 2, la adicion de HCI al 1%, un acido fuerte, al combinarse con NaOH, provoca
una neutralizacion mutua. Este proceso detiene la accién alcalina sobre los

microorganismos (Whitten et al., 1992).
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La contaminacion que se presento en el método 1 fue inferior (5.15 %), en comparacion
del método 2 (6.25%). Esta diferencia demostrd su significancia estadistica, ya que el
p-valor obtenido en la prueba Z de proporciones fue menor a 0.05, como se detalla en
Tabla 2. La menor incidencia de microorganismos no deseado que presentd el método
1, es debido al empleo de hexadecilpiridinio cloruro (HPC), compuesto con propiedades
bactericida y fungicidas atribuyendo de manera eficaz la desinfeccién del entorno
(Ambrosio et al., 2008).

4.2 Analisis entre medios de cultivo Lowenstein-Jensen (LJ) y TSB + antibi6tico

El analisis comparativo entre el método 1 y el método 2 para la recuperacién de MNT,
detallado en la Figura 2, inciso C. Revela que la tasa de recuperacion alcanzada con
el uso del medio LJ (17,10 %), superd al medio TSB+antibiético (13.05 %). Esta
diferencia demostrd que no es estadisticamente significativa, ya que el p-valor obtenido
en la prueba Z de proporciones no es menor que 0.05 Tabla 2. Los medios de cultivo
juegan un papel crucial en el aislamiento y la identificacion de micobacterias, y la
eleccién entre ellos depende de diversos factores. Los medios a base de huevos, como
el LJ, han demostrado ser eficaces en el cultivo de MNT (Hatem et al.,, 2021). La
caracteristica selectiva de estos medios contribuye a un ambiente propicio para el
crecimiento de micobacterias, permitiendo su recuperacién con una tasa de éxito
destacada (Hashish et al., 2018).

Es importante destacar que, a pesar de la falta de significancia estadistica en la
diferencia de tasas de recuperacion entre LJ y TSB+antibiético, el medio LJ ha
demostrado ser una opcién valiosa en comparacion con otros medios liquidos utilizados
en el cultivo de micobacterias (Shukla et al., 2013). En la literatura, se menciona que
algunos medios liquidos, como el MB-Redox, han logrado mejoras sustanciales en
términos de tiempo de deteccion y tasa de recuperacion (Hatem et al., 2021; Slany et al.,
2014).

Ademas, es relevante sefialar la escasez de estudios especificos sobre el aislamiento
de MNT utlizando el medio TSB. Aunque ocasionalmente se pueden aislar
micobacterias en medios bacteriol6gicos de uso general, como el agar de soya
tripticaseina siempre y cuando la cantidad de muestra a inocular sea grande (Tesemma

et al., 2019). Los resultados obtenidos en esta investigacion respaldan la eficacia del
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medio LJ en el aislamiento de MNT en muestras de macerados de érganos de tilapia,

destacando su importancia en el diagnostico y la investigacion.

4.3 Analisis de la presencia de micobacterias no tuberculosas (MNT) en érganos

internos (bazo, rifién e higado) y branquias

La representacion grafica en el inciso B de la Figura 2 que detalla la recuperacion de
micobacterias no tuberculosas revela una presencia mas elevada en las branquias
(18.75%) en comparacion con los organos internos (11.40%). Las micobacterias no
tuberculosas son comunes en entornos acuaticos naturales o entornos creados
artificialmente por el ser humano, como estanques (Buitrago Portillo & Ramirez Herrera,
2006). Las branquias, al ser un 6rgano que interactia directamente con el medio
acuatico, facilitan la recuperacion de MNT. Sin embargo, la persistencia de esta
infeccion dependera de las condiciones en las que se encuentre el pez, lo que podria
resultar la presencia de micobacterias en 6rganos internos, como se presenta en la
Figura 4. Estanques con agua a concentraciones elevadas de materia organica (heces
fecales, restos de alimentos y animales enfermos), baja concentracion de oxigeno y una
alta densidad de peces, son condiciones que debilitan el sistema inmunolégico del pez,
aumentando la susceptibilidad a esta infeccion (Bhavsar et al., 2016). En contraste, un
estudio evidencié que la suspension de la alimentacion con despojos de pescado no
pasteurizados logra reducir significativamente los casos de micobacteriosis en criaderos
de salmén. En este contexto, se sugiere la despoblacién de reproductores infectados

para prevenir la propagacion de la enfermedad (Spickler, 2007).

4.4 Analisis de la identificacion celular microscopico de las Micobacterias no

tuberculosas por Ziehl Neelsen

Se evidenciaron variaciones en los niveles de formacion de agrupaciones celulares en
las muestras tratadas con la técnica de tincion ZN para cada tipo de MNT, por ejemplo,
Mycobacterium sp., Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium paragordonae,
Mycobacterium cosmeticum y Mycobacterium porcinum mostraron un patrén de bacilos
agrupados; en Mycobacterium abscessus se observé la formacién de bacilos
unicelulares no agrupados. En las especies de micobacterias identificadas, no se
observaron diferencias significativas en cuanto a las caracteristicas microscépicas, a

pesar de que estudios anteriores afirman una diferenciacion entre diferentes especies
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(Rojas Jaimes etal., 2018; Sanchez-Chardi etal., 2011). En M. abscessus, se
observaron caracteristicas distintas en comparacion con otro estudio que afirma la
formacion de cordones (Sanchez-Chardi et al., 2011). La variedad en la existencia de
cordones que se da en cada especie, especialmente cuando exhiben un patrén de
agrupacién pronunciado, podria estar relacionada con la capacidad virulenta de la
bacteria (Julian et al., 2010).

4.5 Analisis de la identificacién genotipica de especies de MNT

Las especies identificadas por secuenciacion del gen 16S rRNA encontradas en
muestras de 6rganos de tilapia, incluyen M. fortuitum, M. paragordonae, M. cosmeticum,
M. abscessus, M. porcinum y M. sp (Delghandi et al., 2020).

Segun la literatura cientifica, el mayor numero de informes de infecciones en peces se
produce por Mycobacterium fortuitum, al igual que M. marinum y M. chelonae, se
reconocen como el principal agente causante de la micobacteriosis de los peces
(Hashish et al., 2018). Por lo general, estas patologias comienzan con signos clinicos
inespecificos (emaciacién, comportamiento anormal, pérdida de escamas, lesiéon
cutanea ulcerosa, deformidades esqueléticas), y luego pueden volverse crénicas con la
formacion de nédulos blanquecinos en los érganos parenquimatosos (higado, bazo,
rindn) (Mugetti et al., 2021)

En un estudio de laboratorio, Francis-Floyd (2011) demostr6 una mortalidad significativa
en peces cebra infectados con M. fortuitum, observandose las primeras muertes
alrededor del séptimo dia. Este hallazgo resalta la capacidad patogénica de M. fortuitum
en peces. Ademas, se ha evidenciado que esta micobacteria esta asociada con lesiones
similares a las causadas por M. chelonae, incluyendo infecciones en piel, huesos y
tejidos blandos (Delghandi et al., 2020). Estas lesiones pueden afectar a individuos de
cualquier edad, incluyendo pacientes aparentemente sanos con fracturas expuestas o

intervenciones quirdrgicas.
En estudios de laboratorio, se ha aislado M. fortuitum en muestras de intestinos de peces

sumergidas en solucién salina equilibrada de Hanks (HBSS), aunque sin signos

histologicos evidentes de micobacteriosis. Se destaca que M. fortuitum es una bacteria
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acuatica comun y ha sido identificada tanto en peces sanos como en aquellos afectados

por la enfermedad (Mugetti et al., 2021).

En el ambito clinico, se ha observado un aumento en la incidencia de casos de M.
fortuitum en pacientes inmunocomprometidos, particularmente aquellos que utilizan
corticosteroides como parte de su tratamiento. Mycobacterium fortuitum, clasificada
como una MNT de répido crecimiento, afecta a una amplia gama de animales,
incluyendo humanos (Pavlik et al., 2022).

Por su parte Mycobacterium paragordonae es un tipo emergente y menos comun de
MNT, por lo general se asocia con enfermedades pulmonares humanas, sin embargo a
pesar de esta caracteristica estudios realizados por Machida (2021) revelaron
micobacteriosis del pez Cyprinus carpio koi causada por M. paragordonae Yy
Mycolicibacterium spp, en este estudio se realizaron andlisis histopatolégicos, los peces
de los que se tomé las muestras mostraron letargo y emaciacion (Li et al., 2022).

M. cosmeticum es una bacteria de rapido crecimiento, que se ha encontrado en salones
cosméticos, entornos sanitarios y clinicos. Esta especie es el organismo micobacteriano
identificable mas nuevo que prospera en estos entornos, uniéndose a otras especies de
rapido crecimiento como Mycobacterium fortuitum , Mycobacterium chelonae y
Mycobacterium abscessus (Garcia-Martos & Garcia-Agudo, 2012). La presencia de M.
cosmeticum en peces no es frecuente, lo que se ha realizado es estudios donde se
evalla la patogenicidad mediante infecciébn experimental de los peces por inyeccion
intraperitoneal, se prob6 cuatro desinfectantes mostrando una fuerte actividad
antibacteriana, ademas que se promovi6 el desarrollo de estrategias de control para
mitigar el impacto negativo de la micobacteriosis en la industria del pez luchador siamés
(Betta splendens) (Dinh-Hung et al., 2023).

Mycobacterium abscessus es la micobacteria de rapido crecimiento aislada con mayor
frecuencia en enfermedades humanas y recientemente ha surgido como responsable
de infecciones pulmonares graves en pacientes con fibrosis quistica (Kang et al., 2010).
También se han dado casos de infecciones por Mycobacterium abscessus en las manos
y generalmente ocurren en pacientes dedicados a la acuicultura es decir con exposicién
acuatica frecuente y a peces contaminados (Kang et al., 2010). En la investigacion

realizada por Reza Delghandi (2020) se hace una revision donde se resume los
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hallazgos mas recientes sobre micobacterias en peces evidenciando la presencia de
Mycobacterium abscessus en peces como: pez cebra (Danio rerio), medaka (Oryzias
latipes) y chano (Chanos chanos) (Delghandi et al., 2020). Mycobacterium porcinum es
una MNT de rpido crecimiento que esta genéticamente relacionada con M. Fortuitum.
Se ha detectado en agua potable y en depdsitos de aguas institucionales (Shah et al.,
2020; Paul et al., 2020).
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CAPITULO V: CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

La eficiencia del método 2 evidencié que el HCl 1% es una buena opcibn como
neutralizante al momento de descontaminante las muestras, creando un entorno con pH
optimo para los microorganismos con la ventaja adicional de que es un reactivo mas
facil de adquirir en Ecuador en comparacion con el HPC. Adicionalmente el método 2
es un método mas rapido, lo que favorece su eleccién dentro de laboratorios de
investigacion. A pesar de que se observdO una contaminacion significativa
estadisticamente en el método 2, esta no interferi6 ni disminuyé la obtencion de
micobacterias no tuberculosas (MNT). Los medios de cultivo L-J y TSB+A mostraron un
porcentaje de positividad similar para ambos métodos, lo que nos permite afirmar que
son eficientes para el aislamiento selectivo de MNT; sin embargo, el TSB+A result6 ser
mas accesible comercialmente, lo que lo convierte en una opcién conveniente para la
optimizacion de los recursos. Aunque se detecté con mayor frecuencia el aislamiento de
MNT en muestras de branquias de tilapias, esto no necesariamente indica enfermedad,
sino que sirve como monitoreo de la presencia de MNT en el ambiente acuético. Por
otro lado, en los 6rganos internos, determina el diagnéstico de micobacteriosis, lo cual
podria conllevar a posibles pérdidas econdémicas debido al bajo desarrollo y la
mortalidad de los peces. Esta situacién podria prevenirse mediante el tratamiento de
agua donde se cultiva la especie, evitando la aglomeracion de los peces y asegurando
una Optima oxigenacion para prevenir el estrés y el debilitamiento del sistema
inmunoldgico del pez. El hallazgo de diversas especies de micobacterias, incluyendo M.
fortuitum, M. paragordonae, M. cosmeticum, M. abscessus, M. porcinum y M. sp., en
muestras procesadas de oOrganos de tilapia, destaca la importancia de un analisis

genotipico detallado para comprender la diversidad de micobacterias presentes.
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CAPITULO VI: ANEXOS

Anexo 1. Disefio experimental.

Procesamiento de
muestras
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/ rinon

-
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Tiempo de descontaminacion

Método 1: 72 min
Método 2: 38 min

\J

136 muestras

Anexo 2. Tabla de datos resumida.

V. Independientes

V. Dependiente

Método Organo Medio Micobacterias
A Organol Mediol 1
A Organo2 Mediol 0
A Organol Medio2 0
A Organo2 Medio2 0
B Organol Mediol 0
B Organo2 Mediol 0
B Organol Medio2 0
B Organo2 Medio2 0
A Organol Mediol 0
A Organo2 Mediol 0
A Organol Medio2 0
A Organo2 Medio2 1
B Organol Mediol 1
B Organo2 Mediol 0

544 muesiras totales
procesadas
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Organo2 Medio2



