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B. Los peces son animales poiquilotermos, por lo que su sistema inmunolégico es

altamente dependiente de los cambios existentes en la temperatura ambiental.

C. Al conocer la anatomia y funcion del sistema inmunolégico de los peces, como ha
ocurrido en crganismos de otros phyla, podemos actuar en una forma mas directa y
especifica en la profilaxis y terapia contra enfermedades que se presentan en cultivos

0 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 oviparos, ya que

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

El conocimiento de la anatomia del sistema inmunolégico de los peces ha llevado a la
descripcién de 6rganos linfoides, y su participacion en la produccién de anticuerpos.
Los estudios realizados sobre el fenomeno de fagocitosis y la activacion del
complemento demuestran que son esencialmente parecidos a los descritos en
mamiferos. Existe también informaciéon acerca de la existencia de células linfoides
similares a las poblaciones T y B de los mamiferos. Aparentemente la respuesta de
anticuerpos y de células involucra una serie compleja de interacciones, con la

implicacion de factores hormonales llamados interleucinas.
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ANTECEDENTES

A. SANIDAD ANIMAL

'En todas las épocas, el bienestar y la existencia misma del género humano ha dependido
.cn gran medida de animales domésticos y de especies que le brindan alimento, vestido,
medio de trabajo, de transporte y de distraccion. Esto explica la importancia que reviste el
estudio de las diversas enfermedades que aquejan a los animales y la gran trascendencia

econémica y social que tienen.

La salud animal es, asimismo, un tema de gran relevancia por su estrecha vinculacién con
la salud humana, debido a su importancia en la produccion de alimentos, y a que es un

elemento critico en la prevencion, control y erradicacion de las zoonosis.

Uno de los factores que limitan el desarrollo socio-econémico de un pais es la cuantiosa
pérdida econémica causada por las enfermedades de los animales. La salud animal
constituye uno de los factores basicos en los programas de desarrollo pecuario (30). La
sanidad es una necesidad practica de servicios debidamente ordenados para la aplicacion
de todas aquellas medidas que preservan la salud de los organismos a través de actividades

sanitarias adecuadas. |

B. SANIDAD PISCICOLA

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

virus, protozoarios, bacterias, hongos, helmintos y artrépodos, 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 6ptimo desarrollo y capacidad reproductiva en
el tiempo minimo recomendable para cada especie. Sin embargo, el hecho de no haber
erradicado aun las diversas enfermedades, limita en forma muy importante los niveles de
produccion. En ocasiones, los organismos se mantienen sin signos aparentes o sin danos
visibles. Eventualmente, la enfermedad desemboca en una forma crénica, con lo que se
afecta severamente la produccion 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 Agricultural
Organization (FAO), se han dedicado activamente al estudio de los problemas
ictiopatologicos determinados por la transferencia internacional de peces vivos y huevos.
La Organizacion 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 encontré que aunque la mayoria de los paises controlan
de una u otra forma los embarques, lo hacen en general con muy diversos grados de eficacia

(48).

La FAO convocé en 1974 una Consulta Gubernamental sobre un Convenio Internacional
para Combatir la Difusién de las Principales Enfermedades Transmisibles de los Peces. La
mayoria de los delegados que asistieron a la Consulta reconocieron la necesidad de dicho
Convenio, y en 1976 se celebré en Paris una consulta juridico-técnica patrocinada

conjuntamente por la FAO y la OIE (15).

En el ano de 1987 se implemento el programa FAO/AQUILA que representé una excelente

opcion para el desarrollo de programas encaminados a presentar alternativas para el
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estudio y prevencion de enfermedades en peces, y desarrollo las actividades de su primera
fase durante 18 meses, hasta diciembre de 1989. involucrando a 19 paises de Ameérica

Latina y el Caribe.

La segunda fase del proyecto (AQUILA II), entro en actividades a principio de 1992 con la
participacion de 32 paises (ademas de los 19 que ya participaron en la primera fase, 9
naciones insulares anglofonas del Caribe, mas Bélice, Haiti, Surinam y Guyana). AQUILA
II ha involucrado hasta hoy a mas de 45 instituciones nacionales, con la contribucion

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

En la reunion técnica de planificacion en Acuacultura, celebrado en Caracas, Venezuela,
en 1989, se plantearon algunos puntos en relacién a la existencia de fallas en la
identificacion de indole patolégico, asi como las deficiencias de infraestructura y personal

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

La epizootiologia en animales acuaticos, particularmente peces, se hizo evidente a fines del
siglo XIX, pero no fue sino hasta la mitad de este siglo en que comenz6 a cobrar
importancia, por lo que ha recibido atencion de diversas instituciones de investigacion y de

administracion publica que se encargan de defender la sanidad de los animales.

La epizootiologia puede definirse como el aspecto veterinario de la Ecologia, ya que en
esencia se encarga del estudio de las relaciones entre las poblaciones de organismos
hospedero es y los agentes potencialmente patégenos que forman la comunidad biotica 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 lah

enfermedad: el tiempo.



Las consecuencias inmediatas de las relaciones agente patogeno-hospedero-ambiente, es
el estado de salud-enfermedad. Mientras la salud representa un estado de equilibrio
dinamico entre el organismo y el medio, la enfermedad es la expresion de cualquier
desequilibrio dinamico ecolégico que se desarrolla cuando, dentro de un ecosistema,
predominan los factores que favorecen a una infeccion; sin embargo, la apariciéon de la

enfermedad esta supeditada a numerosos factores secundarios extrinsecos e intrinsecos.

Los factores extrinsecos que inciden en la manifestacion de las enfermedades son de tipo
ambiental y se refieren principalmente al tipo de instalaciones, a la alimentacion y a las

caracteristicas de calidad del agua.

El mecanismo por el cual un agente patogeno es transportado de su fuente al hospedero
receptivo, constituye el modo de transmision de la enfermedad. Esta transmision puede
deberse a un contagio (transporte del agente patégeno del animal hospedero al animal

receptor), directo o indirecto.

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

Contagio indirecto actiia por diversas vias:
1. Vectores: son animales vertebrados o invertebrados que transportan el agente
patogeno.
2. Vehiculos: son diversos elementos que transportan un agente patégeno de un
hospedero o de un reservorio, al animal receptor. Algunos de éstos vehiculos pueden
ser la materia organica, el alimento, el agua, utensilios diversos, las manos, esputo

y excrementos.

La propagacion de la infeccion esta en relacion con la densidad de la poblacion animal en

un area determinada: a mayor concentracion de animales receptores, mayor es la
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probabilidad de contagio.

Los factores intrinsecos que intervienen para crear resistencia en los hospedero es ‘contra
la infeccion causada por patégenos, comprenden a las primeras barreras fisicas y
mecanicas de proteccion, que estan constituidas por la piel, el moco cutaneo, las escamas
y las secreciones digestivas, principalmente. La segunda defensa natural esta constituida
por un complejo de interacciones celulares y humorales conocidas como inmunidad, que

confieren resistencia especifica contra la acciéon de un determinado agente patégeno (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 intrinsecos del medio (temperatura y calidad del agua), y el

stress originado por la manipulacion de los animales.

Desafortunadamente la incidencia de algunas infecciones se mantiene en forma endémica
en algunos centros de produccion piscicola. El caso particular del Centro Acuicola "El
Zarco" demuestra claramente la incidencia de algunas micosis que aparentemente no han
sido controladas y mantiene latente un foco de infeccion para la especie que ahi se cria. la
trucha arcoiris. Este problema se traduce directamente en pérdidas anuales de numeros

importantes de organismos.

Los problemas existentes sobre sanidad piscicola parecen agravarse aun mas dentro de los

centros acuicolas por varias razones:

1. Manejo inadecuado de los animales
2. El transporte de crias y animales reproductores de una entidad federativa,

causando transfaunaciéon de microorganismos patégenos



3. La introduccién clandestina de peces infectados, provenientes de paises o zonas
endémicas

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

La trucha arcoiris (Oncorhynchus myikiis) es un pez teleésteo de agua dulce, caracteristico
de regiones boscosas altas donde la temperatura oscila entre 10 y 18°C. 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 Acuicola "El Zarco" cuenta con los requerimientos
ambientales necesarios para el mantenimiento de la trucha arcoiris, fue destinado para la
producciéon de dicha especie; sin embargo, la alta prevalencia de enfermedades micéticas

crea una constante pérdida de organismos.

1. Micologia de los teledsteos

a. Micosis Tegumentarias. Saprolegniasis

Las enfermedades fungicas mas importantes que se presentan en los peces teledsteos son
aquellas micosis tegumentarias que provocan los hongos del orden Saprolegniales. El
término se utiliza para describir las infecciones micéticas de la piel y las branquias, que

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

El término moho acuatico, aunque es aplicable a muchos otros grupos de hongos, se utiliza
comunmente para designar a los hongos del orden Saprolegniales, pues se encuentran
abundantemente en las aguas claras y se aislan con facilidad, aunque muchas especies son
habitantes del suelo. La mayoria de las especies de este orden son saproéfitos y representan
poca importancia economica directa. Sin embargo, algunas especies del género Saprolegnia

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

A finales del siglo XIX, se desperto un gran interés por la evolucion de la epizootia del
salmon del Atlantico que sufria una invasién fungica (citado en 40). A este hongo se le di6
‘el nombre de Saprolegnia ferax, y se le considero 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 publicé una monografia que describe a la familia Saprolegniaceae con gran
detalle; este estudio sirvio para la élasiﬁcacién de los géneros gracias a la diferenciacion de
las estructuras reproductivas asexuales, mientras que la definiciéon de las especies se baso
en la reproduccion sexual. No fue sino hasta 1932, que se describié la forma sexual de S.
parasitica en un medio de cultivo a base de semilla de canamo, utilizada como sustrato de
un primer cultivo sobre huevos de peces (citado en 40). En 1970 se publicé 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 estan separadas de las hifas
somaticas por septos, y la reproducciéon asexual se realiza por medio de zoosporas

biflageladas (Fig. 2 y 3).

La mayoria de las especies de este orden son saprofitos y son de poca importancia
econoémica directa. No obstante, algunas son parasitos importantes, como Saprolegnia
parasiti;r.:a, 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 esta considerado como un patégeno oportunista

9



Fig 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 I'epidemiologie et la pathogenie de la
saprolegniose chez. Lebistes reticulatus Peters et Xiphophorus helleri Heckel,

Acta Zoologica et Pathologica Antverpiensa. 57: 127, 1973)
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Fig 2. Ciclo de reproduccién asexual de Saprolegnia. A-B. Acumulacién de
citoplasma en el extremo de un filamento. C-D. Formacién de zoosporas. E.
Salida de esporas biflageladas por un poro apical. F. Zoospora primaria. G.
Quiste. H. Zoospora secundaria. 1. Quiste. J-L Germinaciéon de la zoospora
en un nuevo micelio. (Tomado de Nolard-Tintiger, N. Etude experimentale sur
I'epidemiologie et la pathogenie de la saprolegniose chez. Lebistes reticulatus
Peters et Xiphophorus helleri Heckel, Acta Zoologica et Pathologica
Antverpiensa. 57:127, 1973)
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Fig 3. Ciclo de reproducciéon sexual de Saprolegnia. A. Oogonio en
formacién. B. La vacuola determina las porciones del -citoplasma.
C. Formacion de oosferas en el anteridio. D. Fecundacién de oosferas.
E. Oogonio y oosferas en maduraciéon F-H. Liberacién de la oospora
germinada para la formacién 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,

Acta Zoologica et Pathologica Antverpiensa. 57:127, 1973)
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capaz de invadir a peces sometidos al stress provocado por manipulacion inadecuada,
desnutricion, sobrepoblacion, o infecciones parasitarias o bacterianas concomitantes. Los
factores de stress fisico que mas favorecen infecciones son los cambios en la temperatura

del agua, de su pH y la alta salinidad.

Hasta la fecha, se han identificado s6lo seis géneros de oomicetos (Achyla, Aphanomyces,
Leptolegnia, Leptomitus, Pythiopsis y Saprolegnia) habitantes de aguas dulces, y de
Saprolegnia se reconoce como patogeno a un complejo de S. parasitica-diclina y algunas
especies "estériles" (sin estructuras sexuales), denominadas como Saprolegnia spp. Sin
embargo, no todos los hongos aislados corresponden a agentes patogenos y tampoco al
orden Saprolegniales. Los miembros de la familia Saprolegniaceae que se comportan como
patogenos primarios en condiciones experimentales incluyen a Achyla bisexualis, Achyla
flagellata, Achyla sp, Dictyuchus sp, Saprolegnia delica, Saprolegnia diclina Tipo |

(Saprolegnia parasitica), Saprolegnia ferax, 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 habian sufrido ningun dano 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, existia
casi siempre una forma de Saprolegnia con un bajo porcentaje de sexualidad homotalica.
Este hongo parece incapaz de producir estructuras sexuales a pesar de una incubacion

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

La temperatura 6ptima para el crecimiento de Saprolegnia oscila entre los 15 y los 30°C.
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 invasion micética también
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puede ser inducida a altas temperaturas relativas (43). La velocidad de la invasion del

hongo, esta 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 cuticula del pez esta cubierta de uxia cierta actividad
antifungica (citado en 40), y aunque en algunos casos, como sucede en los salménidos en
reproduccién, esta ampliamente desarrollada, esto no necesariamente impide el hecho de
que la infeccion fungica se presente en esta etapa. La invasion de la dermis, conduce
rapidamente a un desequilibrio de fluidos organicos y una falla circulatoria periférica
(shock) debido a la pérdida del volumen de sangre circulante. En el caso de las lesiones

créonicas, pueden sobrevenir infecciones de tipo bacteriano.

Los hongos crecen generalmente sobre la piel del pez formando lesiones, ya sea como
manchas blancas o blanco-grisaceas, focales, aterciopeladas o algodonosas, que pueden
observarse a simple vista. El hongo también puede invadir el musculo y ocasionalmente a
organos internos. En este ultimo caso, la via de diseminacion generalmente es intestinal

(25).

Existen reportes de que las saprolegniasis pueden provocar hasta un 100% de mortalidad
en colonias de organismos como el bagre (Ictalurus 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
organica en descomposicion, por lo que todo pez que presente cualquier tipo de lesion es

un candidato a contraer la infeccion.

En el trabajo realizado por Roth (43) en 1972 se demostr6é una clara relacion entre los

niveles aumentados de estradiol, progesterona o TSH y la incidencia de infecciones
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micoticas en peces de agua dulce (Catostomus commersonii commersonii Lacépéde), y se
sugiri6 que este efecto se encontraba relacionado con la disminucion de la formacién de
anticuerpos y la supresion de la reaccién inflamatoria. En el mismo trabajo, Roth sefial6
que algunos tipos de stress fisiologico, que alteran la producion de algunas hormonas (en
particular, el stress que promueve la produccion de corticoesteroides), sumado a las bajas
temperaturas, podrian favorecer aun mas la capacidad y velocidad de crecimiento de los
hongos. Neish y Hughes (citado en 36) en 1980 postularon la existencia de un vinculo
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
recopilacion hecha por .Pickering y Willoughby (36) en 1986, se encontré que el tratamiento
de la trucha arcoiris con cortisol, es capaz de inducir el desarrollo de infecciones fungicas
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
ovulacion; época en la que se ha observado que es mas susceptible. Por el contrario, en el
caso de la trucha arcoiris en cautiverio, el incremento en la susceptibilidad hacia parasitos
de la piel durante la maduracién sexual, no parece estar relacionado con los niveles de

cortisol sanguineo (36, 43).

El diagnéstico se realiza basicamente por la observacion directa de las lesiones o las
manchas en la piel. La confirmacién se hace por la observaciéon microscopica de una
impronta o un raspado directo de la lesién. Las hifas de Saprolegnia se observan como
filamentos largos, no septados de aproximadamente 20 mm de diametro, y se caracterizan
por tener un zoosporangio con una papila apical que contiene en su interior las zoosporas
biflageladas. Para su identificacion se siembra en medios especificos para el estudio de la

morfologia colonial y las estructuras microscopicas (25).
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Existen diferentes procedimientos terapéuticos para el control de la enfermedad. Uno de los
fungicidas mas efectivos es el verde de malaquita; sin embargo, no es recomendado para
tratamientos prolongados cdebido a su potencial efecto teratogénico (7). Puede ser aplicado

en diferentes formas:

1. Por inmersion del pez en una solucion diluida durante 10-30 s.

2. Tratamiento durante 1 h con concentraciones entre 0.3-1.0 ppm, segun el tipo y
el tamano del pez.

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

pez.

Las saprolegniasis también pueden ser tratadas por inmersion de los peces infectados en
una solucién de cloruro de sodio (NaCl) al 1-5% durante 10-30 segundos, o bien en una
solucion al 5% durante 1-2 minutos, para aquellos peces que toleran altas concentraciones
de sal. El crecimiento del hongo también puede reducirse por inmersion de los peces en una
solucién de acido acético al 5% durante 30-60 segundos o en formol (1:10 000) adicionado

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

C. SISTEMA INMUNOLOGICO EN PECES

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

proteccion contra infecciones, y de homeostasis interna.

Las principales caracteristicas de la respuesta inmunolégica descritas para los mamiferos
aparecen desde los peces: es inducible, debido a que s6lo se manifiesta cuando hay un

agente inductor, llamado antigeno; es especifica, un sujeto inmunizado con un antigeno
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dado no presenta inmunidad hacia otro antigeno diferente; posee memoria, un segundo
contacto con el antigeno que originé una respuesta de tipo primario da por resultado una
respuesta mas rapida y vigorosa (respuesta secundaria); y es t.ra;nsferible 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 produccion
de inmunoglobulinas, y la respuesta celular ejemplificada por el rechazo a injertos y la

reaccion de hipersensibilidad tardia.

Los anticuerpos pueden realizar funciones esenciales diversas; la mayoria aparecen como
defensa contra infecciones bacterianas y virales, participan en los procesos de
reconocimiento de transplantes de tejidos extranos y, en general, el reconocimiento de toda

sustancia extrana al organismo.

1. Inmunidad de secreciones.

La secrecion por células mucosas es una caracteristica de la epidermis de todos los peces
teleosteos y muchos otros vertebrados acuaticos. Algunas hipotesis han tratado de plantear
la funcién de estas células. Es probable que la continua renovacion del moco prevenga la
colonizacion por parasitos, hongos y baterias. Es posible que el papel protector que juegan

estas células esté mediado por funciones inmunoquimicas o quimicas especificas (34).

Desde 1957 en el trabajo publicado por van Oosten (citado en 34) se sugiere que la
produccién de moco protege al pez contra infecciones. En trabajos realizados con

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

La composicion quimica del moco es especialmente glicoproteica. Algunas funciones
bioldgicas atribuidas a la capa de moco de los peces son la lubricacion, la osmoregulacion

y locomocion, y una barrera protectora mecanica (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 parasitos. En el pez bruja
del Pacifico 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

inmunologicamente con las encontradas en el suero (24).

Harrell y col en 1976, reportaron que en el moco de truchas sin infeccion exhibian
actividades vibrioestaticas y vibriocidales. El complemento esta implicado en la accion
antibacteriana y se ha concluido que el moco encontrado en el cuerpo y en el intestino
podrian representar la primera linea de defensa antimicrobiana. En adicion, 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. Esta se incrementa
en los peces como resultado de una infeccion o de la manipulacion (24). En muchos casos
parece ser que la secrecion de moco refleja el grado de resistencia inicial a la invasion de

una variedad de agentes potencialmente infecciosos (24).

Las secreciones mucosas de mamiferos contienen grandes cantidades de inmunoglobulinas,
principalmente IgA, que son el resultado del transporte especifico por células epiteliales o
hepatocitos hacia moco o bilis, respectivamente. Algunos autores han sugerido la existencia

de un sistema inmune de secreciones en teledsteos, que se manifiesta luego de una
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inmunizacion oral o por inmersion, encontrandose antigenos especificos en moco de la piel
o en bilis, pero de forma escasa o no detectable en el suero. Ademas altos niveles de
anticuerpos especificos o anticuerpos marcados de suero se transportaron de forma muy
pobre hacia secreciones mucosas. Estos datos sugieren que existen diferencias entre los
antigenos que inducen anticuerpos séricos (slg) y los antigenos que especificamente
inducen anticuerpos en moco (mlg). En Archosargus probatocephalus no se han encontrado

eslas diferencias entre ambas [g’s (41).

Rombout y col (41) encontraron varias similitudes entre las Ig's que estudiaron: a. Ambas
se presentaron en forma tetrameérica predominantemente, aunque se presentaron también
formas diméricas y monoméricas. b. Ambas contienen cadenas pesadas (H), de £70 KDa y
cadenas ligeras (L), de =25 KDa. c¢. Ambas son reactivas con WCI, un anticuerpo
monoclonal (AcMo) producido contra inmunoglobulinas de suero de carpa. Sin embargo,
existe una clara diferencia entre estas dos Ig's, los AcMo WC1 M1 y WC1 M2 reconocieron
a la cadena pesada de la mlg, pero no a la cadena pesada de la slg, indicando diferencias

en la composicion 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 resultados positivos también. Al examinar cortes de tejido de piel e intestino
se encontraron células linfoides en ambos casos. Estas ;:élulas podrian estar involucradas
en la sintesis local de anticuerpos. Recientemente, también se ha sugerido la sintesis de

anticuerpos por células del intestino y de la epidermis(14). En contraste con otros peces,
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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 especificos en moco contra agentes
infecciosos. Harris (citado en 31) detecté anticuerpos precipitantes hacia.el helminto
Pomphorhynchus 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
carpio) se localizaban anticuerpos especificos 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 observacion se desconoce (31). Los anticuerpos
encontrados en las mucosidades de la piel probablemente se originan del suero por
transpiracion, y es posible que se produzcan localmente por linfocitos a partir de estimulos

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 asociacion cercana con la mucosa
epitelial de la superficie del cuerpo sugiere que es un mecanismo de defensa activo
inmunolégicamente y apoya la hipotesis de que los peces, al igual que los mamiferos.
poseen un sistema inmunosecretor, el cual podria operar junto con el sistema de

circulacion de inmunoglobulinas séricas (47).

Las células plasmaticas subepidérmicas podrian ser las responsables de la produccion de
una parte de las Ig de mucosas. Esto se confirma por la observacion de manchas

fluorescentes positivas entre las células del epitelio, sugiriendo el transporte intercelular
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de Ig a partir de células plasmaticas dérmicas hacia la superficie externa de la piel (47).

2. Factores que afectan la respuesta inmune en peces.

a. Temperatura. El rasgo caracteristico de los animales poiquilotermos es la influencia de
la temperatura del medio sobre la respuesta inmune. La produccion 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 formaciéon de inmunoglobulinas,
fuera del cual es posible la atenuacion, o incluso la completa anulacion de la formaciéon de

anticuerpos (39).

La primera fase de la respuesta inmunolégica incluye la captacion, el procesamiento y la
presentacion del antigeno, fenémeno independiente de la temperatura (11). El inicio de la
produccion de anticuerpos luego de la interaccion entre células puede ser afectada por la
temperatura. Este fenomeno 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
poblacion de células T con actividad supresora a bajas temperaturas (39). La multiplicacion
celular y la diferenciacion de las células B son eventos también considerados
independientes de la temperatura (39). Cuando existe una nueva exposicion del pez a una

temperatura optima para la produccion de anticuerpos, se permite su sintesis y liberacion.

b. Factores conductuales. Al parecer existe una estrecha relaciéon entre la posicion
jerarquica de los organismos y la respuesta de anticuerpos. Los resultados obtenidos en
carpas mantenidas a 20°C demostraron que sélo los miembros dominantes del grupo

producian 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 relacion de sexos
en la poblacion, y la presencia de feromonas que podrian ser liberadas como respuesta a
condiciones adversas, como la alta densidad de poblaciéon, la manipulacion, y las
condiciones de iluminaciéon. Existe evidencia experimental acerca de la reduccién de la
respuesta inmune en guramis infectados con el virus de la necrosis pancreatica viral, al

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

3. Inmunoglobulinas en pez: estructura y funcion.

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. €j. lampreas) en quienes se han detectado

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

En yemas de huevo de salmoén se han identificado proteinas estructural y antigénicamente
idénticas a la [gM 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 demostré 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 le; 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 (19S5) del plasma del tiburon es
capaz de mediar fenomenos de toxicidad, muy parecidos a la citotoxidad mediada por

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

La macroglobulina presente en varias especies de peces 6seos se encuentra en circulacion
de forma tetramérica (14-16S), pero también puede presentarse en forma monomérica. En
los elasmobranquios se encontraron inmunoglobulinas parecidas a la [gM de mamiferos con

estructura pentamérica (17-19S) y monomeérica (7S) (37).

Recientes estudios de [gM en vertebrados inferiores, han dado a conocer que la forma
pentamerica no es universal para este tipo de immunoglobulina. Se ha reportado la
existencia de formas hexameéricas o tetraméricas de I[gM para macroglobulinas de anfibios

y peces oseos (1,18, 20).

Kobayashi y col. (27) aislaron tres inmunoglobulinas del suero del tiburon con diferentes
pesos moleculares: la [g 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 Ig's IMW y LMW poseen
antigenicidad idéntica, y son definidas como del mismo isotipo. Los analisis antigénicos
entre la Ilg HMW y la Ig LMW demostraron epitopes especificos en cada molécula. Kobayashi
y col. en 1984 (26), aislaron dos distintas inmunoglobulinas de la raya (Raja Ikengjei): la
HMW y la LMW. La Ig HMW posee un coeficiente de sedimentacion de 18S y un peso
molecular de 840 KDa; podria ser definida como la I[gM y posee una estructura pentamérica.
La LMW de la raya es un dimero que posee un coeficiente de sedimentacion de 9S y un peso

molecular de 320 KDa, cuyos monomeros estan asociados por enlaces covalentes.

De acuerdo con los datos acumulados se sugiere que muchos teledsteos 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 inmunizacion con el bacteriofago @X174.

4. Respuesta inmune 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 macroéfagos.
Recientemente se han reconocido células citotéxicas no especificas (CCNE) en la respuesta
inmune de teledsteos, como el bagre, que reconocen una variedad de cé€lulas blanco

humanas y murinas (16).

Se ha establecido que una de las infecciones en peces ornamentales que presenta mas
pérdidas a nivel econémico y de organismos es ocasionada por protozoarios parasitos
(Ichthyophthirius multifilis, Oodinium pillularis, Trichodina sp, Ichthyobodo necatrix o
Chilodonella cyprini). Se han recomendado para su control terapias fisicas, 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 proteccién 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 obtencion de suficiente antigeno para la inmunizacion (23).
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OBJETIVOS



OBJETIVO GENERAL:

EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL ANTE UNA INFECCION
MICOTICA EN TRUCHA ARCOIRIS (Oncorhynchus mykiis) DEL CENTRO ACUICOLA
"EL ZARCO".

OBJETIVOS PARTICULARES:

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

arcoiris dentro del centro acuicola "El Zarco".
B. Preparacion de un antigeno soluble a partir de las cepas de hongos aisladas.

C. Determinacion de la presencia de anticuerpos especificos en sangre

periférica de animales con infeccién cutanea y sin infeccién aparente.

D. Definicién de los componentes antigénicos de Saprolegnia reconocidos por

anticuerpos séricos de animales infectados.
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Cuadro de Flujo
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r 1 S 0
"Alslamiento del hongo de| SHgtdn i pankii de
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| organismos con infeccién| | : . ,
cutédnea | | con infeccién cutédnea y
; | 49 sin infeccién in situ |
'Siembra en caja de Petri | Obtencion de sueros i
\con medio Agar Sabouraud| en el laboratorio |
| Identificacién| | Crecimiento masivo | Almacenamiento a -20°C

}

| Recuperacién del micelio ’
| con PBS (pH 7.4)

} }

'Sonicacién y liofilizacién|

} /

i Cuantificacion de protei.n:]

|
i Valoracién de los sueros por ELISA indirecto y
| Electrotransferencia ¢ inmunodeteccion (Western blot)




MATERIAL Y METODOS

PECES. Se estudiaron 39 organismos con infeccion cutanea y 49 organismos no infectados,
de la especie Oncorhynchus mykiis, de sexo indistinto, de aproximadamente 30 cm de
longitud, del Centro Acuicola "El Zarco", que se localiza en el Km 32.5 de la carretera
México-Teluca, 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 puncion de la vena o arteria caudal (Fig. 5), utilizando una jeringa
hipodérmica con aguja de calibre 22. Se colect6 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
lesion sobre la piel de los animales infectados; esta muestra se sembro en dos tubos
estériles con agar Sabouraud. Las muestras se transladaron al laboratorio para el
aislamiento e identificacion del hongo recuperado. Esta tltima etapa se realizo en el
Laboratorio de Micologia 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 Biolégicas, 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 dias, se agregd solucion salina de fosfatos estéril (PBS) 0.1M, pH 7.4, y se recupero

el micelio crecido; éste se sometié a sonicaciéon durante 5 min en un sonicador New
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Brunswick. La masa de micelio sonicada se recupero y se centrifugo durante 10 minutos
a 400 x g. El sobrenadante recuperado se reparti6 en [racciones de 1 ml en frascos ampula
y se liofilizé (10). Los frascos conteniendo el antigeno liofilizado se guardaron a -20°C hasta

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

INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA). Los anticuerpos especificos contra los antigenos
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 titulacion
se le colocaron 100 ul de la solucién de antigeno a una concentracion de 2 pg/ml diluido
en amortiguador de carbonatos, pH 9.6. La placa se incubé en refrigeracion durante toda
la noche para permitir la adsorcion del antigeno a la fase sélida. Para bloquear los sitios del
soporte solido no ocupados por el antigeno, se adicionaron 100 ul de leche descremada, al
2% en solucion salina de fosfatos 0.1M, pH 7.4, adicionado de 0.05% de Tween 20 (PBS-T).
Se incubo a temperatura ambiente durante 60 minutos. La placa se lavé 3 veces con PBS-T,
y se adiciond, por duplicado, el suero del animal correspondiente, diluido 1:25 en PBS-T
conteniendo 2% de leche descremada. Se Incubé a 8°C durante 45 minutos. Los pozos se
lavaron de 5-6 veces con PBS-T. A cada pozo se agregaron 100 ul de IgG de chivo anti-Ig
trucha, acoplado con peroxidasa (Kirkegaard & Perry, Lab. Inc.) diluido 1:100 en PBS-T. Se
incubé durante 60 minutos a 8°C. Se lavo 5-6 veces con PBS-T. Finalmente, se adicionaron
100 ul del sustrato (10 ul de H,O0, + 10 mg de orto-fenilén diamina, en 25 ml de
amortiguador de citratos pH 5.0). La reaccion enzimatica se detuvo por la adicion de una
gota de H,SO, 8N. El color desarrollado se ley6 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 agrego 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,

Fig 4. Mapa de localizacion del Centro Acuicola “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
encefalica. D. Vena subclaviana. E. Vena hepatica. F. Aorla lateral. G. Arteria caudal. H' Vena
caudal. I. Rifién. J. Vena iliaca. K. Veniriculo. L. Atrio. M. Aorta. N. Vena yugular (Basado en
Lagler y otros, Ichthyology. John, Wiley & Sons. USA. 506 pp, 1977)



ADSORBER EL ANTIGENO A LA FASE
SOLIDA (UNA PLACA PARA CADA Ag)

ADICIONAR EL SUERO DILUIDO 1:25

S>>

ADICIONAR EL CONJUGADO ANTI-Ig DE
TRUCHA ACOPLADO A PEROXIDASA

208

ADICIONAR EL SUSTRATO DE LA ENZIMA

o (-

LEER DENSIDAD OPTICA 492 nm
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

A. Preparacion de geles de poliacrilamida al 12.5%.

Se lavaron dos placas de vidrio con detergente neutro, se enjuagaron con agua bidestilada
y se limpiaron con una solucién de metanol:acido acético (v/v).

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

separador:

Solucion de monoémeros

(acrilamida 30%-bisacrilamida 8%) 4,800 ml
Tris 1.5 M pH 8.8 3.000ml
SDS al 10% 0.240 ml
H,O bidestilada 4.000 ml

se hizo vacio durante 10 min
Persulfato de amonio al 10% 0.100ml

N, N, N’, N'-Tetrametil-etilenediamina (TEMED) 0.008 ml

La mezcla se virtié cuidadosamente entre las placas de vidrio, hasta 3.5 cm antes del borde
superior. Inmediatamente se agregoé 1.0 ml de H,O sobre la superficie de la mezcla de
monomeros, y se dejo reposar a temperatura ambiente para permitir la gelificacion.
Después de la gelificacion, la superficie del gel se lavo perfectamente con agua bidestilada,
y se eliminé el liquido de la superficie del gel. Luego, se colocaron en un matraz Kitasato

los siguientes reactivos, para formar el gel concentrador:

Solucion de monomeros

(acrilamida 30%-bisacrilamida 8%) 0.660 ml
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Tris 0.5 M pH 6.8 1.000 ml

SDS al 10% 0.080 ml

H,O bidestilada 2.400 ml
Se hizo vacio durante 10 min

Persulfato de amonio al 10% 0.080 ml

N. N, N°, N'-Tetrametil-etilenediamina (TEMED) 0.006 ml

Esta mezcla se adiciond sobre €l gel separador, e inmediatamente se colocé un peine ciego
con un diente para los marcadores de peso molecular. Se incubo a temperatura ambiente

para permitir la gelificacion.

B. Preparacion de la muestra.

Las muestras liofilizadas, se reconstituyeron con agua bidestilada y desmineralizada, hasta
una concentracion de 250 pg/200 ul. Cada muestra se mezclé con regulador de muestra
5X y se incubé en bano maria a ebullicion durante 10 min. Se utilizaron marcadores de
peso molecular (Dalton Mark VII-L, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), los cuales se

prepararon segun las intrucciones del fabricante.

C. Corrimiento electroforético.

Antes de aplicar las muestras al gel de poliacrilamida, se retiré el peine y los pozos se
enjuagaron con agua bidestilada. Con ayuda de una jeringa Hamilton, se colocaron
aproximadamente 200 1 de cada muestra en los pozos correspondientes. En el ultimo carril
se adicionaron 10 ul de la mezcla de marcadores de peso molecular. La jeringa se lavo
perfectamente con SDS al 1% después de que se colocd cada muestra. El corrimiento

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

Se cortd un pedazo de un tamano aproximado de 10 X 10 cm, de papel de nitrocelulosa (NC)
de 0.45 mim de poro. El papel junto con cuatro cuadros de igual tamano 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 tom6 un "cassette" del aparato de
transferencia y se coloc6 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 coloco el gel,
en el cual se realizaron las marcas necesarias para ubicar la direccion de corrimiento del
gel; finalmente, sobre el gel se colocaron dos cortes de papel filtro y luego una esponja.
Enseguida se cerro €l "cassette” y se coloco en la camara de transferencia, cuidando que el
gel quedara del lado del catodo. La tranferencia se realizé en 5-6 h a 750 mA con una fuente
de poder BIO-RAD. Al término de la transferencia se recupero el papel de nitrocelulosa para
detectar las proteinas transferidas. Se corté el fragmento de papel donde se encontraban

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

D. Inmmunodeteccion.

El papel de NC con las proteinas transferidas fue cortado en tiras de 0.5 cm de ancho, las
cuales se colocaron en un envase que contenia regulador de bloqueo (2% de leche
descremada y 2.5% de EDTA en PBS-T), y se incubaron a 37°C durante 1 h. Las tiras se
lavaron con PBS-T y se sumergieron en cestos individuales conteniendo la solucién de
suero diluido 1:5, de cada organismo, y se incubaron a 37°C durante 1 h y toda la noche
a 4°C. Nuevamente se lavaron las tiras de papel NC con PBS-T 0.1%, 10 veces, 1 min cada
vez, y se agreg6 el anticuerpo de chivo anti-trucha marcado con peroxidasa (Kirkegaard &
Perry, Lab. Inc.) , a una diluciéon 1:50 en regulador de bloqueo. Se incub6 1 h a 37°C, y

después se hicieron 7 lavados de 1 min cada uno con PBS-T y después 10 lavados con PBS
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sin Tween. Finalmente, se agrego el sustrato de la peroxidasa, y se incub6 a temperatura
ambiente en un lugar obscuro, durante 10 minutos. Al aparecer las bandas se enjuago6 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 proteinas reconocidas por los

SUETrDS.
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RESULTADOS

En el presente trabajo, las cepas de hongos que se aislaron de los organismos con
infecciones cutaneas del Centro Acuicola "El Zarco", fueron identificadas solamente
. hasta género, y correspondieron al género Saprolegnia. Un aislamiento resulté ser una
mezcla de Saprolegnia y Mucor. La identificacion de la especie, no es muy facil, ya que
para la identificacién de la especie, es necesario el estudio microscopico de estructuras
sexuales, tales como la oogonia y el anteridio, que sé6lo se inducen in vitro haciendo
crecer al hongo sobre semillas de canamo (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
morfologia colonial y microscopica. Destaca el hecho de que casi en la totalidad de los

casos, crecieron cepas puras, sin mezclas de especies.

La identificacion de las cepas fue llevada hasta género, ya que la forma de
identificacion se baso fundamentalmente en el analisis del aspecto y el desarrollo de
la colonia a diferentes temperaturas y por la observacion al microscopio de sus
estructuras de reproducion. No se logro la identificacion de especie debido a la
dificultad que representa la induccion in vitro del proceso de reproduccién sexual, que

es uno de los criterios para su identificacion.

La concentracion de proteina obtenida en el sobrenadante de cada cepa aislada,

después de someterlas a sonicacion fue la siguiente:

Cepas de Saprolegnia spp Cepa mixta (Saprolegnia sp y Mucor sp)
Cepa L. © 946 ug/ml Cepa IV. 636 ug/ml

Cepa Il. 368 ug/ml

Cepa III. 703 pg/ml
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Los peces se agruparon de acuerdo con el tipo de lesion que presentaron. De los 39
organismos muestreados durante los meses de Enero y Febrero, 11 peces mostraron
lesiones leves, lesién que se caracterizo por peq.ueﬁos brotes de color blanco-grisaseo
aislados, en la aleta caudal, y en algunos casos en otras partes del cuerpo; 10 de los
animales mostraron lesiones moderadas, con ulceraciones y sangrado, de mayor
extension principalmente en branquias, aletas caudal y dorsal; y 18 organismos con
lesiones severas caracterizadas por la radiacion de la infeccién a todo el cuerpo con
ulceracion, necrosis y sangrado; la mayoria de estos animales murieron durante la

toma de la muestra.

Las lecturas de densidad o6ptica obtenidas de las pruebas de ELISA practicadas a los
sueros de los organismos muestreados que no presentaban infecciones cutaneas
aparentes, obtenidas hacia cada antigeno, se presentan en la Tabla I. Estas lecturas
fueron muy bajas en todos los sueros, aunque para la cepa [V (cepa mixta) se encontro
un caso extremo con valor de 0.372, que fue el valor maximo reportado para las cuatro

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

sueros de organismos sin lesiones cutaneas aparentes, del Centro Acuicola “El Zarco”,

enfrentados a los cuatro antigenos empleados.

Cepal

CepaIll

Cepa 1V

N. org. Cepa I
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 0117 0.092 0.066 0.128
5 0.220 0.164 0.234 0.218

6 0.149 0.053 0.211 0.372

3 7 0.126 0.004 0.208 0.347

' 8 0.031 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
14 0.045 0.000 0.064 0.297
15 0.058 0.214 0.154 0.142
16 0.228 0.143 0.258 0.152
17 0.181 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 0.295
21 0.117 0.105 0.141 0.166
22 0.000 0.000 0.000 0.000
23 0.000 0.000 0.000 0.000
24 0.000 0.000 0.252 0.107
25 0.000 0.000 0.000 0.000
26 0.060 0.000 0.207 0.182
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 I
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 0.133 0.181 0.127 0.054
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
0.108

Cepas I-I0I: Saprolegnia spp
Cepa 1IV: Saprolegnia sp y Mucor sp

D.E. : Desviacion estandar.

Con los resultados obtenidos de los sueros de estos organismos sin infecciones
cutaneas aparentes, se determino el valor promedio de D.O. para cada antigeno, al
cual se le sumaron 2 desviaciones estandar. Este valor se consideré como valor de
corte para determinar cuéles organismos con infeccion cutanea se &onsiderarian como

organismos respondedores al antigeno en cuestion.
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Valores de corte:

Cepal Cepa Il Cepa II1
0.231 0.215 0.285

Cepa IV
0.356

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

cuatro antigenos empleados, se muestra en la Tabla II.

TABLA II. Lecturas de densidad 6ptica de las pruebas de ELISA practicados a los

sueros de organismos con lesiones cutaneas del Centro Acuicola “El Zarco”,

enfrentados a los cuatro antigenos empleados.

Cepa IV

0.179

1.584

1.439

0.248

0.278

0.284

1.347

0.663

1.529

0.667

1.324

1.308

0.286

0.250

1.434

0.606

0.341

0.267

40



19 0.301 0.215 0.184 0.262

20 0.391 0.238 0.237 0.275
21 0.341 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 0.252 0.287
34 0.427 0.289 0.367 0.46
55 0.566 0.374 0.399 0.395
36 2.013 1.530 1.401 1.117
37 0.500 0.399 0.187 0.196
38 0.806 0.271 0.275 0.244
39 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-III: Saprolegnia spp
Cepa IV: Saprolegnia sp y Mucor sp

D. E.: Desviacion estandar

Con el criterio de positividad 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 Il 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.

42



100

80

€0

40

20

Figura 7. Porcentaje de organismos positivos para las diferentes cepas
aisladas de organismos co:: infecciones cutaneas del Centro Acuicola
"El Zarco". Cepa I-lIl de Saypiolegnia spp; Cepa 1V de Saprolegnia sp y
Mucor sp.
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En las tablas III-VI (Figuras 8-11) se muestra el comportamiento promedio de la
respuesta de anticuerpos especificos de Oncorhynchus mykiis, de acuerdo al tipo de

lesion que presenté cada animal.

TABLA III. Lecturas de densidad optica de las pruebas de ELISA practicados a sueros
de organismos con diferentes tipos de lesiones cutaneas, utilizando el antigeno de la

cepa | de Saprolegnia sp

Lesién leve Lesion Lesién
moderada severa

0.254 2.710 1.006
0.328 2.370 2.197
0.390 2.317 2.200
0.371 1.340 0.449
0.391 2.220 0.420
0.341 2.334 2.387
0.384 1.305 1.142
0.394 0.510 0.505
0.330 0.562 0.346
0.283 1.237 0.301
0.297 2.361
0.972
1.488
0.427
0.566
2.013
0.500
0.806
1.116
0.778

© |0 (N || [ (W |-

D. E. : Desviacion estandar

44



D.O. = * nh=18

1.6

,_
|
e o e |

o

971

—
Y —

* n=11

i n=49 El

L o0 e eve

Sanos Leve Moderada Severa
TIPO DE LESION

Figura 8. Respuesta de anticuerpos de sueros de O. mykiis hacia
antigenos de la cepa I de Saprolegnia sp. *p<0.05 para organismos
infectados contra organismos sanos.

45



TABLA IV. Lecturas de densidad o6ptica de las pruebas de ELISA practicados a sueros

de organismos corr diferentes tipos de lesiones cutaneas, utilizando el antigeno de la

cepa Il de Saprolegnia sp

Lesién leve

Lesién
moderada

Lesién
severa

0.210

1.516

0.848

0.221

1.372

1.279

0.296

1.383

1.341

0.276

0.968

0.310

0.238

1.415

0.284

0.224

1.472

1.390

0.255

0.984

0.908

0.241

0.329

0.310

0.191

0.379

0.227

1.193

1.047

0.215

o
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1.530
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D. E.: Desviacion estandar

0.534
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Figura 9: Respuesta de anticuerpos de O. mykiis hacia antigenos
de la cepa II de Saprolegnia sp. *p<0.05 para organismos infectados
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TABLA V. Lecturas de densidad optica de las pruebas de ELISA practicados a sueros

de organismos con diferentes tipos de lesiones cutaneas, utilizando el antigeno de la

cepa Il de Saprolegnia sp

Lesion leve

Lesion
severa

0.152

0.694

0.205

1.366

0.244

1.377

0.300

0.264

0.237

0.298

0.184

1.474

0.273

0.881

0.245

0.313

O (@[N] |G W N |-

0.270
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D. E.: Desviacion estandar

0.517

48



2 -
N * -
i n=10 * o
i [ ]
1.5 I i ®
I g .
i | |
| | |
| |
1 1= ¢
- w
i | |
! »
0.5 |- 1 :
I n=49 n=11 ° $
i . 1
- 1 - s
N - [ ]
I IYY YY1

Sanos Leve Moderada Severa
TIPO DE LESION

Figura 10: Respuesta de anticuerpos de O. mykiis hacia antigenos de
la cepa Ill de Saprolegnia sp. *p<0.05 para organismos infectados
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TABLA VI. Lecturas de densidad optica de las pruebas de ELISA practicados a sueros
de organismos con diferentes tipos de lesiones cutaneas, utilizando en antigeno de la

cepa [V de Saprolegnia sp y Mucor sp

Lesién
severa

0.667
1.324
1.308
0.286
0.250
1.434
0.606
0.341
0.267
0.262
1.616
0.991
1.345
0.460
0.395
1.117
0.196
0.244
0.728
0.503
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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 estadisticamente significativas con respecto a los
organismos sanos (p<0.05), sin embargo, las diferencias que parecian existir en la
respuesta entre organismos con lesiones moderadas y severas para la cepa I de
Saprolegnia sp, no fueron estadisticamente significativas. Con respecto a las cepas II,
[II y IV (cepa mixta) existieron diferencias estadisticamente significativas entre
organismos con lesiones moderadas y severas con respecto a los organismos sanos, no
asi 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 antigenos mostraron diversas

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

de las proteinas contenidas en cada preparacion antigénica
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Fig 12: Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS al 12% en condiciones
reductoras y tincion con azul de Coomasie. Pérfiles de sonicados de cepas aisladas del
Centro Acuicola "El Zarco". A. Cepa | de Saprolegnia sp, B. Cepa Il de Saprolegnia sp.
C. Cepa Il 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 cutdneas Cepas I-lll: Saprolegnia spp, Cepa IV:

Saprolegnia sp + Mucor sp. El signo * marca las proteinas con PM comunes.
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En las cepas | y Il se observo una banda de PM de 58 KDa; las cepas I, Il y [V
mostraron una banda de PM de 26 KDa; las cepas Il y IIl aparentemente compartieron
una banda de PM de 21 KDa, las cepas | y [V compartieron una banda de PM de 24
KDa y las cepas Il y IV compartieron una banda de PM de 32 KDa.

En el analisis por Western blot se revelaron las siguientes bandas de las cepas [ y I

de Saprolegnia, reveladas por 8 sueros de animales respondedores (Tabla VIII, Fig 13).
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TABLA VIII. Pesos moleculares (expresados en KDa) de las proteinas reconocidas por

organismos con lesiones moderadas (A) y severas (B) para las cepas [ y Il de

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

Cepal Cepa I
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 proteinas mas frecuentemente reconocidas por los sueros analizados (8/8) para
la cepa | 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 proteinas mas 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 proteinas con iguales PM fueron reconocidas en ambas cepas y con mayor
frecuencia, por los sueros estudiados: una proteina con PM de 28 KDa, reconocida por
7 de 8 sueros: una proteina con PM de 37 KDa, reconocida por 6 de 8 sueros, y una

proteina 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 I de Saprolegnia sp la proteina con PM de 28 KDa
(3/4); en el caso de los sueros de organismos con lesiones severas, 3 de ellos
reconocieron la proteina con PM de 37 KDa, para la cepa Il de Saprolegnia sp las
proteinas reconocidas por sueros de organismos con lesiones moderadas tuvieron PM
de 45, 33 y 28 KDa; los sueros de organismos con lesiones severas reconocieron
proteinas con PM de 33 y 28 KDa, 3 de ellos reconocieron proteinas con PM de 41 y

37 KDa.
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DISCUSION

Los procesos infecciosos, como lo son las infecciones micéticas, son uno de los problemas
mas serios con que se enfrenta la industria que se dedica al cultivo intensivo de peces, ya
que pueden llegar a provocar grandes pérdidas de organismos en cualquiera de sus

estadios, por muerte o dano irreparable.

En el Centro Acuicola "El Zarco", como en muchos otros centros y granjas en el pais, este
problema representa aproximadamente el 8% de mortandad debida a infecciones micoticas
(J. A. Pérez, comunicacion personal); las infecciones micoticas se pueden hacer epizoéticas,

lo que llega a ocasionar severos problemas en la produccién.

Snieszko en 1974 (45), al estudiar las interrelaciones entre un patégeno, su hospedero y
las condiciones ambientales, observo que las condiciones ambientales influyen en el
comportamiento de un organismo como susceptible, y favorecen el proceso infeccioso.
Ademas, el riesgo de contraer la infeccion aumenta con la presencia abundante del agente
infeccioso. La estimacion de la carga infecciosa es sumamente dificil, ya que frecuentemente
su presencia es perceptible hasta que comienza a causar danos en la poblacion en riesgo.
Debido a la historia natural de la infeccién, atin 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 infeccion, que puede manifestarse en cualquier estanque, en
cualquier organismo. Este parece ser el caso particular del Centro Acuicola "El Zarco", y de

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

Uno de los factores ambientales con mayor trascendencia sobre la aparicion de infecciones
micéticas es la temperatura (36, 43, 45). La mayoria 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 facil comprender que en situaciones naturales, o
modificadas por el hombre, existe riesgo de infeccion causada por Saprolegnia. Pickering
y Willoughby (36) reportaron en 1986 que es muy marcado el contraste entre las
temperaturas que favorecen el enquistamiento, germinacion y crecimiento de las especies
saprofitas y de las especies patogenas del género Saprolegnia. De acuerdo con el estudio
realizado en salmones infectados, los hongos aislados se desarrollaron durante el primer
dia de incubacién 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
identificacion se crecieron a dos temperaturas: a 4 y 30°C. Waterhouse (citado en 21) en
1942 menciondé que en otono y en invierno es mas frecuente lograr el aislamiento de
Saprolegnia en rios y lagos de agua dulce. En el caso de los salmones, el stress reproductivo
y el desequilibrio fisiolégico transitorio causado durante el desove, los convierte en
candidatos para contraer la infeccion de forma casi inmediata (43). Muchos investigadores
han senalado que frecuentemente en las épocas de frio se intensifican las infecciones por
hongos en los salmones (citados en 21), aparentemente porque la temperatura del agua es

propicia para la formacion 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 reduccion en
el titulo de anticuerpos. Otros reportan una supresi(m completa, o bien solamente un
retardo en el tiempo de aparicion de los anticuerpos con o sin supresion. También se han
reportado los diferentes estados en los mecanismos celulares que son mas o menos
sensitivos a la temperatura, como la interaccion entre linfocitos B y T, y la sintesis y

liberacion de anticuerpos. Después del evento de cooperacion 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 inmunologica de los peces a través de factores humorales. Las
temperaturas altas podrian reduci‘r la cantidad de transcortina (proteina transportadora
de corticoesteroides) ligada a corticoesteroides en el plasma del pez, los cuales causan
cambios metabdlicos que contribuyen a la reduccion significativa de la respuesta inmune

y al incremento de la susceptibilidad hacia la infeccion especifica 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 infeccion por hongos en su etapa reproductora. la cual coincide
con la época del ano en que la temperatura ambiental, y por tanto la del agua, es mas baja.
La maduracion sexual en machos de la trucha café se encuentra asociada con la
desmuficacion epidérmica (36), lo que aparentemente favorece mas al desarrollo de la
infeccion fingica en los machos que en las hembras sexualmente maduras (36). Otros
autores han acumulado mayor evidencia de que la susceptibilidad hacia infecciones
ectoparasitarias esta fuertemente influida por el sexo del animal (35). Es también
improbable que el incremento de la vulnerabilidad hacia ectoparasitos 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 observé la incidencia y la severidad de la infeccion en
las branquias de la trucha café en Windermere por Discocotyle sagittata Leuckart que fue

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

Roth (43) en 1942 demostro una clara relacion entre los niveles aumentados de algunas
hormonas y la incidencia de infecciones micéticas, y se sugirio la relacion con la
disminucion de la formacion de anticuerpos y la supresion de la reaccion inflamatoria. Se

senalo que algunos tipos de stress fisiolégico sumado a las bajas temperaturas, podrian
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favorecer aun mas la capacidad y velocidad de crecimiento de los hongos, asi como la
existencia de un vinculo 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 mas susceptibles a desarrollar éste

tipo de infeccién (36, 43).

Factores que favorecen las infecciones micéticas en peces, y que parecen actuar de manera
muy precisa durante el desarrollo de la infecciéon en la trucha arcoiris: a) el mayor namero
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 del0 a 12°C;
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; ¢) la manipulacion de los organismos por parte de
los trabajadores de las granjas y los centros acuicolas, en muchas ocasiones causan
traumatismos en los peces (stress fisico), que se convierten en vias de entrada potenciales

para patogenos.

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 micoticas. 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 mas de un trabajador. Todo esto implicaba
un stress muy fuerte para los organismos a nivel fisico, ademas de los accidentes
esporadicos que se presentaban. Una forma de prevenir las infecciones sera mejorar las
técnicas de manipulacion 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.

62



En la mayoria de las ocasiones, es dificil obtener cepas puras a partir de raspados o
improntas de la piel del organismo infectado; en otras ocasiones, se encuentran mas de una
especie de hongo en los cultivos. Ademas, la identificacién del género, y, sobre todo, la
identificacion de la especie (36), no es muy facil, ya que para la identificacion de la especie,
es necesario el estudio microscopico de estructuras sexuales, tales como la oogonia y el
anteridio, que sélo se inducen in vitro haciendo crecer al hongo sobre semillas de canamo
(Cannabis sativa) (36, 40). Paradojicamente, este tipo de estructuras se forman muy
facilmente en el pez infectado. y es, de hecho, la forma de diseminacion de la infeccion. La
identificacion se complica aun mas cuando se trata de aislar el hongo a partir de lesiones,
ya que existen hongos saprofitos capaces de crecer en tejido necrético, lo que en ocasiones
deja la duda sobre su papel como patégeno 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 s6lo un sapréfito, o cuando mucho un
patdgeno oportunista (36). Por desgracia, con frecuencia se comete el error de dar por hecho
que todas las infecciones micéticas son causadas por Saprolegnia, sin que medie la
identificacion del agente etiologico, dadas las inconveniencias mencionadas. Esta situacion
ha contribuido al desconocimiento de la situacion real y por lo tanto a la inexistencia de

medidas de erradicacion y control .

En el presente trabajo, las cepas aisladas de los organismos del Centro Acuicola "El Zarco",
fueron identificadas solamente hasta género. Destaca el hecho de que casi en la totalidad

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

El hongo invade mas comunmente de forma primaria las aletas y posteriormente el resto
del cuerpo. Dos estudios independientes en la maduracion de la trucha café han
demostrado un clara preferencia sexual en el patrén de infeccion de Saprolegnia (36).

Existen dilerencias en el patron de infeccion en truchas de vida libre y en truchas
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cultivadas: los peces cultivados se infectan mas frecuentemente en las aletas que en el resto
del cuerpo, en ambos sexos. En peces de vida libre, se ha encontrado que los machos son
mas vulnerables a lo largo de la superficie dorsal, en tanto que las hembras son mas
vulnerables en la region caudal y anal (36). En el presente trabajo, la mayoria de los
organismos muestreados presentaron infecciéon diseminada en casi todo su cuerpo. Los
organismos con lesiones de tlipo leve se caracterizaron por presentar lesiones
principalmente en la aleta caudal y la aleta dorsal, aunque no se llevo a cabo el registro de
la proporcion de machos y hembras que presentaban lesiones. es posible marcar que mas

del 70% de los animales muestreados fueron hembras.

Uno de los mecanismos de defensa contra infecciones cutaneas es la secrecién de moco en
piel, la cual podria ser una barrera inicial de resistencia a la invasion de agentes patégenos
(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 salmonidos, es un excelente medio de crecimiento para las esporas de
Saprolegnia diclina Tipo I. Aunque estos resultados son contradictorios, es muy posible que
el moco sea realmente mediador de un mecanismo de proteccién en piel, como lo es en las

mucosas.

Cuando ocurren pequenas abraciones en la epidermis, éstas se cubren rapidamente por
secreciones mucosas y por células epidérmicas (36), pero las heridas muy grandes son sitios
potenciales para la colonizacion por Saprolegnia. Es probable que el incremento en la
susceptibilidad de las aletas de la trucha café hacia infecciones por Saprolegnia sea

parcialmente el resultado del dano mecanico en sitios con altas densidades de poblacion.

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

sitios de infeccion de Saprolegnia en la epidermis de la trucha café, lo que podria sugerir
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una respuesta inmune local (36). Hodkinson y Hunter (24) en 1970 detectaron anticuerpos
precipitantes en el suero del salmon del Atlantico Salmo salar hacia antigenos 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 util para confirmar que realmente

Saprolegnia induce la formacion de anticuerpos séricos especificos (36).

\/La prueba de ELISA utilizada en el presente trabajo, permitio establecer que solamente los
._organismos que mostraban lesiones originadas por Saprolegnia respondian hacia los
antigenos preparados a partir de las cepas que fueron aisladas directamente de los
organismos infectados. Una observacion 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 antigenos utilizados fueron trabajados a una
dilucion muy pequena (1:25) debido basicamente al bajo titulo del anticuerpo comercial
anti-Ig de trucha acoplado a peroxidasa. Estudios como el que aqui se plantea, requieren
de la accesibilidad de los biologicos adecuados. Esta es un area para un potencial desarrollo
tecnologico.Por otro lado, los resultados sugieren un valor potencial como un probable
sistema de diagnostico serologico de infecciones causadas por Saprolegnia. El sistema de
ELISA ha demostrado ser una herramienta importante en el diagnéstico de algunas
enfermedades viricas y bacterianas (3, 4. 6, 8), aunque presenta los mismos inconvenientes
de cualquier otro método de diagnostico serolagico. Sin embargo, la mayor factibilidad de
hallar anticuerpos que el parasito, mantienen a los métodos serologicos como herramienta

de eleccion sobre los métodos bacteriologicos o parasitologicos.

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

organismos con infecciones moderadas y severas, los cuales en dichas condiciones ya eran
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muy evidentes. En este caso, se podria ampliar el estudio tratando de hacer un diagnastico
diferencial de las micosis tegumentarias. Pero ademas, el sistema aqui propuesto,
adecuadamente modificado, debera ser Gtil para la deteccion de las infecciones tempranas,
ya que en tales casos, es mas probable recuperar a los animales enfermos. En estadios
avanzados el proceso es practicamente irreversible, por lo que su deteccion, ademas de

obvia resulta ya inuatil.

El analisis de los componentes proteicos de las mezclas antigénicas por inmunoeletroforesis
demostré que cada cepa estudiada tenia una composicion de proteinas diferente, si bien
algunas proteinas parecian ser comunes, al menos en su peso molecular, todas las cepas
compartieron proteinas de 45, 37 y 28 KDa. En cuanto a su antigenicidad, estudiada por
Western blot, se observé que se reconocen diferentes bandas en las cepas [ y II, aunque
también algunas parecen compartirse. Las proteinas mas 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 proteinas, seria 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,

aungque 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
proteinas encontradas en un microorganismo en particular. Algunos componentes de
microorganismos son mas o menos ubicuos, en tanto que otros parecen estar restringidos
a unos cuantos géneros o especies (2). Esta situacion podria ser aprovechada para lograr
dos objetivos fundamentales, al menos en el caso de las saprolegniasis: las proteinas

comunes a cada cepa o especie son una herramienta valiosa para el desarrollo de métodos
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de diagnostico inmunolégico; la exclusividad de algunas otras proteinas. podria ser
aprovechada para la clasificacion e identificacion de las diferentes especies. Este par de
objetivos elimina la necesidad del cultivo e identificacion, con los muchos inconvenientes

mencionados.

Sin embargo, es necesario el plantear programas dirigidos al personal que labora dentro de
cualquier Centro o granja acuicola , para capacitar a los trabajadores en el trato que se da
a los organismos y reconocer oportunamente cualquier tipo de infeccion y cudles serian los
pasos a seguir, indicando nuevamente que no basta tan sélo con aislar a los organismos
infectados o sacrificarlos, ya que simplemente lo que hacemos es continuar favoreciendo
los focos de infeccion sin dar una solucién definitiva. Si lograramos programas eficaces de
sanidad piscicola, cooperacion entre centros de investigacion y Centros Acuicolas, en
conjuncién con sus trabajadores, podriamos aumentar la calidad de produccién de los
organismos dentro de la Acuacultura y evitariamos la propagacion de infecciones en un

futuro.
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CONCLUSIONES.

1. Las cepas de hongos aisladas del Centro Acuicola “El Zarco” pertenecen al

género Saprolegnia, aunque se desconoce si son patégenos o saprofitos.

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 demostré que cada cepa posee una composicion
de proteinas diferente, aunque son compartidas por todas las cepas las

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

5. Las proteinas mas frecuentemente reconocidas por las cepas [ y Il tienen un

PM de 45, 37 y 28 KDa.

6. La proteina mas frecuentemente reconocida por los sueros analizados para

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

7. Las proteinas mas frecuentemente reconocidas por los sueros analizados

para la cepa Il de Saprolegnia sp tienen un PM de 28, 33, 37, 41 y 45 KDa.

8. La proteina que mas reconocen los organismos con lesiones moderadas para

la cepa I de Saprolegnia sp tiene un PM 28 KDa y para la cepa Il de Saprolegnia

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

cepa |l y Il de Saprolegnia sp tiene un PM de 37 KDa.

10. Los sistemas de estudio empleados ofrecen la posibilidad de desarrollar un

meétodo de diagnostico inmunolégico y de estudios taxonomicos.
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