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INTRODUCCION 



B. Los peces son animales poiquilotennos, por lo que su sistema inmunológico es 

altamente dependiente de los cambios existentes en la temperatura ambiental. 

C. Al conocer la anatomía y función del sistema inmunológico de los peces, como ha 

ocurrido en organismos de otros phyla, podemos actuar en una forma más directa y 

específica en la profilaxis y terapia contra enfermedades que se presentan en cultivos 

o en acuarios. 

D. Los peces son organismos accesibles para el estudio de laboratorio, en campos tan 

importantes como la ontogenia y filogenia, que se efectuan en peces ovíparos, ya que 

la existencia de fases larvarias facilitan este trabajo (38). 

El conocimiento de la anatomía del sistema inmunológico de los peces ha llevado a la 

descripción de órganos linfoides, y su participación en la producción de anticuerpos. 

Los estudios realizados sobre el fenómeno de fagocitosis y la activación del 

complemento demuestran que son esencialmente parecidos a los descritos en 

mamíferos. Existe también información acerca de la existencia de células linfoides 

similares a las poblaciones T y B de los mamíferos. Aparentemente la respuesta de 

anticuerpos y de células involucra una serie compleja de interacciones, con la 

implicación de factores hormonales llamados interleucinas. 
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ANTECEDENTES 



ANTECEDENTES 

A. SANIDAD ANIMAL 

(En todas las épocas, el bienestar y la existencia misma del género humano ha dependido 

en gran medida de animales domésticos y de especies que le brindan alimento, vestido, 

medio de trabajo, de transporte y de distracción. Esto explica la importancia que reviste el 

estudio de las diversas enfermedades que aquejan a los animales y la gran trascendencia 

económica y social que tienen. 

La salud animal es, asimismo, un tema de gran relevancia por su estrecha vinculación con 

la salud humana, debido a su importancia en la producción de alimentos, y a que es un 

elemento crítico en la prevención, control y erradicación de las zoonosis. 

Uno de los factores que limitan el desarrollo socio-económico de un país es la cuantiosa 

pérdida económica causada por las enfermedades de los animales. La salud animal 

constituye uno de los factores básicos en los programas de desarrollo pecuario (30). La 

sanidad es una necesidad práctica de servicios debidamente ordenados para la aplicación 

de todas aquellas medidas que preservan la salud de los organismos a través de actividades 

sanitarias adecuadas.\ 

B. SANIDAD PISCICOLA 

La sanidad piscícola atiende a todas las enfermedades de origen infeccioso, ocasionadas por 

virus, protozoarios, bacterias, hongos, helmintos y artrópodos, y las enfermedades no 
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infecciosas, genéticas, nutricionales o funcionales. Su objetivo central es mantener y 

mejorar la salud de los peces para lograr el óptimo desarrollo y capacidad reproductiva en 

el tiempo mínimo recomendable para cada especie. Sin embargo, el hecho de no haber 

erradicado aún las diversas enfermedades. limita en forma muy importante los niveles de 

producción. En ocasiones, los organismos se mantienen sin signos aparentes o sin daños 

visibles. Eventualmente, la enfermedad desemboca en una forma crónica, con lo que se 

afecta severamente la producción a nivel del individuo y, en el caso de procesos infecciosos, 

de toda la colonia. 

Varias organizaciones internacionales, como la International Office of Epizootics (OIE), la 

European Inland Fisheries Advisory Commission (EIFAC) y la Food and Agricultura! 

Organization (FAO). se han dedicado activamente al estudio de los problemas 

ictiopatológicos determinados por la transferencia internacional de peces vivos y huevos. 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) se ha interesado por los problemas sanitarios 

relacionados con las enfermedades de los peces. En un reciente estudio de las leyes y 

reglamentaciones en este campo, se encontró que aunque la mayoría de los paises controlan 

de una u otra forma los embarques, lo hacen en general con muy diversos grados de eficacia 

(48). 

La FAO convocó en 1974 una Consulta Gubernamental sobre un Convenio Internacional 

para Combatir la Difusión de las Principales Enfermedades Transmisibles de los Peces. La 

mayoría de los delegados que asistieron a la Consulta reconocieron la necesidad de dicho 

Convenio, y en 1976 se celebró en París una consulta jurídico-técnica patrocinada 

conjul)tamente por la FAO y la OIE (15). 

En el año de 1987 se implementó el programa FAO/AQUILA. que representó una excelente 

opción para el desarrollo de programas encaminados a presentar alternativas para el 
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estudio y prevención de enfermedades en peces, y desarrolló las actividades de su primera 

fase durante 18 meses, hasta diciembre de 1989. involucrando a 19 países de América 

Latina y el Caribe. 

La segunda fase del proyecto (AQUILA 11), entró en actividades a principio de 1992 con la 

participación de 32 países (además de los 19 que ya participaron en la primera fase. 9 

naciones insulares anglofonas del Caribe, más Bélice, Haití, Surinam y Guyana). AQUILA 

II ha involucrado hasta hoy a más de 45 instituciones nacionales, con la contribución 

profesional de 40 expertos provenientes de la Región (17). 

En la reunión técnica de planificación en Acuacultura, celebrado en Caracas, Venezuela, 

en 1989. se plantearon algunos puntos en relación a la existencia de fallas en la 

identificación de índole patológico, así como las deficiencias de infraestructura y personal 

especializado, que límita el desarrollo de la acuacultura (44). 

La epizootiología en animales acuáticos, particularmente peces, se hizó evidente a fines del 

siglo XIX, pero no fue sino hasta la mitad de este siglo en que comenzó a cobrar 

importancia. por lo que ha recibido atención de diversas instituciones de investigación y de 

administración pública que se encargan de defender la sanidad de los animales. 

La epizootiología puede definirse como el aspecto veterinario de la Ecología, ya que en 

esencia se encarga del estudio de las relaciones entre las poblaciones de organismos 

hospedero es y los agentes potencialmente patógenos que forman la comunidad biótica y 

el ambiente en el cual viven e interaccionan, y con el que a su vez forman el ecosistema. 

Existe a su vez un factor muy importante que tiene influencia variable sobre el curso de la 

enfermedad: el tiempo. 
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Las consecuencias inmediatas de las relaciones agente patógeno-hospedero-ambiente, es 

el estado de salud-enfermedad. Mientras la salud representa un estado de equ_ilibrio 

dinámico entre el organismo y el medio, la enfermedad es la expresión de cualquier 

desequilibrio dinámico ecológico que se desarrolla cuando, dentro de un ecosistema. 

predominan los factores que favorecen a una infección;- sin embargo, la aparición de la 

enfermedad está supeditada a numerosos factores secundarios extrínsecos e intrínsecos. 

Los factores extrínsecos que inciden en la manifestación de las enfermedades son de tipo 

ambiental y se refieren principalmente al tipo de instalaciones, a la alimentación y a las 

características de calidad del agua. 

El mecanismo por el cual un agente patógeno es transportado de su fuente al hospedero 

receptivo, constituye el modo de transmisión de la enfermedad. Esta transmisión puede 

deberse a un contagio (transporte del agente patógeno del animal hospedero al animal 

receptor), directo o indirecto. 

Contagio directo, implica un contacto fisico con el animal infectado. 

Contagio indirecto actúa por diversas vías: 

1. Vectores: son animales vertebrados o invertebrados que transportan el agente 

patógeno. 

2. Vehículos: son diversos elementos que transportan un agente patógeno de un 

hospedero o de un reservorio, al animal receptor. Algunos de éstos vehículos pueden 

ser la materia orgánica, el alimento, el agua, utensilios diversos, las manos, esputo 

y excrementos. 

La propagación de la infección está en relación con la densidad de la población animal en 

un área determinada: a mayor concentración de animales receptores, mayor es la 
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probabilidad de contagio. 

Los factores intrínsecos que intervienen para crear resistencia en los hospedero es contra 

la infección causada por patógenos, comprenden a las primeras barreras físicas y 

mecánicas de protección, que están constituidas por la piel, el moco cutáneo, las escamas 

y las secreciones digestivas, principalmente. La segunda defensa natural está constituida 

por un complejo de interacciones celulares y humorales conocidas como inmunidad, que 

confieren resistencia específica contra la acción de un determinado agente patógeno (35). 

La forma en que se manifiesta un proceso infeccioso depende de varios factores: la 

susceptibilidad individual dentro de una especie determinada, la patogenicidad y virulencia 

del agente infeccioso, factores intrínsecos del medio (temperatura y calidad del agua), y el 

stress originado por la manipulación de los animales. 

Desafortunadamente la incidencia de algunas infecciones se mantiene en forma endémica 

en algunos centros de producción piscícola. El caso particular del Centro Acuícola "El 

Zarco" demuestra claramente la incidencia de algunas micosis que aparentemente no han 

sido controladas y mantiene latente un foco de infección para la especie que ahí se cría, la 

trucha arcoiris. Este problema se traduce directamente en pérdidas anuales de números 

importantes de organismos. 

Los problemas existentes sobre sanidad piscícola parecen agravarse aún más dentro de los 

centros acuícolas por varias razones: 

1. Manejo inadecuado de los animales 

2. El transporte de crías y animales reproductores de una entidad federativa, 

causando transfaunación de microorganismos patógenos 
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3. La introducción clandestina de peces infectados, provenientes de países o zonas 

endémicas 

4 . La adopción de peces silvestres como sementales, sin estudios de sanidad. 

La trucha arcoiris ( Oncorhynchus myldis) es un pez teleósteo de agua dulce, -característico 

de regiones boscosas altas donde la temperatura oscila entre 10 y 18ºC. Generalmente se 

les encuentra en rios de agua corriente y de poca profundidad. Debido a que la zona en que 

se encuentra ubicado el Centro Acuícola "El Zarco" cuenta con los requerimientos 

ambientales necesarios para el mantenimiento de la trucha arcoiris, fue destinado para la 

producción de dicha especie; sin embargo, la alta prevalencia de enfermedades micóticas 

crea una constan te pérdida de organismos. 

1. Micología de los teleósteos 

a. Micosis Tegumentarias. Saprolegniasis 

Las enfermedades fúngicas más importantes que se presentan en los peces teleósteos son 

aquellas micosis tegumentarias que provocan los hongos del orden Saprolegniales. El 

término se utiliza para describir las infecciones micóticas de la piel y las branquias, que 

pueden ser imputables a un gran número de especies de hongos. 

El término moho acuático, aunque es aplicable a muchos otros grupos de hongos, se utiliza 

comunmente para designar a los hongos del orden Saprolegníales, pues se encuen tran 

abundantemente en las aguas claras y se aisl~ con facilidad , aunque muchas especies son 

habitantes del suelo. La mayoría de las especies de este orden son saprófitos y representan 

poca importancia económica directa. Sin embargo, algunas especies del género Saprolegnía 

so93n causantes de enfermedades en los peces y pueden causar daños importantes a los 
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viveros o en las piscifactorías (5). 

A finales del siglo XIX, se despertó un gran interés por la evolución de la epizootia del 

salmón del Atlántico que sufría una invasión fúngica (citado en 40). A este hongo se le dió 

-el nombre de Saprolegnia ferax, y se le consideró responsable de la enfermedad. 

Actualmente se cree que este tipo de estudios analizaban realmente las fases finales de la 

enfermedad conocida como necrosis ulcerativa dérmica (UDN. por sus siglas en inglés), 

causada por un bacilo gram-negativo denominado Haemophilus piscium. 

En 1923 se publicó una monografia que describe a la familia Saprolegniaceae con gran 

detalle; este estudio sLrvió para la clasificación de los géneros gracias a la diferenciación de 

las estructuras reproductivas asexuales. mientras que la definición de las especies se basó 

en la reproducción sexual. No fue sino hasta 1932, que se describió la forma sexual de S. 

parasítica en un medio de cultivo a base de semilla de cáñamo, utilizada como sustrato de 

un primer cultivo sobre huevos de peces (citado en 40). En 1970 se publicó un estudio 

exhaustivo del género Saprolegnia (citado en 40). (Fig. 1) 

Los saprolegniaceos pertenecen a la clase Oomycetos; poseen un micelio aseptado, 

abundantemente ramificado. Sus estructuras reproductivas están separadas de las hifas 

somáticas por septos, y la reproducción asexual se realiza por medio de zoosporas 

biflageladas (Fig. 2 y 3). 

La mayoría de las especies de este orden son saprófitos y son de poca importancia 

económica directa. No obstante, algunas son parásitos importantes, como Saprolegnia 

parasítica, que infecta a los peces y a los huevos de los peces. Existen algunas otras 

especies como Achlya hoferi y Dyctyuchus sp que son conocidos también como agentes 

causales de saprolegniasis. Saprolegnia está considerado como un patógeno oportunista 
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Fi¡ 1. Género Saprolegnia. A. Esporangio del Género Saprolegnia.. 

B. Oogonio de Saprolegnia. a. Pared del oogonio, b. Prominencia de la pared, 

c. Tallo que soporta al oogonio, d. Oospora céntrica~ (Tomado de Nolard­

Tintiger, N. Etude experimentale sur l'epidemiologie et la pathogenie de la 

saprolegniose chez. Lebistes reticulatus Peters et XiphDphDro.s heUeri Heckel, 

Acta Zoologica et PathDlogica Antverpiensa. 57: 127, 1973) 
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Fig 2. Ciclo de reproducci6n uez:ual de Saprolegnia. A-B. Acumulación de 

citoplasma en el extremo de un filamento. C-D. Formación de zoosporas. E. 
Salida de esporas biflageladas por un poro apical. F. Zoospora prima,ria. G. 
Quiste. H. Zoospora secundaria. l. Quiste. J-L Germinación de la zoospora 
en un nuevo micelio. (Tomado de Nolard-Tintiger, N. Etude experimentale sur 

l'epidemiologie et la pathogenie de la saprolegniose chez. Lebistes reticulatus 

Peters et XiphophDrus heUert Heckel, Acta Zoolog'ica et Pathologíca 

Antverpiensa. 5_7: 127, 1973) 
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Fig 3. Ciclo de reproducción sez:ual de Saprolegn.ia. A. Oogonio en 

formación. B. La vacuola determina las porciones del citoplasma: 

C. Formación de oosferas en el anteridio. D. Fecundación de oosferas. 

E. Oogonio y oosferas en maduración F-H. Liberación de la oospora 
germinada para la formación de un nuevo micelio. (Tomado de Nolard­

Tintiger, N. Etude experimentale sur l'epidemiologie et la pathogenie de la 

saprolegniose chez. Lebistes reticulatus Peters et Xiphophorus helleri Heckel, 

ActaZoolDgicaetPathDlDgicaAntverpiensa. 57:127, 1973) 12 



capaz de invadir a peces sometidos al stress provocado por manipulación inadecuada, 

desnutrición, sobrepoblación, o infecciones parasitarias o bacterianas concomitantes. Los 

factores de stress fisico que más favorecen infecciones son los cambios en la temperatura 

del agua, de su pH y la alta salinidad. 

Hasta la fecha, se han identificado sólo seis géneros de oomicetos (Achyla, Aphanomyces, 

Leptolegnia, Leptomitus, Pythiopsis y Saprolegnia) habitantes de aguas dulces, y de 

Saprolegnia se reconoce como patógeno a un complejo de S. parasítica-diclina y algunas 

especies "estériles" (sin estructuras sexuales). denominadas como Saprolegnia spp. Sin 

embargo, no todos los hongos aislados corresponden a agentes patógenos y tampoco al 

orden Saprolegniales. Los miembros de la familia Saprolegníaceae que se comportan como 

patógenos primarios en condiciones experimentales incluyen a Achyla bisexualis, Achyla 

jlagellata, Achyla sp, Dictyuchus sp, Saprolegnía delica, Saprolegnia diclina Tipo 

(Saprolegnia parasítica). Saprolegniaferax, Saprolegnia monoica, Saprolegnia sp (36). 

La saprolegniasis fue citada por Hoshina en 1960 y Hoshina, y por Ookubo en 1956 (citado 

en 40) en anguilas cultivadas que no habían sufrido ningún daño anterior visible. Algunos 

trabajos citados por Richards y Pickering en 1978 (citado en 40) demostraron que en los 

brotes de saprolegniasis de la trucha fario adquirida en el momento de la puesta, existía 

casi siempre una forma de Saprolegnia con un bajo porcentaje de sexualidad homotálica. 

Este hongo parece incapaz de producir estructuras sexuales a pesar de una incubación 

prolongada en diferentes medios, excepto en condiciones de baja temperatura. 

La temperatura óptima para el crecimiento de Saprolegnia oscila entre los 15 y los 30ºC. 

La mayor parte de las epizootias surgen cuando las temperaturas son bajas, mientras que 

las consecutivas a un traumatismo pueden presentarse a cualquier temperatura, siempre 

que ésta sea compatible con la vida del pez (40). No obstante, la invasión micótica también 
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puede ser inducida a altas temperaturas relativas (43). La velocidad de la invasión del 

hongo. está relacionada con la temperatura del medio (25). 

El hongo se establece generalmente de forma focal, invadiendo la dermis, y se extiende 

lateralmente sobre la epidermis. La cutícula del pez está cubierta de una cierta actividad 

antifúngica (citado en 40), y aunque en algunos casos, como sucede en los salmónidos en 

reproducción, está ampliamente desarrollada, esto no necesariamente impide el hecho de 

que la infección fúngica se presente en esta etapa. La invasión de la dermis, conduce 

rápidamente a un desequilibrio de fluidos orgánicos y una falla circulatoria periférica 

(shock) debido a la pérdida del volumen de sangre circulante. En el caso de las lesiones 

crónicas, pueden sobrevenir infecciones de tipo bacteriano. 

Los hongos crecen generalmente sobre la piel del pez formando lesiones, ya sea como 

manchas blancas o blanco-grisáceas, focales, aterciopeladas o algodonosas, que pueden 

observarse a simple vista. El hongo también puede invadir el músculo y ocasionalmente a 

órganos internos. En este último caso, la vía de diseminación generalmente es intestinal 

(25). 

Existen reportes de que las saprolegniasis pueden provocar hasta un 100% de mortalidad 

en colonias de organismos como el bagre (Ictalurns punctatus), que son altamente 

susceptibles a las infecciones causadas por hongos, cuando se exponen a condiciones 

ambientales pobres, o a cambios bruscos de temperatura ( 13). Este hongo crece en materia 

orgánica en descomposición, por lo que todo pez que presente cualquier tipo de lesión es 

un candidato a contraer la infección. 

En el trabajo realizado por Roth (43) en 1972 se demostró una clara relación entre los 

niveles aumentados de estradiol, progesterona o TSH y la incidencia de infecciones 
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micóticas en peces de agua dulce (Catostomus commersonii commersonii Lacépéde). y se 

sugirió que este efecto se encontraba relacionado con la disminución de la formación de 

anticuerpos y la supresión de la reacción inflamatoria. En el mismo trabajo, Roth señaló 

que algunos tipos de stress fisiológico, que alteran la produción de algunas hormonas (en 

particular. el stress que promueve la producción de corticoesteroides). sumado a las bajas 

temperaturas, podrían favorecer aún más la capacidad y velocidad de crecimiento de los 

hongos. Neish y Hughes (citado en 36) en 1980 postularon la existencia de un vínculo 

directo entre el incremento de los niveles de corticoesteroides en el plasma, inducido por 

stress, y la susceptibilidad de los peces a infecciones causadas por Saprolegnia. En una 

recopilación hecha por Pickering y Willoughby (36) en 1986, se encontró que el tratamiento 

de la trucha arcoiris con cortisol, es capaz de inducír el desarrollo de infecciones fúngicas 

y las ocasionadas por Ichthyophthirius multifilis, y que de manera natural, en las hembras 

existe un incremento de 5 veces los niveles séricos de cortisol durante la época de 

ovulación; época en la que se ha observado que es más susceptible. Por el contrario, en el 

caso de la trucha arcoiris en cautiverio, el incremento en la susceptibilidad hacia parásitos 

de la piel durante la maduración sexual, no parece estar relacionado con los niveles de 

cortisol sanguíneo (36, 43). 

El diagnóstico se realiza básicamente por la observación directa de las lesiones o las 

manchas en la piel. La confirmación se hace por la observación microscópica de una 

impronta o un raspado directo de la lesión. Las hifas de Saprolegnia se observan como 

filamentos largos, no septados de aproximadamente 20 mm de diámetro, y se caracterizan 

por tener un zoosporangio con una papila apical que contiene en su interior las zoosporas 

biflageladas. Para su identificación se siembra en medios específicos para el estudio de la 

morfología colonial y las estrücturas microscópicas (25). 
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Existen diferentes procedimientos terapéuticos para el control de la enfermedad. Uno de los 

fungicidas más efectivos es el verde de malaquita; sin embargo, no es recomendado para 

tratamientos prolongados d ebido a su potencial efecto teratogénico (7). Puede ser aplicado 

en diferentes formas: 

1. Por inmersión del pez en una solución diluida durante 10-30 s. 

2. Tratamiento durante 1 h con concentraciones entre 0.3-1.0 ppm, según el tipo y 

el tamaño del pez. 

3. Tratamiento prolongado con concentraciones menores a 1 ppm según el tipo de 

pez. 

Las saprolegniasis también pueden ser tratadas por inmersión de los peces infectados en 

una solución de cloruro de sodio (NaCl) al 1-5% durante 10-30 segundos, o bien en una 

solución al 5% durante 1-2 minutos, para aquellos peces que toleran altas concentraciones 

de sal. El crecimiento del hongo también puede reducirse por inmersión de los peces en una 

solución de ácido acético al 5% durante 30-60 segundos o en formol ( 1: 1 O 000) adicionado 

con verde de malaquita, durante una hora (25, 32). 

C. SISTEMA INMUNOLOGICO EN PECES 

La inmunidad es un mecanismo fisiológico que provee a los animales de un sistema de 

protección contra infecciones, y de homeostasis interna. 

Las principales características de la respuesta inmunológica descritas para los mamíferos 

aparecen desde los peces: es inducible, debido a que sólo se manifiesta cuando hay un 

agente inductor, llamado antígeno; es específica, un sujeto inmunizado con un antígeno 
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dado no presenta inmunidad hacia otro antígeno diferente; posee memoria, un segundo 

contacto con el antígeno que originó una respuesta de tipo primario da por resultado una 

respuesta más rápida y vigorosa (respuesta secundaria): y es transferible de un sujeto 

inmune a otro que no lo es, ya sea por medio de suero que contenga anticuerpos, por 

linfocitos T sensibilizados o por extractos celulares (42). 

La inmunidad adquirida comprende la respuesta humoral, reconocida por la producción 

de inmunoglobulinas, y la respuesta celular ejemplificada por el rechazo a injertos y la 

reacción de hipersensibilidad tardía. 

Los anticuerpos pueden realizar funciones esenciales diversas; la mayoría aparecen como 

defensa contra infecciones bacterianas y virales. participan en los procesos de 

reconocimiento de transplantes de tejidos extraños y. en general, el reconocimiento de toda 

sustancia extraña al organismo. 

1. Inmunidad de secreciones. 

La secreción por células mucosas es una característica de la epidermis de todos los peces 

teleósteos y muchos otros vertebrados acuáticos. Algunas hipótesis han tratado de plantear 

la función de estas células. Es probable que la continua renovación del moco prevenga la 

colonización por parásitos, hongos y baterias. Es posible que el papel protector que juegan 

estas células esté mediado por funciones inmunoquímicas o químicas específicas (34). 

Desde 1957 en el trabajo publicado por van Oosten (citado en 34) se sugiere que la 

producción de moco protege al pez contra infecciones. En trabajos realizados con 

Saprolegnia en trucha se observó que la infección se desarrolla primero en las aletas, donde 
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no hay secreción de moco, y después se extiende al resto del cuerpo (citados en 34). 

La composición química del moco es especialmente glicoproteíca. Algunas funciones 

biológicas atribuidas a la capa de moco de los peces son la lubricación, la osmoregulación 

y locomoción, y una barrera protectora mecánica (24). 

Cameron y Endean (1973) han reportado previamente (citados en 24), la resistencia 

mediada a través del moco de la piel de los peces hacia ciertos parásitos. En el pez bruja 

del Pacífico existe evidencia de la presencia de aglutininas y lisinas en el moco; algunos de 

los componentes reportados incluyen hemaglutininas sensitivas al calor, y se relacionan 

inmunológicamente con las encontradas en el suero (24). 

Harrell y col en 1976, reportaron que en el moco de truchas sin infección exhibían 

actividades vibrioestáticas y vibriocidales. El complemento está implicado en la acción 

antibacteriana y se ha concluido que el moco encontrado en el cuerpo y en el intestino 

podrían representar la primera línea de defensa antimicrobiana. En adición. la lisozima 

también es detectada en el moco de la piel de los peces (citados en 24). 

La cantidad de moco secretado por las células epidérmicas puede variar. Ésta se incrementa 

en los peces como resultado de una infección o de la manipulación (24). En muchos casos 

parece ser que la secreción de moco refleja el grado de resistencia inicial a la invasión de 

una variedad de agentes potencialmente infecciosos (24). 

Las secreciones mucosas de marniferos contienen grandes cantidades de inmunoglobulinas, 

principalmente IgA, que son el resultado del transporte específico por células epiteliales o 

hepatocitos hacia moco o bilis, respectivamente. Algunos autores han sugerido la existencia 

de un sistema inmune de secreciones en teleósteos, que se manifiesta luego de una 
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inmunización oral o por inmersión, encontrándose antígenos específicos en moco de la piel 

o en bilis, pero de forma escasa o no detectable en el suero. Además altos niveles de 

anticuerpos específicos o anticuerpos marcados de suero se transportaron de forma muy 

pobre hacia secreciones mucosas. Estos datos sugieren que existen diferencias entre los 

antígenos que inducen anticuerpos séricos - (slg) y los antígenos que específicamente 

inducen anticuerpos en moco (mlg). En Archosargus probatocephalus no se han encontrado 

estas diferencias entre ambas Ig's (41 ). 

Rombout y col (41) encontraron varias similitudes entre las Ig's que estudiaron: a. Ambas 

se presentaron en forma tetramérica predominantemente, aunque se presentaron también 

formas dimé1icas y monoméricas. b. Ambas contienen cadenas pesadas (H), de ±70 KDa y 

cadenas ligeras (L), de ±25 KDa. c. Ambas son reactivas con WC 1, un anticuerpo 

monoclonal (AcMo) producido contra inmunoglobulinas de suero de carpa. Sin embargo, 

existe una clara diferencia entre estas dos 1g· s, los AcMo WC 1 M 1 y WC 1 M2 reconocieron 

a la cadena pesada de la mlg, pero no a la cadena pesada de la slg, indicando diferencias 

en la composición de las cadenas pesadas de ambas Ig' s. 

Di Conza y Halliday ( 14) sugirieron que los anticuerpos mucosos de T. australis se 

sintetizan localmente en vez de derivar del plasma. Esto se encuentra sustentado por las 

investigaciones realizadas por Di Conza en 1970 (citado en 14), quien plantea claras 

diferencias entre las hemaglutininas naturales encontradas en el suero y las encontradas 

en la mucosidad de la piel. Adicionalmente, se han encontrado hemaglutininas no 

naturales en la mucosidad intestinal, aunque al analizar la mucosidad de la piel y el suero 

se encontraron i::esultados positivos también. Al examinar cortes de tejido de piel e intestino 

se encontraron células linfoides en ambos casos. Estas células podrían estar involucradas 

en la síntesis local de anticuerpos. Recientemente, también se ha sugerido la síntesis de 

anticuerpos por células del intestino y de la epidermis(l4). En contraste con otros peces, 

19 



como la platija, parece ser que los anticuerpos contenidos en el moco son similares a los 

encontrados en el suero (14). 

Algunos autores han encontrado anticuerpos específicos en moco contra agentes 

infecciosos. Harris (citado en 31) detectó anticuerpos precipitantes hacia. el helminto 

Pomphnrhynchu..-; laevis en el moco intestinal del cacho (Leuciscus cephalus); Hines y Spira 

(citado en 31) encontraron que en la mucosidad del cuerpo de la carpa espejo (Cyprinus 

carpía) se localizaban anticuerpos específicos hacia Ichthyophthirius multifiliis; en estos 

estudios también se encontraron anticuerpos en el suero (31). 

En el bagre, los linfocitos frecuentemente se encuentran migrando de la superficie del tejido 

epitelial, aunque el significado de esta observación se desconoce (31). Los anticuerpos 

encontrados en las mucosidades de la piel probablemente se originan del suero por 

transpiración, y es posible que se produzcan localmente por linfocitos a partir de estímulos 

antigénicos en la superficie (31). 

Las técnicas que emplean anticuerpos fluorescentes indican que las células productoras 

de inmunoglobulinas se encuentran presentes en la capa cubierta de moco y en la 

subepidermis de la piel de truchas no inmmunizadas. La asociación cercana con la mucosa 

epitelial de la superficie del cuerpo sugiere que es un mecanismo de defensa activo 

inmunológicamente y apoya la hipótesis de que los peces, al igual que los mamíferos, 

poseen un sistema inmunosecretor, el cual podría operar junto con el sistema de 

circulación de inmunoglobulinas séricas (4 7). 

Las células plasmáticas subepidérmicas podrían ser las responsables de la producción de 

una parte de las Ig de mucosas. Esto se confirma por la observación de manchas 

fluorescentes positivas entre las células del epitelio, sugiriendo el transporte intercelular 

20 



de Ig a parlír de células plasmáticas dérmicas hacia 1a superficie externa de la piel (47). 

2. Factores que afectan la respuesta inmune en peces. 

a. Temperatura. El rasgo característico de los animales poiquilotermos es la influencia de 

la temperatura del medio sobre la respuesta inmune. La producción de anticuerpos y la 

inmunidad mediada por células se suprimen cuando los animales inmunizados se 

mantienen a temperaturas por debajo de la temperatura ambiental ( 11). Se ha determinado 

que existe un intervalo de temperatura adecuado para la formación de inmunoglobulinas. 

fuera del cual es posible la atenuación, o incluso la completa anulación de la formación de 

anticuerpos (39). 

La primera fase de la respuesta inmunológica incluye la captación, el procesamiento y la 

presentación del antígeno, fenómeno independiente de la temperatura ( 11). El inicio de la 

producción de anticuerpos luego de la interacción entre células puede ser afectada por la 

temperatura. Este fenómeno se ha tratado de explicar como un bloqueo en la actividad de 

las células T cooperadoras (12). o como un incremento en la actividad de una supuesta 

población de células T con actividad supresora a bajas temperaturas (39). La multiplicación 

celular y la diferenciación de las células B son eventos también considerados 

independientes de la temperatura (39). Cuando existe una nueva exposición del pez a una 

temperatura óptima para la producción de anticuerpos. se permite su síntesis y liberación. 

b. Factores conductuales. Al parecer existe una estrecha relación entre la posición 

jerárquica de los organismos y la respuesta de anticuerpos. Los resultados obtenidos en 

carpas mantenidas a 20ºC demostraron que sólo los miembros dominantes del grupo 

producían anticuerpos al ser infectados experimentalmente con tripanosomas (40) . 
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Se han estudiado pocos factores de conducta entre los peces en lo referente a su efecto 

sobre la capacidad de la respuesta inmune. Dichos factores incluyen la relación de sexos 

en la población, y la presencia de feromonas que podrían ser liberadas como respuesta a 

condiciones adversas, como la alta densidad de población, la manipulación, y las 

condiciones de iluminación. Existe evidencia experimental acerca de la reducción de la 

respuesta inmune en guramis infectados con el virus de la necrosis pancreática viral, al 

mantenerlos en una muy alta densidad de población (40). 

3. Inmunoglobulinas en pez: estructura y función. 

Se han encontrado e identificado moléculas con actividad de inmunoglobulinas en todas 

las especies de vertebrados investigados, aunque la evidencia existente es incierta. 

inconclusa y contradictoria en ciclostomos, (p. ej. lampreas) en quienes se han detectado 

moléculas que han sido identificadas como remanentes de IgM (24). 

En yemas de huevo de salmón se han identificado proteínas estructural y antigénicamente 

idénticas a la IgM presente en el suero de los salmones (22). Hayman y Lobb ( 19) detectaron 

la presencia de inmunoglobulinas en yemas de huevecillos fertilizados de bagre. En estos 

estudios se demostró que la forma tetramérica de la inmunoglobulina contenida en la yema 

de los huevecillos es estructuralmente similar a la encontrada en el suero. Existen otros 

trabajos que han reportado la presencia de anticuerpos en huevos de pez (citados en 22). 

Trabajo en carpas sugiere que las Ig en los huevecillos son de origen materno. 

Recientes estudios han demostrado que la IgM purificada ( 195) del plasma del tiburón es 

capaz de mediar fenómenos de toxicidad, muy parecidos a la citotoxidad mediada por 

células dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés) descrita en mamíferos 
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(33). 

La macroglobulina presente en varias especies de peces óseos se encuentra en circulación 

de fomm tetramérica ( 14-165). pero también puede presentarse en forma monomérica. En 

los elasmobranquios se encontraron inml!noglobulinas parecidas a la IgM de mamíferos con 

estructura pentamérica ( 17-195) y monomérica (7S) (37). 

Recientes estudios de IgM en vertebrados inferiores, han dado a conocer que la forma 

pentamérica no es universal para este tipo de immunoglobulina. Se ha reportado la 

existencia de formas hexaméricas o tetraméricas de IgM para macroglobulinas de anfibios 

y peces óseos ( 1, 18, 20). 

Kobayashi y col. (27) aislaron tres inmunoglobulinas del suero del tiburón con diferentes 

pesos moleculares: la Ig HMW (inmunoglobulina de alto peso molecular) de 900 KDa, la Ig 

IMW (inmunoglobulina de peso molecular intermedio) de 300 KDa y la Ig LMW 

(inmunoglobulina de bajo peso molecular) de 150 KDa. Las rg·s IMW y LMW poseen 

antigenicidad idéntica, y son definidas como del mismo isotipo. Los análisis antigénicos 

entre la Ig HMW y la Ig LMW demostraron epítopes específicos en cada molécula. Kobayashi 

y col. en 1984 (26), aislaron dos distintas inmunoglobulinas de la raya (Raja lcenojei): la 

HMW y la LMW. La Ig HMW posee un coeficiente de sedimentación de 185 y un peso 

molecular de 840 KDa; podría ser definida como la IgM y posee una estructura pentamérica. 

La LMW de la raya es un dímero que posee un coeficiente de sedimentación de 95 y un peso 

molecular de 320 KDa. cuyos monómeros están asociados por enlaces covalentes. 

De acuerdo con los datos acumulados se sugiere que muchos teleósteos poseen solamente 

una inmunoglobulina de alto peso molecular, sin embargo los reportes elaborados por Uhr, 

Finkelstein y Franklin en 1962 (29) mantienen que el pez dorado produce ambos 
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anticuerpos 19S y 7S en respuesta a la inmunización con el bacteriofago 0Xl 74. 

4. Respuesta innmne hacia infecciones. 

Los mecanismos efectores anti-parasitarios incluyen eventos celulares y eventos humorales. 

En céstodos se ha observado resistencia mediada por tres células parecidas a macrófagos. 

Recientemente se han reconocido células citotóxicas no específicas (CCNE) en la respuesta 

inmune de teleósteos. como el bagre, que reconocen una variedad de células blanco 

humanas y murinas (16). 

Se ha establecido que una de las infecciones en peces ornamentales que presenta más 

pérdidas a nivel económico y de organismos es ocasionada por protozoarios parásitos 

(Ichthyophthirius mullifiUs, Oodinium pillularis, Trichodina sp, Ichthyobodo necatrix o 

Chilodonella cyprinQ. Se han recomendado para su control terapias físicas, quimioterapias 

y electroterapias. Sin embargo, estos tratamientos pueden dejar efectos secundarios que se 

ven reflejados en las condiciones del organismo posteriores a su tratamiento (28). 

Actualmente se reconoce que puede inducirse protección contra enfermedades causadas 

por protozoarios como Ichthyophthirius multifilis, y a la fecha se han logrado desarrollar 

vacunas contra este agente aunque en forma limitada, ya que existen problemas técnicos 

en cuanto a la obtención de suficiente antígeno para la inmunización (23). 
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OBJETIVOS 



OBJETIVO GENERAL: 

EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL ANTE UNA INFECCION 

MICOTICA EN TRUCHA ARCO IRIS ( Oncorhynchus mykiis) DEL CENTRO ACUICOLA 

"EL ZARCO". 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

A. Identificación de cepas de los principales hongos que infectan a la trucha 

arcoiris dentro del centro acuícola "El Zarco". 

B. Preparación de un antígeno soluble a partir de las cepas de hongos aisladas. 

C. Determinación de la presencia de anticuerpos específicos en sangre 

periférica de animales con infección cutánea y sin infección aparente. 

D. Definición de los componentes antigénicos de Saprolegnia reconocidos por 

anticuerpos séricos de animales infectados. 
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MATERIAL Y METODOS 



Cuadro de Flujo 

1 Selección de 88 org. de la especie O. mykiis i 

1 Obtención de Ag 1 

t 
¡Aislamiento del hongo de 
f organismos con infección 
i cutánea 

t 
¡Siembra en caja de Petrl 1 

1 con medio Agar Saboura~ 

t t 
1 Identificación! 1 Crecimiento masivo! 

t 
Recuperación del micelio 

_ con PBS ( H 7.4) 

1 Sonicación y llofillzaciónl 

t 
j Cuantificación de proteína! 

t 

Valoración de sueros 1 

t 
sangrado por punción de l 
la vena caudal en 39 org. j 
con infección cutánea yJ 

1 49 sin infección in situ i 

Obtención de sueros ' 

en el laboratorio 

t 
J Almacenamiento a -2011C 1 

t 
t 

t 
Valoración de los sueros por ELISA indirecto y 

Electrotransferencia e inmunodeteccion (Western blot) 
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MATERIAL Y METODOS 

PECES. Se estudiaron 39 organismos con infección cutánea y 49 organismos no infectados, 

de la especie Oncorhynchus mykiis, de sexo indistinto, de aproximadamente 30 cm de 

longitud, del Centro Acuícola "El Zarco", que se localiza en el Km 32.5 de la carretera 

México-Toluca, cercano al poblado de la Marqueza, Edo. de México (Fig. 4). Los animales 

sanos se seleccionaron al azar de la bateria de estanques de animales reproductores; los 

animales infectados se mantuvieron en estanques aislados. 

OBTENCION DE SUERO. Se tomaron muestras de sangre de los peces infectados y de los 

no infectados, por punción de la vena o arteria caudal (Fig. 5), utilizando una jeringa 

hipodérmica con aguja de calibre 22. Se colectó la sangre en tubos que fueron transladados 

al laboratorio, donde se centrifugaron a 400 x g durante 5 minutos. El suero recuperado 

se mantuvo en tubos Eppendorf a -20°C hasta su uso. 

AISLAMIENTO DEL HONGO. Con la ayuda de un isopo estéril, se hizo un raspado de la 

lesión sobre la piel de los animales infectados; esta muestra se sembró en dos tubos 

estériles con agar Sabouraud. Las muestras se transladaron al laboratorio para el 

aislamiento e identificación del hongo recuperado. Esta última etapa se realizó en el 

Laboratorio de Micología de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la U.N.A.M., 

a cargo del Dr. Roberto Cervantes O., y en la Facultad de Ciencias Biológicas, de la U.A.N.L., 

por el M. en C. Juan Manuel Adame. 

PREPARACION DEL ANTIGENO. Las cepas de hongo aisladas se sembraron en cajas de 

Petri conteniendo agar Sabouraud, y se incubaron a temperatura ambiente. Después de 

cuatro días, se agregó solución salina de fosfatos estéril (PBS) O. lM, pH 7.4, y se recuperó 

el micelio crecido; éste se sometió a sonicación durante 5 min en un sonicador New 

27 



Brunswick. La masa de micelio sonicada se recuperó y se centrifugó durante 10 minutos 

a 400 x g. El sobrenadante recuperado se repartió en fracciones de 1 ml en frascos ámpula 

y se liofilizó (10). Los frascos conteniendo el antígeno liofilizado se guardaron a -20ºC hasta 

su uso. El contenido de proteína fue cuantificado por la técnica descrita por Bradford (9). 

INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA). Los anticuerpos específicos contra los antígenos 

de cada cepa se determinaron por el método indirecto de ELISA descrita originalmente por 

Bortz y col (8). con algunas modificaciones. A cada pozo de una microplaca de titulación 

se le colocaron 100 µl de la solución de antígeno a una concentración de 2 µg/ml diluido 

en amortiguador de carbonatos, pH 9.6. La placa se incubó en refrigeración durante toda 

la noche para permitir la adsorción del antígeno a la fase sólida. Para bloquear los sitios del 

soporte sólido no ocupados .iJOr el antígeno, se adicionaron 100 µl de leche descremada, al 

2% en solución salina de fosfatos O. lM, pH 7.4, adicionado de 0.05% de Tween 20 (PBS-T). 

Se incubó a temperatura ambiente durante 60 minutos. La placa se lavó 3 veces con PBS-T, 

y se adicionó, por duplicado, el suero del animal correspondiente, diluido 1 :25 en PBS-T 

conteniendo 2% de leche descremada. Se Incubó a 8°C durante 45 minutos. Los pozos se 

lavaron de 5 -6 veces con PBS-T. A cada pozo se agregaron 100 µl de IgG de chivo anti-Ig 

trucha. acoplado con peroxidasa (Kirkegaard & Peny, Lab. Inc.) diluido 1: 100 en PBS-T. Se 

incubó durante 60 minutos a 8ºC. Se lavó 5-6 veces con PBS-T. Finalmente, se adicionaron 

100 µl del sustrato ( 1 O µl de H20 2 + 1 O mg de orto-fenilén diamina, en 25 ml de 

amortiguador de citratos pH 5.0). La reacción enzimática se detuvo por la adición de una 

gota de H2S04 8N. El color desarrollado se leyó en un lector de ELISA (Multiskan Plus P) con 

un filtro de 492 nm. Como testigos se utilizaron pozos que no se sensibilizaron con Ag. pero 

que se les agregó suero, pozos sensibilizados con Ag. los cuales se incubaron con PBS-T en 

lugar de suero, y pozos incubados sin Ag y sin suero (Fig. 6). 
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MEXICO, D.F. 

TOLUCA 

Fig 4. Mapa de localización del Centro Acuícola "El Zarco". 

A. El Zarco km 32.5 (Carretera México-Toluca). 

B. La Marquesa. 
C. Valle del conejo. 

D. A Atlapulco. 

E. El Potrero. 

F. Guadalupe Vietoria. 

G. A San Miguel Almalla. 

H. A Tenango del Valle. 
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Fig 5. Sistema circulatorio en trucha arcoiris. A. Vena facial anterior. B. Vena orbital. C. Vena 

encefálica. D. Vena subclaviana. E. Vena hepática. F. Aorla lateral. G~ Arteria caudal. H: Vena 

caudal. l. Riñón. J. Vena ilíaca. K. Ventliculo. L. Atrio. M. Aorta. N. "Vena yugular (Basado en 
Lagler y otros, Ichthyology. John, Wiley & Sons. USA. 506 pp, 1977) 
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ADSORBER EL .ANTIGENO A IA FASE 
SOLIDA (UNA PIACA PARA CADA Ag) 

.ADICIONAR EL SUERO DILUIDO 1:25 

.ADICIONAR EL CONJUGADO ANTl-Ig DE 
TRUCHA ACOPLADO A PEROXIDASA 

ADICIONAR EL SUSTRATO DE I.A ENZIMA 

LEER DENSIDAD OP11CA 492 nm 

F1g 6. Método indirecto de EUSA 
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA. 

A. Preparación de geles de pollacrllamida al 12.5%. 

Se lavaron dos placas de vidrio con detergente neutro, se enjuagaron con agua bidestilada 

y se limpiaron con una solución de metanol:ácido acético (v /v). 

En un matraz Kitasato de 125 ml se colocaron los siguientes reactivos para formar el gel 

separador: 

Solución de monómeros 

(acrilamida 30%-bisacrilamida 8%) 

Tris 1.5 M pH 8.8 

SDS al 10% 

H20 bidestilada 

se hizo vacío durante 1 O min 

Persulfato de amonio al 10% 

N, N, N', N'-Tetrametil-etilenediamina (TEMED) 

4.800 ml 

3.000ml 

0.240 ml 

4.000 ml 

O. lOOml 

0.008 ml 

La mezcla se virtió cuidadosamente entre las placas de vidrio, hasta 3.5 cm antes del borde 

superior. Inmediatamente se agregó 1.0 ml de H20 sobre la superficie de la mezcla de 

monómeros, y se dejó reposar a temperatura ambiente para permitir la gelificación. 

Después de la gelificación, la superficie del gel se lavó perfectamente con agua bidestilada, 

y se eliminó el líquido de la superficie del gel. Luego, se colocaron en un matraz Kitasato 

los siguientes reactivos, para formar el gel concentrador: 

Solución de monómeros 

(acrilamida 30%-bisacrilamida 8%) 0.660 ml 
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Tris 0.5 M pH 6.8 

SDS al 10% 

H20 bidestilada 

Se hizo vacío durante 1 O min 

Persulfato de amonio al 10% 

N, N, N-, N' -Tetrametil-etilenediamina (TEMED) 

1.000 ml 

0.080 ml 

2.400 ml 

0.080 ml 

0.006 ml 

Esta mezcla se adicionó sobre el gel separador, e inmediatamente se colocó un peine ciego 

con un diente para los marcadores de peso molecular. Se incubó a temperatura ambiente 

para permitir la gelificación. 

B. Preparación de la muestra. 

Las muestras liofilizadas, se reconstituyeron con agua bidestilada y desmineralizada, hasta 

una concentración de 250 µg/200 µl. Cada muestra se mezcló con regulador de muestra 

5X y se incubó en baño maría a ebullición durante 1 O min. Se utilizaron marcadores de 

peso molecular (Dalton Mark VII-L, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), los cuales se 

prepararon según las intrucciones del fabricante. 

C. Corrinúento electroforétlco. 

Antes de aplicar las muestras al gel de poliacrilamida, se retiró el peine y los pozos se 

enjuagaron con agua bidestilada. Con ayuda de una jeringa Hamilton, se colocaron 

aproximadamente 200 µl de cada muestra en los pozos correspondientes. En el último carril 

se adicionaron 1 O µl de la mezcla de marcadores de peso molecular. La jeringa se lavó 

perfectamente con SDS al 1 % después de que se colocó cada muestra. El corrimiento 

electroforético se realizó a 20 mA de corriente constante, con una fuente de poder BIO-RAD. 
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D. Electrotransferencia. 

Se cortó un pedazo de un tamaño aproximado de 10 X 10 cm, de papel de nitrocelulosa (NC) 

de 0.45 mm de poro. El papel junto con cuatro cuadros de igual tamaño de papel filtro y dos 

esponjas "Scotch Brite" se humedecieron con regulador de transferencia (Tris 0.025 M, 

glicina 0.192 M. pH 8.3, metanol 20% v /v). Se tomó un "cassette" del aparato de 

transferencia y se colocó una esponja, sobre ella se colocaron dos cuadros de papel filtro 

y sobre éste, el papel de nitrocelulosa. Luego, sobre el papel de nitrocelulosa se colocó el gel, 

en el cual se realizaron las marcas necesarias para ubicar la dirección de corrimiento del 

gel; finalmente, sobre el gel se colocaron dos cortes de papel filtro y luego una esponja. 

Enseguida se cerró el "cassette" y se colocó en la cámara de transferencia, cuidando que el 

gel quedara del lado del cátodo. La tranferencia se realizó en 5-6 ha 750 mA con una fuente 

de poder BIO-RAD. Al término de la transferencia se recuperó el papel de nitrocelulosa para 

detectar las proteínas transferidas. Se cortó el fragmento de papel donde se encontraban 

los marcadores de peso molecular y se tiñó con rojo de Ponceau. 

D.1mmunodetección. 

El papel de NC con las proteínas transferidas fue cortado en tiras de 0.5 cm de ancho, las 

cuales se colocaron en un envase que contenía regulador de bloqueo (2% de leche 

descremada y 2.5% de EDTA en PBS-T), y se incubaron a 37ºC durante 1 h. Las tiras se 

lavaron con PBS-T y se sumergieron en cestos individuales conteniendo la solución de 

suero diluido 1 :5, de cada organismo, y se incubaron a 37ºC durante 1 h y toda la noche 

a 4ºC. Nuevamente se lavaron las tiras de papel NC con PBS-T 0.1 %, 1 O veces, 1 min cada 

vez. y se agregó el anticuerpo de chivo anti-trucha marcado con peroxidasa (Kirkegaard & 

Perry, Lab. Inc.) , a una dilución 1 :50 en regulador de bloqueo. Se incubó 1 h a 37ºC, y 

después se hicieron 7 lavados de 1 min cada uno con PBS-T y después 1 O lavados con PBS 
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sin Tween. Finalmente, se agregó el sustrato de la peroxidasa, y se incubó a temperatura 

ambiente en un lugar obscuro. durante 10 minutos. Al aparecer las bandas se enjuagó con 

agua corriente y las tiras de papel se dejaron secar al aire. Una vez secos los papeles. se 

analizaron y determinaron los pesos moleculares de las proteínas reconocidas por los 

sueros. 
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RESULTADOS 

En el presente trabajo, '1as cepas de hongos que se aislaron de los organismos con 

infecciones cutáneas del Centro Acuícola "El Zarco'', fueron identificadas solamente 

hasta género, y correspondieron al género Saprolegnia. Un aislamiento resultó ser una 

me-L:cla de Saprolegniay Mucor. La identificación de la especie, no es muy fácil, ya que 

para la identificación de la especie, es necesario el estudio microscópico de estructuras 

sexuales, tales como la oogonia y el anter:idio, que sólo se inducen in vitro haciendo 

crecer al hongo sobre semillas de cáñamo (Cannabis sativa) (36, 40). Se tomaron para 

su estudio a aislamientos que aparentemente representaban a diferentes especies, de 

acuerdo a su velocidad y temperatura de crecimiento, el pigmento desarrollado y la 

morfología colonial y microscópica. Destaca el hecho de que casi en la totalidad de los 

casos, crecieron cepas puras, sin mezclas de especies. 

La identificación de las cepas fue llevada hasta género, ya que la forma de 

identificación se basó fundamentalmente en el análisis del aspecto y el desarrollo de 

la colonia a diferentes temperaturas y por la observación al microscopio de sus 

estructuras de reprodución. No se logró la identificación de especie debido a la 

dificultad que representa la inducción in vitro del proceso de reproducción sexual, que 

es uno de los criterios para su identificación. 

La concentración de proteína obtenida en el sobremtdante de cada cepa aislada, 

después de someterlas a sonicación fue la siguiente: 

Cepas de Saprolegnia spp Cepa mixta (Saprolegnia sp y Mucor sp) 

Cepa l. 546 µg/ml Cepa IV. 636 µg/ml 

Cepa II. 368 µg/ml 

Cepa III. 703 µg/ml 
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Los peces se agruparon de acuerdo con el tipo de lesión que presentaron. De los 39 

organismos muestreados durante los meses de Enero y Febrero. 11 peces mostraron 

lesiones leves, lesión que se caracterizó por pequeños brotes de color blanco-grisáseo 

aislados, en la aleta caudal. y en algunos casos en otras partes del cuerpo; 1 O de los 

animales mostraron lesiones moderadas, con ulceraciones y sangrado, de Il1ayor 

extensión principalmente en branquias, aletas caudal y dorsal; y 18 organismos con 

lesiones severas caracterizadas por la radiación de la infección a todo el cuerpo con 

ulceración, necrosis y sangrado; la mayoría de estos animales murieron durante la 

toma de la muestra. 

Las lecturas de densidad óptica obtenidas de las pruebas de ELISA practicadas a los 

sueros de los organismos muestreados que no presentaban infecciones cutáneas 

aparentes, obtenidas hacia cada antígeno, se presentan en la Tabla l. Estas lecturas 

fueron muy bajas en todos los sueros, aunque para la cepa N (cepa mixta) se encontró 

un caso extremo con valor de 0.372, que fue el valor máximo reportado para las cuatro 

cepas analizadas. 
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TABLA I. Lecturas de densidad óptica de las pruebas de ELISA practicados a los 

sueros de organismos sin lesiones cutáneas aparentes, del Cent.ro Acuír.ola "El Zarco", 

enfrentados a los cuatro antígenos empleados. 

N. org. Cepa 1 Cepa 11 Cepa ID CepalV 

1 0.136 0 .029 0.105 0.050 

2 0.165 0.083 0.119 0.126 

3 0 .129 0.125 0.135 0 .119 ¡ 
' 

4 0 .117 0.092 0.066 0 . 128 ---
5 0.220 0.164 0.234 0.218 

6 0.149 0.053 0 .211 0. 372 

7 0.126 0.004 0.208 0 .347 
' 

8 0.0:31 0.226 0.062 0.190 
·-

9 0 .000 0.000 0.078 0.154 

10 0.024 0.054 0 .217 0.320 

11 0.088 0.222 0.190 0.294 

12 0.117 0.227 0.119 0.281 

13 0.093 0.064 0.144 0.240 1 

14 0.045 0.000 0.064 0.29 7 ' 

15 0.058 0 .214 0.154 0.142 ¡ 

16 0.228 0 . 143 0.258 0 .152 ------
17 0.1 8 1 0.103 0.270 0 .166 ---· ' 
18 0.119 0.095 0.178 0 .200 

' 
19 0.132 0.063 0.223 0 .069 

20 0 . 117 0.167 0.229 0.29 5 

21 0.117 0.105 0.141 0.166 f -
_¡ 22 0.000 0.000 0.000 0.000 

23 0 .000 0.000 0.000 0.000 l 

2 4 0.000 0 .000 0.252 - 0.107 
· ¡_ 

.~ . 
25 0.000 0.000 0.000 0.000 -
2 6 0.060 0 .000 0.207 0.18 2 

27 0.020 0.000 0.165 0.089 

28 0 .000 0.000 0.000 0.000 

29 0.107 0.011 0.000 0.060 

30 0.014 0.086 0.108 0 .221 

31 0.000 0.000 0.000 0 .000 
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32 0.020 0.110 0.037 0.120 

33 0.000 0.016 0.000 0.091 

34 0.000 0.000 0.000 0.000 

35 0.1 33 0.181 O. 127 0.054 

36 0.032 0.078 0.124 0.118 

37 0.045 0.091 0.000 0.274 -
38 0.071 0.142 0.000 0.259 

39 0.171 0 .025 0.052 0.200 

40 0.000 0.000 0.000 0.000 

41 0.253 0 .162 0 . 193 0.169 

42 0.151 0.101 0.035 0.172 

43 0.079 0.032 0 . 113 0 .069 

44 0.274 0.109 0.23 0.247000 

45 0.000 0.000 0.043 0 .000 .. 

46 0.000 0.000 0.000 0 .018 

47 0.060 0.006 0.037 0.090 - -
48 0.000 0.000 0.000 0.000 -
49 0.000 0.000 0.000 0.000 

Media 0.079 0.069 0 . 105 0.140 ' 
D.E. 0 .076 0.073 0.090 0 . 108 

Cepac; I-ill: Saprolegnia spp 

Cepa IV: Saprolegnia sp y Mucor sp 

D.E. : Desviación estándar. 

Con los resultados obtenidos de los sueros de estos · organismos sin infecciones 

cutáneas aparentes, se determinó el valor promedio de D.0. para cada antígeno, al 

cual se le sumaron 2 desviaciones estándar. Este valor se consideró como valor de . . 

corte para determinar cuáles organismos con infección cutánea se considerarían como 

organismos respondedores al antígeno en cuestión. 
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Valores de corte: 

CepaI 
0.231 

Cepa II 
0.215 

Cepam 
0.285 

Cepa IV 
0.356 

Las reactividad de los sueros de los organismos con infecciones cutáneas, ante los 

cuatro antígenos empleados, se muestra en la Tabla II. 

TABLA II. Lecturas de densidad óptica de las pruebas de ELISA practicados a los 

sueros de organismos con lesiones cutáneas del Centro Acuícola "El Za rco", 

enfrentados a los cuatro antígenos empleados. 

lllllBWlllllll9m._ll1JD ..... !.llll!ll~--------.---IMIB~[;W!;a91llJl!l! ... U 

Nº org. Cepa I Cepa II Cepa fil Cepa IV 

0.254 0.210 0.152 0.179 _,_,__ ____ , 
2 2.71 1.516 1.621 1.584 

--------+----~----+-------1---~--

3 2.37 1.372 1.41 3 1.439 _._._ ___ --~-----~ 

______ 4 _____ o_._3_2_s _... __ o_.2_2_1 _.. __ o_._2_0_5_....__ o.24L! 

~----"5~·---+-~º~·~3~9-~~º~·2~9~6'--+--ºc~·2=-.:...41. ___ o .27B__ 
6 0.371 0.276 0.300 0.284 ill-------4------l-----...._ ____ ¡__. ___ . __ , 

7 2 .3 17 1.383 1.348 1.347 

8 1.134 0.968 0.611 0. 663 
1111------+------l--~ 

9 2.22 1.415 1.388 1.329 

10 1.006 0.848 0.694 0.667 

11 2.197 1.279 1. :366 1.324 

12 2 .200 1.341 1.377 1.308 

13 0.449 0.310 0.264 0.286 -------+-----+-----+-----1---
14 0.420 0.284 0.298 0.250 

15 2.387 1.390 1.474 1.434 
-------+-----+-----+-~ 

16 1.142 0.908 0.881 0 .606 

17 0.505 0.310 0 .3 13 0.341 

18 0.346 0.227 0.209 0.267 
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19 0.301 0.215 0.184 0.262 

20 0.391 0 .238 0.237 0.275 

21 o.:341 0.224 0.184 0.218 

22 2.334 1.472 1.445 1.509 

23 1.305 0.984 0 .774 0.428 

24 0.510 0 .329 0.267 0.227 

25 0.562 0.379 0. 352 0.566 

26 0.384 0.255 0.273 0.304 

27 1.237 1.047 0.751 0 .744 

28 0.394 0.241 0.245 0.271 

29 2.361 1.736 1.577 1.616 

30 0.972 0 .754 0.758 0.991 

31 1.488 1.333 1.006 1.345 

32 0 .33 0.191 0.270 0 .240 

33 0.283 1.193 0.232 0.287 ' 

' • 
34 0.427 0.289 0 .067 0.46 --
35 0.566 0.374 0.:-199 0 .395 

36 2.013 1.530 1.401 1.117 

37 0.500 0.399 0.1 87 0.196 

38 0 .806 0.271 0.275 0.244 

::S9 0.297 0.259 0 .109 0 .252 

Media 1.040 0.725 0.653 0.661 

D. E. 0 .822 0.525 0.516 0.501 
- - -

" 
;;¡--~ 

Cepas I-ill: Saprolegnia spp 

Cep a IV: Saprolegnia sp y Mucor sp 

D. E.: Desviación estándar 

Con el criterio de P()Sitividad mencionado anteriormente, el porcentaje de organismos 

positivos encontrado fue el siguiente (Figura 7): 39/39 (100%) de los organismos 

infectados fueron positivos para la cepa 1 de Saprolegnia sp; 36/39 (92%) fueron 

positivos para la cepa II de Saprolegnia sp; 23/39 (59%) fueron positivos para la cepa 
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III de Saprolegnia sp , y 20/39 (51 %) fueron positivos para un aislado mixto de 

Saprolegnia sp y Mucor sp. 
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Figura 7. Porcentaje de organismos positivos para las diferentes cepas 
aisladas de organismos cm.: infecciones cutáneas del Centro Acuicola 

"El Zarco". Cepa 1-III de Saprolegnia. spp; Cepa lV de Saprolegnia. sp y 
Mucorsp. 
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En las tablas III-VI (Figuras 8-11) se muestra el comportamiento promedio de la 

respuesta de anticuerpos específicos de Oncorhynchus mykiis, de acuerdo al tipo de 

lesión que presentó cada animal. 

TABIA m. Lecturas de densidad óptica de las pruebas de ELISA practicados a sueros 

de organismos con diferentes tipos de lesiones cutáneas, utilizando el antígeno de la 

cepa 1 de Saprolegnia sp 

N11 org Lesión leve Lesión Lesión 
moderada severa 

1 0 .254 2.710 1.006 

2 0.328 2 .370 2.197 

3 0.390 2.317 2 .200 

4 0 .371 1.340 0.449 

5 0.391 2.220 0.420 

6 0.341 2.334 2.387 

7 0 .384 1.305 1.142 

8 0.394 0 .510 0.505 

9 0 .330 0.562 0.346 

10 0.283 1.237 0 .301 

11 0 .297 2.361 

12 0.972 

13 1.488 

14 0 .427 

15 0.566 

16 2.01 3 

17 0 .500 

18 0.806 

Media 0.342 1.670 1.116 

D.E. 0.049 0.811 0 .778 

D. E. : Desviación estándar 
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Figura 8. Respuesta de anticuerpos de sueros de O. mykiis hacia 

antigenos de la cepa 1 de Saprolegnia sp. *p<0.05 para organismos 

infectados contra organismos sanos. 
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TABl.A IV. Lectura5 de densidad óptica de las pruebas de ELISA practicados a sueros 

de organismos corr diferentes tipos de lesiones cutáneas, utilizando el antígeno de la 

cepa II de Saprolegnia sp 

N2 org Lesión leve Lesión Lesión 
moderada severa 

1 0.210 1.516 0.848 

2 0 .221 U~72 1.279 

3 0.296 1.383 1.341 

4 0 .276 0.968 0.310 

5 0.238 1.415 0.284 

6 0.224 1.472 1.390 

7 0 .255 0.984 0.908 

8 0.241 0 .329 0 .3 10 

9 0.191 0 .379 0 .227 

10 1.193 1.047 0.215 

11 0 .259 1.736 

12 0.754 

13 1.333 

14 0 .289 

15 0.374 

16 1.530 

17 0 .399 

18 0 .271 

Media 0.328 1.087 0.767 

D.E. 0.289 0.436 0.534 

D. E.: Desviación estándar 
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Figura 9: Respuesta de anticuerpos de O. mylciis hacia antígenos 
de la cepa II de Saprolegnia sp. *p<0.05 para organismos infectados 

contra organismos sanos 
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TABIA V. Lecturas de densidad óptica de las pruebas de ELISA practicados a sueros 

de organismos con diferentes tipos de lesiones cutáneas. utilizando el antígeno de la 

cepa III de Saprolegnia sp 

N11 org Lesión leve Lesión Lesión 
moderada severa 

1 0 .152 1.621 0 .694 

2 0 .205 1.413 1.366 

3 0 .244 1.348 1.377 

4 0.300 0.611 0 .264 

5 0 .237 1.388 0 .298 

6 0 .184 1.445 1.474 

7 0 .273 0 .744 0 .88 1 

8 0.245 0.267 0 .3 13 

9 0.270 0 .352 0 .209 

10 0.232 0 .751 0 . 184 

11 0 . 109 1.577 

12 0 .758 

13 1.006 

14 0 .367 

15 0.399 

16 1.401 

17 0 .187 

18 0.275 

Media 0 .233 0 .997 0.724 

D.E. 0 .056 0 .500 0.517 

D. E.: Desviación estándar 

48 



o.o. 
2 

* n=lO 

• * n=l8 

• 
1,5 ' • 1 • • 

i 
-

1 

1 1 

1 
1 

' T 
i • 

1 

! 

• t 1 

i 

' 1 

1 1 

0,5 1 

1 

n=49 
n=l l • • 

~ 11 • ' 1 
• 

o 
Sanos Leve Moderada Severa 

TIPO DE LESION 

Figura 10: Respuesta de anticuerpos de O. mykiis hacia antigenos de 
la cepa III de Saprolegnia sp. *p<0.05 para organismos infectados 

contra organismos sanos. 
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TABLA VI. Lecturas de densidad óptica de las pruebas de ELISA practicados a sueros 

de organismos con diferentes tipos de lesiones cutáneas. utilizando en antígeno de la 

cepa IV de Saprolegnia sp y Mucor sp 

N9 org Lesión Lesión Lesión 
leve moderada severa 

1 0 . 179 1.584 0.667 

2 0.248 1.439 1.324 

3 0 .278 1.347 1.308 

4 0.284 0.663 0.286 

5 0 .275 1.329 0.250 

6 0.218 1.509 1.434 

7 0.304 0 .428 0 .606 

8 0 .271 0 .227 0 .341 

9 0 .240 0 .566 0.267 

10 0 .287 0 .744 0.262 

11 0.252 1.616 

12 0 .991 

13 1.345 

14 0 .460 

15 0.395 

16 1.117 

17 0 .196 

18 0.244 

Media 0 .258 0.984 0 .728 

D. E. 0.036 0 .507 0.503 

D. E.: Desviación estándar 
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Figura 11: Respuesta de anticuerpos de O. mykiis hacia antigenos de 
la cepa IV de Saprolegnia sp y Mucor sp. *p<0.05 para organismos 

infectados contra organismos sanos 
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Las respuestas mostradas por los organismos con infecciones leves, moderadas y 

severas mostraron diferencias estadísticamente significativas con respecto a los 

organismos sanos (p<0.05). sin embargo. las diferencias que parecían existir en la 

respuesta entre organismos con lesiones moderadas y severas para la cepa 1 de 

Saprolegnia sp, no fueron estadísticamente significativas. Con respecto a las cepas II. 

III y IV (cepa mixta) existieron diferencias estadísticamente significativas entre 

organismos con lesiones moderadas y severas con respecto a los organismos sanos, no 

así entre . organismos con lesiones leves y organismos sanos. Entre organismos con 

lesiones moderadas y severas no existieron diferencias significativas (Tablas III-VI. 

Figuras 8-11) . 

Los corrimientos electroforéticos de los diferentes antígenos mostraron diversas 

bandas. que se ilustran en la Fig 12. En la tabla VII se muestran los pesos moleculares 

de las proteínas contenidas en cada preparación antigénica 
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mPM(KDa) " B e D 

Fig 12: Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS al 12% en condiciones 

reductoras y tinción con azul de Coomasie. Pérfiles de sonicados de cepas aisladas del 

Centro Acuícola "El Zarco". A. Cepa 1 de Saprolegnia sp, B. Cepa III de Saprolegnia sp. 

C. Cepa 11 de Saprolegnia sp, D. Cepa IV de Saprolegnia sp y Mucor sp. 
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Tabla VII. Pesos moleculares (expresados en KDa) obtenidos para las cepas aisladas 

de organismos con infecciones cutáneas Cepas I-III: Saprolegnia spp, Cepa IV: 

Saprolegnia sp + Mucor sp. El signo * marca las proteinas con PM comunes. 

Cepa 1 Cepa II Cepam Cepa IV 

63 66 45* 52 

58 63 37* 45* 

50 60 34 43 

45* 58 28* 39 

37* 52 26 37* 

36 45* 17 32 

3 1 42 13 28* 

30 41 21 26 

28* 37* 24 

26 33 20 

24 32 17 

17 30 11 

14 28* 

21 

15 

13 

1 ') 
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En las cepas I y lI se observó una banda de PM de 58 KDa: las cepas I, II y IV 

mostraron una banda de-PM de 26 KDa: las cepas 11 y III aparentemente compartieron 

una banda de PM de 21 KDa, las cepas I y IV compartieron una banda de PM de 24 

KDa y las cepas lI y IV compartieron una banda de PM de 32 KDa. 

En el análisis por Western blot se revelaron las siguientes bandas de las cepas I y 11 

de Saprolegnia. reveladas por 8 sueros de animales respondedores (Tabla VIII , Fig 13). 
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TABl.A vm. Pesos moleculares (expresados en KDa) de las proteínas reconocidas por 

organismos con lesiones moderadas (A) y severas (B) para las cepas 1 y 11 de 

Saprolegnia spp. El signo * marca las proteínas con PM comunes. 

Cepa 1 Cepa 11 

58 28* 58 50 45 45 60 66 
45 26 50 27 33 37 45 58 
28* 17 45 24 28* 33 41 52 
24 37 17 21 28* 37 45 

30 33 41 
28* 28* 37 
26 33 

30 
(A) (A) 28* 

50 37* 45 58 37* 52 60 60 
45 31 28 50 33 41 52 58 
37* 28 24 37* 30 37* 41 52 
26 26 28* 33 33 45 
24 17 28* 28* 41 
17 37* 

33 
30 

(B) (B) 28* 
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Las proteínas más frecuentemente reconocidas por los sueros analizados (8/8) para 

la cepa I de Saprolegnia sp tienen un PM de 17 (4/8). 26 (4/8), 28 (5/8). 37 (4/8). 45 

(4/8) y 50 (4/8) KDa. 

Las proteínas más frecuentemente reconocidas por los sueros analizados (8 sueros) 

para la cepa II de Saprolegnia sp tienen un PM de 28 (8/8). 33 (8/8). 37 (6/8) y 45 

(5/8) KDa. 

Algunas proteínas con iguales PM fueron reconocidas en ambas cepas y con mayor 

frecuencia, por los sueros estudiados: una proteína con PM de 28 KDa, reconocida por 

7 de 8 sueros: una proteína con PM de 37 KDa, reconocida por 6 de 8 sueros, y una 

proteína con PM de 45 KDa, reconocida por 5 de 8 sueros. 

Los 4 sueros de organismos con lesiones moderadas evaluados por la técnica de 

Western blot reconocieron en la cepa 1 de Saprolegnia sp la proteína con PM de 28 KDa 

(3/4); en el caso de los sueros de organismos con lesiones severas, 3 de ellos 

reconocieron la proteína con PM de 37 KDa, para la cepa 11 de Saprolegnia sp las 

proteínas reconocidas por sueros de organismos con lesiones moderadas tuvieron PM 

de 45, 33 y 28 KDa: los sueros de organismos con lesiones severas reconocieron 

proteínas con PM de 33 y 28 KDa, 3 de ellos reconocieron proteínas con PM de 41 y 

37 KDa. 
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DISCUSION 

Los procesos infecciosos, como lo son las infecciones micóticas, son uno de los problemas 

más serios con que se enfrenta la industria que se dedica al cultiyo intensivo de peces. ya 

que pueden llegar a provocar grandes pérdidas de organismos en cualquiera de sus 

estadios. por muerte o daño irreparable. 

En el Centro Acuícola "El Zarco", como en muchos otros centros y granjas en el país, este 

problema representa aproximadamente el 8% de mortandad debida a infecciones micóticas 

(J. A. Pérez. comunicación personal); las infecciones micóticas se pueden hacer epizoóticas, 

lo que llega a ocasionar severos problemas en la producción. 

Snieszko en 1974 (45). al estudiar las interrelaciones entre un patógeno, su hospedero y 

las condiciones ambientales, observó que las condiciones ambientales influyen en el 

comportamiento de un organismo como susceptible, y favorecen el proceso infeccioso. 

Además. el riesgo de contraer la infección aumenta con la presencia abundante del agente 

infeccioso. La estimación de la carga infecciosa es sumamente dificil, ya que frecuentemente 

su presencia es perceptible hasta que comienza a causar daños en la población en riesgo. 

Debido a la historia natural de la infección, aún cuando ésta parece estar controlada, con 

alguna periodicidad aparecen brotes, lo que significa que en realidad se ha mantenido un 

foco latente y persistente de infección, que puede manifestarse en cualquier estanque, en 

cualquier organismo. Este parece ser el caso particular del Centro Acuícola "El Zarco", y de 

varios otros (J .A. Pérez, comunicación personal). 

Uno de los factores ambientales con mayor trascendencia sobre la aparición de infecciones 

micóticas es la temperatura (36, 43, 45). La mayoría de las epizootias se desarrollan a 

temperaturas bajas, aunque las infecciones consecutivas a un traumatismo se desarrollan 
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a cualquier temperatura. Si se considera que la temperatura que permite el crecimiento de 

Saprolegnia oscila entre 15-30°C (40), es fácil comprender que en situaciones naturales, o 

modificadas por el hombre, existe riesgo de infección causada por Saprolegnia. Pickering 

y Willougt:by (36) reportaron en 1986 que es muy marcado el contraste entre -las 

temperaturas que favorecen el enquistamiento, germinación y crecimiento de las especies 

saprófitas y de las especies patógenas del género Saprolegnia. De acuerdo con el estudio 

realizado en salmones infectados, los hongos aislados se desarrollaron durante el primer 

día de incubación a 10°C en agua de lagos naturales o en un medio nutritivo in vitro 

preparado con agua esterilizada proveniente de lagos. Los hongos que afectan a los 

organismos del C. A. "El Zarco", se desarrollan en un intervalo de 10-12°C. En el presente 

trabajo. los aislados crecieron en el laboratorio a temperatura ambiente y para su 

identificación se crecieron a dos temperaturas: a 4 y 30°C. Waterhouse (citado en 21) en 

1942 mencionó que en otoño y en invierno es más frecuente lograr el aislamiento de 

Saprolegnia en ríos y lagos de agua dulce. En el caso de los salmones, el stress reproductivo 

y el desequilibrio fisiológico transitorio causado durante el desove, los convierte en 

candidatos para contraer la infección de forma casi inmediata (43). Muchos investigadores 

han señalado que frecuentemente en las épocas de frío se intensifican las infecciones por 

hongos en los salmones (citados en 21), aparentemente porque la temperatura del agua es 

propicia para la formación y crecimiento de las formas infectivas del hongo. 

En 1930, ya se reportaba que en animales poiquilotermos la respuesta inmune es sensible 

a la temperatura. A bajas temperaturas, algunos investigadores reportan la reducción en 

el título de anticuerpos. Otros reportan una supresión completa, o bien solamente un 

retardo en el tiempo de aparición de los anticuerpos con o sin supresión. También se han 

reportado los diferentes estados en los mecanismos celulares que son más o menos 

sensitivos a la temperatura, como la interacción entre linfocitos B y T, y la síntesis y 

liberación de anticuerpos. Después del evento de cooperación celular, la respuesta parece 
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no afectarse por temperaturas bajas (46). 

Por otro lado, la temperatura parece actuar negativamente de forma indirecta sobre los 

mecanismos de defensa inmunológica de los peces a través de factores humorales. Las 

temperaturas altas podrían reducir la cantidad de transcortina (proteína transportadora 

de corticoesteroides) ligada a corticoesteroides en el plasma del pez, los cuales causan 

cambios metabólicos que contribuyen a la reducción significativa de la respuesta inmune 

y al incremento de la susceptibilidad hacia la infección específica por Saprolegnia (43). 

En el caso de la trucha arcoiris, es notable el hecho de que al parecer también se vuelve 

altamente susceptible a la infección por hongos en su etapa reproductora. la cual coincide 

con la época del año en que la temperatura ambiental, y por tanto la del agua, es más baja. 

La maduración sexual en machos de la trucha café se encuentra asociada con la 

desmuficación epidérmica (36), lo que aparentemente favorece más al desarrollo de la 

infección fúngica en los machos que en las hembras sexualmente maduras (36). Otros 

au tares han acumulado mayor evidencia de que la susceptibilidad hacia infecciones 

ectoparasitarias está fuertemente influida por el sexo del animal (35). Es también 

improbable que el incremento de la vulnerabilidad hacia ectoparásitos de piel pueda ser 

explicada simplemente en términos de la demanda fisica de los peces en el periodo de 

desove. Paling (citado en 36) en 1965 observó la incidencia y la severidad de la infección en 

las branquias de la trucha café en Windermere por Discocotyle sagittata Leuckart que fue 

significativamente más severa en machos maduros en la época del desove. 

Roth (43) en 1942 demostró una clara relación entre los niveles aumentados de algunas 

hormonas y la incidencia de infecciones micóticas, y se sugirió la relación con la 

disminución de la formación de anticuerpos y la supresión de la reacción inflamatoria. Se 

señaló que algunos tipos de stress fisiológico sumado a las bajas temperaturas, podrían 
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favorecer aún más la capacidad y velocidad de crecimiento de los hongos, así como la 

existencia de un vínculo directo entre el incremento de los niveles de corticoesteroides en 

el plasma. inducido por stress, y la susceptibilidad de los peces a infecciones causadas por 

Saprolegnia. Se ha demostrado que las hembras son más susceptibles a desarrollar éste 

tipo de infección (36. 43). 

Factores que favorecen las infecciones micóticas en peces, y que parecen actuar de manera 

muy precisa durante el desarrollo de la infección en la trucha arcoiris: a) el mayor número 

de nuevos casos se encuentra durante los meses de Octubre a Febrero, que son los meses 

en donde la temperatura del agua desciende en hasta un intervalo aproximado del O a 12ºC; 

b) ésta es la época de desove de los organismos, donde se da la madurez sexual, la cual 

conlleva a un stress de tipo hormonal; c) la manipulación de los organismos por parte de 

los trabajadores de las granjas y los cent.ros acuícolas, en muchas ocasiones causan 

traumatismos en los peces (stress físico), que se convierten en vías de entrada potenciales 

para patógenos. 

Dentro del C. A. "El Zarco" se ha tratado de implementar una nueva forma de llevar a cabo 

los desoves, ya que este es un factor que parece predisponer a los organismos hacia las 

infecciones micóticas. Antiguamente todos los organismos reproductores eran llevados a 

una sala destinada para los desoves, esto implicaba varios eventos: 1) los organismos eran 

redeados para verificar si eran candidatos para desovar; 2) los organismos elegidos eran 

transportados del sistema de estanqueria hasta la sala de desove en cubetas u ollas en 

carretillas; 3) cada organismo era manejado por más de un trabajador. Todo esto implicaba 

un stress muy fuerte .para los organismos a nivel físico, además de los accidentes 

esporádicos que se presentaban. Una forma de prevenir las infecciones será mejorar las 

técnicas de manipulación de los organismos, de tal manera que se eviten traumatismos que 

conlleven a pérdidas en la continuidad de la piel, y a un stress severo. 
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En la mayoría de las ocasiones, es dificil obtener cepas puras a partir de raspados o 

improntas de la piel del organismo infectado; en otras oca~iones,- se encuentran más de una 

especie de hongo en los cultivos. Además, la identificación del género, y, sobre todo, la 

identificación de la especie (36), no es muy fácil, ya que para la identificación de la especie, 

es necesario el estudio microscópico de estructuras sexuales, tales como la oogonia y el 

anteridio. que sólo se inducen in vitro haciendo crecer al hongo sobre semillas de cáñamo 

(Cannabis sativa) (36, 40). Paradójicamente, este tipo de estructuras se forman muy 

fácilmente en el pez infectado. y es, de hecho, la forma de diseminación de la infección. La 

identificación se complica aún más cuando se trata de aislar el hongo a partir de lesiones, 

ya que existen hongos saprófitos capaces de crecer en tejido necrótico, lo que en ocasiones 

deja la duda sobre su papel como patógeno primario. o que no desarrolle una enfermedad 

por ella misma sino como consecuencia del debilitamiento u otras enfermedades (36). 

Algunos autores han sugerido que Saprolegnia sea sólo un saprófito, o cuando mucho un 

patógeno oportunista (36). Por desgracia. con frecuencia se comete el error de dar por hecho 

que todas las infecciones micóticas son causadas por Saprolegnia, sin que medie la 

identificación del agente etiológico, dadas las inconveniencias mencionadas. Esta situación 

ha contribuido al desconocimiento de la situación real y por lo tanto a la inexistencia de 

medidas de erradicación y con trol . 

En el presente trabajo, las cepas aisladas de los organismos del Centro Acuícola "El Zarco", 

fueron identificadas solamente hasta género. Destaca el hecho de que casi en la totalidad 

de los rasos, crecieron cepas puras, sin mezclas de especies. 

El hongo invade más comúnmente de forma primaria las aletas y posteriormente el resto 

del cuerpo. Dos estudios independientes en la maduración de la trucha café han 

demostrado un clara preferencia sexual en el patrón de infección de Saprolegnia (36). 

Existen diferencias en el patrón de infección en lruchas de vida libre y en truchas 
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cultivadas: los peces cultivados se infectan más frecuentemenle en las aletas que en el resto 

del cuerpo, en ambos sexos. En peces de vida libre. se ha encontrado que los machos son 

más vulnerables a lo largo de la superficie dorsal, en tanto que las hembras son más 

vulnerables en la región caudal y anal (36). En el presente trabajo, la mayoría de los 

organismos muestreados presentaron infección diseminada en casi todo su cuerpo. Los 

organismos con lesiones de lipo leve se caracterizaron por presentar lesiones 

principalmente en la aleta caudal y la aleta dorsal, aunque no se llevó a cabo el registro de 

la proporción de machos y hembras que presentaban lesiones. es posible marcar que más 

del 70% de los animales muestreados fueron hembras. 

Uno de los mecanismos de defensa contra infecciones cutáneas es la secreción de moco en 

piel, la cual podría ser una barrera inicial de resistencia a la invasión de agentes patógenos 

(24, 36). Algunos trabajos trabajos realizados por Willoughby (1971), Willoughby y 

Pickering (1977) y Willoughby y col (1982) (citados en 36) demostraron que el moco 

epidérmico de peces salmónidos, es un excelente medio de crecimiento para las esporas de 

Saprolegnía diclina Tipo l. Aunque estos resultados son contradictorios, es muy posible que 

el moco sea realmente mediador de un mecanismo de protección en piel, como lo es en las 

mucosas. 

Cuando ocurren pequeñas abraciones en la epidermis, éstas se cubren rápidamente por 

secreciones mucosas y por células epidérmicas (36), pero las heridas muy grandes son sitios 

potenciales para la colonización por Saprolegnia. Es probable que el incremento en la 

susceptibilidad de las aletas de la trucha café hacia infecciones por Saprolegnía sea 

parcialmente el resultado del daño mecánico en sitios con altas densidades de población. 

Por otro lado, existe una infiltración temprana de células parecidas a los linfocitos hacia los 

sitios de infección de Saprolegnia en la epidermis de la trucha café, lo que podría sugerir 
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una respuesta inmune local (36). Hodkinson y Hunter (24) en 1970 detectaron anticuerpos 

precipitantes en el suero del salmón del Atlántico Salmo salar hacia antígenos de 

Saprolegnia, pero la reactividad cruzada que existe entre las especies de Saprolegnia y 

diversos antigenos microbianos, impiden declarar en la actualidad de forma tajante que la 

prueba utilizada por Hodkinson y Hunter (1970) sea útil para confirmar que realmente 

Saprolegnia induce la formación de anticuerpos séricos específicos (36). 

Q:a. prueba de ELISA utilizada en el presente trabajo, permitió establecer que solamente los 

organismos que mostraban lesiones originadas por Saprolegnia respondían hacia los 

antígenos preparados a partir de las cepas que fueron aisladas directamente de los 

organismos infectados. Una observación muy importante fue el hecho de que los 

organismos que no mostraban lesiones aparentes, no mostraron respuesta de anticuerpos 

hacia ninguna de las preparaciones antigénicas utilizadas. Sin embargo, los sueros de 

peces que respondieron positivamente a los antígenos utilizados fueron trabajados a una 

dilución muy pequeña ( 1 :25) debido básicamente al bajo título del anticuerpo comercial 

anti-Ig de trucha acoplado a peroxidasa. Estudios como el que aquí se plantea, requieren 

de la accesibilidad de los biológicos adecuados. Esta es un área para un potencial desarrollo 

tecnológico.Por otro lado, los resultados sugieren un valor potencial como un probable 

sistema de diagnóstico serológico de infecciones causadas por Saprolegnia. El sistema de 

ELISA ha demostrado ser una herramienta importante en el diagnóstico de algunas 

enfermedades víricas y bacterianas (3, 4. 6, 8), aunque presenta los mismos inconvenientes 

de cualquier otro método de diagnóstico serológico. Sin embargo, la mayor factibilidad de 

hallar anticuerpos que el parásito, mantienen a los métodos serológicos como herramienta 

de elección sobre los métodos bacteriológicos o parasitológicos. 

Con los resultados obtenidos con el sistema de ELISA, como fue empleado, se detectó a 

organismos con infecciones moderadas y severas, los cuales en dichas condiciones ya eran 
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muy evidentes. En este ca.o;;o, se podria ampliar el estudio tratando de hacer un diagnóstico 

diferencial de las micosis tegumentarias. Pero además, el sistema aquí propuesto, 

adecuadamente modificado, deberá ser útil para la detección de las infecciones tempranas, 

ya que en tales casos. es más probable recuperar a los animales enfermos. En estadios 

avanzados el proceso es prácticamente irreversible, por lo que su detección, además de 

obvia resulta ya inútil. 

El análisis de los componentes proteicos de las mezclas antigénicas por inmunoeletroforesis 

demostró que cada cepa estudiada tenía una composición de proteínas diferente, si bien 

algunas proteínas parecían ser comunes, al menos en su peso molecular, todas las cepas 

compartieron proteínas de 45, 37 y 28 KDa. En cuanto a su antigenicidad, estudiada por 

Western blot, se observó que se reconocen diferentes bandas en las cepas 1 y II, aunque 

también algunas parecen compartirse. Las proteínas más frecuentemente reconocidas por 

los sueros son las siguientes: una de 28 KDa (7 de 8 sueros), una de 37 KDa (6 de 8 sueros) 

y una de 45 KDa (5 de 8 sueros). Este hecho es muy relevante, y debido a la frecuencia con 

que fueron reconocidas dichas proteínas, sería interesante investigar su posible papel en 

la inmunidad o la patogenia de la enfermedad. 

En el sistema empleado de Western blot el color desarrollado no pudo ser estabilizado, 

aunque el bandeo fue definido y visible, la permanencia de las bandas fue inestable. 

Los estudios realizados en otros campos han demostrado que no existe exclusividad de las 

proteínas encontradas en un microorganismo en particular. Algunos componentes de 

microorganismos son más o menos ubicuos, en tanto que otros parecen estar restringidos 

a unos cuantos géneros o especies (2). Esta situación podría ser aprovechada para lograr 

dos objetivos fundamentales, al menos en el caso de las saprolegniasis: las proteínas 

comunes a cada cepa o especie son una herramienta valiosa para el desarrollo de métodos 
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de diagnóstico inmunológico; la exclusividad de algunas otras proteínas. podría ser 

aprovechada para la clasificación e identificación de las diferentes especies. Este par de 

objetivos elimina la necesidad del cultivo e identificación, con los muchos inconvenientes 

mencionados. 

Sin embargo. es necesario el plantear programas dirigidos al personal que labora dentro de 

cualquier Centro o granja acuícola. para capacitar a los trabajadores en el trato que se da 

a los organismos y reconocer oportunamente cualquier tipo de infección y cuáles serían los 

pasos a seguir, indicando nuevamente que no basta tan sólo con aislar a los organismos 

infectados o sacrificarlos, ya que simplemente lo que hacemos es continuar favoreciendo 

los focos de infección sin dar una solución definitiva. Si lograramos programas eficaces de 

sanidad piscícola, cooperación entre centros de investigación y Centros Acuícolas, en 

conjunción con sus trabajadores, podríamos aumentar la calidad de producción de los 

organismos dentro de la Acuacultura y evitaríamos la propagación de infecciones en un 

futuro. 
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CONCLUSIONES. 

1. Las cepas de hongos aisladas del Ceqtro Acuícola "El Zarco" pertenecen al 

género Saprolegnia, aunque se desconoce si son patógenos o saprófitos. 

2. Las cepas recuperadas separadamente pertenecen a diferentes especies. 

3. La respuesta de anticuerpos permite diferenciar animales sanos de animales 

infectados. 

4. El corrimiento electroforético demostró que cada cepa posee una composición 

de proteínas diferente, aunque son compartidas por todas las cepas las 

proteínas con un PM de 45, 37 y 28 KDa. 

5. Las proteínas más frecuentemente reconocidas por las cepas I y II tienen un 

PM de 45, 37 y 28 KDa. 

6. La proteína más frecuentemente reconocida por los sueros analizados para 

la cepa I de Saprolegnia sp tiene un PM de 28 KDa. 

7. Las proteínas más frecuentemente reconocidas por los sueros analizados 

para la cepa II de Saprolegnia sp tienen un PM de 28, 33, 37, 41y45 KDa. 

8. La proteína que más reconocen los organismos con lesiones moderadas para 

la cepa 1 de Saprolegnia sp tiene un PM 28 KDa y para la cepa II de Saprolegnia 

sp es de 45 KDa. 
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9. La proteína que más reconocen los organismos con lesiones severas para la 

cepa I y II de Saprolegnia sp tiene un PM de 37 KDa. 

1 O. Los sistemas de estudio empleados ofrecen la posibilidad de desarrollar un 

método de diagnóstico inmunológico y de estudios taxonómicos. 
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