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RESUMEN

La estreptococosis es uno de los problemas sanitarios mds serios en la acuicultura mun-
dial. En Colombia la enfermedad afecta de manera importante las explotaciones de
tilapia. Se estandarizé la téenica de hibridacién iz situ (HIS) en tejidos de tilapia pre-
viamente identificados como positivos a la presencia de S. agalactiae por la técnica
de inmunoperoxidasa indirecta (IPI) y microbiologfa. Se obtuvo sefal positiva en el
interior de los granulomas con una especificidad del 100%. Se logré amplificar signifi-
cativamente la sefial mediante el uso de la tiramida. La HIS en tejidos de tilapia puede
ser usada para el diagnéstico y estudios de patogenésis y epidemioldgicos con este mi-
croorganismo. Se requieren futuras investigaciones para optimizar la marcacién de las
bacterias libres en los tejidos y evaluar la sensibilidad de la técnica.
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IN SITUHYBRIDIZATION TECHNIQUE FOR Streptococcus
agalactiae DETECTION IN TILAPIA TISSUES (Oreochromis sp.)

ABSTRACT

Streptococcosis is one of the most important health problems in world aquaculture.
In Colombia, the disease affects significantly tilapia farms. The standardization of the
HIS technique was achieved in tilapia tissues previously identified as positive for the
presence of S. agalactiae by other techniques as indirect immunoperoxidase technique
(IPI) and microbiology. Positive signal was obtained within the granulomas with spe-
cificity of 100%. The usefulness of the tiramide about increasing the signal intensity
was confirmed. The HIS in tilapia tissues can be used in the diagnosis, pathogenesis
and epidemiological studies of the disease. Further research is required to optimize
the hybridization of bacteria located free in the tissues and to assess the technique
sensitivity.
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INTRODUCCION

El S. agalactiae es reconocido como el
principal agente etioldgico responsable
de septicemia y meningoencefalitis en
peces (1, 2). En Colombia se detecté la
bacteria en hibridos de tilapia roja (Ore-
chromis spp.) inicialmente en el depar-
tamento del Tolima, posteriormente se
ha identificado en otros departamentos
y ademds se ha aislado de otras especies
de tilapia como la nilotica (O. niloticus)
y trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).
Hasta el momento, de los Streptococ-
cus reportados internacionalmente, sélo
se ha logrado identificar en el pais el S.
agalactiae, por medio de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) (3, 4, 5,
6). Su diagndstico se basa en los signos
clinicos, las lesiones histopatoldgicas y el
aislamiento microbioldgico; sin embar-
go, su identificacién especifica requiere
de técnicas moleculares (1, 7, 8, 9, 10).
Las lesiones histopatolégicas van desde
una reaccién necrético-inflamatoria has-
ta granulomatosa.

En el laboratorio de patologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y de
Zootecnia de la Universidad Nacional
de Colombia, ademads de las técnicas cit-
adas, se dispone de las técnicas de PCR
e inmunoperoxidasa indirecta (IPI) para
la identificacién de esta bacteria; sin em-
bargo, para realizar estudios de patogé-
nesis y epidemiolégicos mds sensibles, se
hace necesario implementar técnicas mo-
leculares mds especificas que se puedan
aplicar directamente en los tejidos de los
peces y que permitan el seguimiento del
microorganismo en el interior del hos-
pedero. Tal es el caso de la hibridizacién
in situ (HIS), la cual permite la identifi-
cacién especifica de microorganismos en
los tejidos mediante sondas gendmicas
con las cuales se puedan observar simul-

tdneamente los cambios histopatoldgicos
y la ubicacién topogrifica precisa de los
patdégenos (11, 12, 13). En la presente
investigacién se intent6 estandarizar la
HIS para la deteccién del S. agalactiae en
tejidos de tilapia roja (Oreochromis spp.)
afectada con la enfermedad, y se intenté
evaluar su uso potencial en estudios epi-
demioldgicos y de patogénesis. Hasta el
momento no se tienen reportes del uso
de esta técnica para la deteccién de S.
agalactiae en tejidos de peces.

MATERIALES Y METODOS
Bacterias

La bacteria que se usé para los ensayos
iniciales correspondié a un aislamiento
obtenido de tilapias rojas (Oreochromis
sp.) con estreptococosis provenientes de
la represa de Betania, el cual fue iden-
tificado como . agalactiae mediante la
técnica de PCR segtin lo descrito por
Iregui (4); fue mantenido hasta su uso a
—70°C en caldo Todd-Hewitt con glice-
rol al 20% (v/v).

Preparacion de la sonda

Se adquirié un kit comercial con sondas
de oligonucleétidos para la deteccién del
16S rRNA del S. agalactiae (S. agalactiae
16S rRNA Oligonucleotide probe pack
- GeneDetect ®), el cual incluye la son-
da denominada saga (5'GTA AAC ACC
AAA CCT CAG CG-3") reportada por
Trebesius et 4l. (reportada por Kempf)
(14) para la deteccién de esta bacteria. Se
siguieron las recomendaciones del pro-
veedor para su preparacién. La dilucién
de trabajo mds apropiada de la sonda y
del conjugado estreptavidina-peroxidasa
se evalué llevando a cabo algunas varia-
ciones a la técnica descrita por Anderson
(15) para la hibridacién en membrana
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(Dot blot hybridization) y a la inmuno
Dot indirecta reportada por Bohérquez
y Botero (16) y Diaz (17) en la técnica
de inmunoperoxidasa indirecta. La son-
da se ensay6 en cuatro diluciones (1:10,
1:100, 1:1000 y 1:10000), fijadas al pa-
pel de nitrocelulosa por calentamiento a
80°C por 10 minutos y posterior exposi-
cién a luz ultravioleta por 10 minutos, y
su deteccién con dos diluciones del con-
jugado streptavidina-peroxidasa (1:50 y
1:100).

Estandarizacion inicial de la técnica

La estandarizacién inicial de la técnica
se llevé a cabo en tejidos positivos a S.
agalactiae por las técnicas de inmuno-
peroxidasa indirecta (IPI) y microbio-
logfa, los cuales fueron desincluidos de
bloques de parafina, cortados de acuerdo
con los protocolos usuales de histopato-
logfa y colocados sobre ldminas tratadas
con poly-L-lysina.

Se siguié de manera general el pro-
tocolo descrito por GeneDetect Limited
(18) para la hibridacién iz siru (HIS)
usando sondas de oligonucleétidos mar-
cadas con biotina y su deteccién con el
conjugado streptavidina-peroxidasa. De
acuerdo con los resultados iniciales, se
hicieron todos los ajustes necesarios al
protocolo original, incluyendo algu-
nos pasos adicionales, especialmente en
la permeabilizacién de los tejidos. Se
definié el siguiente protocolo para aplic-
ar en los siguientes ensayos, brevemente
(cuando no se mencione lo contrario los
pasos son a temperatura ambiente): los
cortes de los tejidos fueron puestos sobre
ldminas previamente tratadas con poly-
L-lysina, desparafinadas con tres lavados
con xylol, rehidratadas con concentra-
ciones descendentes de etanol; se blo-
quearon las RNasas presentes mediante

lavados con DEPC-H,O (diethilpiro-
carbonato), se hizo una posfijacién con
paraformaldehido (4% en 0,1M PB), se
inactivaron las peroxidasas enddgenas
con H O, en PBS (0,3%), se incubaron
con anhidrido acético en buffer TEA 0,1
M (0,5% v/v). Para la permeabilizacién
de los tejidos se empled proteinasa K 4
pl (100 pg/ml en buffer THCL 50mM,
10mM CaClz, pH 8,0 x 60 min a 37°C),
lisozima (23 mg/ml en buffer TE 1X,
pH 8,0, x 90 min a 37°C) y buffer Tris-
SDS (100mM Tris HCL pH 9,0, y 4%
de SDS x 30 min a 37°C). Para bloquear
las posibles biotinas endégenas se hizo
una incubacién con estreptavidina. Se
incubaron a 39°C por 2 horas en la solu-
cién de prehibridacién compuesta de
(20 ml total): 20 XSSC (4 ml), dextrdn
sulfato (4 g), formamida desionizada (10
ml), PolyA (10 mg/ml, 0,5 ml), “herring
sperm” (10 mg/ml, 0,5 ml), tRNA (10
mg/ml, 0,5 ml), DTT (de una sol. 1M,
2 ml) y solucién Denhardt’s (50X, 0,2
ml). Se agregé la sonda a la solucién
de prehibridacién (800 ng/ml) y se in-
cubé a 39°C x 18-24 horas. Los lavados
poshibridacién consistieron en un lava-
do rdpido con 1XSSC (10 mM DTT),
dos lavados con 1XSSC (10 mM DTT)
x 15 min c/u. a 42°C, dos lavados con
0,5XSSC (10mM DTT) x 15 min c/u. a
42°C y un lavado con 0,5XSSC (10mM
DTT) x 10 min. Se incubé en la solu-
cién de bloqueo (10 mg/ml en PBS),
con la solucién del conjugado estrepta-
vidina-peroxidasa (1:200) en reactivo de
bloqueo (1% en PBS) y en la solucién
de deteccién (DAB 0,6 mg/ml, THCL
50 mM pH 7,6, H O, 0,2%). Se hizo
un lavado con hematoxilina, lavados con
agua corriente hasta que salié la color-
acion, pases por alcohol 4cido al 0,4%,
agua destilada, agua amoniacal y agua
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destilada; se deshidraté con concentra-
ciones ascendentes de etanol, dos lava-
dos con xylol y se hizo su montaje final
con entellan.

Evaluacion de la especificidad

Para la determinacién de la especificidad
se utilizé la técnica de PCR como prueba
de referencia, con la cual se identificé el
S. agalactiae proveniente de la represa de
Betania y las cepas de referencia ATCC
empleadas en este ensayo. De acuerdo
con la definicién de especificidad, en
el presente caso se calculé como el co-
ciente entre el nimero de muestras sin S.
agalactiae detectadas como negativas por
HIS (verdaderos negativos) y el nimero
de muestras que realmente no tenfan S.
agalactiae.

Verdaderos negativos
Realmente negativos

Especificidad = x 100
Para su determinacién se emplearon
pelets de bacteria a los cuales, previo a
su inclusién en parafina, se le aplicaron
los pasos de permeabilizacién definidos
en la estandarizacién de la técnica en te-
jidos, concretamente incubacién de los
pelets con soluciones de proteinasa K,
lisozima y buffer Tris-SDS; después de
cada paso los pelets fueron recuperados
por centrifugacién a 12.000 RPM x 10
min a 4°C. Después de esto, los pellets
fueron procesados por la técnica usual
de histopatologia, puestos sobre ldminas
tratadas con poly-L-lysina y tratados con
los pasos restantes descritos en el proto-
colo previamente definido. El anterior
procedimiento se le aplicé al S. agalac-
tiae obtenido de la represa de Betania y a
los siguientes cocos gram (+):
- S agalactiae ATCC 13813
- 8. pneumoniae ATCC 6303
- S. dysgalactine ATCC 12394

- S uberis ATCC 700407
- Enterococcus faecalis ATCC 6056

Evaluacion de la sensibilidad
y del uso de la amplificacion
con tiramida

En el presente trabajo se empled el tér-
mino de sensibilidad como la determi-
nacién del limite de deteccién por HIS
del S. agalactine en UFC/ml. Para esto
se probé la técnica en porciones de te-
jidos inoculados artificialmente con di-
luciones consecutivas en base 10 de S.
agalactiae, procesados igualmente por la
técnica usual de histopatologfa, puestos
sobre ldminas tratadas con poly-L-lysina
y tratados con el mismo protocolo pre-
viamente definido.

Para evaluar el uso de la tiramida
como método de amplificacién de la se-
fial, se adquirié un kit comercial (Tyra-
mide signal amplification kit - TSA Kit
-NRO. 21®, Molecular Probes); breve-
mente, este procedimiento se basa en la
deposicién mediada por peroxidasa de
moléculas de tiramida conjugadas con
biotina, las cuales se unen en sitios cerca-
nos donde se ha localizado la actividad de
la peroxidasa. De este modo, si las sondas
marcadas con biotina son detectadas con
peroxidasa, una cantidad extra de molé-
culas de biotina (acopladas a la tiramida)
pueden ser introducidas en el sitio de la
hibridizacién 7z situ, amplificando de
esta forma la senal. Esta técnica se probé
en los tejidos anteriores y en cortes posi-
tivos a S. agalactiae, de acuerdo con las
recomendaciones del proveedor.

En todos los ensayos se incluyeron
los siguientes controles:

- Controles negativos:

* Tejidos negativos a la presencia de

la bacteria.

¢ Tejidos sin la aplicacién de la sonda.
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- Controles positivos:
* Tejidos positivos a la presencia de
la bacteria.
* Tejidos con la aplicacién de una
sonda genérica (PolyDT) marca-
da con biotina.

Analisis estadistico

Se planeé hacer estadistica descriptiva,
especialmente para comparar los resulta-
dos obtenidos en las pruebas de sensibili-
dad del presente trabajo con lo obtenido
en otros estudios con técnicas como IPI
y microbiologfa. Se buscaba establecer si
existfan diferencias significativas entre
los valores de sensibilidad y entre el ni-
mero de muestras con resultados positi-
VOS y negativos.

RESULTADOS

Mediante la técnica de Dot Blot, con
algunas modificaciones, se definié como
dilucién éptima de trabajo de la sonda
1:100, y del conjugado estreptavidina-
peroxidasa 1:200.

Mediante el uso del protocolo anterior-
mente mencionado se obtuvo una sefal
positiva en el interior de los granulomas,
tanto en aquellos bien definidos como en
algunos en formacién (figuras 1y 2).

Para la evaluacién de la especifici-
dad se obtuvo hibridacién positiva con
S.agalactiae proveniente de la represa
de Betania, y con el S. agalactiae ATCC
13813 (figuras 3 y 4). Con los pellets de
los otros cuatro microorganismos gram
(+) como S. pneumoniae ATCC 6303,
S. dysgalactiae ATCC 12394, S. uberis
ATCC 700407 y Enterococcus faecalis
ATCC 6056, no se obtuvo senal alguna
(hgura 5).

FIGURA 1. HIS de S. agalactiae. Focos positivos
de HIS en el interior de los granulomas (20X).

FIGURA 2. HIS de S. agalactiae. Focos positivos de

HIS en el interior de un granuloma en formacion
(40X).

RN .
FIGURA 3. HIS positiva con pellets de S. agalactiae
proveniente de la represa de Betania (40X).
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FIGURA 4. HIS positiva con pellets de S. agalactiae
ATCC 13813 (40X).

) e
"aénd*.
FIGURA 5. Ausencia de HIS con pellets de S.
dysgalactiae ATCC 12394 (40X).

De acuerdo con lo anterior, el valor
de la especificidad se calculé de la si-
guiente forma:

- Muestras evaluadas: 6
- Realmente negativos (negativos por

PCR): 4
- Negativos por HIS y negativos por

PCR (verdaderos negativos): 4

Especificidad = § x 100 =100%
Con la inclusién de los pasos recomen-

dados por el proveedor para el uso de la ti-
ramida, dentro del protocolo previamente

establecido para la HIS del S. agalactiae, se
observé una significativa mayor intensidad

de la sefial (figuras 6y 7).

FIGURA 6. HIS de S. agalactlae Marcacion
positiva en el interior de un granuloma sin
el uso de tiramida (20X).

FIGURA 7. HIS de S. agalactiae. Marcacion
positiva en el interior de un granuloma con la
amplificacion de la sefial con tiramida (20X).

A pesar de todos los ensayos que se
llevaron a cabo probando especialmen-
te diferentes opciones para optimizar la
permeabilizacién, no fue posible obtener
una senal positiva de los S. agalactiae que
se encontraban libres en los tejidos de los
peces enfermos —a pesar de su presencia
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abundante—, asi como tampoco en los
tejidos inoculados artificialmente con
diluciones consecutivas en base 10 de S.
agalactiae. Por esta razén no fue posible
evaluar la sensibilidad de la técnica y ha-
cer una mayor evaluacién de la eficacia
del uso de la amplificacién con tiramida.
Debido a lo anterior no se pudo llevar a
cabo el andlisis estadistico que se tenfa
previsto.

DISCUSION

Por medio de la técnica de HIS, con son-
das de oligonucledtidos marcadas con
biotina, fue posible la deteccién de S.
agalactiae en tejidos de tilapia afectadas
con la enfermedad, y en las que hubie-
se formacién de granulomas, y los cuales
habfan sido incluidos en parafina. Segtin
la informacién consultada, este serfa el
primer reporte del desarrollo y uso de esta
técnica para la deteccién de S. agalactiae
en tejidos de peces. Asimismo, no se co-
nocen reportes del desarrollo y empleo de
esta técnica para la deteccion de este paté-
geno en otras especies animales en tejidos
embebidos en parafina. Se tienen reportes
del uso de la técnica de hibridacién 77 situ
fluorescente (FISH) para la deteccién de
S. agalactiae en frotis de cultivo de sangre
(14), frotis vaginales (19), frotis de cul-
tivos de bacterias obtenidos de liquido
cefalorraquideo (20) y de abscesos peri-
tonsilares en humanos (21).

En tejidos embebidos en parafina
existen reportes de la aplicacién de la
técnica en otras especies de Streptococ-
cus como S. suis (22), y en otros géneros
de bacterias como Haemobartonella felis
(23), Ehrlichias (24), Haemophilus para-
suis (13), Francisella spp. (25) y H. pilori
(26), entre otros.

En esta investigacién se obtuvo una
sefial claramente positiva en el interior

de los granulomas de los tejidos infecta-
dos por S. agalactiae y positivos por otras
técnicas como inmunoperoxidasa indi-
recta (IPI) y microbiologfa; con todo, y a
pesar de muchos ensayos, no fue posible
la hibridacién de las bacterias cuando
se encontraban libres en los tejidos. La
explicacién mds probable de la situacién
anterior, y sobre la cual se centraron la
mayor parte de los esfuerzos por superar
este inconveniente, tendrfa que ver con
una caracteristica propia de este tipo de
cocos, cual es la presencia de una cdpsula
prominente sobre su superficie, posibi-
lidad mencionada por algunos autores
para este tipo de bacterias (27).

La cdpsula abundante, compuesta
principalmente de polisacdridos de alto
peso molecular con unidades repetiti-
vas de glucosa, galactosa, N-acetilgalac-
tosamina y 4cido sidlico, es reconocida
como uno de los principales factores de
virulencia del S. agalactiae (28, 29), del
S. iniae, L. garviae, S. suis'y S. pneumo-
niae (30, 31, 32, 33, 34), entre otros.
Mediante microscopia electrénica de
transmisién se demostré la presencia de
una prominente cdpsula del S. agalac-
tiae dentro de macréfagos en tejidos de
tilapia infectados de manera natural con
este microorganismo (3).

Mientras que la cdpsula del S. aga-
lactiae previo a ser fagocitado muy se-
guramente ha sufrido pocos cambios vy,
en consecuencia, impedirfa el acceso de
la sonda al interior de la bacteria y su
hibridacién con la secuencia homéloga,
en el interior de los granulomas la sit-
uacién serfa diferente, puesto que en
esta ubicacién, debido al procesamiento
y la destruccidn que sufre el microorgan-
ismo por el sistema defensivo del hospe-
dero, muy probablemente su pared serfa
mds permeable haciendo mds accesible
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el RNA del patégeno a la sonda y, por
ende, propicio para la hibridacién con la
misma.

Adicionalmente, hay que tener en
cuenta que la expresion de la cdpsula
puede variar significativamente de acuer-
do con estimulos ambientales y con la
conveniencia de la bacteria. Existen re-
portes que sugieren cémo estas bacterias
modulan la expresién de su cdpsula de-
pendiendo su localizacién en el hospe-
dero, asf cuando no estdn dentro de los
tejidos no necesitarfan tener una cdpsula
prominente y, de este modo, exponer sus
proteinas de superficie necesarias para la
adhesion y el ingreso; una vez dentro de
los tejidos, por el contrario, si necesita-
rfa una buena cantidad de cdpsula que
le permitiera evadir la respuesta inmu-
ne (35, 36, 37, 38, 39, 40). De acuerdo
con lo anterior, es posible que la diferen-
cia en el éxito de la deteccién entre los
autores que han reportado la HIS de S.
agalactiae y lo obtenido en la presente
investigacién se deba a diferencias en la
cantidad y la calidad de la cdpsula pre-
sente al momento de su procesamiento;
como se menciond, estos autores han
empleado la técnica con preparados en
fresco como frotis de cultivo de sangre,
de hisopados vaginales, de cultivos de
bacterias obtenidos de liquido cefalo-
rraquideo y de abscesos peritonsilares en
humanos, pero no en tejidos embebidos
en parafina (14, 19, 20, 21).

Inicialmente serfa dable pensar que la
solucién al inconveniente serfa emplear
tratamientos de permeabilizacién mds
drésticos que con las bacterias en solu-
cién; sin embargo, una de las principales
consideraciones que debe observarse con
la HIS es el balance que debe existir entre
una éptima permeabilizacién y la con-
servacién de la integridad de los tejidos.

Por ello no es indicado, por ejemplo, in-
crementar excesivamente las concentra-
ciones de las enzimas o demds reactivos
ya que el resultado puede ser igualmente
negativo o alterarse la morfologfa de los
tejidos de manera significativa. Infortu-
nadamente, los autores que reportan la
hibridacién en tejidos embebidos en pa-
rafina con otros microorganismos gram
(+) no son suficientemente explicitos
en lo atinente a los tratamientos de per-
meabilizacién (13, 22, 23, 24, 25, 26).

En la presente investigacién se en-
sayaron multiples combinaciones en las
concentraciones, la temperatura y los
tiempos de incubacién de los diversos
reactivos recomendados para la permeabi-
lizacién de los tejidos como la proteinasa
K, lisozima, SDS, Triton X-100 y 4cido
metilico. Con respecto a la proteinasa K,
por ¢jemplo, se hicieron ensayos a con-
centraciones de: 10, 100, 300, 500, 1000
pg/ml con diferentes tiempos y tempe-
raturas. Finalmente, de acuerdo con el
mejor resultado de marcacidn, se definié
como el mejor tratamiento: 100 pg/ml
x 60 min a 37°C. Esta concentracién es
mayor que la reportada por la mayoria de
autores, que por lo general es de 1 a 25
pg/ml (24, 41, 42, 43, 44, 45).

Algunos autores reportan el uso
de otras alternativas y combinaciones
de tratamientos para optimizar la per-
meabilizacién, tales como el horno mi-
croondas por 15 minutos en buffer ci-
trato (10mM, pH 6,0), la combinacién
de hidrélisis 4cida y el tratamiento con
enzimas, usando mutanolysina / lysozi-
ma o lipasa / proteinasa K (42, 46, 47),
la mayorifa de los cuales fueron probados
en la presente investigacién sin resulta-
dos positivos.

La especificidad de la sonda utilizada
en el presente estudio pudo comprobarse
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de manera clara, la cual, con la metodo-
logia y los géneros y especies de bacterias
incluidas, fue del 100%; este valor estd
de acuerdo con lo reportado por diversos
autores para la HIS en éste y otros mi-
croorganismos similares (14, 21, 26).

Como se mencioné en los resulta-
dos, el hecho de no obtener hibridacién
positiva de las bacterias libres en los te-
jidos imposibilité la determinacién de
la sensibilidad de la HIS y su compara-
cién con los resultados de otras técni-
cas. Artz et 4l. (19), para la deteccién de
S. agalactiae, encontraron en frotis va-
ginales una sensibilidad del 98,3% con
la técnica de FISH, significativamente
mds alta que la encontrada mediante el
cultivo bacteriano (64,4%). En el caso
de otros patégenos, la HIS ha mostrado
igualmente una mayor sensibilidad que
el cultivo para diferenciar cepas patége-
nas y no patégenas de H. pilori en biop-
sias gdstricas (45).

A pesar de la imposibilidad de hacer
la evaluacién efectiva del uso de la tira-
mida como método para la amplifica-
cién de la senal, debido a la ausencia de
marcacién de las bacterias libres en los
tejidos, su efecto positivo pudo visuali-
zarse a través de la mayor sefial obtenida
en el interior de los granulomas. Con
este método se logra aumentar la sensi-
bilidad en un rango de 2 a 100 veces (48,
49, 50, 51).

Son necesarios futuros estudios para
optimizar la marcacién de las bacterias
libres en los tejidos y de este modo poder
evaluar la sensibilidad de la técnica.

CONCLUSIONES

- Se obtuvo marcacién con una especi-
ficidad del 100% del S. agalactiae en
tejidos de tilapia (Oreochromis spp.)

por medio de la técnica de hibrida-
cién in situ.

- La amplificacién de la sefial por el
método de CARD (catalyzed repor-
ter deposition) mediante el uso de
tiramida dio muy buenos resultados
en granulomas, se prevén resultados
similares con las bacterias individua-
les.

- La técnica de HIS para la deteccion
del S. agalactiae en tejidos de peces
puede ser muy sélida para el diagnds-
tico, la investigacién epidemioldgica
y experimental.

- Son necesarios futuros estudios para
lograr la marcacién por medio de la
técnica de hibridacién 77z siru de las
bacterias libres presentes en los teji-
dos infectados.
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