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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de agentes infecciosos
mediante estudios microbioldgicos e histopatoldgicos en el Neodn tetra (Paracheirodon
innesi), pez amazonico ornamental. Se colectaron al azar 168 peces de acopiadores
minoristas de peces ornamentales procedentes de Iquitos. Para el estudio microbioldgico
se realizo la necropsia de 84 peces al azar, tomandose muestras de rifion y bazo, para el
aislamiento de bacterias en Agar tripticasa de soya (TSA), Cytophaga (AO) y Middlebrook
7H9 y luego su identificacién con coloracion Gram, morfologia y andlisis bioquimico. Los
84 peces restantes fueron utilizados para el estudio histopatolégico multiorganico y la
determinacién de otros posibles agentes infecciosos. De las muestras de rifion y bazo,
sembradas en agar TSA y AO se aislaron bacterias de géneros como: Flavobacterium
sp.,Staphylococcus sp.,Carnobacterium sp., Pseudomonas sp.,Enterococcus sp.,Bacillus
sp. y 1 familia: Enterobacteriaceae; del agar Middlebrook 7H9 no se aislaron bacterias.
Los hallazgos histopatolégicos en branquias fueron: hiperplasia lamelar, fusién de lamelas
y presencia de esporas de Mixosporidio sp. en los &pices de las lamelas; intestino:
hiperplasia del epitelio y presencia de esporas de Microsporidium sp. en el enterocito;
higado: degeneracion hidropica, grasa y presencia de un granuloma parasitario en el
parénquima hepatico; rifiones: edema peritubular y degeneracion hidropica tubular;
musculo esquelético: necrosis, presencia de esporas de Microsporidium sp.,quiste de
Mixosporidium sp.,esporas de Pleistophora sp.,Heterosporis sp.,granuloma parasitario y
bacteriano. Se concluye: el Neén tetra, pueden ser infectado por mas de un género de
Microsporidium a la vez, identificandose por su morfologia al Pleistophora sp. y
Heterosporis sp. por primera vez descritos en el pais. Ademds, de las bacterias
mencionadas anteriormente,se observaron mdltiples granulomas de diversos tamafios
caracteristicos en algunos procesos infecciosos de tipo bacteriano, confirmando asi la

presencia de bacterias en los neones tetras.

Palabras claves: Neon tetra, estudio microbioldgico, estudio histopatologico,

Microsporidium sp.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the presence of infectious agents by
microbiological and histopathological studies in the Neon tetra (Paracheirodon innesi), an
amazonian ornamental fish. A number of 168 fish were randomly collected by ornamental
fish’s retail collectors, from Iquitos. For microbiological study,were performed the necropsy
of 84 randomly fish, taking samples of kidney and spleen, for the isolation of bacteria in
trypticase soy agar (TSA), Cytophaga (AO) and Middlebrook 7H9 and bacterial
identification with Gram staining, morphology and biochemical analysis.The| remaining 84
fish were used for histopathological study and identification of emerging infectious agents.
The samples of kidney and spleen, seeded on TSA and AO agar, bacteria genera were
isolated as: Flavobacterium sp., Staphylococcus sp., Carnobacterium sp, Enterococcus
sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp. and a family: Enterobacteriaceae.; no bacteria were
isolated Middlebrook agar. The histopathological findings were laminar gills hyperplasia,
fusion of lamellae and Mixosporidias spores were observed at the tips of the lamellae;
epithelial hyperplasial of the bowel and spores Microsporidium sp. in the intestinal villi ; in

the liver: hydropic and fatty degeneration and a parasitic granuloma in the liver

parenchyma; kidney’s peritubular edema and hydropic degeneration; muscular

skeletal:necrosis , the presence jof Microsporidium sp. cysts, | Mixosporidium sp. Cysts ,

Pleistophora sp. Spores, Heterosporis sp., parasitic fand bacterial

conclude that the study the Neon tetra can be infected by more than one microsporidia
species simultaneously identified by their morphology including to gender Pleistophora sp.
and Heterosporis sp. first described in the country. Furthermore, the aforementioned
bacteria,were observed multiple granulomas of various sizes characteristic in some
infectious processes of bacterial type, confirming the presence of bacteria in the neon

tetras.

Keys words: Neon tetra, microbiological study, histopathological study, Microsporidium

sp.
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I.INTRODUCCION

La explotacion de los peces ornamentales amazénicos se ha convertido en una
actividad econdmicamente rentable en estos tiempos, dada su gran demanda nacional e
internacional. Por lo tanto, se tiene que asegurar un producto de buena calidad para
mantener dichos mercados. Diversos eventos relacionados al medio ambiente o de
manejo siempre van a conducir a alteraciones en la salud de los peces y los factores que

la alteran estaran relacionados a enfermedades de tipos infecciosas y no infecciosas.

Dentro del grupo de enfermedades infecciosas que afectan la salud de los peces
ornamentales amazonicos figuran las enfermedades bacterianas, virales, flngicas y
parasitarias que a menudo ocasionan lesiones externas y/o internas que al final pueden
ocasionar la muerte y ser una fuente de dispersién de la enfermedad en el agua. Las
bacterias relacionadas con enfermedad pueden provenir de la flora bacteriana de los
peces asi como bacterias introducidas por una mala practica en el manejo; esto sumado a
alguna condicion estresante de los peces, los convertiria en susceptibles de padecer
alguna infeccion. Algunas bacterias a la vez pueden tener cierta capacidad zoonotica

ocasionando algun problema en la salud publica.

En el presente trabajo, se realiza un estudio microbiol6gico e histopatoldgico en
Neon tetra (Paracheirodon innesi) procedentes de la amazonia peruana.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ASPECTOS GENERALES DE PECES ORNAMENTALES

Se define como peces ornamentales aquellos grupos de peces dotados de
caracteristicas estéticas peculiares que son criados bajo todos los cuidados permanentes
en acuarios y/o estanques (Panné y Luchini, 2008), simulando lo mas posible el ambiente

natural de donde proceden.

Livengood y Chapman (2007) lo definen como un término genérico usado
frecuentemente para describir los animales acuaticos mantenidos en un acuario
manejados por aficionados , en el que se incluyen peces, corales, crustaceos, moluscos y

la piedra viva que servird como un filtro natural en el acuario.

La crianza de peces ornamentales 0 peces mascota es una actividad que ha
existido por miles de afios, en la cual mucha gente ha encontrado satisfaccién por tener
amplia variedad de especies, no s6lo por su belleza, sino por tener una pequefa parte
del mundo en casa (British Veterinary Association Animal Welfare Foundation, 2009;
Miller-Morgan, 2010).

La historia de la crianza de los peces ornamentales se remonta a la antigua Roma
del siglo Il después de Cristo (d.C) donde se elaboraron estanques para peces
ornamentales marinos. Alrededor de 619-917 d.C los chinos desarrollaron técnicas de

crianza y mantenimiento de los goldfish (Carassius auratus), y cerca de 960 d.C, los

Xix



goldfish ya eran mantenidos como mascotas domésticas en estanques. En siglos
posteriores los goldfish eran criados dentro de tazones de fantasia y alrededor de 1548
ya era una aficion popular en China, y de ahi probablemente avanz6 a Japon dado que en
el siglo XVI su crianza ya estaba bien establecida. La introduccion de esta especie en
Europa empezé probablemente en Portugal avanzando luego a Gran Bretafia. En 1700 ya
era una aficion popular en el continente europeo. La llegada de esta aficion a los Estados
Unidos empezé a mitad de 1850, y en 1865 ya habia una tienda de venta de peces en
Nueva York. En el siglo XX esta actividad, ya consolidada como industria, sigui
expandiéndose con el incremento de la importacién de peces exéticos, crianza de peces
en estanques, produccion en granjas de muchas especies y el mejoramiento de técnicas

para el viaje de largas distancias (Fossa, 2004; Miller-Morgan, 2010).

La British Veterinary Association Animal Welfare Foundation (2009) menciona que
los peces ornamentales pueden ser divididos dentro de dos categorias:

1- Los peces de agua dulce, que se pueden subclasificar en peces de agua fria
como por ejemplo los goldfish, carpas koi y los peces tropicales tales como los tetras,

gouramis, y los peces amazonicos.

2- Peces marinos o de agua salada; son generalmente peces tropicales como los
peces payaso, peces cirujano, etc.

Segun el tipo de la especie ornamental a criar se tiene que tener en cuenta el tipo
de alimento, la densidad del espacio, la convivencia con otras especies en el mismo
acuario o estanque y las condiciones minimas que debe cumplir el medio acuético para
asegurar su bienestar y supervivencia (British Veterinary Association Animal Welfare
Foundation, 2009).

2.2. SITUACION ACTUAL DE LA PESCA ORNAMENTAL
2.2.1. A nivel mundial

La demanda de peces ornamentales por los aficionados a los acuarios es un
actividad econémica creciente. Anualmente, a escala mundial, se comercializan mas de

150 millones de peces ornamentales de agua dulce y marina (Gallo, 1999).En cuanto a la



crianza de especies de agua dulce a nivel mundial, se incluyen los neon tetra
(Paracheirodon innesi), guppy (Poecilia reticulata), goldfish (Carassius auratus), black
molly (Poecilia latipinna), gourami (Trichogaster trichopterus), y otras especies que tienen
gran demanda a nivel mundial y que ya han sido reproducidos bajo 108 sistemas de la

acuicultura (Ling y Lim, 2006).
2.2.2. A nivel nacional

El Pert es uno de los tres paises de Sudamérica que realiza mas exportaciones de
peces ornamentales, por detras de Brasil y Colombia respectivamente, siendo los peces
extraidos de la selva peruana, sobretodo en el departamento de Loreto donde se

encuentran las medianas y grandes empresas exportadoras (Huanqui, 2005).

En nuestro pais, la actividad de comercializacion del recurso peces ornamentales
se inicia a partir de la década del cincuenta, desde la ciudad de Iquitos hacia el exterior,
en ese entonces principalmente a la ciudad de Miami-EUA (Rojas, 1972). Posteriormente
sobre todo en la década (1975-1985), se abrieron nuevos mercados para exportacion a
Japén, Alemania, Holanda, Suecia, China (DIREPE/MIPE, 1986).En relacion a nivel de
extraccion de peces ornamentales, en las diferentes cuencas, éste ha ido variando a
través del tiempo. La cuenca del rio Napo fue la méas importante en la década de los 70, la
cuenca del Nanay en la década de los 80 y la cuenca del Ucayali en la década de los 90
hasta la actualidad. Siendo, la cuenca del Ucayali la mas importante productora, en
términos de volumen, sobre todo de especies de la familia Calictidos y Loricaridos; y la
cuenca del Nanay es la méas importante en términos de diversidad de especies de peces

ornamentales (Ruiz et al., 2003).

Entre las principales familias de peces ornamentales que encontramos en el
territorio peruano destacan los Potamotrygonidae, Osteoglossidae, Characidae,
Loricaridae, Pimelodidae y Cichlidae (Nelson, 2006).

En el 2008, se analizo el estado actual de los peces ornamentales en el Perd
obteniendo una lista con los 10 peces ornamentales peruanos de mayor demanda de
exportacion (Cuadro N 1). Ordenada en forma decreciente, siendo la primera especie, la

de mayor demanda y asi sucesivamente (Ortiz y lannacone, 2008).



Cuadro 1.Peces ornamentales amazoénicos del Per(i que presentan mayor demanda de
exportacion.

Nombre cientifico Familia Nombre comun
Osteoglossum bicirrhosum Osteoglossidae Arawana
Potamotrygon motoro Potamotrygonidae Raya Motoro
Potamotrygon falkneri Potamotrygonidae Raya Tigre
Acanthicus adonis Loricariidae Pleco Adonis
Peckoltia vittata Loricariidae Pleco Vitala
Brachyplatystoma tigrinum Pimelodidae Suburi Tigre
Symphysodon aequifasciatus  Cichlidae Disco Verde
Lamontichthys filamentosus Loricariidae Shitari
Corydoras julii Callichthyidae Coridora Julii
Corydoras arcuatus Callichthyidae Coridora Arcuatus

Fuente: Ortiz et al. , 2008



2.1.2.1. Comercializacion

El Perd comercializa principalmente peces extraidos del medio natural,
especificamente de la cuenca del Amazonas. Perl exporté entre los afios 1999 - 2003
entre 8 -11 millones de unidades, correspondientes a 36 familias y se registraron unas
772 especies .Para el afio 2001 el valor de exportacion alcanzé los 2, 5 millones de

dolares, con mas de 9 millones de peces exportados (Panné y Luchini, 2008)

En el 2003, tres familias de peces ornamentales (Loricariidae, Callichthydae y
Characidae), representaban el 70,64 % del comercio de este recurso (Figura 1) (BTFP,
2005).

LORICARNDAE
33.82%

OTROS

271%

DORADIDAE
0.34%

ANOSTOMIDAE
137%

LEBIASINIDAE
1.73%

CICHLIDAE
30d%

-
-
ol CALLICHTHYDAE
GASTERDPELECIDAE 2,14%
4,65%
FIMELODIDAE
4,95%

COSTEOGLOSSIDAE
0.96% CHARACIDAE

14.68%

Figura 1. Familias de peces ornamentales amazdénicos de mayor comercializacion.

Fuente: Comision para la promocion de las Exportaciones -PROMPEX, 2004



Ya para el 2006, las exportaciones habian superado los 3 millones de dodlares.
Existen 28 empresas oficialmente inscritas y habilitadas para exportar peces
ornamentales destinados a 48 diferentes paises, con una mayor parte de este destino,
hacia los Estados Unidos (méas del 55%), via Miami y Los Angeles ; Asia(cerca del 20%),
via Tokyo y Hong Kong. Los valores de las exportaciones de peces ornamentales pueden

observarse en el Cuadro 2 (Panné y Luchini, 2008).

Cuadro 2. Valor de las exportaciones peruanas de peces ornamentales y sus principales
destinos para el afio 2006

Destinos Valor en U$S
Hong Kong 803 570
Estados Unidos 701 300
Japon 566 792
Taiwén 240 868
Alemania 198 981
Reino Unido 159 843

Fuente: Panné y Luchini 2008

En el afio 2010, la comercializacién de peces ornamentales vivos en la region de
Loreto fue 7.194 TM. Siendo destinados 7.083 TM al mercado externo, siendo Hong
Kong, EEUU y Japdn los principales paises importadores. La exportacion de peces
ornamentales alcanzé los US$ 3,641.000 para ese mismo afio (Cumbicus y Lopez, 2011).



Por el lado de los importadores, el ranking mundial lo lidera Estados Unidos (24%),
el Japén (14%) y los paises de la Union Europea, en especial Alemania (9%), Francia
(8%) y el Reino Unido (8%) (BTFP, 2005).

Japon
22% EE.UU

Francia_/

13%

)

Alemania

Reino Unido 14%

13%

Figura 2. Paises importadores de peces ornamentales amazonicos

Fuente: Comision para la promocion de las Exportaciones -PROMPEX, 2004

La produccion de peces ornamentales ofrece una alta rentabilidad y fuente de
empleo dado que pequefios pescadores se dedican a su extraccion natural. Estos los
venden a los acopiadores independientes o que trabajan con los grandes exportadores y
finalmente éstos juntan los peces por lotes y los llevan a su destino final, elevandose el
precio de los mismos en cada nivel de la cadena productiva (Livengood y Chapman, 2007;
La Torre y Brunner, 2007), constituyéndose la actividad pesquera ornamental en una
importante fuente de ingreso de divisas para el pais y de sustento para miles de familias
dedicadas a este rubro del quehacer econdmico regional (Rojas, 1972; San Roman et al.,
1977 y Chong et al., 2003).



2.3. Nedn Tetra (Paracheirodon innesi)

2.3.1. Clasificaciéon taxondémica

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Subfilo: Vertebrata
Clase: Actinopterygii
Superorden: Ostariophysi
Orden: Characiformes
Familia: Characidae
Género: Paracheirodon
Especie: P. innesi

Myers, 1936

2.3.2. Generalidades

Es originario del oeste de Sudamérica. Es una especie muy apreciada en
acuariofilia. Apreciados por su caracter pacifico, su llamativo colorido y sus
desplazamientos en cardumen, dan movimiento y vida a todo acuario. Su caracteristica
principal es una franja azul fosforescente que recorre su cuerpo desde el morro hasta la
aleta adiposa. La parte inferior es de un rojo luminoso que se extiende desde la parte
anterior hasta la mitad de su cuerpo en el Neén tetra (Figura 3a), a diferencia del Tetra
cardenal (Figura 3b), que llega desde el morro hasta el pedunculo de la aleta caudal. Se
encuentran en temperaturas entre 21°C y 28°C. No soportan bien temperaturas

superiores. Pueden vivir entre 6 y 7 afios (Herbert y Dauner., 2002).



Figura 3. (a) Neodn Tetra (Paracheirodon innesi), (b) Tetra cardenal (Paracheirodon
axelrodi).

Fuente: Herbert et al., 2002.

2.3.3. Habitat natural y Distribucion

En su habitat, el agua en que se hallan estos peces, es bastante oscura, algo asi
como del color del té, debido a la alta concentracion de taninos y hojas muertas que se
precipitan al agua, no obstante es claro y limpido. Ademas, el agua en estas regiones es
muy blanda, esto sucede debido a que los taninos disueltos por la descomposicion de la
vegetacion, capturan el calcio que se deposita en el lecho rocoso. Adicionalmente

provocan que la acidez descienda por debajo de niveles de pH 4.5 y 5.5 (Petracini, 2013).

Se encuentran en el curso principal del Rio Amazonas y tributarios en Brasil,
Colombia y Peru. Tal es asi que en Brasil: rios Tapaua, Purus y Salimoes. En Colombia:

rio Loreto. En Pert: rios Putumayo y Ucayali (Petracini, 2013).

2.3.4. Morfologia

Cuerpo de forma ahusada, aletas transparentes con la aleta anal un tanto mas
larga y fina que la dorsal. Posee una pequefia aleta adiposa detras de la dorsal que lo
ayuda a estabilizar la natacién. Ojos brillantes de un color azul verdoso con destellos
dorados. La boca esta repleta de diminutos dientes, algo que recuerda que, pese a su
inofensivo aspecto y comportamiento, morfolégicamente es un pariente muy cercano de

las pirafias, con las que comparten familia. No supera los 4 cm (Portal acuariofilia, 2013).
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2.3.5. Alimentacion: Omnivoro. Tiene especial predileccién por el alimento vivo,
como artemia salina, tubifex, larvas de mosquito, daphnias y pequefios gusanillos.
También toma alimento liofilizado (Herbert et al., 2002).

2.3.6. Comportamiento: Muy pacifico. Para que luzcan deben ser mantenidos en
grupos de por lo menos 10 ejemplares. Los ejemplares dominantes ocupan siempre la
posicion central en el cardumen y los inferiores la exterior (Herbert et al., 2002).

2.3.7. Reproduccion: Complicada para el aficionado, aunque posible, sélo en
agua muy blanda de GH=1-2°d con un pH 5.0-6.0 en acuarios oscurecidos. Temperatura
26°C.

Los alevines naceran a las 24 h de la puesta, y llegaran a nadar a los 5 dias.
Luego de que hayan consumido el saco vitelino, se deberan alimentar con infusorios
durante los primeros dias y luego con naupilos de artemia. Se debera tener especial
cuidado en retirar paulatinamente los papeles que protegen dicho acuario de la luz, (uno
cada 24 o 48 h) ya que los alevines son lucifugos. A las tres semanas pueden alimentarse
con larvas de mosquitos tamizadas por una red de tul, pulgas de agua (el alimento ideal) y
se puede intentar con las microescamas para peces, previamente hidratadas con agua
tibia. A los 45 dias ya pueden comer escamas molidas y casi todos los demas alimentos
para peces de ese tamafio, incluyendo tubifex picado. A partir de los 90 dias tendran un
tamafio suficiente como para ser incorporados a los acuarios comunitarios de tetras (El

alquimista de los acuarios, 2013).

2.4. ANATOMIA E HISTOLOGIA DE BRANQUIAS, INTESTINO, HIGADO, RINON,
BAZO Y MUSCULO DE LOS TELEOSTEOS

2.4.1 BRANQUIAS

Es un drgano que presenta varias funciones, entre ellas destacan el intercambio
gaseoso, osmoregulacion, equilibrio acido-base y excrecién de productos nitrogenados
(Noga, 2000; Evans et al., 2005). Se encuentra irrigado por la arteria branquial aferente

que proviene de la aorta ventral, diseminandose la sangre a través de capilares para
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oxigenarse en las laminillas secundarias, luego la sangre oxigenada en los capilares
confluye en la arteria branquial eferente, la cual se dirige a la arteria aorta dorsal para
irrigacion sistémica (Evans et al., 2005).

Estan formadas en la mayoria de los teledsteos por cuatro a cinco arcos branquiales,
ubicados a cada lado de la faringe, en el borde posterior de cada arco branquial se
proyectan los filamentos branquiales o laminillas primarias, las cuales para aumentar la
superficie respiratoria presentan laminillas secundarias dispuestas en la parte superior e
inferior de cada filamento (Amlacher, 1961; Ellis, 1981).

La superficie de las branquias estd cubierta con un epitelio simple plano,
presentando tres tipos de células: células pavimentosas, un menor nimero de células del
cloro, estas Ultimas de forma redondeadas o poligonales, aciddfilas, con numerosas
mitocondrias y ubicandose en el extremo proximal de las laminillas secundarias, y células
mucosas dispuestas en las laminillas y en el epitelio basal. También se describen las
células pilares, que soportan los mudltiples capilares distribuidos en las laminillas
secundarias (Hibiya et al., 1982; Evans et al., 1999; Evans et al., 2005).

2.4.2 INTESTINO

2.4.2.1. Intestino ascendente

El intestino ascendente se caracteriza por presentar vellosidad intestinal revestida
por un epitelio de absorciéon, prismatico simple con microvellosidades y células
caliciformes. El estrato granuloso y el compacto estdn muy desarrollados (Cepeda y
Orostegui, 2000). La muscular de la mucosa y la submucosa estan ausentes. La capa
muscular se encuentra inmediatamente por debajo de la lamina propia (Hibiya et al. ,1982;

Cepeda y Orostegui, 2000).

La capa muscular lisa propia presenta gran desarrollo de la circular interna, en cambio, la

longitudinal externa es delgada (Cepeda y Orostegui, 2000).
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2.4.2.2. Ciegos pil6ricos

Del intestino ascendente, se originan numerosos diverticulos denominados ciegos
pildricos. Los ciegos son, histolégicamente, similares al intestino ascendente, pero difieren
por tener una pared mas delgada. Se han descrito entre 36 a 57 diverticulos en la trucha

café, y entre 51 a 82 en la trucha arcoiris (Cepeda y Orostegui, 2000).
2.4.2.3. Intestino descendente

Es similar al intestino ascendente, sin embargo, la tinica muscular es mas delgada
(Hibiya et al. ,1982; Cepeda et al. 2000). La cantidad de células secretoras de mucus es
menor que en el ascendente, por lo que es posible visualizar mejor las células

prismaticas o columnares altas del epitelio de revestimiento (Cepeda y Orostegui ,2000).
2.4.2.4. Recto

Se caracteriza por la presencia de pliegues anulo-espirales, que se proyectan
desde las paredes hacia el lumen. Los pliegues son bajos, estructurados por un epitelio
prismatico simple, con células mucosas y por una musculatura lisa circular gruesa, que en
algunos peces forma un verdadero esfinter en la unién con el intestino descendente (la

valvula de ileorrectal) (Hibiya et al.,1982;Cepeda y Orostegui ,2000).

El estrato granuloso, el compacto, muscular de la mucosa y la submucosa estan

ausentes (Hibiya et al., 1982; Cepeda y Orostegui, 2000).

Las funciones parecen estar relacionadas con la absorciéon de agua y secreciéon de mucus
(Cepeda y Orostegui ,2000).

2.4.2.5. Ano

Corresponde a la abertura terminal del tubo digestivo. En la zona de transicién del
ano con el exterior, el epitelio prismatico simple se transforma gradualmente en
pluriestratificado, que se continta con el de la epidermis. El epitelio, que reviste la mucosa

del ano, en las proximidades del recto, es abundante en células mucosas.

La tunica muscular lisa se dispone en 2 planos: circular interna y longitudinal

externa. La circular es gruesa y forma un esfinter (Cepeda y Orostegui, 2000).
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2.4.3 HIGADO

Se encuentra ubicado en la parte anterior de la cavidad peritoneal, presenta un
color marrén a rojo vinoso. El higado esta presente como un 6rgano simple en varios
teledsteos pero en algunas especies se ha observado que el tejido pancreatico se ubica
alrededor de la vena porta o sus ramificaciones, llamandosele hepatopancreas (Ellis et al.,
1981; Hibiya et al., 1982). Su superficie esta cubierta por una membrana serosa de tejido

conectivo que se extiende hacia el parénquima (Hibiya et al., 1982; Noga, 2000).

Al igual que en los mamiferos, la arteria hepatica y la vena porta ingresan al
higado, ésta Ultima trae sangre venosa proveniente del estbmago e intestino para luego
ramificarse en capilares llamados sinusoides (Hibiya et al., 1982; Akiyoshi e Inoué, 2004).
Entre los sinusoides se encuentran los hepatocitos, que pueden estar dispuestos a
manera de cordones, tlbulos o en varias capas, segun estudios de la arquitectura
hepatica realizados en diferentes especies de teledsteos (Akiyoshi e Inoué, 004). Los
hepatocitos son poligonales, prominente nucleo esférico central, un nucleolo, organelas, y
alto contenido de glucégeno vy lipidos en el citoplasma (Ellis et al., 1981; Hibiya et al.,
1982, Vicentini et al., 2005).

Las venas centrales y triadas portales encontradas en los mamiferos, no son

claramente identificadas en algunas especies de peces (Rocha et al., 1994).

Los conductos biliares se ubican cerca a la vena porta, son canaliculos
intracelulares e intercelulares que forman el conducto biliar, el cual se une al conducto
hepatico que desemboca en el duodeno; en varias especies de peces el conducto
hepatico tiene una ramificacion que desemboca en la vesicula biliar, llamada conducto
cistico (Hibiya et al., 1982, Vicentini et al., 2005).

Histol6gicamente las paredes de los conductos biliares estan revestidas por un
epitelio cubico simple, soportado por una capa de tejido conectivo y fibras musculares
(Hibiya et al.,, 1982; Vicentini et al., 2005), se ha- observado la presencia de

melanomacréfagos alrededor de canaliculos biliares, arterias y venas; asi mismo la
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ausencia de células de Kupffer (Ellis et al.. 1981; Rocha et al., 1994).

2.4.4. RINON

Se encuentra ubicado retroperitonealmente, hacia arriba y adosado en la region
ventral de la columna vertebral, presenta un color marrén, rojo oscuro o negro (Ellis et al.,
1981; Noga, 2000; Reimshuessel, 2001), su anatomia puede variar segln las especies de
teledsteos, pudiendo ser lobulado o fusionado, haciéndose esta variacion mas marcada
entre especies de agua dulce y especies marinas (Reimshuessel, 2001).

La porcion anterior del rifion denominada cabeza, posee tejido hernatopoyético,
linfoide y endocrino; y la parte posterior denominada cuerpo posee tejido excretor rodeado
de tejido hematopoyético y linfoide (Reimshuessel, 2001; Meyer et al., 2002).

El tejido intersticial ubicado en la parte anterior y entre los tubulos de la parte
posterior del rifibn esta compuesto por tejido hematopoyético, conteniendo glébulos rojos
en diferentes estados de mitosis, sinusoides, capilares, centros melanomacréfagos,

pigmentos de hemosiderina y melanina (Hibiya et al., 1982; Meyer et al., 2002).

En la mayoria de los peces el nefrén se encuentra formado por el corpusculo renal
(Glomérulo y capsula de Bowman), el tabulo renal (cuello, segmentos proxirnales, un
segmento intermedio, y un segmento distal que esta ausente en peces marinos) y los

tubulos colectores (Hibiya et al., 1982).

El corpusculo renal esta formado por el glomérulo y la céapsula de Bowman
formada por una capa parietal de tejido epitelial plano simple y una visceral formada por
células con prolongaciones llamadas podocitos, las cuales se adhieren a los capilares del
glomérulo (Hibiya et al., 1982). El segmento del cuello esta revestido por una capa de
epitelio columnar simple ciliado, el segmento proximal se divide en los segmentos | y II; el
primero estd revestido por epitelio columnar simple ciliado con abundantes
microvellosidades, el nucleo es oval o esférico y puede estar ubicado en posicion central
o basal, el segundo segmento es similar al primero, diferenciandose s6lo en un mayor
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diametro de los tubulos, lumen estrecho y mayor cantidad de mitocondrias. El segmento
distal no presenta casi microvellosidades en su epitelio, el nicleo es oval o esférico y en
posicion basal, estas caracteristicas se mantienen en los tubulos colectores (Ellis, 1981;
Hibiya et al., 1982).

2.4.5 MUSCULO

Al igual que el musculo de otros vertebrados, el de los teleGsteos estd compuesto
por fibras musculares. Se reconocen dos clases de musculo: liso y estriado, dividiéndose
este Ultimo en esquelético y cardiaco (Hibiya et al., 1982).

La musculatura lateral es un tipico ejemplo del musculo estriado en teleésteos,
consistiendo en capas de fibras musculares dispuestas a ambos lados del cuerpo desde
la cabeza hacia la cola. El tejido conectivo se halla dispuesto entre el tejido muscular
formando mioseptos. Los peces poseen dos tipos de fibras locomotoras dispuestas en
capas: Fibras rojas o lentas y fibras blancas o rapidas; también existe una capa de fibras
intermedias (Altringham y Ellerby, 1999; Ellerby et al., 2000; Rescan et al., 2001; Kiessling
et al., 2006). Las fibras estdn compuestas de sarcoplasma, miofibrillas, nicleo y
sarcolema. El nicleo esta siempre ubicado al lado del sarcolema, puede haber méas de un
nacleo en una fibra muscular. Las fibras rojas o de contraccién lenta son altamente
vascularizadas, alta cantidad de mitocondrias, gotas lipidicas y reservas de glucégeno.
También alta concentracién de mioglobina y citocromos. A diferencia de éstas, las fibras
blancas o de contracciéon rapida con baja cantidad de mitocondrias, gotas lipidicas,
glucégeno y mioglobina; son de pobre vascularizacion (Hibiya et al., 1982; Kiessling et al.,
2006).
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2.4.6. BAZO

Es un d6rgano de color rojo oscuro a negro de forma discoidal, localizado entre la
curvatura mayor del estémago (o de la flexura del intestino) y la vejiga natatoria, esta
adherido a la vena portohepatica.La superficie esta cubierta por un mesotelio que recubre
una capsula delgada de tejido conectivo fibrilar denso. No se observan trabéculas y el
tejido conectivo es escaso excepto alrededor de las venas y arterias. Por lo general, es un
6rgano no lobulado, pero en algunas especies puede presentar 2 0 mas lébulos pequefios
(Hibiya et al., 1982; Cepeda y Orostegui ,2000).

En la mayoria de peces, el bazo actiia como:
¢ Organo hematopoyético, principalmente linfopoyético
e Destructor de células sanguineas (hemocatéresis)

e Almacenamiento de glébulos rojos

Filtracion y fagocitosis
¢ Organo relacionado con la respuesta inmune.
En los peces se observan algunas diferencias en relacién a otros vertebrados:

e La pulpa blanca (PB) y roja (PR) son difusas. No hay una distincion clara entre la
pulpa roja y pulpa blanca.

e El tejido conectivo es escaso, no forma trabéculas al interior del 6rgano y no

presenta tejido muscular, como en los mamiferos.

e En los peces juveniles y viejos, la PB y PR es méas ordenada y mas facil de ver,
gue en los peces adultos.

La pulpa blanca es dificil de distinguir en los individuos adultos y se puede
observar mas facilmente, cuando la pulpa roja tiene escasa cantidad de sangre. Los
corpusculos esplénicos, rodean las arterias en el interior del bazo. La PB es mas basofilo
que la PR porque sus células estan mas juntas y con escasos eritrocitos. En algunas
especies, hay centros germinativos separados de la arteria de la PB y también es posible
observar hemosiderina en el corpusculo esplénico. La PR estd compuesta por sinusoides

15



llenos de sangre. La pared de los sinusoides esta formada por fibras de reticulina y
tienden a ordenarse circularmente alrededor de los corpusculos esplénicos (Cepeda y
Orostegui, 2000).

2.5. MECANISMOS DE DEFENSA DE LOS PECES

Al igual que todos los vertebrados, los peces tienen 6rganos centrales de
respuesta inmune con sus particularidades (Tort et al., 2003). La mayoria de érganos
primarios y secundarios presentes en mamiferos se encuentran en los peces, a excepcion
de los nédulos linfaticos y la médula ésea, por lo cual la hematopoyesis se realiza en el
rifidn anterior y bazo (Huttenhuis, 2005).

El timo, el rifién y el bazo son los mas importantes 6rganos linfoides en teledsteos
(Zapata et al., 2006). El timo es un 6rgano situado cerca de la cavidad opercular, que
produce linfocitos T encargados del rechazo de injertos, estimulacion de la fagocitosis y
estimulacion de la produccion de inmunoglobulinas producidas por las células B (Tort et
al., 2003). Se ha observado linfocitos en division en el rifion y en el timo, lo que sugiere
gue estos 6rganos sean primarios. En el bazo se han observado menos linfocitos, lo que

sugiere un rol secundario en la respuesta inmune (Ellis, 1981).

El rifion anterior no tiene funcion renal, ademas de la funcién hematopoyética y de
respuesta inmune, esta porcién tiene funcion endocrina; liberando corticosteroides y otras
hormonas, la porcion media y posterior tienen funcién renal y de respuesta inmune
(Reimschuessel, 2001; Zwollo et al., 2005).

Las células inmunes de los peces muestran las mismas caracteristicas que otros
vertebrados, habiéndose determinado familias de células linfoides y mieloides; no
obstante, todavia hay controversia respecto a su clasificacion (Hibiya et al., 1982; Tort et
al., 2003). La inmunidad en peces puede ser no especifica, o especifica adquirida. Siendo

de mayor importancia la primera. (Swain et al., 2007).

El mucus es la primera barrera fisica de los peces, en la mayoria cubriendo las
superficies externas, principalmente la piel, aislando al pez de los microorganismos que

se encuentran en el agua. Forma parte del mecanismo inmune innato y actlia como una
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barrera quimica ya que contiene enzimas, complemento y anticuerpos que eliminan los
agentes patogenos (Kinkelin et al., 1991; Lépez - Dériga y Martinez, 1998). La lisozima es
uno de las principales enzimas estudiadas en peces, es liberada por leucocitos y posee la
capacidad de actuar en las paredes celulares de las bacterias provocando la lisis de
éstas, y aumentando en situaciones de estrés (Tort et al., 2003). Otros mediadores
inmunes son las lectinas, éstas proteinas tienen la habilidad de unirse a carbohidratos
presentes en las paredes celulares, y relacionadas a la activacion del sistema de
complemento (Tort et al., 2003).

El sistema de complemento es importante en la respuesta inmune innata de los
peces, ya que a diferencia de los mamiferos los peces poseen varias isoformas activas de
la molécula C3 (Tort et al., 2003), relacionado a la capacidad de reconocimiento inmune

innato, para asi reforzar su grado de respuesta ante patégenos (Sunyer et al., 1997).

La respuesta inmune especifica o adaptativa esta representada por la Ig M, la
principal inmunoglobulina encontrada en peces (Sunyer et al., 1997). Es una Ig M
tetramérica, siendo diferente a la estructura pentamérica de la Ig M de mamiferos, no
habiendo evidencia de diversidad de inmunoglobulinas, como en los mamiferos (Ellis,
1981; Hordvik et al., 1999; Tort et al., 2003).

Las citoquinas son importantes para la activacion de mecanismos de respuesta
inmune innata y adaptativa, se han estudiado poco en peces, habiendo sido caracterizada
la interleucina 1 B en peces cartilaginosos y 6seos al igual que en mamiferos, anfibios y
aves (Mulero et al., 2005). Otra citoquina reportada principalmente ha sido el Factor de

Necrosis Tumoral alpha (FNTa) (Tort et al., 2003; Mulero et al., 2005).
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2.6. ENFERMEDADES EN PECES ORNAMENTALES

2.6.1. GENERALIDADES

Los peces de agua dulce en condiciones naturales o de cultivo son
susceptibles a agentes virales, bacterianos, micéticos y parasitarios. Cuando se presentan
condiciones desfavorables en el medio donde habitan, los peces disminuyen su capacidad
de defensa, y los microorganismos infectan al hospedero produciéndose trastornos
patolégicos (Centeno et al., 2004); que limitan su produccion y su expansion (Parker,
2012).

En instalaciones de cultivo se pueden presentar algunas condiciones
desfavorables tales como :una disminuciéon en el contenido de oxigeno disuelto en el
agua, variaciones de temperatura, hacinamiento por altas densidades o elementos téxicos
en el agua, los que influyen en la respuesta inmunoldgica del pez y favorecen la invasion,

adhesion, colonizacion y toxicidad de microorganismos (Gonzalez y Heredia , 1998).

La presentacion de la enfermedad en los peces se basa en un complejo
formado por el pez, ambiente y patégeno en la cual el estado susceptible del pez, la mala
calidad del ambiente y la capacidad del patégeno van a causar su presentacion (Francis-
Floyd, 2009; Palmeiro, 2010), sin embargo, la enfermedad raras veces va a desarrollar

por el simple contacto del patdgeno y el hospedero (Parker, 2012).

En la crianza de los peces siempre va a ser dificil controlar las
enfermedades puesto que las condiciones del medio acuatico no siempre van a ser
estrictamente controlados (Southgate, 2000), por lo que es necesario conocer las
nociones basicas del manejo del ambiente del pez ya que el tratamiento contra la
enfermedad incluiran los peces y el ambiente (Oestmann, 1998).

La alteracion de los parametros fisico-quimicos del ambiente acuatico tales
como: cambios bruscos de pH, salinidad, temperatura, factores del ambiente social,
manejo fisico, transporte, manejo nutricional, medicacion y la influencia de los agentes
patégenos van a inducir stress en los peces, afectandolos de manera negativa (Auro y
Ocampo, 1999; Pasnik et al, 2010).
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El stress es la condicién en la cual el animal es incapaz de mantener su
estado fisiolégico normal debido a varios factores a los que esta expuesto fuera de los
limites de su tolerancia, afectando su bienestar (Parker, 2012). Ademas los peces pueden
presentar respuestas variables segln la naturaleza y el grado de stress (Pasnik et al,
2010).

Dentro de las enfermedades que afectan a los peces estan las de origen no
infeccioso que incluyen a las enfermedades nutricionales y las producidas por la mala
calidad del medio acuéatico. En el otro grupo de enfermedades se incluyen las
enfermedades infecciosas causadas por virus, hongos, bacterias, parasitos y otros los
cuales han sido ampliamente estudiados mas en los peces destinados al consumo
humano (Roberts, 2001).

2.6.2 . ENFERMEDADES DE ORIGEN INFECCIOSO

2.6.2.1. ENFERMEDADES BACTERIANAS

Enfermedad por Flavobacterium columnare

Todos los peces son susceptibles a alguna forma de enfermedad causada por el
género Flavobacterium spp. Estos microorganismos son considerados ubicuos en el
medio ambiente acuatico, ocasionando enfermedad en peces sometidos a algin tipo de

estrés (Shotts y Starliper, 1999).

Caracteristicas microbioldgicas

Esta bacteria estd descrita como bacilos gram negativos, finos, aerobicos,
microaerofilicos. Las colonias estdn usualmente pigmentadas (de color amarillo a
naranja), variando en forma plana propagandose a una forma convexa, dependiendo del
respectivo medio de crecimiento .Son usualmente positivos a la reaccion de oxidasa,
fosfatasa y ribonucleasa. No crecen en medios convencionales, hidrolizan la elastina y
condroitin sulfato, utiliza glucosa y se adhiere fuertemente al agar (Shotts y Starliper,
1999; Tripathi et al. ,2003)
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Epidemiologia

Estos microorganismos son considerados que estan presentes en el ambiente
acuatico y se les encuentra en los aislamientos obtenidos de los brotes de enfermedad ya
sea por stress o por algun factor ambiental. La enfermedad no aparece de forma
repentina, sino que requiere alguna alteracion en la calidad del ambiente y en el mismo
pez ya que los peces saludables son resistentes a la enfermedad (Shotts y Starliper,
1999).

Signos clinicos

Los signos clinicos son inespecificos, presentan letargia, inapetencia, nado cerca
a la superficie del agua, movimiento opercular acelerado, a la vez con lesiones
combinadas de la piel, branquias, aletas (Tripathi et al. ,2003).

Se puede observar un aumento en la cantidad de moco sobre la cabeza y la parte
superior del cuerpo, el cual avanza a areas circulares de crecimiento opaco, teniendo un

tono limén amarillo tenue (Shotts y Starliper, 1999).

Lesiones

A nivel de las branquias se puede observar una severa inflamacién neutrofilica que
avanza a una necrosis branquial. En las infecciones agudas, la hipoxia y la muerte
pueden resultar como consecuencia del dafio extensivo a las branquias. Sin embargo, las
lesiones también pueden localizarse sobre la cabeza y en la parte craneodorsal del
cuerpo. Como las lesiones de la piel se propagan de la base de la aleta caudal, una
banda pélida blanca se extiende lateralmente y termina rodeando al cuerpo para formar
una lesién caracteristica de ensillado.A medida que la lesidon progresa, se desarrollan
Ulceras blanco amarillentas en el centro de esta lesion. En la enfermedad avanzada se
desarrollan Ulceras extensivas y profundas de la piel exponiendo el misculo subyacente
y el hueso. También se observa los focos bacterianos fijados a la piel lo que le da una
apariencia externa de lana de algodon. A medida que avanza la enfermedad, se ha

observado frecuentemente ulceras hemorragicas en la boca en la carpa koi (Decostere et
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al., 1998; Shotts y Starliper, 1999; Tripathi et al.,2003)

Enfermedad por Staphylococcus epidermidis

Caracteristicas microbioldgicas
Son cocos gram-positivos, inmdviles, fermentativos, oxidasa negativa y catalasa

positiva (Su Hsien y Quintanilla ,2008).

Epidemiologia

Se han demostrado que los Staphylococcus sp. patégenos de peces difieren
antigénicamente de las cepas de origen humano, por lo tanto, se considera que el
principal reservorio o fuente de infeccion debe ser el agua o los propios peces(Su Hsien'y

Quintanilla,2008).

Signos clinicos
Casi no muestran signos clinicos, solamente en algunos peces se manifiesta
exoftalmia, ascitis, ulceraciones en la cola y natacién girante en fondo o superficie de

agua (Su Hsien y Quintanilla, 2008)

Lesiones
Se caracteriza por la presencia de tubérculo blanco y granulomas en todos los

6rganos internos (Su Hsien y Quintanilla, 2008).

Enfermedad causada por Pseudomonas sp.
Caracteristicas microbioldgicas

Son bacilos rectos o curvos, gram negativos, moviles, catalasa positivos y

aerobios estrictos (Roberts, 2001)

Epidemiologia
Es un género de microorganismo muy habitual en los ambientes acuaticos.
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Generalmente han sido considerados patdgenos oportunista. Suele presentarse en peces
que habitan acuarios con malas condiciones (Padrés y Furones ,2007).

Signos clinicos

Las aletas se pueden mostrar rotas, partidas o simplemente desintegradas
(Jiménez, 2007).

Lesiones

Degeneracion de las aletas, degeneracion branquial, inflamacion de la boca 'y
mucus amarillento alrededor de las areas afectadas. Las aletas del lomo y las codales son

las més afectadas (Jiménez, 2007).

Enfermedad causada por Carnobacterium piscicola (Lactobacillus piscicola)
Caracteristicas microbioldgicas

Producen colonias bien pequefias redondas y opacas de morfologia cocobacilares,
gram positivos, catalasa y oxidasa negativos, no moviles y fermentativos (Austin y Austin,
2007).

Epidemiologia

Existen pocos informes que citan Lactobacilus spp. como patégenos en peces. Sin
embargo, no esta claro si los peces son los huéspedes naturales de Carnobacterium y
otros Lactobacilus, o si son parte de la microflora natural acuatica (Austin y Austin, 2007).

Signos clinicos
Los signos clinicos son inespecificos, presentan letargia, inapetencia (Austin y
Austin, 2007).

Lesiones
En peces muertos y moribundos se encuentran hallazgos, tales como: en los 0jos,

una intensa hemorragia periocular, en el rifién, un gran namero de tdbulos renales con
degeneracion de gota hialina y el epitelio de algunos de estos tubulos era necroético y
vacuolado; intestino, necrosis del epitelio mucoso; higado, congestion en los sinusoides,
liquido en cavidad abdominal; (Austin y Austin, 2007).
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Enfermedad causada por Enterococcus(Streptococcus) faecalis subs.liquefaciens
Caracteristicas microbiol6gicas

Son cocos, gram positivos, moviles, catalasa y oxidasa negativos (Austin y Austin
,2007).

Epidemiologia

Es el género mas importante de bacterias &cido lacticas tipicas, habitantes
naturales del tracto gastrointestinal de los mamiferos. Algunos son patégenos
oportunistas y producen enfermedad en animales inmunosupremidos (Austin y Austin,
2007).

Signos clinicos
Los signos clinicos son inespecificos, presentan letargia, inapetencia (Austin y

Austin, 2007).

Lesiones
Ulceras en aletas dorsales y caudales, liquido en el abdomen (Austin y Austin,

2007).

Enfermedad causada por Bacillus sp.

Caracteristicas microbioldgicas

Son bacilos, gram positivos, moviles, catalasa positivos, no moéviles y

fermentativos (Austin y Austin, 2007).
Epidemiologia

La presencia de Bacillus sp. es frecuente en una gran variedad de ambientes

naturales,como el aguay el suelo (Austin y Austin,2007).
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Signos clinicos
En los peces se observa inapetencia, letargia, emaciacién, dermatitis necrotizante

generalizada (Austin y Austin, 2007).

Lesiones
En el higado y rifién se observan petequias y focos de necrosis; en el bazo,

suave, agrandado vy friable; estbmago, hiperémico (Austin y Austin, 2007).

Familia Enterobacteriaceae

Enfermedad por Edwardsiella tarda

Caracteristicas microbioldgicas

Es un bacilo gram-negativo, movil. Es anaerobio facultativo y meséfilo, negativo a
la reaccion oxidasa, positivo a la reaccion de indol y fuerte productor de H2S. (Plumb,
1999;Mohanty y Sahoo ,2007).

Epidemiologia

Edwardsiella tarda es una bacteria que ha sido aislada en la mayoria de los
continentes afectando una gran variedad de peces ya sean ornamentales o de consumo
bajo condiciones naturales de enfermedad o por experimentacion. (Srinivasa Rao et al.
2004; Choresca et al. 2011).

Este agente es importante desde el punto de vista de la salud publica ya que es
conocido que causa enfermedades en reptiles, pajaros, humanos y otros mamiferos
(Mohanty y Sahoo ,2007). Es una bacteria oportunista que aparece ante cualquier
alteracion del ambiente y también por la susceptibilidad del pez por las condiciones

estresantes de crianza (Plumb, 1999).

Vandepitte et al. (1983) documentaron un caso de Edwardsielosis en un nifio de
2.5 afios de edad con sintomatologia constante de diarrea que solo cedid ante la

antibioterapia en cuya casa tenian un acuario con peces de la especie Pterophilum
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scalare del que se pudo aislar también la misma bacteria, lo que confirma la transmisién

zoonética de la enfermedad.

Signos clinicos
Los peces afectados manifiestan movimientos de espiral erratico, estan separados de los
otros peces, dejan de comer y por lo general son aislados o sacrificados ante la presencia

de estos signos para no afectar al resto de peces (Mohanty y Sahoo ,2007).

Lesiones

Al morir el pez se puede observar el opérculo reventado. También se puede ver
erosiones o Ulceras en la piel, branquias palidas, tumefacciéon del ojo y sangrado. Sin
embargo, estas lesiones no ayudan mucho al diagnéstico inicial puesto que son similares
a las infecciones causadas por otras bacterias y que son conocidas como septicemia

bacteriana hemorragica (Mohanty y Sahoo ,2007).

2.6.2.2. ENFERMEDADES PARASITARIAS

MIXOSPORIDIASIS

Los parasitos responsables de esta enfermedad son los mixosporidios, los cuales
son del Phylum Myxozoa, Clase Myxosporea y orden Bivalvulida, son restrictos a
invertebrados y vertebrados poiquilotermos, la gran mayoria infecta a los peces (Martins
et al., 1999; Noga, 2000; Azevedo y Matos, 2003; Barassa et al., 2003), e incluyen unas
cuantas especies que afectan también a anfibios y reptiles (Feist y Longshaw, 2000; Eiras
et al., 2005). Pocas especies de mixosporidios causan sintomas graves, sin embargo
algunas son severos patdgenos de teledsteos, produciendo importantes impactos
econdémicos y ecoldgicos en poblaciones de peces en Europa y USA (Kallert, 2006). Los
géneros Henneguya y Myxobolus son unos de los mas importantes patdgenos en peces
marinos y de agua dulce (Azevedo y Matos, 2003; Eiras et al., 2005). En Sudamérica,

Henneguya es la especie mas comun, con 31 especies (Barassa et al., 2003).

Los Myxosporea usualmente miden 10-25 pm las mixoesporas, y 300 um las
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actinoesporas presentando una gran diversidad en formas y variacion morfolégica
(Kallert, 2006). Una de las mas importantes caracteristicas de los Myxosporea es que,
excepto durante la autogamia (reproduccion sexual), todos las estadios son formas
multinucleadas que tienen células envolventes (primarias) que contienen células

envueltas (secundarias) (Noga, 2000).

El ciclo de vida de los Myxosporea toma lugar en dos hospederos, existiendo dos fases:
mixospora y actinospora, En la primera se realiza la multiplicacion del parasito, y se
desarrolla en vertebrados menores, siendo los peces los mas comunes; en la segunda
envuelve un proceso sexual, y se desarrolla en invertebrados, principalmente en anélidos

(Wolf y Markiw, 1984).

La actinosporas liberadas de los anélidos, ingresan en el pez por la piel o por el
epitelio branquial, las cépsulas polares descargan sus filamentos polares, fijandola al
hospedero. Luego las valvulas se abren, y el esporoplasma ingresa a través de aberturas
en células epiderrnales y del epitelio. Posteriormente, siguen las fases intracelulares o
intercelulares previas a la esporogonia, para migrar luego al lugar de desarrollo de la fase
de esporogonia (quiste o plasmodium), el cual contiene nucleos vegetativos, células
esporogonicas y pericitos; siendo éstas dos Ultimas responsables de la esporogonia,
dividiéndose y formando las diversas estructuras de la espora madura. El pericito en
union con las células esporégonicas son llamados panesporoblastos. Los estadios
plasmodiales pueden ser formas histozoicas (ubicadas en los espacios intercelulares,
vasos sanguineos o intracelularmente) y formas celozoicas (ubicadas en cavidades
organicas) Las rnixoesporas contienen generalmente de una a cuatro cdpsulas polares,
uno o dos esporo plasmas y un armazoén con dos a tres valvulas (Noga, 2000; Dykova y
Lom, 2006). Se cree que las mixoesporas son liberadas cuando el pez muere, siendo
ingeridas por invertebrados tales como los anélidos. En estos hospederos se realiza la
fase sexual, el esporoplasma de la mixospora inicia una merogonia, gametogonia y
esporogonia, para finalmente formar las actinoesporas (Kallert, 2006; Dykova y Lom ,
2006).
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MICROSPORIDIASIS

Los microsporidios, pertenecen a la orden Microsporidia. No son tan comunes
como los myxosporidios, pero son responsables de diversas enfermedades serias en
peces de cultivo. Son taxondémicamente especifica, infectando solo a una especie
determinada de pez o0 un grupo estrechamente relacionado .Sin embargo algunas
especies, como por ejemplo, Pleistophora hyphessobryconis, Glugea stephani pueden
infectar a un rango amplio de peces (Noga, 2000).

Todos los microsporidios son parasitos intracelulares,con un ciclo de vida directo.
Poseen una espora de pared gruesa que contiene un esporoplasma. Cuando un huésped
ingiere la espora, el esporoplasma se descarga a través del canal de un filamento polar
tubular que se almacena en espiral dentro de la espora. El esporoplasma luego migra al
6rgano diana y se inicia una fase proliferativa (merogonia), produciéndose un gran
namero de células (merontes) por fisién binaria. En las etapas finales de desarrollo, los
merontes dan lugar a esporontes, produciendo esporas maduras. Las esporas maduras
pueden liberarse de las lesiones de las superficies del cuerpo o después de la muerte del
huésped (Noga, 2000).

2.6.3. ENFERMEDADES DE ORIGEN NO INFECCIOSO

2.6.3.1. Por la calidad del agua

Amoniaco

El amoniaco es el producto final del catabolismo proteico de los organismos
acudticos y es un contaminante comun en los sistemas acuaticos ,llegando a ser toxico
para los peces en su forma no ionizada, especialmente en temperaturas altas y pH altos,
teniendo consecuencias negativas para el desarrollo y sobrevivencia de los peces, su
efecto negativo de la toxicidad en organismos acuaticos atribuido al amoniaco en su

forma no ionizada (NH3). (Ismifio y Araujo-Lima, 2002).
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Oxigeno Disuelto

El contenido del oxigeno disuelto en el agua de los estanques es sin duda alguna
el mas critico entre los factores de calidad del agua; ya que si los niveles de
concentracion de oxigeno son bajos, los peces se ven afectados, no comen e inclusive
recuperando el nivel apropiado este comportamiento se prolonga por algin tiempo mas,
haciendo a los peces susceptibles a las enfermedades afectadas, dando como resultado

la disminucién o paralizacion de la tasa de crecimiento (Francis-Floyd, 2003).

pH

No hay un rango definitivo de pH para un 6ptimo cultivo de peces, pero un pH
entre 5y 9 es no toxico para la mayoria de peces, valores de pH inferiores a 5, podrian
ocasionar retardo en el crecimiento, mortalidad y problemas en la reproduccion de los

peces; valores de pH alcalino han sido menos estudiados (Witters, 1998).

2.6.3.2. Por Factores Nutricionales
Son de importancia en cultivos piscicolas donde las especies son alimentadas con
dietas artificiales, ya que pueden ocasionar un desequilibrio en los nutrientes o poseer

factores contaminantes o toxicos (Corral et al., 2000).

Un exceso de lipidos provoca acumulacion de grasa en el higado, rifién y bazo,
tumefaccion, degeneracion y coloracion amarillenta del higado, anemia, estenosis
intestinal y pérdida de peso, mientras que la carencia lipidica causa una detencion del
crecimiento, necrosis de las aletas, despigmentacion y edema cutaneo, degeneracion
hepatica y renal, anemia, alteracion en la natacion (Corral et al., 2000). Un exceso de
proteinas, produce un aumento del gasto energético para la excrecién de nitrégeno, lo
gue conlleva a una merma del crecimiento, mientras que las deficiencias producen una
baja en el sistema inmunitario y pérdida del crecimiento. Un exceso de carbohidratos
ocasiona un incremento del glucégeno hepatico; ocasionando degeneraciones hepatica y
pancreocitica, infiltracién grasa en el rifion, retraso del crecimiento, mientras que la

carencia ocasiona reduccion del crecimiento (Cowey y Roberts, 1981; Corral et al., 2000).
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La deficiencia en vitamina C ocasiona retardo del crecimiento, falta de apetito,
alteraciones en la columna espinal, anemia y letargia, asi como la de acido félico ocasiona
anemia eritrocitica deficiencia en Vitamina A ocasiona retardo del crecimiento, ceguera,

hemorragia en las aletas (Cowey y Roberts , 1981).

2.6.3.3. Neoplasias

Los procesos neoplasicos son de evolucion benigna o maligna, siendo menos
frecuentes en las condiciones de cultivo que en las poblaciones silvestres, entre las
neoplasias benignas se encuentran fiboromas, osteomas y lipomas; entre los malignos son
mas frecuentes los adenocarcinomas y los tumores tiroideos. Las causas de estas
afecciones son dificiles de establecer, pudiendo deberse a origenes genéticos, respuesta
a manifestaciones secundarias de enfermedades, factores dietéticos o por manipulacion
inadecuada (Corral et al., 2000).

2.7. ESTADO SANITARIO DE LOS PECES ORNAMENTALES EN EL PAIS

La mayor produccion de los peces ornamentales del pais procede de la region
amazonica, obtenidos por medio de la extraccion manual en el medio natural, a cargo de
pequefios pescadores que se dedican a esta actividad; éstos a su vez los venden a
intermediarios quienes finalmente los revenden a las empresas exportadoras ubicadas
principalmente en la ciudad de Iquitos (Alcantara, 1991; Tello y Canepa, 1991)

No existe una norma general que asegure la calidad de los mismos y todos los
procesos de la cadena productiva se realizan en forma empirica sin tener mucho
conocimiento acerca de la manipulacion, transporte adecuado de los peces, los
procedimientos a realizar una vez que ingresan a los estanques y/o acuarios provisionales
antes de viajar, etc. Esta actividad a gran escala siempre va a implicar el transporte de
largas distancias de los peces; lo cual es un evento estresante para los mismos y sumado
a alguna mala condicion o deterioro de su medio ambiente temporal puede desencadenar
en mortalidad y pérdida del lote a entregar (Hignette, 2003; Ploeg, 2007).

Los estudios publicados relacionados al tema en el pais son escasos y los pocos

que estan publicados solo reportan la presencia de algunas bacterias como del género
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Aeromonas spp, Pseudomonas spp, Plesiomonas spp entre otras (procedentes de
lesiones externas capturados en su medio natural) que por general estan asociadas a
bacterias cuya presencia es normal en el medio acuético (Tresierra et al, 2008), dandose

prioridad a otros proyectos de investigacion (biologia, acuicultura y marketing).

En los paises desarrollados existen protocolos preventivos y/o sanitarios referidos
exclusivamente a peces ornamentales como potenciales factores de riesgo de dispersion
de enfermedades exoéticas ya que son paises que mayormente importan dichos productos
(Humphrey et al, 1986; Stephens et al, 2010).

El Instituto Tecnolégico Pesquero (ITP) a través del Servicio Nacional de Sanidad
Pesquera (SANIPES) es la autoridad competente en la materia sanitaria, encargada de
velar por la calidad de los productos pesqueros derivados de la pesca, actividades
acuicolas y acuicultura. Ademas, es el organismo encargado de emitir los certificados
sanitarios correspondientes para la exportacion de los peces ornamentales, previo control
e inspeccion de los mismos sujetandose a la normas internacionales sanitarias. (ITP -
SANIPES, 2013).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de Estudio

El estudio microbioldgico e histopatoldgico se desarroll6 en el Laboratorio de Histologia,
Embriologia y Patologia Veterinaria-Seccion Ictiopatologia, de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos con sede en Lima.

El presente estudio se realizd utilizando muestras de neo6n tetra, provenientes del
departamento de Loreto, adquiridos de acopiadores minoristas de peces ornamentales

amazonicos.

3.2. Material Experimental

Tamafio muestral: Se seleccionaron 168 peces de la especie neodn tetra (Paracheirodon
innesi) con una longitud de 2.0 cm aprox. Debido al tamafio de los peces y de sus
organos (bazo 0.2 mm de diametro, rifion 0.3 mm de ancho y 1 cm de largo
aproximadamente, siendo este ultimo raspado completamente con el ansa para el estudio
microbiolégico) se dificult6 la toma de muestra no siendo aptos los mismos tejidos para el
estudio microbiolégico e histopatoldgico de un mismo individuo, por lo cual se seleccionan
84 peces para realizar el estudio microbiolégico y los 84 restantes para el estudio

histopatolégico.
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Se consideraron 84 peces, basandose en el Teorema de Limite Central de Teoria
Avanzada de Probabilidades, la cual afirma que la precisién de la muestra mejora al
crecer la n (tamafio muestral), y que en el caso de valores grandes viene a ser mayor o
igual a 30 (Spiegel,1991).

Materiales

Materiales para la necropsia:

e Tijeras
e Pinzas
e Lupa

e Hojas de bisturies N° 15
e Mango de Bisturi N°3

e Guantes de latex

e Tapabocas

e Alcohol 70%

¢ Benzocaina

Materiales para el proceso Histolégico:

e Laminas portaobjetos y cubreobjetos
¢ Alcohol etilico

e Xilol

o Parafina

¢ Micrétomo

¢ Hematoxilina

e FEosina
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Materiales para el proceso Microbiolégico

» Guantes de latex

» Tapabocas

Para el aislamiento de bacterias

Anzas

Mecheros

Placas con medios de cultivo (Tripticasa Soya Agar (TSA), Agar Citophaga y
Middlebrook 7H9)

Para la coloracion GRAM

Lamina portaobjetos

Anzas

Piceta

Cristal violeta

Lugol

Decolorante (alcohol al 95% y acetona 5%)

Fucsina basica

Para la preparacion de medio de cultivo y pruebas bioquimicas
Papel de aluminio
Espatula
Probeta
Agua destilada
Frascos de vidrio
Tiras de ph
Placas Petri de vidrio
Tubos de ensayo
Tripticasa Soya Agar (TSA)
Agar Citophaga
Agra Middlebrook 7H9
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¢ Prueba de oxidasa

e Prueba de catalasa

e Medio LIA

e Agar citrato de Simmons

e Caldo de nitratos

¢ Medio TSI

¢ Medio Rojo de metilo

¢ Medio base de Hugh y Leifson
¢ Medio SIM

¢ Reactivo de KOVACS

Para el mantenimiento y reactivacion de aislados
e Agar Luria
e Caldo tripticasa de soya (TSB)
e Caldo Citophaga

Equipos:
e Céamara digital: NIKON COOLPIX S 4100
e Estufa
e Autoclave
e Horno
e Microscopio de luz artificial: NIKON Eclipse E100

e Acuarios

3.3 Metodologia

3.3.1. Toma de muestras: Los peces procedentes de Iquitos fueron transportados a la
FMV-UNMSM, donde se mantuvieron en acuarios hasta el momento de la necropsia.
Teniendo en consideracion que los peces no pueden ser puestos directamente al agua
nueva de los acuarios que lo recepcionan, debido a que se les expone a cambios bruscos
de su medio acuatico (pH, dureza, etc.), fueron mantenidos en los nuevos acuarios con el
agua que fueron transportados y los cambios con la nueva agua fue gradual, hasta su
acostumbramiento, protocolo que se realiza en todas las especies de peces antes de
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ponerlos a nuevos acuarios. En este estudio los peces de la especie neén tetra
(Paracheirodon innesi) fueron mantenidos durante 72h desde su recepcion hasta el
momento de realizar la parte experimental. Tomandose 168 peces sin distinguir
individuos clinicamente enfermos de individuos sanos y siendo transportados en
recipientes con agua del mismo acuario hasta el area designada para la realizacion de la

necropsia.

3.3.2. Necropsia: Antes del sacrificio, los peces fueron puestos en un recipiente con
agua conteniendo benzocaina 1g/20L (Ross y Ross, 2008) donde fueron anestesiados
con bafios de inmersion de 10-15 segundos para evitar el sufrimiento animal de acuerdo
al Comité de Etica y Bienestar Animal de la FMV - UNMSM. Se realiz6 el examen
externo para identificar lesiones o parasitos externos y luego se desinfecto la superficie
del pez con alcohol al 70%. Posteriormente, se realizd el sacrificio, mediante la técnica de
corte medular con hoja de bisturi, entre el cerebro y medula espinal (Roberts y Shepherd,
1980; Rosenthal, 2007) y se procedié a la necropsia segin las técnicas de rutina
(Reimschuessel et al., 1988) para realizar el estudio microbioldgico de 84 peces. El mismo
procedimiento se utilizd para el grupo de peces (84) para realizar el estudio

histopatolégico.

3.3.3. Estudio microbiolégico: Se tomaron 84 peces ya sacrificados, y apoyados con el
uso de una lupa, se les realizé una pequefia puncién en la superficie de los 6rganos de
rifidn y bazo utilizando el ansa estéril de punta para el aislamiento de bacterias. Las
muestras fueron sembradas por triplicado en medio Tripticasa Soya Agar (TSA), Agar
Cytophaga y Middlebrook 7H9 y dejados incubar a T: 28°C, por 24hrs (TSA); 96 hrs
(Cytophaga), v 2 a 4 semanas (Middlebrook 7H9).Los aislados obtenidos fueron
sembrados en agar Luria y conservados en refrigeracion (8 °C) hasta la culminacion total
de la siembra de las muestras de los 84 peces. Pasado el tiempo (2 semanas) se
procedi6 a reactivarlas a través del cultivo en caldo de tripticasa de soya (TSB) a 28°C
por 24hrs y en caldo Cytophaga a 28°C por 96 hrs para luego ser sembrarlas en agar TSA
y Cytophaga (de acuerdo al medio donde crecieron) incubandose a una temperatura de
28°C por 24hrs(TSA)y 96hrs (Cytophaga) para posteriormente realizar la caracterizacion
cultural de cada colonia ademas de la coloracion Gram (Anexo N°1), y pruebas

bioquimicas: oxidasa, catalasa, Medio LIA ,Agar Simmons Citrato, Caldo de nitritos ,Medio
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TSI, Medio Rojo de Metilo, Medio base de Hugh y Leifson y Medio SIM,para detectar
indol en este medio se agrega el reactivo de Kovacs. (Anexo N°2).

Todos los medios para las pruebas bioquimicas fueron preparados en el
laboratorio. Se realizaron dos lecturas, una a las 24 horas y otra a 48 horas.
Posteriormente, se realizaron la interpretacion de los resultados obtenidos de cada
colonia aislada, de acuerdo a lo descrito por Buller (2004).

Figura 4. (a) Neon tetra en recipientes antes del sacrificio. (b) Corte medular. (c) Toma de
muestras de los érganos rifién y bazo. (d) Sembrado en placas.
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3.3.4. Histopatologia:

Los 84 peces restantes fueron utilizados para el estudio histopatolégico en
blusqueda de otros posibles agentes infecciosos y sus lesiones en los tejidos. Los peces
ya sacrificados como en el caso anterior, se colocaron en casettes histolégicos y fueron
conservados en formol bufferado al 10% hasta su posterior procesamiento (Anexo N°3) y
sélo se realizara la tincion convencional de Hematoxilina y Eosina (H&E).Las |aminas
obtenidas fueron observadas con un microscopio 6ptico de luz con aumentos de 10X,
40X, 100X para la determinacién de lesiones e interpretadas en el Laboratorio de
Histologia, Embriologia y Patologia Veterinaria de la FMV — UNMSM.

En este estudio se realiz6 ensayos previos para determinar el mejor corte histol6gico
sagital que nos permitiera observar los érganos internos, debido al tamafio 2 cm aprox.

del Neodn tetra (Paracheirodon innesi).

Flgura 5. (a) y (b) Colocacién de los peces en los casettes histoldgicos. (c)Conservacion
en formol bufferado al 10%.
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3.3.5. Andlisis de datos

Las lesiones histopatologicas observadas fueron clasificadas para cada 6rgano en

trastornos inflamatorios, circulatorios, del crecimiento, degenerativos y parasitarios,

propuestos por Reimschuessel et al. 1992. Estas lesiones fueron clasificadas de acuerdo

al grado de afeccion por su extension; segun los parametros tomados en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Clasificacion de la lesion segun el grado de afeccién por su extension

Grado Extensién de la lesion

| Escasa presencia de lesion, hasta 25% aproximadamente
de toda la muestra.

Il Leve presencia de lesion, por encima de 25% hasta 50%
aproximadamente de toda la muestra.

] Moderada presencia de lesién, por encima de 50% hasta
75% aproximadamente de toda la muestra.

v Severa presencia de lesion, por encima de 75% hasta
100% aproximadamente de toda la muestra.

|: Escaso; Il: Leve; lll: Moderado; IV: Severo

Fuente: Reimschuessel et al., 1992.
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Para el caso de higado se utilizard este cuadro para categorizar la degeneracion

grasa. (Cuadro 4).

Cuadro 4. Clasificacion de la Degeneracion Grasa de acuerdo a severidad y extension de

la lesion.
Grado Severidad Extension
Escasa presencia de Multifocal, hasta 25%
| microvacuolas aproximadamente de toda
intracitoplasmaticas. la muestra.
. ) Multifocal, por encima de
Leve presencia de micro
25% hasta
Il y/o macrovacuolas )
i ] . aproximadamente 50% de
intracitoplasmaticas.
toda la muestra.
. Difuso, por encima de
Moderada presencia de
. 50% hasta
11l macro y microvacuolas :
: . » aproximadamente 75% de
intracitoplasmaticas.
toda la muestra.
) Difuso, por encima de
Severa presencia de
75% hasta
v macrovacuolas

intracitoplasmaticas.

aproximadamente 100%
de toda la muestra

I: Escaso; Il: Leve; Ill: Moderado; IV: Severo

Fuente: Reimschuessel et al., 1992 modificado por Rosenthal, 2007.
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Para el andlisis estadistico de los resultados tanto para el estudio microbiolégico y el
histopatoldgico, se utiliz6 un analisis de frecuencia, indicando el porcentaje de cada

variable con respecto al total de poblacién analizada para cada andlisis.

La frecuencia (F) fue determinada mediante la formula:

N° de animales con X
F= X 100

N° total de muestras

Donde (X) representa: Género bacteriano aislado, lesiones microscopicas determinadas
por histopatologia.

Los resultados microscopicos de las lesiones segun el grado de afeccién por su
extension en los tejidos, se presentaron en una escala de grados que va de 1-4 descrita

anteriormente, con la finalidad de hacer una evaluacién mas objetiva.
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IV.RESULTADOS

4.1. Microbiolégicos

A partir de las muestras de rifién y bazo analizados se obtuvieron un total de 39
aislados que crecieron en el Agar TSA'y Agar Cytophaga a una temperatura de 28°C.
por 24hrs (TSA); 96 hrs (Cytophaga). Hasta las 4 semanas de observacion, no se

obtuvieron aislados de Mycobacterium sp. en el agar Middlebrook 7H9.

Se identificaron 6 géneros bacterianos: Flavobacterium sp.,Staphylococcus sp.,
Carnobacterium sp, Pseudomonas sp., Enterococcus sp., Bacillus sp. y 1 familia
Enterobacteriaceae a partir de los aislados obtenidos indistintamente de los 6rganos
de rifion y bazo en el pez ornamental Nedn tetra (Paracheirodon innesi) procedente de
Iquitos (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Géneros y Familia bacterianos aislados de rifion y bazo en el Neo6n
tetra (Paracheirodon innesi) procedente de lquitos-Peru

o %
. . N
Bacterias aisladas .
aislados

Flavobacterium sp 8 20.6
Staphylococcus sp. 7 17.9
Carnobacterium sp. 7 17.9
Pseudomonas sp. 6 15.4
Familia 5
Enterobacteriaceae 12.8
Enterococcus sp 4 10.3
Bacillus sp. 2 5.1

TOTAL 39 100




4.2. Histologia

Dentro de las alteraciones histolégicas en las branquias (Cuadro 6), se observé

la hiperplasia del epitelio de revestimiento de las lamelas en un 100% (84/84) y fusion

de lamelas en un 100%(84/84), (Figura 7 y Figura 8) de manera leve a moderada.

Ademas se observaron hallazgos parasitarios, como esporas de mixosporidios

predominantemente en los 4pices de las lamelas, con esporas individuales cada una

con cuatro capsulas polares (Figura 6).

Cuadro 6. Frecuencia de alteraciones histoldgicas de las branquias segun tipo de
transtorno y su grado de afeccion en el Nedn tetra (Paracheirodon innesi)

procedente de Iquitos-Peru

TIPO DE GRADO DE AFECCION
TRANSTORNO
/ LESIONES Normal Escaso Leve Moderado Severo Total
DEL
CRECIMIENTO
Hiperplasia del 0 0 48 36 84/84
epitelio lamelar
Fusion lamelas 0 0 18 65 84/84
PARASITARIOS
Esporas de 0 0 39 45 84/84

Mixosporidios sp.

ALTERACION

%

100

100

100

A pesar de haber encontrado una leve a moderada hiperplasia del epitelio

lamelar y una leve a moderada fusion de lamelas, los peces no presentaron

alteraciones externas en las branquias ni signos clinicos aparentes de hipoxia

(boqueo).Esto puede ser explicado debido a que, las lesiones se presentaron en forma

leve y moderada siendo no suficientes para dar como consecuencias signos clinicos

evidentes.
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Figura 6: Branquias

Se observan en el &pice de las lamelas esporas de Mixosporidium sp.
(Flechas) .H &E 100X

Figura 7: Branquias

Hiperplasia epitelial (Flecha A) y fusion

de lamelas (Flecha B)

H &E 40X

Figura 8: Branquias

Hiperplasia epitelial y fusién de filamentos
branquiales (Flecha). H &E 40X




Dentro de las alteraciones histolégicas en el intestino (Cuadro 7), se
evidenciaron transtornos de crecimiento caracterizados por una leve a moderada
hiperplasia del epitelio en un 100% (84/84) (Figura 9).

Asi mismo, se evidencio alteraciones parasitarias por una leve a moderada
presencia de esporas de Microsporidium sp. en un 100% (84/84) (Figura 10 ),ubicadas

en las vellosidades intestinales.

Cuadro 7. Frecuencia de alteraciones histoldgicas del Intestino segun tipo de
transtorno y su grado de afeccion en el Neodn tetra (Paracheirodon innesi)
procedente de Iquitos-Peru

GRADO DE AFECCION ALTERACION
TIPO DE
TRANSTORNO/
LESIONES Normal Escaso Leve Moderado Severo Total %
DEL CRECIMIENTO
Hiperplasia del 0 0o 74 10 0 84/8 100
epitelio
PARASITARIOS
Esporas de
0 3 47 34 0 84/84 100

Microsporidios

A pesar de haber encontrado una leve a moderada hiperplasia del epitelio
asociada a la presencia de parasitos (Microsporidium sp.) los peces no presentaron
signos clinicos aparentes.
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Figura 9: Intestino
Hiperplasia e incremento del mucus en la luz (Flechas) H&E. 100X

Figura 10: Intestino

Se observa presencia de esporas de Microsporidium sp en las vellosidades
intestinales (Flechas). H&E. 100X
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Dentro de las alteraciones histoldgicas en el higado (Cuadro 8), los transtornos

degenerativos mas frecuentes fueron degeneracion hidrépica en un 11.9%(10/84),

predominando la forma escasa y una severa degeneracion grasa en un 36.9 %(31/84),

(Figura 11).

Asi mismo, se evidencio la presencia de un granuloma parasitario, ubicado en

el parénquima hepatico en un solo pez (Figura 12).

Cuadro 8. Frecuencia de alteraciones histologicas del higado segun tipo de transtorno
y su grado de afeccion en el Neodn tetra (Paracheirodon innesi) procedente

de Iquitos-Per(

TIPO DE TRANSTORNO/ GRADO DE AFECCION ALTERACION
LESIONES Normal Escaso Leve Moderado Severo Total %
DEGENERATIVOS
Degeneracion hidrépica 74 7 2 1 0 10/84 11.9
Degeneracion grasa 53 0 0 1 30 31/84 36.9
INFLAMATORIOS
Granulomas parasitarios 1 1/84 1.2

A pesar de haber encontrado una severa degeneracién grasa, los peces no

presentaron signos clinicos aparentes.
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Figura 11: Higado

Se observan los hepatocitos hinchados con uni-multivacuolas
intracitoplasmaticas desplazando al nicleo a la periferie (Flechas).
Degeneracion grasa Grado 4. H&E 40X

Figura 12: Higado
Granuloma parasitario (Flecha negra).

Se observa externamente fibroblastos con melanomacréfagos
(Flecha A) que rodean al parésito que se encuentra
internamente(Flecha B). H&E 100X
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Dentro de las alteraciones histolégicas renales (Cuadro 9 ), los transtornos
degenerativos mas frecuentes fueron un leve a moderado edema peritubular y
degeneracion hidrépica tubular 100%(84/84) (Figura 13 y Figura 14 ).

Cuadro 9: Frecuencia de alteraciones histologicas del Rifibn segun tipo de transtorno
y su grado de afeccion en el Neodn tetra (Paracheirodon innesi) procedente
de Iquitos-Perl

GRADO DE AFECCION ALTERACION
TIPO DE TRANSTORNO/
LESIONES Normal Escaso Leve Moderado Severo Total %
DEGENERATIVOS
Edema peritubular 0 0 71 13 0 84/84 100
Degeneracién hidrépica 0 0 78 6 0 84/84 100

A pesar de haber encontrado una leve a moderada edema peritubular y

degeneracion hidropica, los peces no presentaron signos clinicos aparentes.

Figura 13: Rifion Figura 14: Rifidn
Edema peritubular(Flecha A ) y degeneracién

Edema peritubular (Flecha). H&E. 100X
hidrdpica (Flecha B).  H&E. 100X




Dentro de las alteraciones histolégicas en musculo esquelético (Cuadro 10) se
observaron transtornos degenerativos como una leve a moderada necrosis muscular
100% (84/84) (Figuras 16y 17).

Asi mismo, se observaron hallazgos parasitarios como una leve a moderada
presencia de esporas de Microsporidium sp. 100%(84/84) (Figura 15), quistes de
Mixosporidium sp. (1.2%) (1/84) con estadios esporogonicos inmaduros, sin embargo
no presentan reaccion inflamatoria en la periferie del quiste ni necrosis muscular en el
tejido afectado (Figura 18); esporas de Pleistophora sp. (1.2%)(1/84)(Figura 19)
caracterizadas por ser redondas de similar tamafio, cuyo interior esta conformado por
otras estructuras redondeadas de menor tamafo distribuidas en toda la espora, las
cuales con la tincion H&E se tifien algunas de color &cidofilo (en su mayoria ) y otros
de color basofilo ;estas esporas estan rodeadas por una membrana discontinua
observandose células inflamatorias alrededor de la misma; Heterosporis sp. (1.2%)
(1/84)(Figura 20), caracterizada por ser morfolégicamente bastante pequefias,
redondeadas, con la tincién de H&E se observa en algunas esporas un borde basdfilo
en la periferia de la membrana .Estas esporas estan delimitadas por una membrana
continua, integra, conformando un quiste. Estos hallazgos parasitarios se observaron

en individuos diferentes.

Se observaron alteraciones inflamatorias como un granuloma de tipo
parasitario (2.4%) (2/84)(Figura 21-22) en individuos diferentes. Ademas, se
observaron mudltiples granulomas de diversos tamafios cercanos a diferentes érganos
como: higado , intestino y gbnadas , caracterizados por encontrarse en diferentes
fases, algunos en una fase inicial con formacion nodular ,constituidas por macréfagos
con citoplasma espumoso, un ligero centro necrdtico y una leve presencia de
fibroblastos rodeandolos (Figura 23 A) , otros granulomas se caracterizaban por tener
un centro necrético grande intensamente acidéfilo siendo rodeados por varias capas
laminares de fibroblastos evidenciandose el reemplazo de los macréfagos por estas
fibras (Figura 23 B).Estos granulomas son caracteristicos en algunos procesos

infecciosos de tipo bacteriano ,habiéndose encontrado 1.2% (1/84).
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Cuadro 10: Frecuencia de alteraciones histolégicas del misculo esquelético segun
tipo de transtorno en el Neon tetra (Paracheirodon innesi) procedente de
Iquitos-Peru

GRADO DE AFECCION ALTERACION
TIPO DE TRANSTORNO/
LESIONES Normal Escaso Leve Moderado Severo Total %
DEGENERATIVOS
Necrosis muscular 0 0 54 27 3 84/84 100
PARASITOS
Esporas de
Microsporidium sp. 0 0 47 37 0 84/84 100
Quistes de
Mixosporidium sp. 0 1 0 0 0 1/84 1.2
Pleistophora sp. 1 1/84 1.2
Heterosporis sp. 1 1/84 1.2
TRANSTORNOS
INFLAMATORIOS
Granulomas parasitarias 2 2/84 2.4
Granulomas bacterianas 1 1/84 1.2

A pesar de haber encontrado una leve a moderada presencia de parasitos, los peces
no presentaron alteraciones externas en el muasculo ni presentaron signos clinicos

aparentes.
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Figura 15: MUsculo esquelético
Presencia de esporas de Microsporidium sp. (

Necrosis (Flechas B) H &E 100X

Figura 16: Misculo esquelético

Necrosis (Flecha) H&E 100X

Figura 17: Masculo esquelético

Necrosis y presencia de esporas de
Microsporidium sp. (Flechas).H &E
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Figura 18: Masculo esquelético

Quiste de Mixosporidium sp. (Flecha). H &E 100X.

Figura 19: Musculo esquelético

Esporas de Pleistophora sp. (Flecha). H &E 100X.
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Figura 20: Masculo esquelé

Heterosporis sp .
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Figura 21: Mdsculo esquelético

Granuloma parasitario (Flecha negra).Externamente se observa
fibroblastos y escasos melanomacréfagos (Flecha A) rodeando a una
cercaria(Flecha B). H &E 100X.

A

Parasito

Figura 22
Granuloma parasitaria (Flecha negra)

Obsérvese la distribucion de fibroblastos que han reemplazado a los macréfagos
(B)alrededor de un parasito (C). H &E (A) 10X (B) 40X (C) 100X.
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A: Fase inicial con formacion nodular,
constituidas por macréfagos con citoplasma
espumoso, un ligero centro necrético y una
leve presencia de fibroblastos rodeandolo
(Flecha). H&E 100X

&

| HiGAD

B: Se observa un centro necrético
grande intensamente aciddfilo siendo
rodeados por varias capas laminares
de fibroblastos (Flecha). H&E 100X

Figura 23:

Granulomas bacterianas (Flechas azules) H&E 10X.
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V. DISCUSION

Estudios relacionados a las alteraciones histopatolégicas y al estudio
microbioldégico en los peces ornamentales amazonicos neoén tetra (Paracheirodon
innesi), no han sido descritas hasta el momento en el pais. Sin embargo, existe escasa
bibliografia que evidencia que esta especie es susceptible a diferentes agentes

infecciosos, siendo las mas comunes los parasitos.

En este estudio, las lesiones halladas en las branquias fueron una leve a
moderada hiperplasia del epitelio del revestimiento lamelar 100% (84/84), asi como
fusion lamelar 100% (84/84).

Noga (2000), afirma que la hiperplasia e hipertrofia epitelial son las mas
comunes respuestas ante el dafio branquial, los que pueden llevar como consecuencia
a fusion de las lamelas y filamentos; sostiene que las lesiones en branquias tienen un
alto grado de inespecificidad, y pueden ser originadas por diferentes causas tales

como bacterias, parasitos o una pobre calidad del agua.

En el presente estudio, las lesiones en las branquias podrian ser explicadas
debido al efecto de causas infecciosas de tipo parasitario como Mixosporidium sp. ya
gue, estuvieron presentes en el 100% de los peces, de manera leve a moderada; y a
causas no infecciosas relacionadas a una mala calidad del agua, debido a que los
peces provienen de la captura en rios y las fuentes de agua del Amazonas contiene
generalmente altas cargas de materia organica y desechos toxicos. Esto puede

sustentarse con lo observado también por Verjan (2002), en un estudio

59



histopatolégico en peces amazonicos clinicamente sanos, quien determind
frecuentemente alteraciones branquiales como pérdida de laminas, hiperplasia del
epitelio, infiltracion de células inflamatorias en el arco y en el filamento; afirmando que
estas lesiones branquiales estarian directamente relacionadas con una mala calidad
del agua pero también habria una relacion entre los factores quimicos del agua y la

presencia de algunos parasitos.

Factores nutricionales como dietas con una deficiencia de vitamina C o &cido
pantoténico también pueden originar lesiones branquiales. La importancia de la
vitamina C esta también relacionada con la maduracién del cartilago y del colageno,
por lo tanto, ante la deficiencia habra un desarrollo anormal del cartilago, evidenciando
distrofia del cartilago y alteracion de las branquias (Cowey y Roberts, 1981). Sin
embargo, no se observaron ninguna de las lesiones mencionadas en los casos
estudiados, por lo cual si se puede afirmar que la causa de las lesiones en las

branquias no esté asociada a deficiencia de vitamina C o acido pantoténico.

Los animales muestreados no presentaron alteraciones externas en las
branquias ni previamente presentaban signos clinicos aparentes de hipoxia (boqueo),
a pesar de las lesiones histoldgicas anteriormente encontradas tales como hiperplasia
del epitelio branquial, fusién de lamelas y presencia de esporas de mixosporidios, que
fueron en el 100% de los peces examinados. Esto puede ser explicado debido a que,
las lesiones se presentaron en forma leve y moderada; no suficiente para dar como
consecuencia signos clinicos evidentes. Como lo sostiene Verjan (2002), quien
explica que peces amazonicos toleran cierto namero de parasitos sin manifestar
signos clinicos evidentes e incide en que la infeccién o infestacion, asi como

patologias no equivalen a enfermedad clinica.

Sin embargo, cabe mencionar que los Microsporidium observados son
potenciales agentes infecciosos que ante situaciones de stress para el pez,
condiciones adecuadas para su desarrollo, estos pueden proliferar de manera
exponencial; produciendo como consecuencia lesiones de moderadas a severas que

pueden inducir a signos clinicos evidentes , alteraciones de los tejidos y la salud.
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En el intestino, se evidencio una leve a moderada hiperplasia del epitelio
100%(84/84); estas lesiones pueden ser producidas por un periodo de ayuno prolongado,
situacion de estrés (a la captura, traslado), generandose cambios en la permeabilidad
intestinal, este cambio causa un dafio a la mucosa intestinal (Farhadi et al., 2003;
Lambert, 2003).Asi mismo la hiperplasia de los enterocitos y células mucosas pueden ser
consecuencia de la presencia constante de parasitos en la mucosa (Jubb et al 2007). En
este estudio, la hiperplasia de los enterocitos podria ser explicado debido a que los peces
tuvieron un ayuno prolongado, desde su transporte (lquitos-Lima),y su posterior
recepcion, hasta el periodo de hacer el experimento, aproximadamente 72 horas. Sin
embargo, se considera en este caso la mayor influencia para la hiperplasia de los
enterocitos y células mucosas a la presencia de los parasitos, ya que en el 100% (84/84)
de los peces se evidencio parasitos de tipo Microsporidium sp, enquistados en los
enterocitos, induciendo ademas acortamiento y pérdida de la vellosidades.

En el rifién se encontraron transtornos degenerativos como la degeneracion
hidrépica 100%(84/84) y edema peri tubular 100%(84/84). Hibiya et al. (1982) menciona
gue la degeneracién hidrdopica antecede a la presentacion de la degeneracion hialina y la
excesiva acumulacion hialina podria conllevar a la necrosis del epitelio, evidenciandose

por la vacuolizacién del citoplasma y la picnosis.

Han sido publicado muchos informes sobre los cambios patolégicos en los tubulos
renales de los peces, donde se mencionan que algunas bacterias y parasitos pueden
tener un efecto patoldgico directo en el tdbulo renal, asi mismo, la exposicién a métales
pesados o productos quimicos agricolas también pueden afectar indirectamente el tubulo
mediante la promocion de anomalias metabdlicas. La mayoria de las alteraciones
tubulares renales se encuentran en las células epiteliales. La hinchazén de las células
epiteliales del tabulo renal se conoce como degeneracion albuminosa que se cree que es
un cambio reversible promovida por una sobrecarga en el funcionamiento de la célula u
organo. Este cambio se observa a menudo en el epitelio del segmento del tabulo
contorneado proximal. Las células afectadas se someten a la hipertrofia y el citoplasma
exhibe granulos diminutos; los contornos celulares no pueden distinguirse claramente, y el
calibre luminal de los tibulos disminuye (Hibiya et al.1982).

Ferguson (2006), menciona que la necrosis inducida por el hexaclorobutadieno

(HCBD) en goldfish, provoca degeneracion hidropica (principalmente en el segmento 2 ,3
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del tabulo proximal) haciendo que se vea claramente la hinchazén celular en las tinciones
de H & E. Sin embargo, dado a que la morfologia de los segmentos del tlbulo lesionado
cambia drasticamente, es dificil identificar qué segmento se lesiona, usando sélo tincién H
& E. Las tinciones con enzimas histoguimicas, tales como, gamma glutamitraspeptidasa
pueden ayudar a identificar qué parte de las nefronas esté involucrado. Las vacuolas son
el resultado de hinchamiento mitocondrial, y como falla la funcién mitocondrial, la célula
pierde su capacidad de osmoregulacion y se hincha (Ferguson, 2006). Cuando esta
alteracion es irreversible, suele conducir a la muerte celular observandose edema
intracelular, que corresponde al aumento de agua y sodio en el citoplasma o en las
cisternas de reticulo endoplasmico, este fenémeno se debe a la alteracion de la Bomba
Na, Ky ATP asa producido por la disminucién de ATP (Cotran et al, 2000; Rodriguez et
al., 2004; De Castro y Pérez, 2007).

En el presente estudio, las lesiones encontradas en el rifidn, podrian ser
explicadas debido al efecto de causas no infecciosas relacionadas a una mala calidad del
agua, debido a que los peces provienen de la captura en rios y las fuentes de agua del
Amazonas que contiene generalmente altas cargas de materia organica y desechos

téxicos.

Del total de las alteraciones histolégicas observadas en el higado de los neones
tetra, se encontrd6 una escasa degeneracion hidrépica en un 11.9% (10/84) y una severa
degeneracion grasa 36.9%(31/84), sin manifestar los peces signos clinicos. Lopez et al.
(2001) reportaron una mayor cantidad de cambios degenerativos en el higado de
salmonideos (81.8%), siendo la degeneracién grasa y vacuolar las mas observadas, lo
gue indica que estos procesos son importantes en peces debido a que pueden ser
ocasionados por una amplia variedad de factores etiolégicos (fallas circulatorias, dietas

mal balanceadas, carencias nutricionales y procesos téxicos, entre otros).

Tacon (1992) y Ferguson (2006) describen como una de las principales causas de
degeneracion hidropica y grasa, los altos niveles de acidos grasos poliinsaturados en las
dietas, lo que lleva a cambios oxidativos en los lipidos (rancidez) si estan almacenadas en
altas temperaturas y expuestas al oxigeno atmosférico, o en ausencia de un adecuado
antioxidante como la vitamina E. Estos &acidos grasos reaccionan con las proteinas,

lipidos y vitaminas de la dieta bajando su valor biolégico.
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Kalogeropoulos et al. (1992), sefialan que otra causa de cambios degenerativos
puede ser por un exceso de lipidos en la dieta, que puede ocurrir cuando la cantidad de
lipidos ingerida excede la capacidad de almacenamiento del 6rgano; asi mismo Wolf y
Wolfe (2005), sostienen que una acumulacion de lipidos en los hepatocitos de peces
podria ser resultado de una sobrealimentacion y una dieta excesivamente rica en energia.
Similarmente, Reyna en 1993, sefiala problemas nutricionales como dietas ricas en grasa,
movilizacién de grasa en estados de caquexia donde la grasa se acumula en el
hepatocito, dietas pobres en proteinas, estados de hipoxia y anoxia, e intoxicaciones

entre las causas que originan un cambio graso.

Vigliano et al. (2002) menciona que también contribuye a la degeneracién grasa,
los ayunos prolongados, lo cual caracteriza en fases tempranas por una movilizacion
rapida de las reservas, si son periodos largos de ayuno se asocia a un pronunciado
catabolismo de lipidos y proteinas, produciendo la pérdida de peso. Asimismo, Guillaume
et al.(2004) menciona que durante el ayuno hay un aumento de la actividad
gluconeogénica en higado utilizando los aminoacidos como sustrato para la sintesis de
glucosa y ésta puede ser transformada en grasa.

La deficiencia de colina puede también ocasionar degeneracién grasa ya que es
un factor lipotrépico, indispensable en el transporte de grasas, siendo necesaria en la
dieta de los peces (Cowey y Roberts, 1981). En algunas especies de peces, el higado es
el érgano principal de almacenamiento de las grasas, evidenciando histologicamente
gotas lipidicas en el citoplasma de los hepatocitos, incluso trastornos grasos que
comprometen amplias areas del parénquima no son considerados patoldgicos (Cowey y
Roberts, 1981).

Wolf y Wolfe (2005), sostienen que debido a que varios peces silvestres y en
cautiverio sanos tienen la capacidad de almacenar grandes cantidades de lipidos, es
dificil distinguir que clase de vacuolas lipidicas son consideradas excesivas, por lo que no
hay un adecuado criterio para el diagndstico de lipidosis hepatica.

Mediante este estudio se puede sugerir que el higado del Nedn tetra no es el
drgano principal de almacenamiento de las grasas, debido a que sé6lo 31/84 (36.9 %)
evidenciaron higado graso y el resto 53/84 (63.1%) tenian una citoarquitectura sin

cambios celulares aparentes. Asi como, el caso de la degeneracion hidropica que sélo
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10/84 (11.9%) fueron afectados por esta lesion y 74/84 (88.1%) neones tetras fueron
aparentemente normales. Esto permite sugerir que las lesiones son producidas por un
inadecuado manejo en la alimentacién, con un mayor consumo de energia que proteina
por lo cual ingresa més acidos grasos de los que salen del higado; una deficiencia de
colina en la dieta, que generaria inadecuado transporte de los acidos grasos, trayendo
como consecuencia almacenamiento en el higado de grasa; y, periodos prolongado de
ayuno. Siendo este Ultimo el mas indicado para este estudio.

Por otro lado, el 100% (84/84) de los peces presentaban distintos parasitos,
predominando los Microsporidium; se observaron esporas de Microsporidium sp., 100 %
(84/84) quiste de Mixosporidio sp, 1.2%(1/84), esporas de Pleistophora sp. y
Heterosporis sp. 1.2%(1/84) respectivamente, en el mudsculo esquelético con estadios
esporogonicos inmaduros, no habiendo una reaccién inflamatoria en la periferia ni dafios
en el tejido, coincidiendo con Ferguson (2006), que sostiene que la mayoria de los
microsporidios con estadios inmaduros parecen producir una leve o nula respuesta
inflamatoria y generalmente, son encontrados como hallazgos incidentales en el trabajo
de rutina diagnostica.

La presencia de microsporidios, aun en forma escasa o leve, como de otros
patdgenos podria deberse a las condiciones del medio ambiente, manejo, grado de
infestacion o inmunidad del hospedero (Gonzélez y Heredia, 1998). Sin embargo,
Ferguson (2006), afirma también que infecciones de musculo con Microsporidium y
Myxozoas son responsables de muchas enfermedades significativamente econdmicas,
debido a que, estos parasitos producen lesiones macroscépicas extensas y visibles que
reducen el valor de los peces.

Lesiones tales, como necrosis muscular 98.8% (83/84) halladas en el muisculo
esquelético de los peces que no presentaban quistes parasitarios, se manifestaron en
forma leve y moderada, aunque pueden sugerir probablemente una relacion de estas
lesiones con deficiencias en niveles de Vitamina E en la dieta. Lovell et al. (1984),
describié lesiones como severa atrofia y necrosis de las fibras musculares en el bagre de
canal (Ictalurus punctatus) alimentadas con dietas de niveles bajos de a-tocoferol. Murai y
Andrews (1974), también describieron cambios histolégicos pronunciados en las fibras

musculares y distrofia muscular en peces de la misma especie alimentados con bajos
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niveles de vitamina E, ademas con la carencia de esta vitamina, en dietas con altos
niveles de &acidos grasos poliinsaturados, llevan a cambios oxidativos en los lipidos
(rancidez), si estan almacenadas en altas temperaturas y expuestas al oxigeno
atmosférico. No se puede afirmar algunas de las posibles causas de las lesiones
encontradas a nivel muscular en el presente estudio, para ello es necesario realizar otro
tipo de estudio como analisis del alimento .Sin embargo, se podria descartar lesiones
asociadas a rancidez de las grasas debido a que no se encontraron ademas lesiones de
necrosis a nivel epitelial del tubo digestivo, lo cual podria sugerir que las lesiones de
necrosis y atrofia muscular estarian estar asociadas a deficiencia de vitamina E. Para ello
se recomienda realizar estudios de andlisis de alimento destinados a los peces

ornamentales.

En el presente estudio se identificaron 6 géneros bacterianos: Flavobacterium sp.,
Staphylococcus sp. , Carnobacterium sp, Pseudomonas sp., Enterococcus sp., Bacillus
sp. y 1 familia Enterobacteriaceae ,que crecieron en el Agar TSA y Agar Cytophaga a
partir de las muestras de rifién y bazo analizados, mientras que no se obtuvieron aislados
de Mycobacterium sp. en el agar Middlebrook 7H9. A pesar de los aislamientos
bacterianos del rifién, no se observd lesiones caracteristicas por estos agentes en este
6rgano, debido a que, la presentacion de la enfermedad en los peces se basa en un
complejo formado por el pez, ambiente y patdégeno. Siendo el pez susceptible cuando su
medio acuatico se ve alterado, lo cual es aprovechado por el patégeno para su
presentacion (Francis-Floyd, 2009; Palmeiro, 2010), sin embargo, la enfermedad rara vez
va a desarrollar por el simple contacto del patégeno y el hospedero (Parker, 2012). Esto
puede sustentarse con lo observado también por Del Rio Rodriguez y Tumbull (1999) en
un estudio de la microflora aerébica de 120 peces ornamentales importados de
Sudamérica y Singapur, donde se aislaron de muestras de érganos internos: especies de
Aeromonas, con prevalencias de 3.3 a 43.3% y Pseudomonas Grupo 1, con una
prevalencia de 3.3 a 30%, provenientes de los peces de Singapur; y especies de
Aeromonas, Pseudomonas Grupo 2, Flavobacterium y Plesiomonas shigelloides,
provenientes de peces de Sudamérica. Recientes estudios confirman que animales
acudticos clinicamente sanos pueden contener bacterias dentro de sus 6rganos internos
sin mostrar signos clinicos ni lesiones organicas. Asimismo, Chowdhury et al. (1997),

aislaron un rango de géneros de bacterias: Micrococcus, Flavobacterium, Coryneforms,
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Aeromonas, Pseudomonas, Achromobacter, y Enterobacteria en el pez Puntius
gonionotus; siendo estos peces muestreados al azar.

Ademés, se observaron multiples granulomas de diversos tamafos. Estos
granulomas son caracteristico en algunos procesos infecciosos de tipo bacteriano como:
Streptococos sp. y Edwarsiella tarda , a pesar de que esos géneros no fueron aislados en
este estudio, esto permite confirmar la presencia de bacterias patdégenas en los neones
tetras.

66



VI. CONCLUSIONES

Causas infecciosas de tipo parasitario fueron las de mayor frecuencia en los
peces neodn tetra (Paracheirodon innesi), siendo Microsporidium sp. los més

frecuentemente determinados en diversos tejidos.

El nedn tetra, pueden ser infectado por mas de un género de Microsporidium
a la vez, identificandose por su morfologia al Pleistophora sp. y Heterosporis

sp. por primera vez descrito en el pais.

El masculo fué el tejido donde més agentes infecciosos fueron identificados.

Se aislaron bacterias potencialmente patégenas tales como: Flavobacterium
sp., Staphylococcus sp., Carnobacterium sp.,Pseudomonas sp.,Enterococcus

sp.,Bacillus sp. y 1 familia: Enterobacteriaceae indistintamente de rifion y bazo.

A pesar de no haberse encontrado lesiones histopatolégicas caracteristicos de
los agentes bacterianos aislados, en los 6rganos internos estudiados, se pudo
observar mdltiples granulomas de diversos tamafios, caracteristicos en algunos
procesos infecciosos de tipo bacteriano, confirmando asi la presencia de

bacterias patdégenas en los neones tetras.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda a los centros de acopiadores, acuaristas profesionales y
acuaristas a menor escala, cuenten con sistemas periédicos de monitoreo
clinico y dentro de ellos el sanitario que incluyan una evaluacion histologica y
microbiolégica que permita identificar su estado de salud de los peces

ornamentales.
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IX.APENDICE

ANEXO 1:
Tincién GRAM

Utilizada para determinar si la cepa bacteriana es Gram-negativa o Gram-positiva. Esta
tincion detecta una diferencia fundamental en la composicion de la pared celular de las

bacterias.

A. Preparar un frotis de bacterias de un cultivo puro
1.Poner una gota de soluciéon salina, agua destilada, o PBS en una lamina
portaobjetos de vidrio limpio.
2.Con la ayuda de un asa de siembra o una aguja estéril, tocar una colonia aislada y
mezclar en la gota de agua.
3.Mezclar hasta que esté ligeramente turbia (el exceso bacteriano no permite una
tincion correcta).
4.Dejar secar al aire y fijar al calor. No sobrecalentar, la lamina no debe estar
demasiado caliente al tacto.
5.Dejar que se enfrie
B.Cubrir la lamina con cristal violeta, y dejar que permanezca en la lamina durante 60
segundos.
C. Lavar el cristal violeta con agua del grifo.
D. Cubrir la lamina con lugol, y dejar que permanezca en la lamina durante 60

segundos.

81



E. Lavar con agua corriente

F. Agregar alcohol al 95% y solucién ~de acetona al 5% hasta que decolore la
lamina (aproximadamente 5-10 segundos). Se debe evitar la decoloracion
excesiva ya que puede resultar en un falso gram-negativos en la lectura.

G. Enjuagar inmediatamente con agua corriente del grifo.

F.Cubrir la lamina con fucsina basica, durante 60 segundos.

H. Lavar con agua del grifo y dejar secar al aire.

Resultado

a.Gram-negativas son las células que se decoloran por la solucién de alcohol-
acetona y asumen una coloracién que va de rosa a fucsia.

b.Gram-positivas son aquellas células que retienen el cristal violeta y asumen una

coloracién que va de purpura a azul oscuro.

ANEXO 3:
Pruebas Bioquimicas

A. PRESENCIA DE OXIDASA

La prueba se basa en comprobar la existencia de proteinas citocromo ¢ que
forman parte de algunas cadenas transportadoras de electrones propias del
metabolismo respirador. La presencia de citocromo ¢ se manifiesta por la capacidad
del colorante tetrametil-pfenilendiamina de oxidarse al ceder electrones al citocromo c,

apareciendo una coloracion azul (forma oxidada).

B. PRUEBA DE LA CATALASA

En los ambientes acuosos, que contienen oxigeno disuelto, como el citoplasma
de las células, aparecen formas téxicas derivadas del oxigeno. Las bacterias que
viven en ambientes aerobios necesitan un equipo enzimatico capaz de neutralizar
estas formas téxicas. Entre estas enzimas se encuentra la catalasa, que convierte el

peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno molecular.
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C. PRUEBA DEL INDOL

Esta prueba se emplea para detectar la presencia de la enzima triptofanasa en
las bacterias. Esta enzima degrada el aminoacido triptéfano a indol, compuesto que se
determina en el ensayo. Para realizar esta prueba, la bacteria se cultiva en un caldo
de triptona con NaCl al 0.5% (medio especialmente rico en triptéfano). Si la bacteria
tiene la enzima triptofanasa, al afiadir al medio el reactivo de Kovacks, este formara
un complejo con el indol y se producira un anillo de color rojo en la superficie del caldo

y la prueba seré considerada positiva.

D. PRUEBAS DEL ROJO DE METILO (RM) y VOGES —PROSKAUER (VP)

Las bacterias que en anaerobiosis fermentan los azlcares pueden realizar
esto por distintas rutas. Las enterobacterias son anaerobios facultativos que utilizaran
la glucosa en dos fases: primero la metabotizaran aerobiamente, consumiendo
rapidamente el oxigeno del medio, para, en segundo lugar, continuar metabolizandola

por via anaerobia (fermentacion). Esta fermentacion puede ser de dos tipos:

a. Fermentacion acido-mixta. los productos finales son acidos organicos (férmico,
acético, lactico y y (succinicos etanol. Fermentacion caracteristica de los

géneros Escherichia, Salmonella, Shigella Proteus, Yersinia.

b. Fermentacién butilén-glicdlica. Los productos finales son compuestos neutros
como el butanodiol y el etanol, produciéndose acetona como intermediario.
Fermentacion caracteristica de los géneros Enterobacter, Serratia y la mayoria
de especies Erwinia. La liberacion de acidos organicos en el primer tipo de
fermentacion (acido-mixta) generara un acusado descenso del pH que podra
ser detectado afiadiendo al medio un indicador de pH como el rojo de metilo
(rojo a pH de alrededor 4,0). Si la fermentacion que se ha llevado a cabo es del
tipo butilén glicdlica, la produccion de acetona puede ser detectada afiadiendo
al medio KOH vy alfa-naftol (prueba Voges-Proskauer) que reaccionara con este

compuesto produciendo un color rojo caracteristico.
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E. AGAR CITRATO DE SIMMONS

Este medio indica la capacidad de las bacterias de metabolizar el citrato.
Contiene citrato como Unica fuente de carbono, fosfato de amonio como Unica fuente
de nitrégeno y azul de bromotimol como indicador de pH. Unicamente las bacterias
capaces de metabolizar el citrato (indica presencia de la enzima citrato permeasa)
podran multiplicarse en este medio y, al hacerlo, utilizaran los fosfatos presentes
liberando iones amonio. Estos iones amonio que evolucionen a amoniaco, junto con la
eliminacion del citrato (acido), generara una fuerte basificacion del medio que se

manifestara por un cambio de color del indicador de pH, de verde a azul.
F. AGAR SIM

En AGAR SIM se determina la capacidad e un microorganismo de moverse
(Presencia de flagelos), de producir INDOL y H2S. EI INDOL es uno de los productos
del metabolismo del aminoacido TRIPTOFANO. Las bacterias que poseen la enzima
TRIPTOFANASA son capaces de hidrolizar y desaminar el triptéfano con produccién
de indol, &acido pirdvico y amoniaco. El indol se puede detectar en un medio adecuado
observando el desarrollo de un color rojo después de agregar el reactivo de Erlich o de
Kovacs indicando una prueba POSITIVA, debido a que el indol reacciona con el grupo
aldehido del p- dimetilaminobenzaldehido. Si el color es amarillo indica una prueba
NEGATIVA. El SIM es un medio semisolido sin hidratos de carbono que inhiban la
produccion de H2S y tiene TIOSULFATO DE SODIO fuente de azufre y HIERRO
PEPTONADO como indicador de H2S, lo que lo hace mas sensible en la deteccién de
H2S por produccién de un precipitado negro de sulfuro terroso. La MOVILIDAD
BACTERIANA es otra caracteristica importante en la identificacion final de especie, se
realiza en medios semisolidos como el SIM, debiéndose leer antes que la prueba de
indol porque al agregar el reactivo de Erlich ésta se puede enmascarar. La prueba de
motilidad se interpreta realizando un cuidadoso examen macroscopico del medio para

observar una zona de desarrollo difuso que parte de la linea de inoculacion.

G. AGAR LIA

En agar LIA se determina la capacidad de un microorganismo para atacar el
aminoacido LISINA descarboxilandolo o desaminandolo, la fermentacion de glucosa, la
produccion o no de gases (C02), junto con la produccion o no de acido sulfhidrico

(H2S). Se lee un quebrado, la reaccion ocurrida en la superficie del medio corresponde
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al numerador (parte aerobia) y la reaccion ocurrida en la profundidad del medio
corresponde al denominador (parte anaerobia). La acidez se denomina con la letra A
(color amarillo) y la alcalinidad con la letra K (color purpura). El indicador del PH del
medio es PURPURA DE BROMOCRESOL, el cual en acidez vira al color amarillo yen
alcalinidad al color purpura. Por contener pequefia cantidad de Glucosa (1 g/L) al ser

fermentada al fondo del tubo es amarillo y la superficie alcalina.

Muchas bacterias poseen descarboxitasas que atacan el aminoacido lisina, con
liberacion de aminas de reaccion alcalina y con produccion de C02. Para que actlen
las descarboxilasas se requiere pH acido que se obtiene por la fermentacion de la
glucosa que tiene el medio. La desaminacion de la lisina es un proceso oxidativo que
se manifiesta por la aparicién de color rojo en el tendido, siendo el fondo del tubo
amarillo por fermentacién de la glucosa que posee el medio. Tiene como fuente de
azufre el TIOSULFATO DE SODIO, necesario para las bacterias puedan producir H2S
y como indicador H2S, CITRATO FERRICO DE AMONIO el cual reacciona con el H2S
produciendo un precipitado negro e insoluble de sulfato ferroso. Para que se produzca
H2S se requiere de un medio acido por lo que dicha, producciéon generalmente esta
limitada al fondo del medio, razén por la cual un fondo negro debe leerse como A

(acido), aunque el color amarillo usual esté tapado por color negro.
H. PRUEBA DE REDUCCION DE NITRATOS

Determinar la capacidad de un organismo de reducir el nitrato en nitritos o en
nitrégeno libre. La reduccién de nitrato en nitrito y en gas nitrébgeno tiene lugar
generalmente en condiciones anaerobias, en las cuales un organismo obtiene su
oxigeno del nitrato. El oxigeno sirve como un aceptor de hidrégeno. La reduccion de
nitrato en nitrito esta indicada por la aparicién de color cuando el nitrito reacciona con
los dos reactivos. La reaccion de color resultante se debe a la formacion de un

compuesto diazoico, p-sulfobenceno-azoalfa- naftilamina.

Reactivos adicionales:

. Alfa - naftilamina 0.05 %

. Acido sulfanitlico 0.8 %
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Adicionar directamente al tubo de reaccién en el siguiente orden:
1. Alfa - naftilamina 1 ml.

2. Acido sulfanilico 1 ml.

Guardar ambos reactivos en el refrigerador mientras no se usan. Por lo general se

mantienen estables durante tres meses.
I AGAR TSI (Triple Sugar Iron o Triple AzGcar Hierro)

Este medio determina la capacidad de las bacterias de fermentar hidratos de
carbono y producir sulfuro de hidrogeno (H2S). EI medio contiene 1 parte de glucosa
y 10 partes de lactosa y sacarosa. El indicador de pH es el rojo fenol y el sulfato
ferroso pone en evidencia la formacion de H2S. Si el microorganismo fermenta
glucosa, tanto la puncién como la estria apareceran de color amarillo. Si el organismo
fermenta lactosa y/o sacarosa, la estria permanecera acida (amarilla). Si no fermenta
lactosa, la estria se vuelve alcalina (roja). Los organismos que no fermentan glucosa
no producen cambios en el pH del medio o produciran productos alcalinos y el medio
TSI permanecera rojo. La produccion de H2S se manifiesta por un ennegrecimiento

del medio.
J. PRUEBA DE HUGH y LEIFSON

Esta prueba se realiza para la determinacién del metabolismo oxidativo o

fermentativo de los carbohidratos.

Para cada microorganismo a identificar, se inoculan por puncion dos tubos de
medio. En uno de los dos tubos se cubre la superficie con parafina estéril para crear
condiciones de anaerobiosis. La produccién de acido se evidencia por el cambio de
color de purpura a amarillo. Los microorganismos fermentadores producen acido en
ambos tubos, los microorganismos oxidadores (respiradores) sélo lo producen en el

tubo sin parafina.
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ANEXO 3
Protocolo para el procesamiento de muestras para histopatologia

FIJACION

Formol bufferado al 10%

DESHIDRAT ACION
Alcohol 80°x 1 hora (2 veces)
Alcohol 90° x 1 hora (2 veces)
Alcohol 100° x 1 hora (2 veces)

l

ACLARAMIENTO

Xilol x 1 hora (3 veces)

l

INFILTRACION

Parafina x 1 hora (2 veces)

\4
INCLUSION

En parafina haciendo bloques

l

SECCIONAMIENTO

Corte 3-5 micras en micrometro

TINCION

Segun protocolo de coloracion




