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GLOSARIO

Anorexia.- Ausencia patolégica del apetito.

Bacteremia.- Presencia de bacterias en el torrente sanguineo.

Bafio prolongado.- Tratamiento en una solucién quimica a bajas concentraciones
durante un tiempo superior a las 12 horas. Se aplica en tanques de cria intensiva,
donde el recambio de agua es minimo.

Bario.- Administracion de un tratamiento terapéutico o profilactico, disolviendo una
sustancia en el agua que rodea al organismo. Se utilizan bajas concentraciones del
medicamento por tiempos de 30 a 60 minutos.

Epizootia.- Enfermedad que ataca a una gran cantidad de animales de la misma
especie al mismo tiempo en las areas de contagio.

Hiperhemia.- Incremento de sangre en un tejido, como resultado de la distensién de
los vasos sanguineos. Congestion sanguinea.

Hiperplasia.- Desarrollo patol6gico de los tejidos

Infeccion.- Alteracion patolégica de las funciones fisiol6gicas, ocasionada por la
invasion de microorganismos en los tejidos.

Infestacion.- Presencia de parasitos en el organismo.

Inflamacién.- Reaccién de los tejidos a dafios caracterizados clinicamente por
tumefaccion, enrojecimiento y dolor. Se manifiesta por vasodilatacion hiperhemia,
acumulacion de leucocitos, exudacion de fluido y depositacion de fibrina.
Linfocitopenia.- Bajos niveles de linfocitos en la sangre.

Petequia.- Pequefias manchas redondas, hemorragicas sobre una superficie,
usualmente menores a un mm de diametro.

Septicemia.- Sindrome clinico caracterizado por una intensa infeccion en la sangre.
Sistémico.- Concerniente al cuerpo en su totalidad. En una enfermedad sistémica,

el agente infeccioso se encuentra en todo el cuerpo.
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Stress.- Es la suma de todas las respuestas fisiolégicas que ocurren cuando los
animales intentan mantener o restablecer el metabolismo normal haciendo frente a
cambios fisicos o quimicos.

Ulcera.- Rotura en la piel o membrana mucosa con pérdida del tejido superficial,
desintegracién y necrosis del tejido epitelial.

Virulencia.- Capacidad relativa de un patégeno para producir enfermedad.

Zoonosis.- Enfermedad de los animales que puede ser transmitida al hombre

secundariamente.
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RESUMEN.-

Se realizo el estudio de una enfermedad infecciosa de la cabrilla arenera
Paralabrax maculatofasciatus ocurrida en un lote de reproductores en junio-julio de
1992 en un sistema recirculatorio de induccién al desove, en el Laboratorio de
Biologia Experimental del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas- IPN.

Se realizo el aislamiento e identificacion de las bacterias asociadas a ulceras
y O6rganos internos de peces enfermos.

Se evalu6 el porcentaje diferencial de leucocitos en peces sanos y enfermos
y la capacidad de las bacterias aisladas para producir una infecciébn en peces
sanos.

Los sintomas presentes en peces enfermos son hemorragias y petequia en la
superficie corporal especialmente la base de las aletas pélvicas y regién opercular,
en aletas se observan hemorragias y necrosis. Se observa anorexia e inactividad,
internamente se observan hemorragias en intestinos y el higado descolorido, el
intestino se observa distendido y lleno de una sustancia transparente.

De peces infectados, Vibrio alginolyticus fue aislada de Ulceras, higado, rifion
y sangre, Acinefobacfer sp.y Pseudomonas pseudoalcaligens de higado, Vibrio
vulnificus de Ulceras y branquias y Vibrio sp. de Ulceras.

En peces moribundos se observa disminucion en el porcentaje de
trombocitos, linfocitos y granulocitos y aumento en monocitos y macréfagos.

Con las cepas Acinefobacfer sp. , Pseudomonas pseudoalcaligens, Vibrio
vulnificus, Vibrio sp., no se desarrollaron sintomas clinicos cuando se inyectaron via
intraperitoneal e intramuscular en dosis de 5 x 108 bacterias.

Con Vibrio alginolyticus en solo un ensayo se presentaron sintomas clinicos y
mortalidad, sin presentarse como bacteremia, sin embargo al inyectarse en dosis de
1.05 x 1 08 bacterias via intraperitoneal, no fue posible reproducir la infeccion. Se
sugiere que el brote de enfermedad registrado en el lote de reproductores se
produjo fundamentalmente por factores de stress.

\



ABSTRACT

Acute disease of the spotted sand bass Paralabrax maculatofasciatus was
studied. The infectious disease occurred in broodstock in June and July of 1992 in a
recirculating water system, used to induce spawing, at the Laboratory of
Experimental Biology of the Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas-IPN.

The bacterium, associated with skin lesions and liver and kidney failure was
isolated.

The differential percentage of leukocytes in healthy and diseased fish was
evaluated. The capacity of the isolates to produce an infection in healthy fish was
tested.

Clinical signs of the disease include hemorrhages and petechia on body
surfaces, specifically at the base of the pelvic fins and opercular region.
Hemorrhages and necrosis were observed on the fins. Affected fish become inactive
and anorexic. Internal hemorrhages in intestine and a pale liver were observed. The
intestine is distended and full of a clear fluid.

From the affected fish, Vibrio Alginolyticus was isolated from ulcers, liver,
kidney and blood; Acinefobacfer sp. and Pseudomonas pseudoalcaligens from the
liver; Vibrio vulnificus from ulcers and gills; and Vibrio sp. from ulcers.

In moribund fish, thrombocyte, lymphocyte and granulocyte percentages are
lower than in healthy fish, whereas monocyte and macrophage percentage is higher.

Only V. alginolyticus developed clinical signs and mortality but no bacteremia
was detected. However, when fish were intraperitoneally injected with up to 1.05 x
108 bacteria , septicemia did not develop. These results seem to suggest that
septicemic condition shown by broodstock fish was mainly due to stress factors.
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la produccién pesquera mundial por acuacultura ha
mostrado un gran desarrollo en comparacién con la explotaciéon de organismos
silvestres con propésitos alimenticios y de esparcimiento (Hastein & Lindstad, 1991).
Uno de los factores que ha determinado este crecimiento, es la incorporacién de un
namero cada vez mayor de especies cuyas caracteristicas las han hecho factibles de
ser cultivadas.

La incorporacién de nuevas especies al cultivo, va seguida de riesgos
potenciales, como el surgimiento de nuevas enfermedades o la apariciéon de cepas
patdégenas, resistentes a los métodos empleados tradicionalmente para su control y
erradicacion (Sindermann, 1990).

Como consecuencia de las altas densidades a la que son manejados los peces
durante el cultivo, se observa un aumento en la frecuencia y velocidad de propagacion
de enfermedades infecciosas (Hastein & Lindstad, 1991); el surgimiento de epizootias,
es un proceso densodependiente que se encuentra relacionado con un incremento en
la capacidad de los patdgenos para producir una infeccion en peces sometidos a
condiciones ambientales adversas, asi como a una mayor eficiencia de transmisiéon
(Sindermann, 1990).

Debido a las condiciones que se dan con la intensificacion de los cultivos
(como el incremento en la densidad de cultivo); el stress al que son sometidos los
organismos aumenta y con el auge que en afios recientes han tenido los cultivos
intensivos, se ha dado un aumento en la incidencia y severidad de las enfermedades,
asi como el surgimiento de nuevas condiciones infecciosas (Frerichs, 1984).

Las bacterias patdgenas son los agentes productores de enfermedades mas
importantes del ambiente acuatico (Shotts & Bullock, 1975), muchas de las cuales son

facultativas y causan enfermedades cuando los organismos son sometidos a “stress”



ambiental (Mgolomba & Plumb, 1992).

Las enfermedades causadas por bacterias, han sido un factor limitante de la
factibilidad del cultivo de algunas especies de peces (Colorni et al., 1981).
Particularmente los padecimientos causados por bacterias Gram-negativas son la
causa principal de las mortalidades en sistemas de piscicultivo intensivo (Biosca et al.,
1991). Los sintomas y la resistencia mostrada por especies distintas para una misma
enfermedad puede ser diferente, por lo que el impacto sobre el cultivo no siempre es
el mismo (Sindermann, 1990).

Algunas enfermedades que se presentan en el piscicultivo, son un problema
grave, no solo por las pérdidas econ6micas atribuibles a ellas, sino por el efecto
adverso que las granjas pueden ejercer sobre las poblaciones silvestres con la
descarga de agua con altos contenidos bacterianos, residuos de medicamentos o por
la liberacion de peces enfermos (a pesar de que se tiene conocimiento de la presencia

de muchas enfermedades infecciosas en dichas poblaciones) (Austin & Austin, 1987)

1.1 Microflora bacteriana normal de los peces

Por las caracteristicas del medio en que se desarrollan, los peces marinos son
bafiados continuamente por una suspensién acuosa de microorganismos, los que
pueden colonizar las superficies y pasar a formar parte de la microflora residente del
pez (Austin & Austin, 1987).

La microflora en peces, es reflejo del nimero y los taxa presentes en el
ambiente (Austin, 1982,1983; Allen et al., 1983; Nieto et al., 1984). La cantidad de
bacterias que conforman la microflora de los peces ha sido estudiada por diversos
autores y de manera general, existe una mayor densidad en el tracto digestivo que en
las superficies expuestas al ambiente -hasta cien millones de bacterias por gramo de

tracto intestinal (Tabla 1)- (Yoshimizu et al., 1976).



Tabla 1.- Datos cuantitativos de la microflora de los peces.

Especie Cantidad Fuente l Autor

Salmo salar 1 00-1 000 Bac/cm? Piel IHorsIev. 1973

Mugil cephalus 4000-80000 Bact/em? | Piel Gillespie & Macrae, 1975
Sillago ciliato 4000-80000 Bact/em? | Piel Gillespie & Macrae, 1975
Platycephalus fiscus  |4000-80000 Bactiem? | Piel Gillespie & Macrae 1975
Salmonidos 1x10° Bact/g Branquias Trust, 1975

Salmonidos 1x108 Baclg Tracto intestinal [Trust & Sparrow, 1974
Salmonidos 1x108 Bac/a Tracto intestinal [Yoshimizu et al, 1976
Seriola spp. 20000 Bac/g Ciegos piloricos gakata et af,, 1978
Seriola sop. 250000 Baclg Estomago Sakata et al., 1978
Seriola spp. 65000-5900000 Baclg | Intestino Sakata el al.. 1978
Seriola spp. 710000 Baclg Intestino Sakata et al., 1978
Salmonidos 1000-1 000000 Baclg Huevos Yoshimizu et al., 1980

La composic 6n y el numero de microorganismos que conforman la microflora
de los peces, son afectados por la densidad de microorganismos en el ambiente,
cambios en los parametros fisicos y quimicos, la nutricibn y el proceso de
envejecimiento, durante el cual, los cambios en el mucus y otras secreciones
determinan las poblaciones microbianas de varias membranas. Existen ademas
cambios asociados con la produccion de hormonas, lo cual indirectamente afecta la
microflora bacteriana de 6rganos como los del tracto reproductor de las hembras. Las
condiciones a las que son sometidos los peces experimentales, como la irradiaciéon
masiva de rayos X 0 exposicién a sustancias quimicas, inducen cambios marcados en
la microflora y disminuyen la resistencia a la invasion bacteriana (Carpenter, 1977).

La composicion de la microflora bacteriana dentro de las granjas de peces
marinos es tipica del ambiente marino, donde los bacilos Gram-negativos son
dominantes del sistema (Sieburt, 1979; Pelczar et al., 1982)

Las poblaciones microbianas del ambiente presentan fluctuaciones, debidas a

cambios estacionales y casuales en las condiciones fisicas, quimicas y en la



disponibilidad de nutrientes. En las granjas de peces marinos, se presentan
fluctuaciones estacionales en el nimero de bacterias heterotrofas aerobias, con
minimos en invierno y maximos en verano, las cuentas mas altas son obtenidas
consistentemente en los efluentes, con poblaciones bacterianas entre 5 y 50 veces
mayores que en el agua entrante al sistema (Austin, 1982). Esta variacion cuantitativa,
de manera general, es el reflejo de las fluctuaciones estacionales debidas a cambios
en la temperatura del agua. El nimero de bacterias que se desarrollan en los tanques
de cultivo, se mantiene mas alto que en el agua entrante, ello se explica como una
respuesta de los microorganismos a las condiciones favorables, como el aumento en
la disponibilidad de nutrientes (Austin & Austin, 1987).

En algunos casos, los microorganismos comunes en el agua o en la microflora
normal del pez se pueden desarrollar como patdgenos oportunistas, causando
enfermedades a peces, invertebrados y en casos extremos a humanos, ello favorecido

por las altas densidades bacterianas en el agua (Austin & Austin, 1987).

1.2 Agentes bacterianos infecciosos

Muchos géneros bacterianos han sido reportados como patégenos de peces,
tanto en organismos de agua dulce como en marinos. En el mundo, se han aislado
aproximadamente 35 especies bacterianas asociadas con enfermedades de peces.
De las cuales, 12 son consideradas los principales patégenos de peces, y solamente
5 como patégenos obligados. Del total, 9 han sido asociadas con enfermedades en
humanos (Sanders & Fryer, 1988 in: Austin, 1988).

Conroy (1984) (In: Sindermann, 1990), describe un esquema en el que agrupa
las principales bacterias marinas patégenas de peces, el cual comprende:

1 - Organismos Gram-negativos (Vibrio, Pseudomonas, Aeromonas Yy
Pasteurella), causantes de septicemias hemorragicas.

2.- Bacterias Acido resistentes (Micobacterium, Nocardia), causantes de



tuberculosis y nocardiosis.

3.- Patégenos Gram-positivos (Sfreptococcus sp.y Renibacterium
salmoninarum), causantes de enfermedades focales o sistémicas y mortalidad.

4 - Bacterias anaerobicas (Eubacterium) el cual causa infecciones sistémicas y
mortalidad.

5.- Mixobacteria (Flexibacter) causante de la patologia branquial y de las aletas,

ademas de la erosion de piel y cartilago.

1.3 Factores que propician enfermedades en los peces

La presencia del agente infeccioso no necesariamente trae como consecuencia
una condicién patoldgica, sino que el desarrollo de una enfermedad puede resultar de
un complejo de interacciones entre el portador, el ambiente y el agente infeccioso
relacionado (Worren, 1983; Austin & Austin, 1987).

Es necesario enfatizar que el ambiente donde se desarrollan los peces,
usualmente contiene una variada microflora que incluye bacterias, virus y parasitos
capaces de generar enfermedades graves, tanto en granjas como en poblaciones
silvestres (Hastein & Lindstad, 1991); y que gran parte, si no es que todos los
microorganismos de la flora normal de un individuo, pueden causar una enfermedad
bajo circunstancias apropiadas (Austin & Austin, 1987).

La probabilidad de que resulte una enfermedad de la exposicién a un patégeno,
es directamente proporcional al nimero de microorganismos y a su virulencia, pero
inversamente proporcional a la resistencia del portador como establece la relacion de
Theobald Smith, (Carpenter, 1977).

En la interaccién portador-patégeno, el principio de la enfermedad representa la
disminucién de las defensas del portador (por un estado fisiolégico adverso), como
puede ocurrir durante el periodo reproductivo o como resultado del “stress” ambiental

y el incremento en el nimero y/o virulencia del patdgeno (Sindermann, 1990).



En el Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas, se explora la factibilidad del
cultivo comercial de la cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus. Durante las
operaciones de mantenimiento de esta especie se ha registrado la presencia de
bacterias y parasitos, que en muchos de los casos provocan la muerte de parte de los
lotes, asi como el retraso en la obtencién de resultados experimentales.

En el presente trabajo se buscO determinar las causas de la enfermedad
hemorragica que se desarrollé en una poblacion de reproductores de la cabrilla
arenera. Para lo cual se propuso la siguiente hipotesis de trabajo:

Las bacterias presentes en las lesiones de cabrillas enfermas pueden ser la
causa de la condicién hemorragica desarrollada en el lote de reproductores asi como

de su muerte.



2. ANTECEDENTES

Los peces son susceptibles a infecciones bacterianas, las que bajo ciertas
condiciones se manifiestan como brotes de enfermedad y son detectados como
padecimientos agudos (septicemias), crénicos (granulomatosis) o subclinicos

(infecciones asintomaticas) (Frerichs, 1984).

Las septicemias hemorragicas bacterianas en peces son un grupo de
padecimientos infecciosos de tipo sistémico y de caracter ulcerativo (Sindermann,

1990).

El desarrollo de septicemias en peces ha sido atribuida a diferentes bacterias.
El nimero de géneros considerados con capacidad de generar una septicemia, varian
dependiendo del autor: Frerichs (1984) menciona que existen 7 géneros de bacterias
Gram(-) y 1 Gram(+) capaces de producir septicemias (Tabla 2). Por su parte
Sindermann (1990) considera que los agentes etiolégicos en epizootias en peces
marinos son bacterias heter6trofas, Gram(-), de los géneros Vibrio, Pseudomonas,

Aeromonas y Pasteurella.
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Tabla 2.- Bacterias con capacidad de producir septicemias en peces
(Frerichs, 1984)

Familia (Gram) Genero Especie Ambiente
Enterobacteriaceae (-) | Edwarsiella E. farda Da
Yersinia Y.rukeri Da
Pseudomonaceae (-) |Pseudomonas P. fluorescens DaM
P. anguillisepfica M
Alteromonas A. piscicida M
Vibrionaceae (-) Vibrio V. anguillarum Da,M
V. ordalii M
V. vulnificus M
Incierta (-) Flavobacterium F.spp DaM
Pasteurella P. piscicida Da,M
Streptococcaceae (+) |Streptococcus S. faecalis DaM
S.spp

Ambientes: Da= Dulceacuicola; M= Marino.

De los géneros listados el que se ha encontrado mayormente relacionado con
las septicemias es Vibrio, el cual es de ocurrencia universal en ambientes marino-
estuarinos y puede ser facultativamente patégeno para muchas especies de peces e
invertebrados (Colwell, 1984).

La vibriosis es probablemente la enfermedad mas severa de los cultivos
marinos, por las grandes pérdidas econdmicas que ha propiciado (Sindermann, 1990)

Las especies que han sido implicadas en patologias producidas por Vibrio
(vibriosis) son:

1) Vibrio anguillarum considerado el principal agente etiolégico de la vibriosis,
presenta facultades de colonizar e invadir los tejidos del portador en los que sobrevive
y prolifera (Baudin-Laurencin, 1987),

2) Vibrio ordalii recientemente propuesta como nueva especie del designado



biotipo Il de V. anguillarum (Schiewe et al., 1981),

3) Vibrio cholerae aislada en Japén de Plecoglossus altivelis,

4) Vibrio vulnificus aislada de Anguilla japonica (Muroga et al., 1976 a,b),

5) Vibrio damsela aislada de Chromis puncfipinnis en Estados Unidos

6) Vibrio alginolyticus que a pesar de haber sido aislada de peces enfermos de
las especie Sparus aurata en el Mar Rojo (Colorni et al., 1981) y de Acanthopagrus
schlegeli (Kusuda et al., 1986); su papel dentro de las infecciones no es aun bien

comprendido (Austin & Austin, 1987).

Estas especies han propiciado pérdidas cuantiosas en las granjas piscicolas de
muchas partes del mundo (Cisar & Fryer 1969; Anderson & Conroy 1970; Fryer et al.,
1972). La patologia asociada con la vibriosis la han descrito numerosos autores,
encontrandose diferencias en los sintomas manifestados por especies distintas de
peces, estas incluyen: la extension de las hemorragias internas y la distribucion de las
células bacterianas en los tejidos del portador (Harbell 1976; Funahashi et al., 1974;
Miyazaki & Kubota 1977; Miyazaki et al., 1977); explicAndose en base a la respuesta
de cada portador y/o por la virulencia de la bacteria causante de la enfermedad

(Ransom et al., 1984).

De acuerdo con Hofer (1904) (In: Sindermann, 1990), la septicemia producida
por V. anguillarum, es conocida en las costas italianas desde 1718, a partir de
entonces, se han registrado numerosas epizootias ocasionadas por esta especie. Los
signos de infeccion incluyen enrojecimiento progresivo de las aletas y piel,
hemorragias viscerales, reduccion de la actividad y la muerte precedida por el
desgaste y perdida de la piel (Anderson & Conroy, 1970; Sindermann,1990). De
acuerdo con Austin & Austin (1987) la enfermedad causada por esta especie, ocurre

en mas de 14 paises, donde causa estragos en aproximadamente 48 especies de



peces marinos. Inicialmente parecié confinada a aguas europeas, sin embargo, en
1953 fue reportada en Norteamérica (Crosa et al., 1977) y en Japon en 1975,
pudiendo ser la causa la importacion de anguilas contaminadas procedentes de
Francia (Muroga et al., 1976a,b). Existe evidencia de que esta enfermedad ocurre
también en agua dulce (Muroga,1975; Ghittino & Andruetto, 1977), lo que sugiere que

es un problema ampliamente propagado.

A pesar de que en muchas de las epizootias en peces cultivados se ha podido
determinar que el agente etiolégico es el mismo, se observan diferencias en los
sintomas producidas para las distintas especies asi como en diferentes regiones

geogréficas (Burke & Rodgers, 1981 ;Rodgers & Burke, 1988; Horne et al., 1977).

Bruun y Heibergh en 1935 (In: Sindermann, 1990) sugirieron que un gran
namero de bacterias patdgenas podian estar relacionadas con las septicemias para
las distintas regiones geograficas del mundo. En Dinamarca, la presencia de
diferencias en los sintomas registrados durante el periodo de enfermedad, que van
desde la extensién de las Ulceras y su penetracién en tejido muscular, asi como el
grado de virulencia de las cepas aisladas; sugiri6 en un principio la posibilidad de
infecciones mixtas o la presencia de una nueva enfermedad. Investigaciones
posteriores indicaron la presencia de dos enfermedades de sintomatologia parecida:
la primera producida por Vibrio anguillarum preponderante en verano, y la segunda,
dominante en primavera, en la que se relacionan Aeromonas, Alcaligensy Vibrio

(Hansen & Bonde, 1973; Jensen et al., 1983).

Entre las especies de patégenos facultativos que han sido implicados en las
septicemias hemorragicas bacterianas de peces marinos se encuentran: a)

Pseudomonas anguilliseptica en cultivos de anguilas en Japén (Muroga et al., 1973,
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1975, 1977a,b; Muroga et al., 1987; Miyazaki & Egusa, 1977); b) Pseudomonas
(Aeromonas) punctacta en anguilas de agua dulce (Schaperclaus, 1930); c)
Aeromonas hydrophila en Trachinotus carolinus y Morone saxatilis (Hawke, 1976); y d)
Pasteurella piscicida en Morone americana (Sniezko et al., 1964 ab)y Morone

saxatilis (Hawke ef al., 1987).

La taxonomia de los patdégenos responsables de las septicemias de peces -
Vibrio, Pseudomonas, Aeromonas etc.- se encuentra en un estado dinamico
(Sindermann, 1990), como ejemplo se tiene que muchas nuevas especies de Vibrio
han sido propuestas en la Ultima década, incluyendo Vibrio fluvialis el cual abarca
cepas de aeromonas Yy vibrios (Lee et al., 1981) y V. ordalii formalmente biotipo Il de

V. anguillarum. (Schiewe et al., 1981).

En algunos casos, la patogenicidad de las bacterias aisladas de las infecciones
de los peces ha sido probada; sin embargo, en otros es dudoso el papel que pueden
tener dentro del proceso infeccioso (Austin & Austin, 1987), Por ejemplo Vibrio
alginolyticus (antes considerada biotipo de Vibrio parahemolyticus), ha sido aislada en
casos de vibriosis de peces e invertebrados marinos y su significado en la patologia
de peces es dudoso, por lo que algunos autores coinciden en la necesidad de probar
su capacidad para propiciar efectos patologicos (Colorni et al., 1981; Akazawa 1968;
Burke & Rodgers 1981; Austin & Austin 1987). Vibrio alginolyticus no solo se ha
relacionado con enfermedades de peces, sino que ha sido asociada con la produccion
de toxinas en productos marinos (Mayer & Ward, 1991); y actualmente es reconocida
como patégeno de humanos, relacionandose con infecciones de oidos y heridas
(Schmidt et al., 1979). También en estos casos Vibrio alginolyticus no se presenta
como patégeno primario, por lo que su papel dentro de la infeccién no ha sido bien

definido (Schmidt et a/., 1979). Y a pesar de haber sido aislada de productos marinos,

1



durante los meses célidos, no se ha relacionado con la expresion de gastroenteritis

clinica (Ward & Cameron, 1991).

En México la diagnosis y el tratamiento de las enfermedades en granjas de
piscicultivo, se basa principalmente en el conocimiento adquirido en el extranjero con
las especies que hasta ahora han sido introducidas a nuestro territorio con fines de
cultivo. La unica publicacidon con que se cuenta sobre el tema, es un reporte publicado
por Jiménez et al. (1986), en donde se menciona la presencia de septicemias en

bagre (Ictalurus sp.) cultivado, principalmente.
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3. JUSTIFICACION

En las pasadas dos décadas, el estudio de las enfermedades bacterianas de
peces, ha adquirido gran importancia debido a problemas urgentes en la acuacultura
marina y a las epizootias que se presentan ocasionalmente en poblaciones naturales
(Sindermann, 1990). Desafortunadamente para estas ultimas, el estudio de las causas
asi como su dindmica ha sido poco desarrollado y pocas medidas pueden tomarse
para su control y erradicacién, excepto, por supuesto, el control de la contaminacion
de rios y mares, asumiendo que cuando el ambiente es deteriorado, se provoca
“stress” en las poblaciones naturales, lo que favorece la presencia de enfermedades
(Sindermann, 1990).

El conocimiento de las enfermedades de peces es una herramienta Gtil para
interpretar su efecto como factor denso-dependiente en la dindmica poblacional de
peces marinos y para explorar la presencia de enfermedades y anormalidades de
peces como indicadores de degradacion ambiental y riesgos humanos potenciales, asi
como para comprender el efecto que puede tener la introduccion y manejo de
especies exoticas en la transferencia y propagacién de enfermedades (Sindermann,
1990).

El énfasis del estudio de las enfermedades de peces cultivados, se debe al alto
valor de estos organismos y a las pérdidas economicas atribuibles a enfermedades
bacterianas, las que no solo se deben a la mortalidad causada por patégenos, sino
por la reduccion de valor de los peces como alimento para humanos (Sindermann,
1990).

Para el desarrollo de la piscicultura en México, no solo se contempla la
introduccién de las especies que hasta ahora han sido cultivadas con éxito en otros
paises, sino la incorporacion de peces nativos cuyas caracteristicas las hacen buenos

candidatos al cultivo.



En el pais existen diversas instituciones que abocan sus esfuerzos al desarrollo
de tecnologias para el cultivo de peces marinos de importancia comercial o en peligro
de extincion. En el Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas, el estudio de peces
con miras hacia su cultivo tiene origen desde 1989 a partir de entonces se han
abordado aspectos de la biologia basica, mantenimiento y reproduccion de 22
especies marinas. Actualmente, con la construccion y equipamiento de la Unidad
Piloto de Maricultivos (UPIMA), se explora la factibilidad del cultivo de la cabrilla
arenera Paralabrax maculatofasciatus. Esta especie es un desovador parcial de
huevos pelagicos, los cuales flotan mediante un glébulo de aceite (Oda ef al., 1993).
En base a ello se ha desarrollado un sistema parcialmente cerrado en el cual los
reproductores son mantenidos desovando mediante control de parametros
ambientales, los huevos son colectados en una red mediante la recirculacion del agua
dentro del sistema (Anguas ef al., 1991).

Este sistema de induccién al desove presenta ventajas sobre otros sistemas en
cuanto a produccién de huevos ya que de él se obtienen de 10,000 a 80,000 huevos
por tanque/desove vy los reproductores son mantenidos desovando cada 2-3 dias por
periodos largos de tiempo unicamente mediante el control de pardmetros ambientales
(Rosales et al., 1992). Sin embargo después de un periodo largo en el que los peces
son mantenidos en desove, se han manifestado brotes de enfermedad en el cual
parte del lote es perdido (Anguas ef al., 1993). Durante la cria de larvas y juveniles de
esta especie, la limitante para la produccion masiva de organismos ha sido la
presencia de enfermedades de causas hasta ahora supuestas pero no demostradas,
las cuales generan altas tasas de mortalidad durante las primeras etapas de
desarrollo (Anguas et al., 1992; Anguas ef al,, 1993).

Las enfermedades en la cabrilla arenera han mostrado ser un factor limitante
de su cultivo, los avances en la comprension de las causas que determinan su

presencia, seran el soporte de las medidas profildcticas y de control sanitario a
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emplear dentro de las tecnologias de cultivo, no solo con el propésito de contrarrestar
perdidas econdmicas sino para prevenir algun efecto adverso de las granjas sobre el
ambiente, asi como la presencia de enfermedades zoondticas en esta especie la cual
se piensa destinar para consumo humano.

Las mayores pérdidas econdémicas debidas a enfermedades bacterianas son
las ocasionadas por Vibrio, el estudio de las vibriosis dentro de las tecnologias de
piscicultivo en desarrollo es una parte esencial, con el fin de evitar futuros problemas
cuya repercusion pudiese ser econémica.

El estudio de las enfermedades bacterianas de peces es un aspecto del cultivo
gue ha sido poco explorado en México. La deteccion, prevencion y control de
infecciones de peces es una parte importante para su cultivo experimental, ya que las
pérdidas por muertes no explicadas dentro de los sistemas experimentales, pueden
reducir el presupuesto designado a la investigacion y propiciar retraso y alteracion de
los resultados obtenidos. Por lo que es necesario establecer un cuadro de las
enfermedades de la cabirilla, con el fin de evaluar el estado de salud de los peces que

seran sometidos a experimentacion.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar si las bacterias asociadas a la condicién hemorragica-ulcerativa de
la cabrilla arenera desarrollada en una poblacion de reproductores; son el agente
causal de dicha condicion.

4.2 Objetivos particulares

1 .- Describir los sintomas desarrollados en cabrillas enfermas.

2.- Aislar e identificar las principales bacterias asociadas con la enfermedad.

3.- Evaluar la capacidad de las bacterias aisladas de reproducir los sintomas de
enfermedad al ser inoculadas via intraperitoneal en peces sanos.

4.- Determinar las diferencias entre peces sanos y enfermos en cuanto al

contenido de leucocitos en sangre.
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5. POSICION TAXONOMICA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE Paralabrax
maculatofasciatus (STEINDACHNER, 1868)

Phyllum Chordata
Subphyllum Vertebrata
Clase Osteichthyes
Superorden Acanthopterygii
Orden Perciformes

Suborden Percoidei

Familia Serranidae

Genero Paralabrax

Especie P. maculatofasciatus

La cabrilla arenera P. maculatofasciatus se distingue de los demas miembros
del genero Paralabrax por la elongacion de la tercera espina dorsal. El cuerpo y aletas
son moteadas con puntos difusos de color negro, café y naranja, que forman de 6 a 7
barras obscuras. Una barra obscura se extiende en diagonal hacia abajo del ojo.
Presenta puntos obscuros en la base de las aletas pectorales. D.X,13-14; A.lll,6-8
(Thompson et al., 1979).

Distribucién.- Se encuentra distribuida desde la parte central de California a
Cabo San Lucas y Mazatlan, siendo mas comun en la porcion norte del Golfo de
California donde su distribuciéon es hasta los arrecifes ubicados mas al norte y menos

comun en la parte sur del Golfo de California (Miller & Lea, 1972).
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Descripcion del sistema recirculatorio de induccion al desove
6.1.1. Lote de reproductores

Los organismos del estudio fueron un lote de reproductores colectados
mediante piola y anzuelo en la ensenada de La Paz. Los organismos fueron
colectados de septiembre a diciembre de 1991 e introducidos en el sistema de

induccion al desove del laboratorio de Biologia Experimental del CICIMAR-IPN

6.1.2. Caracteristicas de/ sistema y condiciones en que se propicia el desove.
6.1.2.1. Calidad de/ agua en el sistema

El abastecimiento de agua de mar para el laboratorio, es por medio de un pozo
de filtracion con capacidad de 15 m3 ubicado en la playa dentro de los terrenos del
CICIMAR aproximadamente a 5 metros del nivel medio de mareas. El agua se filtra de
manera natural a través de la arena de la playa, lo que previene la entrada de
organismos al laboratorio.

Del pozo, el agua es bombeada a un recipiente de fibra de vidrio con capacidad
de 1000 1 de los cuales mediante gravedad es introducida al sistema.

Para el llenado y recambio de los tanques, el agua es pasada a través de un
filtro de 35 um.
6.1.2.2. Recambios de/ Agua

Para mantener buena calidad del agua, se realizan recambios del 10 al 30 %
diario al sistema y esporadicamente se recambia del 80 al 100 % para su limpieza.
6.1.2.3. Carga bioldgica.

El nimero de peces dentro del sistema varia entre 8 y 10 por cada tanque de
1100 litros. Lo cual representa una carga promedio de 1577 gramos de pez por metro

cubico de agua.



6.1.2.4. Temperatura de/ sistema.

La temperatura dentro del sistema es mantenida aproximadamente a 23.5 °C
(23.48+0.3319) mediante 8 termostatos sumergibles Ebo-Jager de 250 wats (ver, Pag.
85 Apéndice 2). El sistema recirculatorio se encuentra dentro de un area humeda en la

gue la temperatura es regulada mediante aire acondicionado.

6.1.2.5. Salinidad
La salinidad dentro del sistema varia de manera natural, debido a cambios en el

ambiente, encontrdndose en promedio en 32.25+0.3697 °/». (ver Pag. 85 Apéndice 2)

6.1.2.6. Oxigeno
Se tiene aireacion constante mediante difusores en cada uno de los tanques, y
dentro del filtro biologico el agua es rebotada por dispersion en las bio-esferas. La

concentracion de oxigeno se mantiene en 5.8+0.2 mg/l.

6.1.2.7. Nitritos y amoniaco
Dentro del sistema de induccién al desove se realizaron mediciones puntuales
de rutina, las concentraciones de esos compuestos se mantuvieron en [NO,}=1.045+

0.324 ppm, [NH,;]=0.0357+0.022 ppm.(ver Pag 85, Apéndice 2)

6.1.2.8. pH

El pH fue medido ocasionalmente, registrandose en 7.95+0.05.
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6.1.3. Sistema recircula torio

El sistema de induccién al desove consta de 4 tanques cilindricos de 1100 litros
(120 cm de didmetro x 114 cm de altura) de fibra de vidrio y 4 acuarios de cuarentena
de acrilico de 100 x 35 x 30 cm, el agua dentro del sistema es recirculada mediante
una bomba de 3/4 HP de potencia, el volumen de agua recirculada es de 6000 litros
(Fig. 1).

El agua ingresa a los tanques y acuarios mediante tubos de PVC de 1.5" y
llaves de 3/4" colocadas lateralmente; de los tanques ésta es drenada por el centro
mediante desbordamiento y de los acuarios mediante un desbordador por vasos
comunicantes.

El agua saliente de cada tanque es pasada por un filtro mecanico de cartucho
de 16 um e ingresa a un filtro biolégico que consiste de dos tanques semi-cilindricos,
gue contienen hio-esferas como sustrato de fijacion para bacterias. El volumen de
agua dentro del filtro biolégico es de aproximadamente 1000 1.

De cada acuario el agua es pasada por un sistema de escurrimiento a través de
una reja para ser esparcida sobre las bio-esferas.

El sistema cuenta con un espumador de albuminas de 0.15 m de diametro x 1.5
m de alto.

Los desechos de alimento no consumido, asi como las heces son sifoneadas

diario durante el recambio de agua.
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6.1.4. Aireacion

El aire es bombeado al laboratorio mediante una sopladora de 5 HP y

distribuido en los tanques y acuarios mediante difusores centrales.

6.1.5. lluminacién

La iluminacién del sistema es controlada artificialmente mediante interruptores
autométicos; consta de 12 lamparas de tubos fluorescentes tipo “grolux”. El

fotoperiodo artificial es de 13: Il luzobscuridad.

6.1.6. Alimentacién

El alimento de los reproductores consta de trozos de pescado, proporcionados

a saciedad una vez al dia por las mafanas.

Tabla 3. Régimen de mantenimiento del sistema recirculatorio

Actividad Hora

9 J1o 11 §12)13 fraf15fi6 ] 17 |1a EREEE SIS

Colecta de huevos

Alimentacion

Limpieza del fondo de los tanques
Recambio de agua

Recirculacion

Desove
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DISTRIBUCION DE LOS ACUARIOS

CORTE DEL FILTRO BIOLOGICO

SIMBOLOS
T1,2,3,4 TANQUES EXPERIMENTALES (D BIO-ESFERAS
A1,23,4 ACUARIOS (1.00 X0.30 m) (» RED COLECTORA DE HUEVOS
FB FILTRO BIOLOGICO (@ FILTRO DE HULE ESPUMA
FM FILTRO MECANICO @ DESAGUE DE LOS ACUARIOS
B~ BOMBA DE AGUA (0.25 HP)
ES ESPUMADOR DE ALBUMINAS
uv LUZ ULTRAVIOLETA
Figura 1.-

Esquema del Sistema Recirculatorio de Induccion al Desove del
Laboratorio de Biologia Experimental.
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6.2. Caracterizacion de los sintomas de peces enfermos

Para describir los sintomas de la enfermedad se realiz6 una contrastacion de
los sintomas externos e internos y cambios de comportamiento presentes en peces de
la especie Paralabrax maculatofasciatus, afectados durante un brote en julio de
1992 en las sistema de induccién al desove del Centro Interdisciplinario de Ciencias
Marinas del IPN.

Los organismos enfermos se colocaron separados, en acuarios de cuarentena
de 60 | para su observacion, estos fueron mantenidos con las mismas condiciones del
sistema donde se presentd la enfermedad (23 +£1°C y regulacion del fotoperiodo).
Durante el tiempo de observacion, a los peces se les ofrecieron trozos de pescado
fresco como alimento.

El tiempo de observacion fue de 24-48 horas.

De cada organismo se tom6 una muestra de sangre de la vena caudal por
medio de jeringa tipo insulina y se realizaron dos frétis que se tifieron con colorante de

Wright (Merk).

6.3. Aislamiento e identificacién de bacterias

Posterior al tiempo de observacién, tanto los peces sanos como los enfermos
fueron sacrificados en condiciones asépticas por decapitacion parcial, haciendo una
incision dorsal a la altura del opérculo en la regién entre el cerebro y el cordon espinal
(como ilustran Jiménez et al., 1986).

El equipo de diseccion fue previamente esterilizado en autoclave a 120°C y 15
Ib/pulg2 durante 20 minutos. Las superficies fueron desinfectadas con alcohol o
benzal, antes de realizar algin corte. Para tomar inoculo de los 6rganos, primero se
cauterizé la superficie con el bisturi al rojo vivo y posteriormente se introdujo el asa
bacterioldgica en el 6rgano a través de la regién cauterizada.

Los aislamientos bacterianos fueron realizados por medio de estria cruzada en
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placa, a partir de: Sangre, Piel (ulceraciones), Ojos, Branquias, Higado y Rifion; en los
medios solidos: a) Triptona-Soya-Agar (TSA), b) Triptona-Soya-Agar (TSA)-25ppm
NaCl, c) TCBS, d) EMB y e) EMB-25 °/.. NaCl; por duplicado.

Los medios se incubaron a 35°y 25° C durante 24-48 horas.

Las colonias mas abundantes fueron purificadas y caracterizadas en base a la
morfologia colonial, microscoépica, tincion de Gram, crecimiento a 41 +1°Cy
crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl(0,30,60,80y 100 °/..).

Las cepas aisladas fueron mantenidas en agar inclinado (de Medio Marino)
(Ver apéndice -pagina 76-).

Paralelamente, el mismo procedimiento de aislamiento se realizO con peces
sanos, de los que se procesd sangre, higado, rifion y estbmago. Asimismo se realizé
el andlisis de infecciones focales de lesiones producidos durante la captura,
manipulacion y marcado de los organismos.

Para la identificacion de la cepas, se realizaron las siguientes pruebas
bioquimicas en tubo a) Reduccion de Nitratos, b)Rojo de Metilo (RM), c)Citrato (CIT),
d)Agar hierro triple azucar (TSI), e)Agar Kligler (KIA), f)Reaccion de Oxidacion-
Fermentacion de Sacarosa (OF) g)Descarboxilacidon de Aminoacidos (Lisina, Ornitina,
Arginina), h)Motilidad e i)Reaccidén de Voges Proskauer.

Ademas de las pruebas bioquimicas en tubo, se utilizé el sistema API-NFT
preparado a) con las indicaciones del fabricante y b) ajustado la salinidad del medio
base a 25 °/., de NaCl. En algunos casos la identificacion fue corroborada con API-20.
Para la identificacion se utilizaron los esquemas y tablas de diagnéstico de Mac
Faddin (1980), Austin & Austin (1987), Austin (1988), Baumann ef al. (1984), Gallardo
ef al. (1992), Hendrie & Shewan (1979), Muroga et al. (1987) y Frerichs (1984).

Cada una de las técnicas asi como la composicion de los medios se describe

en el apéndice 1.
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6.4. Determinacién de la pafogenicidad de las bacterias aisladas

La determinacion de la patogenicidad de las cepas aisladas consisti6 en la
determinacion de su capacidad para infectar a peces “aparentemente sanos”
(induccion experimental de la infeccién), colectados del campo y aclimatados a las

condiciones de laboratorio, para ello se realizaron los siguientes pasos.

6.4.1 Colecta y Aclimatacién de los organismos experimentales

Los organismos de experimentacion de la especie P. maculatofasciatus fueron
colectados mediante anzuelo y con arrastres de 10 a 20 minutos con red de prueba
tipo camaronera de 9 m de largo, con una amplitud de boca de 8 m, abertura efectiva
de trabajo de 4 m, puertas metalicas de 0.95 x 0.5 m y luz de malla de 3 cm.

La zona de colecta se ubico en la Ensenada de La Paz B.C.S. (Fig. 2).

Los organismos colectados fueron llevados al laboratorio donde se les dio un
bafio de agua dulce por 15 minutos, con el propdésito de combatir parasitos externos y
fueron mantenidos en tanques circulares de 1500 litros y en acuarios de 100 litros a
densidad de 15 peces/recipiente durante 3 meses. En los tanques se colocaron
organismos adultos con peso promedio de 140 gramos y en los acuarios juveniles
con peso promedio de 10 gramos. Los tanques fueron acondicionados con aireacion y
los acuarios con filtro externo y aireacion. Los peces adultos fueron alimentados a
saciedad con trozos de pescado fresco y almejas y los juveniles con Artemia salina,
pescado y almejas. Para mantener buena calidad del agua, a cada recipiente se le

realizd recambio diario del agua y se retir6 el alimento no ingerido.



EL MOGOTE

Zona Urbana
Nore

[EZ] Areas do Colecta

&> Isobatas

Figura 2.- Zonas de colecta de los organismos experimentales.

Previo a los ensayos de patogenicidad, los peces fueron aclimatados a
condiciones de laboratorio (regulacion de fotoperiodo 13:11 (Luz : Obscuridad), 22 + 1
°C de temperatura) durante 3 semanas, en acuarios de 100 litros con aireaciéon a los
gue se hizo recambio diario del agua.

De cada organismo adulto, se tom6 una muestra de sangre de la vena caudal
con la que se realizaron 2 frotis, en total se sangraron 48 organismos. Los frotis se
tiieron con colorante de Wright (Merk) ajustandose a los tiempos con los que se
obtuvieron mejores resultados, se probaron diferentes soluciones reguladoras de pH
conforme a la literatura. Los tiempos de tincidn que proporcionaron mejores

resultados se describen en el anexo 1 (Pagina 82 ).
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6.4.2. Induccién experimental de la infeccion (Ensayos 1y 2)
Ensayo 1.-

Con un cultivo de 24 horas en medio Agar Marino de Vibrio alginolyticus (C7) se
prepararon dos suspensiones celulares (indéculo) en solucion salina 0.85 % NacCl; la
primera (indculo 1) fue ajustada a la turbidez estandar del Nefelometro de MacFarland
(estandar 0.5 de MacFarland) (Ver apéndice Pagina 82.); y la segunda (inéculo 2) se
obtuvo haciendo una dilusion al 50 % de la primera suspension con solucién salina
0.85 % NaCl.

Los peces fueron anestesiados con Etil m-Aminobenzoato metanosulfonato
(MS222 tricaina) 0.85 mg/l de agua de mar y posteriormente inyectados via
intraperitoneal con 0.1 ml de in6culo. Por cada inoculo se utilizaron tres peces. Los
controles de la inyeccion consistieron de 3 organismos inyectados con 0.1 ml de
solucién salina estéril (0.85 % NaCl) y los controles del experimento de 3 peces sin
inyectar sometidos al mismo proceso de anestesia.

Los peces fueron colocados en acuarios de 90 litros acondicionados con
aireacién, manteniéndose a 22 + 1 °C. Durante el tiempo de experimentacion los
organismos fueron alimentados por las mafianas a saciedad con trozos de pescado

fresco.

Ensayo 2.-

Con cultivos de 24 horas en medio TSA de V. alginolyticus Cepa 7, V.
alginolyticus Cepa 13, Vibrio sp Cepa 14, Vibrio vulnificus Cepa 10 y Acinetobacter sp.
Cepa 1; se prepararon suspensiones celulares (in6culos) en solucién (0.85 % NaCl).
Ajustando la densidad de microorganismos a la turbidez estandar del Nefelometro de
MacFarland (estandar 0.5 de MacFarland).

3 peces por cada cepa fueron anestesiados e inoculados como se describe

anteriormente. Los controles consistieron de 3 organismos inyectados con 0.1 ml de
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solucién salina esteril (0.85 % NaCl) y 3 sin inyectar.

Los peces inoculados fueron transferidos a acuarios de 90 litros
acondicionados con aireacion, manteniéndose a 22 + 1 °C. Durante el tiempo de
experimentacion los organismos fueron alimentados por las mafianas a saciedad con
trozos de pescado fresco.

Se hicieron registros diarios durante 20 dias de la mortalidad observada, asi
como los cambios en el comportamiento y aparicibn de hemorragias externas.

El experimento fue realizado dos veces bajo condiciones semejantes.

A los organismos que mostraron sintomas de enfermedad se les mantuvo en
observacion hasta el momento de la muerte, registrandose los sintomas producidos.
En dicho momento se tom6 una muestra de sangre de la vena caudal con la que se
realizaron 2 frotis, los que se tifieron con colorante de Wright (Merk).

Se realiz6 el andlisis postmortem de los organismos para determinar sintomas
presentes. Una muestra del higado y rifion de los peces muertos fue inoculada en
placas de TSA-20ppm NaCly TCBS, e incubada a 35 °C por 24 h. Las cepas aisladas

fueron caracterizadas bioguimicamente e identificadas.

6.4.3. Ensayo 3. Determinacién del nUmero minimo de bacterias capaces de
inducir una patologia clinica.

Con la cepa con la que se obtuvieron resultados positivos en el ensayo 2 de
patogenicidad (V. alginolyticus Cepa 7), se prepararon 4 suspensiones celulares
(in6éculos) a concentraciones de 1.05 x 106, 1.05 x 107, 1.05 x 108 y 1.05 x 109,
bacterias/ml en solucién salina estéril (0.85 % NaCl); a partir de cultivos de 24 horas
en medio TSA.

De cada suspension se realizé6 una cuenta viable en placa, para ello se
realizaron 10 dilusiones decimales en solucion salina estéril (0.85% NaCl), de cada

dilusidon se inoculd 0.1 ml en medio TCBS por triplicado.
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Con cada suspension, se inocularon via intraperitoneal 6 peces previamente
anestesiados como se describe en el ensayo 1. Los blancos del experimento,
consistieron de 6 peces inyectados con 0.1 ml. de soluciéon salina estéril (0.85 %
NaCl) via intraperitoneal y 6 organismos no inyectados.

Del mismo modo que en la fase 1, los peces inoculados, fueron transferidos a

acuarios acondicionados con aireacion y temperatura controlada 22 %1 °C. Se
hicieron observaciones por un tiempo de 20 dias para registrar cualquier mortalidad.
6.5. Comparacion de parametros sanguineos en organismos sanos y enfermos.

Con los frétis preparados de organismos sanos (del lote de peces
acondicionados; Pag. 26), se realiz6 el conteo diferencial de leucocitos. Los conteos
se realizaron en microscopio Optico 100x. La identificacion de las células sanguineas
se realizé en base a las descripciones de Roberts (1978), Gromon (1982), Yasutake &
Wales (1983) y Houston (1990).

Con los conteos se determind el porcentaje medio de linfocitos, monocitos y
granulocitos. El mismo procedimiento se realizé con organismos enfermos.

Para evaluar el porcentaje de trombocitos (plaquetas) se implementaron las
siguientes técnicas: 1 .- Conteo directo con camara de Newbauer a una dilusiéon 1:200
en oxalato de amonio al 1 % con pipeta para glébulos rojos y 2.- Conteo indirecto
mediante frotis tefiidos con PAS (Técnica del Acido Periodico de Shift ) y 3.- Tincion
de Romanowski (Wright, 1902); Las tres técnicas se describen en el apéndice 1.

Con los conteos diferenciales en peces sanos se determind la normalidad
mediante la prueba no parametrica de Kolmogorov-Smirnov; se estimé el porcentaje

medio normal y su intervalo de tolerancia al 95 % de confianza mediante el estimador

L=x+ I:t(m‘["](:/i;—)}

29

de los limites.



La diferencia en los porcentajes entre peces sanos y enfermos se evalud
mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney y Wilcoxon. La significancia

de U se evalu6é mediante el estimador de t:

@/_mm)
! = 2

R RN R CRY R 3
(nl +n, )(nI +n, - 1) 12
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7. RESULTADOS

7.1. Calidad del agua

Con excepcion de los nitritos, los pardmetros registrados (Tabla Il) mostraron
valores promedio cercanos a valores recomendados para especies de aguas
tropicales (Stickney & Kohler, 1992). Los niveles de nitritos considerados como
toxicos, varian con la especie, niveles menores a 0.5 mg/ml se consideran seguros,
aunque algunas especies tropicales parecen tolerar concentraciones de varios
miligramos por litro, por intervalos cortos de tiempo (Stickney & Kohler;‘ 1992). De este
modo, el comportamiento general de los principales parametros de la calidad del
agua, en el SRID tuvieron un comportamiento que consideramos seguro para la

especie estudiada.

7.2. Sintomas desarrollados en el lote de reproductores

El proceso infeccioso se desarroll6 de manera espontanea en un lote de
reproductores, posterior a 20 dias de bafio en formol a 0.05 ml/l. A partir del momento
en que fue detectado el primer organismo enfermo y hasta el cuarto dia, se registro
una mortalidad de mas del 40 % de los peces.

Los organismos afectados naturalmente se observaron inactivos y torpes, se
presenta anorexia y aumento del ritmo respiratorio. Externamente hay oscurecimiento
de la piel, pérdida y levantamiento de escamas, hemorragias y ulceracion en la piel:
principalmente en la region pélvica y en opérculos, las aletas presentan hemorragias
severas y erosion, se observa opacidad de ojos, acumulacion de mucus y en algunos
peces erosion de la linea lateral. Internamente se observan hemorragias sobre la
vejiga gaseosa e intestinos, el intestino se encuentra lleno de una sustancia liquida

transparente especialmente hacia la regién rectal y el higado se observa descolorido

(Fig. 3).
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7.3. Aislamiento de bacterias
7.3.1. Organismos con sintomas de infeccion sistemica.

Se obtuvieron aislamientos de las superficies ulceradas, higado, rifion y sangre
de los organismos enfermos. En total se aislaron 26 cepas, de las distintas fuentes. En
base a la caracterizacion, se redujo de 26 a Il cepas para identificacion (Tabla 6).
Como muestra la tabla 4 con el medio EMB simple no se obtuvo ningun aislamiento a
partir de ninguna de las fuentes.

7.3.2. Organismos con infecciones focales

De las zonas ulceradas y pus se aisldé V.alginolyticus. De la sangre no se

obtuvo crecimiento bacteriano.
7.3.3. Organismos sanos
Con peces sanos, en ninguno de los medios y a partir de ninguna de las

fuentes utilizadas, se obtuvo crecimiento bacteriano.

Tabla 4.- Nomero de cepas aisladas para cada una de las fuentes utilizadas y por
cada medio empleado.

FUENTE MEDIO

TSA-2.5 TSA TCBS EMB EMB-2.5
SANGRE 2 ND 1 ND ND
ULCERAS SW 2 2 NC NC
BRANQUIAS 2 3 2 NC 2
HIGADO 2 SW 2 4 NC 2
RINON 1 ND 1 ND ND

ND-No realizado; NC-No hubo crecimiento; sw-Crecimiento en toda la placa.
Todas las cepas aisladas tuvieron la capacidad de crecer en TCBS incluyendo
aquéllas que fueron aisladas en otros medios. La morfologia celular de las cepas

aisladas fue bacilos o bacilos cortos Gram-negativos, catalasa positivos (Fig. 3h).
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Tabla 6.- Fuente y medio de cultivo en el que fueron aisladas las cepas
sometidas al proceso de aislamiento.

Cepa Fuen te de Aislamien to Medio
Higado Ulceras | Branquias | TSA+2.5 TCBS EMB+2.5
%/00 NaCl %00 NaC
1 X X
3 X X
6 X X
7 X X
8 X X
9 X X
10 X X
I 1 X X
12 X X
13 X X
14 X X

7.4. ldentificacion de /as bacterias aisladas

Las cepas aisladas de peces enfermos fueron identificadas como Vibrio
alginolyticus, Vibrio vulnificus, Pseudomonas pseudoalcaligens, Acinefobacfer sp. y
Vibrio sp. (Tabla 7a y 7b).

V. alginolyticus, se aisl6 a partir del higado, ulceraciones, branquias, sangre y
fue la Unica especie aislada del rifidn.

En base a sus diferencias bioguimicas y morfolégicas las cepas identificadas
como V. alginolyticus se dividieron en 3 (Cepa 7, 8 y 13) con 46 caracteristicas en

comun y Il caracteristicas variables.
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Tabla 6.- Caracterizacion Bioquimicas de las cepas

CARACTERISTICA CEPA
1ls]le]l7]ls]ol1o]11]12]13]14
Gram - - - - - - -
Catalasa + + + + + + + + + + +
Forma B B B B B B B B B B B
Oxidacion-Fermentacion F F F F F = F F
Medio especial para crecinjiento -1-- - - - - - -
Oxidasa + + | + | + + | + l +
Motilidad + - + + +
Pigmentacién - - - - - - -
Omitin-Descarboxilasa nd| nd| nd| + - - + - + + +
Arginina-Desaminasa nd | nd| nd| - - - - - - - -
Lisina-Descarboxilasa nd [ nd| nd| + + + + +
Citrato + - - + + + + + + +
TSI (EP) k/a|ala | kik | k/a | k/a |k/a [k/a |k/a {k/a |k/a |k/a
KIA (EP) k/a| k/ajkik | k/a|kla | kla|kla]| kla|kla|k/a | k/a
Produccion de gas + + + + + + - -
Rojo de Metilo + - - + + + + + + +
Vogues Proskauer - - - - - - - - - - -
Reduccion de ntratos (Tubo) + + + + + + + + + + +
Crecimiento a 42° C + - - + + + + + + + +
Crecimiento a 0 % de NaCl t + t + + + + + + + +
Crecimiento a 3 % de NaCl + + + + + + + + + + +
Crecimiento a 6 % de NaCl + + + + + + + + + + +
Crecimiento a 8 % de NaCl t + + + + + + + + + +
Crecimiento a 10 % de NaCl - - + + + + + + + + +
Crecimiento en TCBS + + + + + + + + + + +
B= Bacilos; F= Fermentativo, nd= No realizado.
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Tabla 7a.- Resultados de la identificacion con API-NFT

PRUEBA

CEPA

10

11

14

Reduccién de Nitratos

Triptofanasa

Fermentacion de glucosa

Arginina hidrolasa

Ureasa

Hidrolisis de esculin

Gelatinasa

Beta galactosidasa

D-Glucosa

+ {4+ [+ 1+

L-Arabinosa

D-Manosa

+

D-Manitol

+

N-Acetil-D-Glucosamina

Maltosa

D-Gluconato

+ |+ |+

Caprato

Adipato

L-Malato

Citrato

Fenil-Acetato

Oxidasa
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Tabla 7b.- dentificacion de las cepas

| CEPA CLAVE NFT IDENTIFICACION % de Confianza
1 ND Acinefobacter sp. ND
3 ND Pseudomonas pseudoalcaligens ND
6 ND Acinetobacter sp. ND
7 7416344 |Vibro alginolyficus 99.9
8 3456744 | Vibrio alginolyticus 99.2
9 ND Vibrio sp. ND
10 7430244 |Vibrio vulnificus 93.7
|l 3414744 |Vibrionaceae A
12 7476744 | Vibrio sp. B
13 74547 44 | Vibrio alginolyticus 97.7
14 3454744 |Vibrionaceae C

Notas:

Con las cepas 1,3 y 6, no se obtiene ningln resultado en la identificacion con
API-NFT y la cepa 9 perdio6 la capacidad de crecer.

A.- Baja discriminacion
V. alginolyticus % id = 79.8
Aeromonas salmonicida % id = 20.1

B.- Buena identificacion a nivel genero
V. alginolyticus % id = 62.3
V. parahaemolyticus % id = 22.5
V. cholerae % id = 12.9

C.- Baja discriminacion
V. alginolyticus % id = 73.8
A. salmonicida % id = 26.1

Con API-NFT preparado conforme a las indicaciones del fabricante y el que
la salinidad del medio base fue ajustada a 25°.. de NaCl se obtienen los mismos
resultados presentados en la tabla 7a.

De acuerdo a la identificacion, las bacterias aisladas de los diferentes organos
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de los peces enfermos fue de la siguiente manera: Acinetobacter sp. y Pseudomonas
pseudoalcaligens fueron aisladas de higado, Vibrio alginolyticus de Ulceras, higado,

rifidén y sangre, V. vulnificus de Ulceras y branquias, Vibrio sp. de Ulceras (Tabla 8).

Tabla 8.- Fuentes de aislamiento de las bacterias de peces enfermos

Especie FUENTE
ULCERAS | HIGADO | RINON | BRANQUIAS | SANGRE
Acinetobacter sp. +
P. pseudoalcaligens +
Vibrio alginolyticus + + + +
Vibrio vulnificus + +
Vibrio sp
Vibrionaceae + +
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7.5 Pruebas de patogenicidad
Ensayo 1.- Después de 20 dias de haberse inoculado la cepa 7 (identificada
como V. alginolyticus) a los peces, no se produjo infeccion ni dafio perceptible; los

organismos aceptan el alimento normalmente (Tabla 9a).

Tabla 9a.- Ensayo de patogenicidad de la cepa 7 Vibrio alginolyticus.-

Vibrio alginolyticus (Cepa 7) Blancos
Iné6culo 15x 108 0.75 x 10 & 0.85 % y No
NacCl Inoculado

No. de peces 3 3 3 3
Longitud Media (mm) 67 65 65 64
Peso Medio (g) 7.19 6.70 6.72 6.77
Mortalidades Post-in6culo

20 Dias 0 0 0 0

Ensayo 2.- En la primer corrida del experimento, no se observan cambios de
comportamiento ni mortalidad. En la corrida dos, al dia Il, los peces inoculados con la
cepa 7, V.alginolyticus no aceptan el alimento, se observa aceleracion del ritmo
respiratorio y petequia en la superficie corporal. Entre el dia 12 y 13 se observan
hemorragias en las aletas pectorales, derrames en ojos e interior del opérculo. Al
momento de la muerte, el intestino esta lleno de un liquido transparente y el higado se
observa pdlido. Vibrio alginolyticus fue aislada del rifién, higado y estébmago, pero no
de sangre.

Con las demas cepas durante la corrida dos no se observan cambios en

comportamiento, aparicion de signos de infeccion ni mortalidad.
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Tabla 9b.- Ensayo de patogenicidad de las cepas 1,7, 10, 12 y 13 Acinetobacter
sp (Ac sp), V. alginolyticus (V. alg), V. vulnificus (V.vul), Vibrio sp. (V. sp), y V.
alginolyticus (V.alg) (corrida 2)

Suspension de Bacterias Blancos

In6culo Cl c7 Clo c12 Cc13 NaCli No
Ac.sp V. alg V.vul. V.sp V. alg 0.85% Inoculado

Dosis aproximada 5x106  5x10% 5x106 5x106  5x10° - -
No de org. 3 3 3 3 3 3 3
Longitud Med. 155 144 142 136 136 142 146
(mm) |
Peso Medio (g) 105.5 80.3 85.0 72.26 73.3 84.3 80.0
Mortalidades Post-in6culo (Dias)
0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
12 0 | 0 0 0 0 0
14 0 3 0 0 0 0 0
20 0 3 0 0 0 0 0
%Mortalidad 0 100 0 0 0 0 0

*Los inoculos se prepararon ajustando la turbidez al nefelometro de
MacFarland (estandar 0.5 de MacFarland).

Ensayo 3.- Con ninguna de las dosis probadas se observan cambios

perceptibles ni se presenta mortalidad.

Tabla 9c.- Ensayo de patogenicidad de Vibrio alginolyticus cepa 7 a diferentes
dosis

Vibrio alginolyticus (Cepa 7) Blancos
Dosis 1.05x105  1.05x105 1.05x107  1.05x108 NaC10.85 No
% Inoculado

No de org. 6 6 6 6 6 12
Longitud Med.(mm) 89 81 87 84 89 88
Peso Medio (g) 16.81 12.81 15.66 14.68 17.63 17.86
Mortalidades Post-in6culo

20 Dias 0 0 0 0 0 0
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7.6. Comparacion de los porcentajes de leucocitos en organismos sanos y
enfermos

Los tipos celulares que se encontraron en sangre fueron: eritrocitos, linfocitos,
trombocitos,  monocitos, macrofagos y granulocitos (Fig. 4). Con los
polimotfonucleares, no obstante que se observa predominancia de neutréfilos sobre
los otros dos tipos celulares (neutrofilos 5.20 %, Basofilos 1.95 % y Eosinofilos 0.47),
en algunos casos no se observan diferencias claras en el grado de tincién, por lo que
para el andlisis no se separan los porcentajes de cada tipo celular.

Las caracteristicas de las células sanguineas en P.macufatofasciatus se

resumen en la Figura 4.

Con la prueba de Kolmogorov-Smirnov se encuentra que los porcentajes de
células blancas en la cabrilla arenera estan normalmente distribuidos.

El porcentaje medio en peces sanos fue 41.4 % (S=11.4) linfocitos, 47.2 %
(§=10.2) trombocitos, 3.6 % (S=2.3) monocitos y macrofagos y 7.85 (S=4.76)
granulocitos (n=48); mientras que en peces enfermos fue de 28.8 % (S=1.33)
linfocitos, 2.6 % (S=0.8) trombocitos, 70.4 % (S=2.15) monocitos y macrofagos y 2.2
% (S=2.86) granulocitos (n=5).

Como se muestra la tabla 10, en peces enfermos se observa un menor
porcentaje de linfocitos, trombocitos y granulocitos, asi como un mayor porcentaje de

monocitos y macrofagos.

Tabla 10 .- Conteo diferencial de leucocitos en peces sanos y enfermos. Entre
paréntesis el intervalo de tolerancia al 95 % de confianza.

Parametro Unidades Sanos Enfermos  Significancia
Linfocitos % 41.4 (38.07-44.73) 24.8 0.01 < P<0.001
Trombocitos % 47.2 (44.22-50.17) 2.6 P < 0.001
Monocitos y Macrofagos % 3.6 (2.929-4.270) 70.4 P <0.001
Granulocitos % 7.85 (6.460-9.238) 2.2 0.02 < P<0.01
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Figura 3.- Sintomas en peces enfermos

a.- Hemorragias y ulceracion de aletas pectorales

b.- Hemorragias y ulceracion en aleta dorsal

c.- Hemorragias y necrosis en aleta anal

d.- Ulceras en la base de las aletas pélvicas

e.- Zonas de ulceracion con hiperhemia periférica en la region
opercular

f.- Hemorragias alrededor del ano.

g.- Higado decolorado y hemorragias sobre intestinos

h.- Presencia de bacilos gram-negativos en higado
Foto: 100x Impronta de higado con tincion de Gram
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Figura 4.4 Leucocitos encontrados en sangre de cabrilla.

Simbolos
NTb Neutrdfild en banda
Pmn Polimorfonuclear
T Trom bocito
Tnb Trombocito con nucled bilobulado

Mj Monocito Joven

Mm Monocito maduro

Ma Macrofago

Ls Linfocito con seudépodos

Tce Trombocito con citoplasma elongado L Linfocitos
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8. DISCUSION

8.1. Sintomas desarrollados en cabrillas enfermas.

Los sintomas desarrollados por la cabrilla durante la condicion septicémica
observada en el CICIMAR; son semejantes a los descritos en casos de vibriosis por
Biosca et al. (1991) en Anguilla anguilla; LeaMaster & Ostrowski (1988) en
Coryphaena hyppurus,; Burke & Rodgers, (1981) en Mugil cephalus; Colorni et al.
(1981) en Sparus aurata; Lewis (1985) en Ictalurus punctactus; y Ransom, et al.
(1984) y Austin & Austin (1987) en salmonidos. En todos estos é:asos el cuadro
sintomético incluye el desarrollo de hemorragias en la superficie corporal,
internamente se observa petequia en visceras y musculatura, el intestino distendido y
lleno con un fluido viscoso transparente (Smith, 1988). Este cuadro es acompafiado
por decaimiento, inactividad y anorexia. Para algunos autores como Post (1987) estos
son los sintomas generales desarrollados en infecciones causadas por bacterias
gram-negativas.

En cabrillas infectadas naturalmente pudimos observar que las hemorragias y
petequia se pueden localizar en todo el cuerpo, aunque mas comunmente a la altura
de la base de las aletas pélvicas, region perianal y opérculo, donde se presentan
Ulceras con hiperhemia periférica (Fig. 3 d,e f). En la superficie de las aletas se
observan hemorragias, congestion hemorragica en la base, mientras que en los
extremos se presenta necrosis y erosion (Fig. 3 a,b,c).

Durante infecciones experimentales con vibrios se reportan diferencias en los
sintomas, los cuales incluyen la extensidon de hemorragias y Ulceras asi como la
severidad de la infeccion; y dependen de las especies relacionadas al proceso
infeccioso (Harbell 1976; Funahashi et al., 1974; Miyazaki & Kubota 1977; Miyazaki et
al., 1977). Dichas diferencias son asociadas a los factores de virulencia bacterianos,

asi como a la respuesta y susceptibilidad de los peces infectados (Ransom et al.,
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1984).

Es necesario enfatizar, que a pesar de haberse descrito el cuadro sintomético
presente en infecciones producidas por distintas especies de bacterias, no es posible
establecer una comparacion completa, debido a que muchas veces el autor omite
informacion de las estructuras u dérganos que se observan normales (probablemente
por asumir que Si N0 Se menciona es que no se presentan alteraciones) y porque de
manera directa la precision de la descripcion depende de la experiencia con que
cuente el autor al momento de realizar la diagnosis, por ello, a pesar de que en un
caso particular alguna estructura se observe dafiada, existe la duda si puede usarse
como caracteristica diagnéstica del padecimiento. Debido a ello se hace necesario
adoptar un esquema general (como el sugerido por Ishioka en 1992) en el que al
momento de hacer la necropsia se consideren todos los aspectos sintomatologicos
relevantes, con lo que seria mas facil establecer una comparacion y llevar un
seguimiento de la temporalidad de las enfermedades, sobre todo si se piensa en el
desarrollo del piscicultivo, en el que la estacionalidad de las enfermedades puede

marcar periodos de pérdidas econémicas.

8.2. Aislamiento de las bacterias asociadas con la enfermedad

Con los medios utlizados en el aislamiento se obtienen resultados variables,
por ejemplo el medio EMB resulta ineficiente para el aislamiento, ello se puede
explicar en base a que dicho medio no es propicio para obtener aislamientos directos
del mar; este medio es usado para detectar contaminacién fecal, la presencia de
Echerichia coli puede detectarse por crecimiento de colonias con brillo metalico, el
cual es producido por la fermentacion de la lactosa. Con el medio EMB adicionado con
sal marina se logro el aislamiento de 4 cepas a partir de branquias e higado, en todos
los casos el crecimiento es incipiente presentdndose en parches irregulares de

tamafio variable, mucoides y blancuzcos, lo cual puede ser sintoma de la presencia de
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condiciones desfavorables de crecimiento como los colorantes eosina o azul de
metileno que sirve como inhibidores del crecimiento de algunas bacterias en el medio
EMB.

El medio TSA resulté ser muy eficiente para el aislamiento y purificacion de las
bacterias; cuando es complementado con sal marina las colonias de algunas cepas
cubren toda la superficie de la placa, caracteristica que puede servir para diferenciar
a Vibrio alginolyticus de otros vibrios (Baumann et al., 1984).

Como se mencion6 en los resultados (Pag. 32) todas las cepas-aisladas de los
peces enfermos, tuvieron la capacidad de crecer en TSA, Agar Marino y TCBS. Los
dos primeros son medios generales para heterétrofos aerobios mientras que el medio
TCBS, por su contenido en sales biliares, inhibe el crecimiento de bacterias Gram
positivas, ademas de haber sido reportado como un medio selectivo para vibrios; esto
Ultimo es importante considerarlo al obtener aislamientos en dicho medio, ya que
muchas veces se considera a cualquier crecimiento en TCBS como diagndstico de la
presencia de vibrios; aunque todos los vibrios poseen la capacidad de crecer en dicho
medio existen otras bacterias con capacidad de crecer en él (como se pudo
comprobar en el presente estudio), por lo que la diagnosis de vibrios en placas de
TCBS debe resultar de algunas otras pruebas confirmatorias y no de la mera
presencia de crecimiento.

A pesar de que a partir de 6rganos internos (higado, rifion y sangre) solo se
obtuvieron aislamientos de peces con sintomas de infeccion sistemica; ello no indica
la ausencia de una flora normal, sino de que los medios empleados pudieron no ser
propicios para favorecer su crecimiento.

Es importante mencionar que no se realiz6 el analisis microbiol6gico de las
superficies corporales de peces sanos debido a que no era el objetivo aislar la
microflora de la cabrilla, sino solo establecer un punto de comparacion con peces

enfermos y que a pesar de tenerse tres fuentes de aislamiento (peces sanos, con
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heridas y con sintomas de septicemia) estas no son (y no se pretenden ver asi)
etapas de la dinamica de la infeccidén, sino solo puntos de comparacion de la
presencia de bacterias en la cabrilla en estado saludable y septicémico. Como

puede observarse durante el aislamiento se encontr6 una mezcla de bacterias,
asociadas a los diferentes organos de peces enfermos (tabla 8), esta condicion es
comunmente encontrada en los estudios de enfermedades bacterianas (Frerichs,
1974; Sindermann, 1990). La explicacion es que algunos de los microorganismos
aislados pueden ser parte de la microflora normal del pez o estar asociados al proceso
infeccioso solamente de manera oportunista. Esta consideracion es de primordial
importancia al analizar cualquier proceso infeccioso, ya que la mera presencia de
bacterias en lesiones de peces enfermos, no indica que éstos sean los agentes

etiologicos y ni siquiera que puedan ser considerados como patégenas.

8.3. Identificacion de las bacterias aisladas

La morfologia celular de todas las cepas aisladas fue bacilos o bacilos cortos
Gram-negativos catalasa positivos (Fig. 3h). Con la prueba de oxidacion fermentacion
de sacarosa, ocho cepas presentaron fermentacion y las tres restantes neutras hasta
7 dias de incubacion.

Las cepas 1 y 6 fueron identificadas como Acinetobacter sp. por ser bacilos
cortos Gram negativos, catalasa positivos, crecer en medio aerobio, OF-neutras, no
presentar movilidad y reaccionar negativamente a oxidasa (McFadin, 1980; Austin &
Austin, 1987).

La cepa 3 a diferencia de las cepas 1 y 6 presentd motilidad, por lo que fue
identificada como Pseudomonas pseudoalcaligens. (MacFadin, 1980; Hendrie &
Shewan, 1979). A pesar de que en este caso, con los esquemas de identificacion
utilizados se puede concluir que la especie en cuestion es P.seudoalcaligens, se

puede ver que con las caracteristicas consideradas, otras especies de bacterias que
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han sido aisladas del medio marino 0 como patdgenos de peces caerian en la misma
identificacion (v.gr. Pseudomonas alcaligens y P. anguilliseptica). Por ello, esta
identificacion debe tomarse con reserva.

Por su parte las cepas OF-fermentadoras presentaron motilidad a 37°C, no
presentan ninguna pigmentacion y dieron positiva la oxidasa. Por lo que se consider6é
gue las cepas OF-fermentadoras pertenecen a la familia Vibrionaceae (Frerichs, 1984,
Baumann et al., 1984; McFadin, 1980). En la descarboxilacibn de aminoacidos todas
dan resultados positivos en la descarboxilacion de lisina y negativos con arginina; con
ornitina las cepas 7, 10, 12, 13 y 14 son positivas mientras que las cepas 8, 9 y Il son
negativas. En base a la respuesta de las bioguimicas complementarias y a los
resultados obtenidos con API-NFT, fueron identificadas como Vibrio alginolyticus, V.
vulnificus, Vibrio sp y en un caso se determin6 solo a nivel familia Vibrionaceae. Para
las cepas identificadas como V. alginolyticus la identificacion se corroboré con API-20.

La identificacion de los agentes etiolégicos en el cultivo de organismos marinos,
es una parte importante que puede determinar las medidas de control zoosanitario
aplicadas en una granja de produccién o en un pais, a gran escala, el uso de las
metodologias tradicionales para la identificacion no es practico por el tiempo requerido
para establecer un diagnostico (Mialhe et al., 1992). La necesidad de contar con
metodologias de diagndstico rapidas, para dar respuesta inmediata a los problemas,
plantea la implementacion de nuevas técnicas de mayor precision. Muchos autores
sugieren el uso de multipruebas como API-20 (Santos et al., 1993) y API-ZIM (Sakai et
al.,, 1993) o la aplicacién de técnicas inmuno-enzimaticas (Lewis, 1981; Alexandra,
1991; Mialhe et al., 1992), inmunolégicas (Paterson et al., 1979) y de hibridacion de
ADN (Vivares & Guesdon, 1992; Mialhe et al.,, 1992). En el presente estudio, la
identificacion de las cepas bacterianas, por los métodos tradicionales, en muchos
casos no conducen a ninguna identificacion, ya que el gran parecido de las cepas de

V alginolyticus con V. parahaemolyticus hace dificil su diferenciacion, a menos que se
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cuente con gran numero de pruebas bioquimicas para establecer un diagndstico. En
este caso el uso del sistema API-NFT y API-20 fueron los principales métodos
considerados, y las demdas pruebas bioquimicas, solo fueron confirmatorias y
complementarias. Sin embargo, la identificacion de las cepas OF-neutras no fue
posible por este medio. Ello sugiere que el uso de API-NFT puede ser restringido a
algunos grupos de patdgenos en peces, y Su USO requiere evaluacion, ya que por la
salinidad a la que trabaja, pueden presentarse problemas con organismos marinos
con requerimientos salinos superiores. En el presente trabajo se-compararon los
resultados obtenidos, con los de API-NFT en el que la salinidad del medio base se
ajusto a 20 °/, Sin haberse obtenido diferencias, debido a que las cepas en estudio no
presentaron requerimientos salinos altos (como se puede ver en la Tabla 6); y tienen

la capacidad de crecer en salinidades desde 0 % hasta 10 % de NaCl.

En el presente estudio se destaca la presencia de Vibrio alginolyticus, debido a
gue fue la especie mas comunmente aislada en infecciones de heridas causadas
durante el manejo de la cabrilla, y porque en el brote que se presentd en el lote de
reproductores mantenidos en el sistema de induccion al desove fue la especie con
mayor incidencia y que coloniza un mayor nimero de 6rganos.

En la cabrilla arenera fue posible observar un aislamiento diferencial de las
bacterias en los 6rganos de los peces infectados naturalmente: Acinetobacter sp. y
Pseudomonas pseudoalcaligens fueron aisladas de higado, Vibrio alginolyticus de
Ulceras, higado, rifién y sangre, V. wvulnificus de Ulceras y branquias, Vibrio sp. de
Ulceras (Tabla 8), mientras que en los peces infectados experimentalmente (ensayo 2
de patogenicidad Pag. 38) Vibrio alginolyticus fue aislada del rifién, higado y
estbmago, pero no de sangre. Esta caracteristica ha sido reportada también para
otros casos de vibriosis en peces y es considerada como criterio para establecer

diferencias entre las patologias producidas por las especies de Vibrio (Harbell 1976;
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Funahashi et al., 1974; Miyazaki & Kubota 1977; Miyazaki et al., 1977). Por un lado, la
distribucion de las bacterias en los 6rganos puede ser el reflejo de los factores
producidos por un patdégeno, con los que sobreviven dentro de un portador y causan
enfermedad y por otro lado, muestra el efecto selectivo que las condiciones presentes
en los distintos 6rganos, ejercen sobre las poblaciones bacterianas. Sin embargo, esta
distribucion no debe ser tomada estrictamente como caracteristica para diagnosticar
una enfermedad, ya que dependera de las condiciones ambientales en las que se
desarrolle el proceso infeccioso, el estado de salud del pez y el grado.de avance de la
infeccibn al momento de hacer los aislamientos (Rodgers & Burke, 1988). Por ejemplo
en salmonidos, Ransom ef al.(1984) encuentra diferencias en la distribucién de Vibrio
anguillarum y Vibrio ordalii en sangre, asi como en los tejidos que son dafiados; y
resalta la importancia del grado de avance de la infecciébn en la sucesién de eventos
sintomatoldgicos. Lewis (1985) menciona que al principio de la infeccion por Vibrio, el
agente causal se localiza en tejidos especificos principalmente en higado y rifion y
gue en la fase septicémica las bacterias pueden ser aisladas de musculo esquelético,
piel, branquias, tejido conectivo y tracto digestivo, lo que indica que esta Ultima fase
puede depender de factores entre los que incluye las defensas del portador.

Vibrio alginolyticus fue aislada de infecciones de heridas de P.
maculatofasciatus provocadas durante el manejo. Esta especie ha sido aislada
también de lesiones externas en Mugil curema, Mugil liza (Aguirre et al., 1982) y Mugil
cephalus (Burke & Rodgers 1981; Rodgers & Burke, 1988).

En los ensayos de sensibilidad a antibiéticos in vitro se puede observar que los
vibrios fueron sensibles a Ceftriaxona (30 mcg), Trimetoprim Sulfametoxasol (25 mcg),
Cefotaxima (30 mcg), Netilmicina (30 mcg) y Nitrofurantoina(300 mcg) y resistentes a
carbenicilina (100 mcg). De estos antibioticos el Unico que ha sido reportado para
guimioterapia en peces de agua dulce es nitrofurantoina (sodio). Sin embargo, su

efectividad en agua marina es baja. En cambio existen otros antibiéticos que -han

50



probado su efectividad en acuacultura para el tratamiento de vibriosis como
furazolidone (Noel ef al,1992), halquinol (Austin et al., 1981) y &cido oxolinico
(Hustvedt et al.,1 992). La seleccion de un antibiético para su tratamiento debe ser
evaluada en cuanto a efectividad y efectos adversos que su uso puede generar, de
preferencia debe pensarse en un bactericida de amplio espectro, probado in vivo y
gue actle rapido para que existan pocas posibilidades de manifestarse resistencia en
los patégenos. El acido oxolinico y difloxacin son de los bactericidas para los que
algunas especies de vibrios patégenos (como V.anguillarumy V. Ordalii), presentan
mayor susceptibilidad in vitro (Stamm, 1989; ). Por las caracteristicas del acido
oxolinico, representa la alternativa de tratamiento mas viable ya que ademas ha sido
probada en acuacultura y es aceptada en Europa para el tratamiento de algunas
enfermedades de peces en cultivo, sin embargo su uso en la cabrilla requiere
evaluacion por las temperaturas a las que se desarrolla el cultivo.

En el caso de la cabrilla arenera, debido a la ausencia de un patégeno primario
durante el desarrollo de la enfermedad, no se puede pensar en la quimioterapia como
la mejor medida de prevencion y control de esta enfermedad, sino del establecimiento
de medidas profilacticas que la eviten.

Como se sabe el uso de antibiticos, a pesar de ser una practica extendida en
los sistemas de cultivo, implica riesgos, como el deterioro del medio ambiente, el
surgimiento de cepas resistentes, la inhibicibn de algunos tipos bacterianos
favoreciendo el desarrollo de otros y la interferencia con los sistemas de filtracién
bioldgica de los sistemas recirculatorios.

Como se menciono anteriormente, durante el proceso de matenimiento de la
cabrilla, muchas veces se provovcan lesiones, en su mayoria de manera involuntaria,
las cuales pueden infectarse; en estos casos, 0 bien cuado se ponen marcas fijas a
los peces es posible pensar en el uso de antibioticos, aplicados en forma local como

medida de terapia para evitar la presencia de infecciones focales, sin embargo su uso
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requiere la evaluacion de las dosis requeridas asi como de su efecto en los peces.

8.4. Pa togenicidad

En los ensayos de patogenicidad se pudo observar que ninguna de las cepas
tuvo la capacidad de inducir sintomas de enfermedad a peces sanos por via
intraperitoneal en dosis hasta de 5 x 108 bacterias.

Es necesario resaltar que a pesar de que en el ensayo 2 al inocular V.
alginolyticus via intraperitoneal, se produjo la muerte de los peces, no existe evidencia
contundente de que se pueda considerar patégeno primario, ya que en el ensayo 3 a
pesar de haberse incrementado las dosis hasta 1.05 x 108 bacterias la infeccibn no
fue reproducida.

A pesar de que en el presente estudio se probaron dosis superiores a las
reportadas para inducir una infeccién experimental con Vibrio anguillarum (Levine et
al., 1972) y Vibrio cholerae (Yamanoi et al., 1980); la enfermedad no se desarroll6.
Ello puede indicar por Un lado, la ausencia de un patégeno obligado y por otro, la
influencia que el manejo de los organismos puede tener en la ocurrencia de
infecciones sistemicas.

Al parecer su capacidad para propiciar infecciones en un portador depende de
factores externos; los que pueden ser un complejo multifactorial, sin embargo el
desarrollo de una condicién septicémica puede ser el grado extremo en el que las
defensas del pez son debilitadas (Lewis, 1985). Lo cual parece no haber ocurrido en
nuestros experimentos de induccion de la enfermedad, ya que en el caso en el que
se presenta mortalidad (ensayo 2) no se presentaron sintomas de septicemia, ademas
de no haberse obtenido crecimiento de la bacteria a partir de la sangre.

Los eventos que precedieron la condicion septicémica en el lote de

reproductores, apoyan las observaciones en relacion a que las infecciones por V.
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alginolyticus se presentan en organismos sometidos a “stress”. Ya que la poblacién en
estudio fue un lote de reproductores en los que se presenté infestacion de
protozoarios; por lo que se sometié a tratamiento prolongado con formol a 0.05 mi/l.

Por un lado se sabe que el proceso de maduracion sexual en peces, provoca
hiperplasia del tejido interrenal e incremento en los niveles de plasma cortisol, (el cual
es uno de los corticosteroides mas importantes en peces), lo que causa disminucion
en el niamero de linfocitos y en consecuencia en peces maduros se ha podido
observar linfocitopenia; este proceso media una disminucién en- los niveles de
anticuerpos y un incremento en la susceptibilidad a las enfermedades durante la
reproducciéon (Pickering & Pottienger, 1987 a,b). Por otro lado, la presencia de
ectoparasitos, favorece el surgimiento de infecciones bacterianas cuando se produce
dafo fisico en las mucosas de los peces (Rodgers & Burke, 1988). La fase infectiva
de Cryptocarium irritans se alimenta de los tejidos del portador, causando Ulceras
(Sindermann, 1990). Los tratamientos contra los protozoarios provocan “stress” en los
peces infectados, haciéndolos mas susceptibles a infecciones bacterianas (Ling et al.,
1993). El uso del formol en bafio es un tratamiento general contra protozoarios,
ampliamente utilizado en acuacultura y con peces de ornato. Su uso puede tener
consecuencias graves: se sabe que la exposicion al formol provoca incremento en el
hematocrito, glucosa y acido lactico en sangre, alteraciones en la tasa de respiracion,
ritmo cardiaco y flujo de urina (Kakuta et al., 1991). También causa separacion del
epitelio, hipertrofia y necrosis branquial (Wedemeyer & Yasutake, 1974; Wedemeyer,
1971) asi como degeneracién crénica del miocardio (Nilsen et al., 1992).

A pesar de que la reproduccion generalmente se considera un sintoma de
salud, el gasto energético realizado por los reproductores durante el desove es alto
(Wootton, 1985), por ello requieren de un régimen alimenticio que les ayude a
soportar ese desgaste. Si la alimentacion es de mala calidad, lo mas seguro es que se

propicien deficiencias nutricionales, las cuales muchas veces se manifiestan como una
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mayor susceptibilidad a las enfermedades (Watanabe, 1985; Hardie et al.,, 1990;
Obach & Laurencin, 1992).

Lo anterior hace patente la necesidad de implementar medidas profilacticas que
eviten la aparicion de enfermedades como la vibriosis: cuidando la calidad del agua y
con buen régimen alimenticio durante la reproduccién, el cual incluya estimuladores
del sistema inmune durante el tiempo de desoves. Ya que como se ha visto, la dieta
influye de manera directa en la respuesta inmune del pez, ademas de existir
compuestos que pueden favorecer la resistencia a las enfermedades cuando son
agregados a la dieta (Hardie et al., 1990; Obach & Laurencin, 1992).

V. alginolyticus es causa de la mortalidad de juveniles de Acanthopagrus
schlegeli (Kusuda et al., 1986) y del desarrollo de patologias en Coryphaena hyppurus
(LeaMaster, 1988), Sparus aurata (Colorni et al., 1981) y Canthigaster rosfrata
(Ventura & Albuquerque, 1983); sin embargo, en ninguno de esos casos se pudo
reproducir la infeccion

En los casos en que V. alginolyticus se ha asociado a procesos infecciosos, su
capacidad de producir lesiones es atribuida a la presencia de factores externos que
hacen posible la infeccién, por lo que su diagnosis puede ser un indicador de
alteracion al medio ambiente o de la presencia de procesos que causan “stress” en las
poblaciones o lotes de peces mantenidos en cautiverio.

En base a lo anterior se sugiere un posible mecanismo para el proceso
infeccioso de V alginolyticus el cual se pudo desarrollar en 3 etapas: 1) En la que se
encuentra presente en el agua y pasa a formar parte de la microflora normal del pez,
2) en la que por alguna erosion causada a la mucosa del pez puede colonizarla y
producir una infeccién focal, ya sea como invasor primario o bien relacionandose a
otro patdégeno oportunista y 3) en la que debido a factores externos o internos
(ambientales ofisioldgicos) las defensas del portador disminuyen y el patbgeno puede

invadir otros tejidos, evolucionando en una infeccion sistémica cuya sintomatologia es

54



caracteristica de una septicemia hemorragica bacteriana (Fig. 5).
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Figura 5.- Proceso infeccioso de V. alginolyticus

Hasta ahora las condiciones precisas bajo las que V. alginolyticus es capaz de
producir una infeccion en la cabrilla arenera son inciertas, pero de manera general
siempre ha sido asociada a peces bajo “stress” ya sea por manejo, por presencia de
condiciones ambientales adversas o por la presencia de ectoparasitos. Condiciones

gue parecen explicar los resultados negativos de las infecciones con esta bacteria

sobre la cabrilla del estudio.

8.5. Parametros sanguineos.

En la evaluacion de leucocitos, se observan diferencias significativas entre
peces sanos y enfermos. En peces sanos las células mas abundantes fueron
trombocitos con 47.2 %, seguido de linfocitos con 41.4 %, granulocitos 7.85 % y
monocitos y macrofagos 3.6 %. En cambio en peces enfermos, el porcentaje mas alto
corresponde a los monocitos y macrofagos con 70.4 %, linfocitos 24.8 %, trombocitos

2.6 % y granulocitos 2.2 %.




De manera general en cabrillas enfermas se observa un menor porcentaje de
linfocitos, granulocitos y trombocitos asi como un mayor porcentaje de monocitos y
macroéfagos.

Estas diferencias entre organismos sanos y enfermos son semejantes a las
reportadas en otros peces. Lehmann et al.(1989) durante la infeccion experimental
con Aeromonas salmonicida en trucha arco iris, encuentran aumento de monocitos y
neutrofilos y disminucién de linfocitos y trombocitos. En Ictalurus punctatus Lewis
(1985) encuentra una disminucion significativa de linfocitos (del 72% al 68 %) asi
como aumento del porcentaje de monocitos (del 1% al 3%). Ransom et al. (1984) en
salmonidos, observan un decremento en el contenido de células blancas, lo cual
correlacionan con la presencia de bacterias en sangre y atribuyen a la posible
presencia de leucocidina, un factor de virulencia de vibrios.

A pesar de haberse determinado diferencias significativas en los porcentajes de
células blancas entre peces sanos y enfermos, estos resultados solo pueden
interpretarse como un estado anormal del tejido sanguineo ante la presencia de
bacterias. Los bajos porcentajes de linfocitos, granulocitos y trombocitos no sugieren
una leucopenia, ya que para diagnosticar ese estado se necesita evaluar el total de
células por unidad de volumen.

Estas desviaciones de la normalidad pueden ser interpretadas como parte de la
respuesta inmune de las cabrillas ante la invasion bacteriana, asi como el efecto que
factores extracelulares bacterianos como toxinas o enzimas (Inamura et al., 1985;
Notage & Birkbeck, 1987a,b); pueden ejercer sobre las células sanguineas al
encontrarse éstas en sangre, sin embargo, para establecer las causas y el significado
preciso de estas diferencias es necesario estudiar con mayor detenimiento los
cambios patoldgicos ocurridos ante la invasion bacteriana.

A diferencia de lo reportado por Bhaskar & Srinivasa (1989) que reportan

distribucion no gausiana en los parametros hematolégicos de Chanos chanos; en la
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cabrilla arenera se encontr6 que los porcentajes de leucocitos estan normalmente
distribuidos. Ello es de importancia cuando se establecen los intervalos de tolerancia
para los parametros sanguineos con el fin de poder diagnosticar estados anormales
causados por algun agente externo; ya que el uso de un intervalo de tolerancia cuyos
limites sean estimados considerando la teoria gausiana es inexacto cuando la
poblacion no presenta distribucion normal. Sin embargo, estos resultados no sugieren
gue todos los parametros sanguineos en sangre de cabrilla estén normalmente
distribuidos y por ello es recomendable que si en algin momento se quieren usar los
parametros sanguineos para evaluar el estado de salud, primero se determinen si

cada parametro esta normalmente distribuido.
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9. CONCLUSIONES
9.1. Caracteristicas de la enfermedad

Los organismos afectados se observan inactivos y torpes, se presenta anorexia
y aumento del ritmo respiratorio. Externamente hay oscurecimiento de la piel, pérdida
y levantamiento de escamas, hemorragias y ulceracién en la piel: principalmente en la
region pélvica y en opérculos, la cola y las aletas presentan hemorragias severas y
erosion. Se observa opacidad de ojos, acumulacion de mucus y en algunos peces
erosion de la linea lateral. Internamente se observan hemorragias sobre la vejiga
gaseosa e intestinos, el intestino se encuentra lleno de una sustancia liquida
transparente especialmente hacia la region rectal y el higado se observa decolorado.

Los sintomas se ajustan a las descripciones en casos de vibriosis en peces
marinos y de agua dulce, tales como Anguilla anguilla, Coryphaena hyppurus, Mugil
cephalus, Sparus aurata, Ictalurus punctacfus y en salmoénidos.

En peces moribundos se observan cambios en los porcentajes de leucocitos:
Disminucién en Trombocitos, Linfocitos y Granulocitos y aumento en Monocitos y

Macrofagos.

9.2. Aislamiento del patégeno

Las bacterias asociadas a la infeccion se pueden aislar con los medios TCBS y
TSA (con salinidad normal y ajustando la salinidad a 25 °/. con sal marina); de
Ulceras, higado, riidn y sangre con incubacion a 25 y 35 °C aunque poseen la
capacidad de crecer hasta 42°C.

Las especies bacterianas relacionadas a lesiones y drganos de peces enfermos
fueron: Acinetobacter sp., Pseudomonas pseudoalcaligens, Vibrio alginolyticus, V.
vulnificus y Vibrio sp. Las que se aislaron diferencialmente en los tejidos del portador,
Acinetobacter sp. y Pseudomonas pseudoalcaligens fueron aisladas de higado, Vibrio

alginolyticus de Ulceras, higado, rifion y sangre, V. vulnificus de Ulceras y branquias,
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Vibrio sp. de Ulceras.

La especie aislada mas frecuentemente fue Vibrio alginolyticus, la cual también

fue aislada de infecciones focales.

9.3. Patogenicidad

Ninguna de las cepas aisladas fue capaz de producir dafios clinicos en peces
sanos, cuando se inyectd via intraperitoneal en dosis de hasta 5 x 10 ° bacterias. Por
lo que la condicion patologica mostrada por el lote de reproductores se atribuye a
factores de “stress”, como exceso de manejo, mala calidad del alimento y sobre
exposicion al formol; no asi a la calidad del agua ya que esta se mantuvo dentro de

limites recomendables para peces mantenidos en cautiverio (ver tabla 11; pag 86).

9.4. Control

Debido a la ausencia de un patdgeno obligado en la condicibn hemorragica de
la cabrilla, el uso de antibidticos o bien el desarrollo de vacunas como medidas de
control no se pueden sugerir, sin embargo, debido a que V. alginolyticus fue aislada
también de infecciones focales de heridas hechas durante su manipulacion, el uso de
antibidticos puede resultar una medida util para evitar la proliferacion de dichas
bacterias. Las heridas pueden ser tratadas a tiempo con antibidticos o antisépticos
aplicados de manera local. Las cepas aisladas del genero Vibrio fueron sensibles a
Ceftriaxona, Trimetoprim Sulfametoxasol, Cefotaxima, Netilmicina y Nitrofurantoina

(Tabla 12) sin embargo su uso requiere de evaluacion.
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10. RECOMENDACIONES

Para dar un seguimiento de la ocurrencia de las enfermedades de la cabrilla
arenera, se recomienda a los laboratorios donde se estudia la factibilidad de su
cultivo, adoptar la bitacora de compilacion de datos propuesta por Ishioka en 1992.
Ello es de gran importancia para identificar las enfermedades que por su incidencia
pueden limitar el cultivo de dicha especie.

Para el estudio de bacterias patégenas de peces, los medios-TSA-2.5, TCBS y
el medio de ZoBbell modificado (Medio marino); funcionan eficientemente. Por el
contrario se recomienda descartar el medio EMB, ya que no proporciona buenos
resultados en el aislamiento.

El uso de sal marina comercial como opcion alternativa a preparar agua de mar
con reactivos analiticos es muy recomendable ya que facilita la preparacion de los
medios de cultivo, sin embargo su uso solo puede recomendarse para el aislamiento y
manutencion de las cepas no asi para pruebas cuantitativas en las que es mas
recomendable ejercer control de los componentes que contiene el medio.

Para la identificacion de bacterias patdégenas el uso de los sistemas de
multipruebas APl en la mayor parte de los casos resulta eficiente, sin embargo se
recomienda no descartar el uso de pruebas bioquimicas complementarias ya que
como se puede ver en el presente trabajo, algunas veces dichos sistemas de
multipruebas no condudcen a ninguna identificacién confiable.

Con respecto a la evaluacion de células sanguineas se recomienda que para
estudios posteriores se contemple la implementacion de técnicas para evaluar el
hematocrito, eritrocitos totales, leucocitos totales, hemoglobina y calcio, ya que el
conocer esos parametros las conclusiones a las que se puede llegar van mas alla de
la interpretacion de un estado fisiolégico adverso, sobre todo si son complementados

con el estudio histologico de los tejidos dafiados.
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El uso de quimioterapia para contrarrestar el efecto de un patégeno cuando
este se manifiesta como un estado patoldgico, conlleva riesgos tanto de manejo de
los peces como de deterioracion del ambiente, por ello en este sentido no es posible
sugerir un metodo para detener la infeccion, sin embargo es recomendable evaluar los
compuestos terapéuticos que han funcionado con otros peces en cultivo.

Debido a que en el presente trabajo no se hace evidente la presencia de
patdgenos obligados, se recomienda implementar medidas profilacticas para evitar la
aparicion de enfermedades, cuidando aquellos aspectos que se han visto propician
mayor susceptibilidad a los patdgenos oportunistas; tales como:

a) Establecer un régimen alimenticio basado en los requerimientos de los
reproductores, ya que debido a su frecuencia de desove las alteraciones que se
pueden ocasionar por una alimentacion deficiente pueden ser mayores que en otras
especies en las que el desove se presenta como un solo evento anual o con una
menor frecuencia. Y evitar alimentar con peces recién capturados, ya que se pueden
estar introduciendo muchas bacterias y parasitos a un sistema en el que se puede
favorecer su proliferacion, para evitarlo, se recomienda que cuando menos el pescado
gue vaya a ser utilizado como alimento haya pasado una semana de congelacion.

b) Se recomienda llevar un control estricto de los compuestos aplicados a los
peces, estableciendo dosis y tiempos de aplicacion especificos.

c) Se recomienda llevar el registro y control estricto de la calidad del agua,
mortalidades y sintomas desarrollados durante el mantenimiento de peces. Con ello
muchas veces se pueden inferir las causas de las pérdidas asi como determinar
frecuencia de aparicion y temporalidad de algunas enfermedades.

Debido a la necesidad de conocer las alteraciones que las enfermedades
pueden ocasionar en peces cultivados tanto comercialmente como en fase de
experimentacion se recomienda profundizar en el conocimiento de las enfermedades

desarrolladas durante el mantenimiento de los peces, ya que en la medida que se
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aborde este aspecto, se podran evitar posibles disturbios y retraso de los resultados
experimentales asi como pérdidas economicas. Por lo que se recomienda:

a) Implementar técnicas de identificacion como el uso de anticuerpos para
establecer diagndsticos rapidos.

b) Establecer métodos que permitan evaluar el estado de salud del pez, estos
pueden hacerse con andlisis de sangre o mediante la evaluacion de la produccion de
anticuerpos, esto es, mediante ensayos de la respuesta inmuno-especifica como
aglutinacion o hemaglutinacion pasiva. -

c) Particularmente en el caso de desovadores parciales como la cabrilla,
estudiar el efecto que tiene la reproduccion continua sobre el sistema inmune y Si
existe forma de contrarrestar efectos adversos.

d) Estudiar factores de la dieta (v.gr. vitaminas y minerales) que intervienen y
favorecen la respuesta inmune de las cabrillas, los cuales podrian ser proporcionados

de manera mas directa a los reproductores.
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APENDICE 1: Composicién de los Medios de cultivo, pruebas bioquimicas y
sustancias empleadas.

Medios soélidos:

a) Triptona-Soya-Agar (TSA)
Se utilizé el medio TSA Merck conforme las indicaciones del producto.

b) Triptona-Soya-Agar (TSA) + 25ppm NaCl

Se utiliz6 el medio TSA Merck conforme las indicaciones del producto
Preparada con agua de mar artificial a 20 °/. de salinidad utilizando formulacion de
Instant Ocean de Aquarium Sistems.

c) TCBS
Se utilizé el medio TCBS Difco conforme las indicaciones del producto.

d) EMB
Se utilizé el medio EMB Merck conforme las indicaciones del producto.

e) EMB-25 °/. NaCl

Se utilizé el medio EMB Merck conforme las indicaciones del producto
preparada con agua de mar artificial a 20 /oo de salinidad utilizando formulacion de
Instant Ocean de Aquarium Sistems.

f) Medio de Agar Marino

Extracto de Levadura 1g/l

Peptona de Carne 5g/l

Fe3S0O4 0.002 g /1

Agar agar 15g/1

Agua de mar artificial 11
PH 7.5
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Formulacién de/ Agua de Mar artificial

Agua destilada y desionizada 11
Salinidad ajustada con sal de Instant Ocean, Aquarium Sistems 27 °loo

2

El medio se esterilizdé en autoclave a 120°C y 15 Ib/pulg“ durante 20 minutos

Crecimiento a 4111°C -

Para determinar la capacidad de las bacterias para crecer a 41 +1°C se
utilizaron cajas de Petri con medio de Agar Marino. Las cajas fueron inoculadas por
estria cruzada e incubadas a 41 + 1 °C.

Crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl

Para determinar la capacidad de las bacterias para crecer a diferentes
concentraciones salinas se utilizd la formulacion del medio de Agar Marino,
modificando la concentracion salina del ASW y eliminando el agar. El medio fue
colocado en tubos con tapon de rosca (15 ml por tubo). Las salinidades finales de los
medios fue de: 0,30,60,80 y 100 °/e.
Los tubos se inocularon por asada e incubaron a 35°C por 24 h.

Sensibilidad a antibiéticos

El medio utilizado para este fin fue Mueller-Hinton Merck preparado con ASW a
22 °/ NaCl (la salinidad final del medio fue 27 °/.). Se utilizaron Multidiscos Gram (-),
de Bigaux Diag.S.A. México. con los siguientes antibioticos Amikacina 30 mcg,
Ampicilina 10 mcg, Carbenicilina 100 mcg, Cefalotina 30 mcg, Cefotaxima 30 mcg,
Ceftriaxona 30 mcg, Cloranfenicol 30 mcg, Gentamicina 10 mcg, Netilmicina 30 mcg,
Nitrofupantoina 300 mcg, Pefloxacina 5 mcg, y Trimetoprim-Sulfametoxazol 25 mcg.
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PRUEBAS BIOQUIMICAS

a)Reduccién de Nitratos

Medio empleado: Caldo Nitrato (Acumedia)

Preparacion: Se preparé en tubos de ensaye 4 mi por tubo
Salinidad: Ajustada a 25 °/.. NaCl

Esterilizacion: Autoclave 121°C, 15 Ibs por 15 min.

Inoculacion: A partir de un cultivo de 24 horas en MedioTSA-20 °/. NaCl.
Incubacion: 35°C x 24 h.

Revelado: A las 24 horas de incubacion se agregdé 1 ml de NIT-1 y 1 ml NIT-2

Composicion NIT-1
O-naftilamina 5¢g
Acido Acético (5 N) 1000 mi

Composicion NIT-2
Acido Sulfanilico (Acido Para-Aminobenceno Sulfénico) 8¢
Acido Acetico 100 ml

Resultados
+ Rosa-Rojo
- No aparece coloracion

b)Rojo de Metilo

Medio empleado: Caldo RM-VP (Bioxon)

Preparacion: Se prepard en tubos de ensaye 2.5 ml por tubo
Salinidad: Ajustada a 25 °/. NaCl

Esterilizacion: Autoclave 121°C, 15 Ibs por 15 min.
Inoculacion: A partir de un cultivo de 24 horas en Medio
TSA-20 °/ss NaCl.

Incubacién: 35°C x 48 h.

Revelado: A las 48 h se agregd solucion de rojo de metilo
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Composicion de la solucion de rojo de metilo:
Rojo de Metilo 01lg

Alcohol Etilico 95” 300 mi

Agua Destilada 200 ml

Resultados

+ Rojo

- Amarillo

c)Citrato

Medio empleado: Agar Citrato de Simmons (Bioxon)

Preparacion: Se prepard en tubos de ensaye 4 ml por tubo de agar inclinado.
Salinidad: Ajustada a 25 °/. NaCl

Esterilizacion: Autoclave 121 °C, 15 Ibs por 15 min.

Inoculacion: A partir de un cultivo de 24 horas en Medio

TSA-20 °/oo NaCl.

Incubacion: 35°C x 24 h.

Resultados
+ Azul y crecimiento
- Verde sin crecimiento

d)Agar Hierro Triple Azucar TSI

Medio empleado: Agar Hierro Tres Azucares (Merck)

Preparacion: Se prepar6 en tubos de ensaye 5 ml por tubo de agar inclinado.
Esterilizaciéon: Autoclave 121 °C, 15 Ibs por 15 min.

Inoculacién: A partir de un cultivo puro de 24 horas en Medio TSA-20 °/.c NaCl. a) En
cola de pescado sobre pico de flauta y b) Por picadura.

Incubacion: 35°C x 18-24 h.

Resultados
1.- Solo fermentaciéon de glucosa K/A
2.- Fermentacion de Glucosa y Lactosa AJA

3.- No fermentacion de Glucosa ni Lactosa K/K
K Alcalino (Rojo); A Acido (Amarillo)
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e)Agar Kligler

Medio empleado: Agar Kligler (Merck)

Preparacion: Se preparé en tubos de ensaye 5 ml por tubo de agar inclinado.
Salinidad: Ajustada a 25 °/. NaCl

Esterilizacion: Autoclave 121°C, 15 Ibs por 15 min.

Inoculaciéon: A partir de un cultivo puro de 24 horas en Medio TSA-20 °/. NaCl. a) En
cola de pescado sobre pico de flauta y b) Por picadura.

Incubacién: 35°C x 18-24 h.

Resultados

l.- Solo fermentacién de glucosa K/IA
2.- Fermentacion de Glucosa y Lactosa A/A
3.- No fermentacién de Glucosa ni Lactosa K/K

K Alcalino (Rojo); A Acido (Amarillo)

f)Reacciéon de Oxidacion-Fermenfacién de Sacarosa

Medio empleado: Medio Basal O-F (Difco)

Preparacion: Se prepar6 y esterilizé el medio basal en autoclave 121 °C, 15 Ibs por 15
min. Se dejo enfriar a 40-45 ° C en bafio Maria. Se agregaron 10 ml/l de solucién
acuosa de Sacarosa 10 %, esterilizada por filtracion con membrana millipore 0.45 .
La mezcla se vacié en tubos de ensaye estériles (3.5 ml por tubo).

Salinidad: Ajustada a 25 °/. NaCl

Inoculacién: A partir de un cultivo puro de 18-24 horas en Medio TSA-20 °/.. NaCl. 2
tubos por cepa por picadura. Uno de los tubos de cada cepa se cubrié con Aceite
mineral esterilizado por filtracion con membrana millipore 0.45 .

Incubacion: 35°C x 48 h.

Resultados

Metabolismo Tubo Tapado Tubo Abierto
1 .- Oxidativo Verde Amarillo
2.- Fermentativo Amarillo Amarillo
3.- Neutro Verde Verde
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g)Descarboxilacién de Aminoéacidos
Medio empleado: Moeller Decarboxylase Broth (Acumedia)
Preparacion: Se preparé en tubos de ensaye 3.5 ml por tubo en las siguientes formas:
1.- Con 1 % w/v Diclorhidrato de L(+)-Lisina
2.- Con 1 % wi/v Diclorhidrato de L(+)-Ornitina
3.- Con 1 % w/v Monoclorhidrato de L(+)-Arginina
4 .- Sin aminoéacido
Salinidad: Ajustada a 25 °/-.. NaCl
Esterilizacion: Autoclave 121°C, 15 Ibs por 15 min.
Inoculacion: A partir de un cultivo puro de 24 horas en Medio TSA-20 °/., NaCl. Las
cuatro formas para cada cepa. Los tubos se cubrieron con 2 ml de Aceite Mineral
esterilizado por filtracion.
Incubacién: 35°C por 24-96 h.

Resultados
+ Azul
- Amarillo claro

h) Mo tilidad

Medio empleado: Moatility Test Medium (Difco)

Preparacion: Se preparé en tubos de ensaye 3.5 ml por tubo conforme indicaciones
del producto.

Salinidad: Ajustada a 25 °/. NaCl

Esterilizaciéon: Autoclave 121°C, 15 Ibs por 15 min.

Inoculacion: A partir de un cultivo de 24 horas en MedioTSA-20 °/.c NaCl. Por picadura.
Incubacion: a) 35°C por 24-48 h y 25 °C por 7 dias.

Resultados

+ El crecimiento migra de la linea de siembra y produce turbiedad en el medio.
- (sin motilidad) Se mantiene claro el medio, crecimiento solo en la linea de siembra
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i)Reaccién de Voges Proskauer

Medio empleado: Caldo RM-VP (Bioxon)

Preparacion: Se prepard en tubos de ensaye 4 ml por tubo

Salinidad: Ajustada a 25 °/. NaCl

Esterilizacion: Autoclave 121 °C, 15 Ibs por 15 min.

Inoculacion: A partir de un cultivo de 24 horas en Medio

TSA-20 °/o NaCl.

Incubacion: 35°C x 24-48 h.

Revelado: Posterior al tiempo de incubacion se agregé 0.6 ml de solucién de O-naftol
al 5% y 0.2 ml de solucion KOH al 40%.

Solucion de O-Naftol (Intensificador de color)
O-NAftol( 1 -naftol) 5g
Alcohol Etilico (absoluto) 100 ml

Solucion de Hidréxido de Potasio (Agente Oxidante)
KOH 40 g
Agua Destilada y Desionizada 100 ml

Resultados

+ Presencia Acetoina: color rojo en la superficie
- Amarillo en la superficie

Composiciéon del Estandar 0.5 de Mac Farland

Ba CI2 2H20 0.048 M 0.5 ml
H2S04 0.36 N 99.5 ml
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TECNICA DE TINCION DE CELULAS SANGUINEAS (MODIFICADA DE WRIGTH,
1902)

l.- El frotis se dej6 secar a temperatura ambiente por 24 horas.

2.- Se agreg6 agua corriente 10 gotas para humedecer el frotis.

3.- Se agrego colorante de Wright con pipeta Pasteur sobre el frotis hasta cubrir la
totalidad de &rea con células.

4.- Tiempo de colorante 5 minutos.

5.- Se agrego agua corriente con pipeta Pasteur sobre el portaobjetos
aproximadamente la misma cantidad de colorante que se habia agregado.

6.- Se agitd ligeramente con movimientos circulares para que el colorante y el agua se
mezclaran.

7.- Se dej6 3 minutos la mezcla.

8.- El porta se sumergié en un vaso de precipitados con agua corriente por un minuto.
9.- El porta se coloc6 entre dos hojas de papel secante.

10.- Los frotis tefiidos se montaron en resina sintética.

TECNICA DE CONTEO DE PLAQUETAS MEDIANTE CAMARA

1.- Se llena hasta la marca de 1 con sangre heparinizada la pipeta para conteo de
globulos rojos.

2.- Se diluye con oxalato de amonio al 1% hasta la marca de 101.

3.- Se agita suavemente la pipeta por aproximadamente 3 minutos.

4.- Se carga la camara de New-bauer y se deja en reposo por 15 minutos.

5.- Se contabiliza al microscopio.
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SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS

Se determind sensibilidad a antibiticos in vitro en medio soélido Mueller-Hinton
(27 °l,s NaCl) usando Multidiscos Gram (-), de Bigaux Diag.S.A. México.

Las cepas aisladas del genero Vibrio fueron sensibles a Ceftriaxona,
Trimetoprim Sulfametoxasol, Cefotaxima, Netilmicina y Nitrofurantoina y resistentes o
insensibles a Cefalotina, Amikacina y Carbenicilina; con los otros antibiéticos se

obtuvieron resultados variables (Tabla 12).

Tabla 12.- Sensibilidad a antibiéticos. -

Antibiético 7 8 10

-
-
-
N

13 14

Cefalotina

Cloranfenicol

» v
» n |3
min |

Ceftriaxona

Ampicilina

Amikacina

Trimetoprim Sulfametoxazol

" |»O |3 |3

Cefotaxima

Gentamicina

nn|uou|jn|nildinlon
O inlun|n
winim|lnin

Netilmicina

Pefloxacina

Pe)

Carbenicilina

mw |00 jnin|n
w (00w |n nin nin
w |0 »O o in | nl8in

w0 |n |n

Nitrofurantoina

R=Resistente; I=Intermedia; MS=Moderadamente Sensible; S=Sensible

Cefalotina 30 mcg Cefotaxima 30 mcg
Cloranfenicol 30 mcg Gentamicina 10 mcg
Ceftriaxona 30 mcg Netilmicina 30 mcg
Ampicilina 10 mcg Pefloxacina 5 mcg
Am ikacina 30 mcg Carbenicilina 100 mcg
Trim. Sulfa. 25 mcg Nitrofurantoina 300 mcg
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APENDICE 2.- PARAMETROS FISICOS Y QUIMICOS REGISTRADOS EN EL
SISTEMA DE INDUCCION AL DESOVE Y CALCULOS ESTADISTICOS.

TEMPERATURA SALINIDAD
30
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Figura 7 .- Parametros fisicos dentro del sistema de induccion al desove.
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Tabla 1 1.- Parametros fisicos y quimicos recomendados y promedios registrados
dentro del sistema de induccion al desove.

PARAMETRO RECOMENDADO* MEDIDO**
Salinidad ~ 35 /o0 32.25 + 0.3697
Temperatura 25-30°C 23.48 + 0.3319

NO, < 0.5 mg/l 1.0456 + 0.324

NH, < 1.0 mg/l 0.0357 + 0.022

0, > 5.0 mg/l 58+0.2

PH 8 7.95 + 0.0055 _

* Tomado de Stickney & Kohler, 1992
** Media (intervalo al 95 % confianza )
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CALCULOS ESTADISTICOS

1.- Estimacion del intervalo de confianza para /os porcentajes de leucocitos en

peces sanos
Dato L Ma&M GRAN T

1 21 0 0 25

2 23 0 1 29
3 23 0 1.72 30
4 24 0.99 1.98 33
5 24 1 2 34.29
6 26 1 2 36.27
7 26 1 2 37

8 26.73 1 3 37

9 28 1.72 3 37.62
10 30 1.96 3.81 38 -
11 30 2 4 38
12 32 2 4 40
13 32 2 4 41
14 34 2 5 41
15 34 2 5 42
16 34 2 5 42
17 35 2 5 42
18 35.64 2.97 6 43
19 37.25 2.97 6 43
20 39 3 6 43
21 39 3 6 43.97
22 41.58 3 6.86 44
23 42 3 6.86 44
24 42 3 7 46
25 43 3 7 46
26 43 3 7 47
27 43 4 7 47
28  43.56 4 9 47.52
29 46 4 9 48.51
30 47 4 9 50
31 48 4 9.90 51.49
32 49 4 9.90 52
33 49 4 10 53
34 49.02 4 10 53.92
35 49.5 4 10 54
36 50 4 10 55
37 51 4 10.89 56
38 51 5 1 57
39 52 5.71 11 58
40  52.59 6 11.88 59
41 53 6.93 12 59
42 54 7 13 59
43 56 7.84 14 59.41
44 56.19 8 15 60
45 57 8 17 61
46 61 8 18 61
47 61 8 18 68
48 62 9 20 71
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Tipo celular Media  Desviacion estandar

Linfocitos 41.4 Il .4
Monocitos Y Macrofagos 3.6 2.3
Granulocitos 7.85 4.76
Trombocitos 47.2 10.2
Intervalo para la media p
Limites de confianza con el 95 % de confianza
- Ay
L=x*|t,,—=
to.osja0) = 2.021
10_01[40] =2.021
Tipo celular 95% 99%
Linfocitos 38.07 <p<44.72 37.41 <p< 45.38
Monacitos y Macrofagos 2.929 < n<4.270 2.790 < . < 4.400
Granulocitos 6.460 < p<9.238 6.510 < < 9.514
Trombocitos 4422 < n<50.17 43.63 < <50.76
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Prueba de Kolmogorov Smirnov con distribuciéon normal LINFOCITOS

Y obs calc F1 F2 F1/n1 F2/n2 d

12 0 0 0 0 0 0 0

13 0 ! 0 ! 0 0.020833  0.020833
14 0 0 0 ! 0 0.020833  0.020833
15 0 0 0 ! 0 0.020833  0.020833
16 0 0 0 ! 0 0.020833  0.020833
17 0 0 0 ! 0 0.020833  0.020033
18 0 0 0 1 0 0.020833  0.020833
19 0 0 0 1 0 0.020033  0.020833
20 0 0 0 ! 0 0.020833  0.020833
2 ! ! 1 2 0.020833  0.041667  0.020833
22 0 0 ! 2 0.020833  0.041667  0.020033
23 2 ! 3 3 0.0625 0.0625 0

24 2 0 5 3 0.104167  0.0625  0.041667
25 0 0 5 3 0.104167  0.0625  0.04166~
26 2 0 7 3 0.145833  0.0625  0.003333
27 ! 0 8 3 0.166667 ~ 0.0625  0.104167
28 1 ! 9 4 0.1875  0.003333  0.104167
29 0 3 9 7 0.1875  0.145033  0.041667
30 2 ! 1 8 0.229167  0.166667 0.0625
31 0 3 11 1 0.229167  0.229167 0

32 2 ! 13 12 0.270833 0.25 0.020833
33 0 ! 13 13 0.270833  0.270833 0

34 3 2 16 15 0.333333  0.3125  0.020833
35 ! ! 17 16 0.354167  0.333333  0.020833
36 ! 0 18 16 0.375  0.333333  0.041667
37 0 ! 18 17 0.375  0.354167  0.020833
38 ! 3 19 20 0.395833  0.416667  0.020833
39 2 3 21 23 0.4375  0.479167  0.041667
40 0 2 21 25 0.4375  0.520633  0.083333
41 0 ! 21 26 0.4375  0.541667  0.104167
42 3 ! 24 27 0.5 0.5625 0.0625
43 3 3 27 30 0.5625 0.625 0.0625
44 ! 2 28 32 0.583333  0.666667  0.083333
45 0 ! 28 33 0.583333  0.6875  0.104167
46 ! 2 29 35 0.604167  0.729167 0.125
47 | ! 30 36 0.625 0.75 0.125
48 ! 3 31 39 0.645833  0.8125 _0.166667
49 2 3 33 42 0.6875 0.875 max
50 3 1 36 43 0.75 0.895833  0.145833
51 2 0 38 43 0.791667  0.895833  0.104167
52 L 0 39 43 0.8125  0.895833  0.083333
53 2 ! 4 44 0.854167  0.916667  0.0625
54 ! 0 42 a4 0.875  0.916667  0.041667
55 0 2 42 46 0.875  0.958333  0.083333
56 ! 1 43 47 0.895833  0.979167  0.083333
57 2 0 45 47 0.9375  0.979167  0.041667
58 0 0 45 47 0.9375  0.979167  0.041667
59 0 0 45 47 0.9375  0.979167  0.041667
60 0 0 45 47 0.9375  0.979167  0.041667
61 2 0 47 47 0.979167  0.979167 0

62 ! 0 48 47 ! 0.979167  0.020033
63 0 0 48 47 ! 0.979167  0.020833
64 0 0 48 47 ! 0.979167  0.020833
65 0 0 48 47 ! 0.979167  0.020033
66 0 0 46 47 ! 0.979167  0.020833
67 0 ! 46 48 ! 0

68 0 0 48 48 ! ! 0

69 0 0 48 46 ! 0
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Prueba de Kolmogorov Smirnov con distribucion normal MONOCITOS

Y obs calc F1 F2 F1/n1  F2/n2 d

-1 0 0 0 0 0 0 0
-05 0 0 0 0 0 0 0

0 3 3 0.0625  0.020833  0.041667
0.5 0 3 2 0.0625  0.041667  0.020833
! 5 2 8 4 0.166667  0.083333  0.083333
15 0 2 8 6 0.166667 0.125 0.041667
2 9 3 17 9 0.354167  0.1875  0.166667
2.5 0 1 17 10 0.354167  0.208333 _ 0.145833
3 ] 5 26 15 0.541667 0 3125 max
35 0 5 26 20 0.541667  0.416667 0.125
4 11 37 27 0.770833  0.5625  0.208333
4.5 0 2 37 29 0.770833  0.604167  0.166667
5 4 38 33 0.791667  0.6875  0.104167
5.5 0 38 37 0.791667  0.770833  0.020833
6 2 40 38 0.833333  0.791667  0.041667
6.5 0 2 40 40 0.833333  0.833333 0

7 2 2 42 42 0.875 0.875 0
7.5 0 0 42 42 0.875 0.875 0

8 5 4 47 46 0.979167  0.958333  0.020833
8.5 0 47 47 0.979167  0.979167 0

9 0 48 47 ! 0 979167  0.020833
9.5 0 0 48 47 0.979167  0.020833
10 0 48 48 ! ! 0

Prueba de Kolmogorov Smirnov con distribucién normal GRANULOCITOS

Y obs calc F1 F2 F1/n1  F2/n2 d

-3 0 1 0 0 0 0 0

-2 0 0 0 0 0.020833  0.020833
1 0 2 0 3 0 0.0625 0.0625
0 1 0 ! 3 0.020833  0.0625  0.041667
1 0 2 3 0.041667  0.0625  0.020833
2 5 1 7 4 0.145833  0.083333  0.0625
3 2 3 9 7 0.1875  0.145833  0.041667
4 4 ! 13 8 0.270833  0.166667  0.104167
5 4 5 17 13 0.354167  0.270833  0.083333
6 4 3 21 16 0.4375  0.333333 __0.104167
7 6 3 27 19 0.5625  0.395833 max
8 0 6 27 25 0.5625 0 520833  0.041667
9 3 3 30 28 0.625 0.583333  0.041667
10 6 0 36 28 0.75 0.583333  0.166667
I 3 5 39 33 0.8125 0.6875 0.125
12 2 2 i) 35 0.854167  0.729167 0.125
13 2 42 37 0.875 0.770833  0.104167
14 4 43 4 0.895833  0.854167  0.041667
15 3 44 44 0.916667  0.916667 0

16 0 2 44 46 0.916667  0.958333  0.041667
17 1 ! 45 47 0.9375  0.979167  0.041667
18 2 47 48 0.979167 ! 0.020833
19 0 0 47 48 0.979167 1 0.020833
20 1 0 46 48 ! ! 0
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Prueba de Kolmogorov Smirnov con distribucién normal TROMBOCITOS

Y obs calc F1 F2 Fi/n1 F2/n2 d

25 ! | 1 | 0.020833  0.020833 0

26 0 0 ! 1 0.020833  0.020833 0

27 0 0 1 1 0.020833  0.020833 0

26 0 0 | 1 0.020833  0.020833 0

29 | 0 2 | 0.041667  0.020833  0.020833
30 1 0 3 1 0.0625 0.020833  0.041667
31 0 | 3 2 0.0625 0.041667  0.020833
32 0 0 3 2 0.0625 0.041667  0.020833
33 | 0 4 2 0.083333  0.041667  0.041667
34 0 2 4 4 0.083333  0.083333 0

35 1 0 5 4 0.104167  0.083333  0.020833
36 0 | 5 5 0.104167  0.104167 0

37 3 0 a 5 0.166667  0.104167 0.0625
38 3 ! 1" 6 0.229167 0.125 0.104167
39 0 0 1" 6 0.229167 0.125 0.104167
40 | | 12 7 0.25 0.145833  0.104167
41 2 2 14 9 0.291667 0.1875 0.104167
42 3 2 17 1" 0.354167  0.229167 0.125
43 3 4 20 15 0.416667 0.3125 0.104167
44 3 ! 23 16 0.479167  0.333333 max
45 0 4 23 20 0.479167  0.416667 0.0625
46 2 | 25 21 0.520833 0.4375 0.083333
47 2 5 27 26 0.5625 0.541667  0.020833
48 ! 4 28 30 0.583333 0.625 0.041667
49 | 1 29 31 0.604167  0.645833  0.041667
50 1 3 30 34 0.625 0.708333  0.083333
51 0 2 30 36 0.625 0.75 0.125
52 2 ! 32 37 0.666667  0.770833  0.104167
53 ! | 33 38 0.6875 0.791667  0.104167
54 2 2 35 40 0.729167  0.833333  0.104167
55 | 2 36 42 0.75 0.875 0.125
56 1 0 37 42 0.770833 0.875 0.104167
57 | 0 38 42 0.791667 0.875 0.083333
58 | 0 39 42 0.8125 0.875 0.0625
59 3 0 42 42 0.875 0.875 0

60 2 0 44 42 0.916667 0.875 0.041667
61 2 ! 46 43 0.958333  0.895833 0.0625
62 0 0 46 43 0.958333  0.895633 0.0625
63 0 2 46 45 0.958333 0.9375 0.020833
64 0 2 46 47 0.958333  0.979167  0.020833
65 0 0 46 47 0.958333  0.979167  0.020833
66 0 0 46 47 0.958333  0.979167  0.020833
67 0 0 46 47 0.958333  0.979167  0.020833
68 ! 0 47 47 0.979167  0.979167 0

69 0 ! 47 48 0.979167 ! 0.020833
70 0 0 47 48 0.979167 | 0.020833
71 1 0 48 48 1 ! 0
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3.- Significancia de las diferencias encontradas entre los porcentajes de leucocitos entre peces sanos y
enfermos. Prueba no parametrica de Wilcoxon y Mann-Witney de rangos asignados.

LINFOCITOS MONOCITOS GRANULOCITOS TROMBOCITOS
SANOS [ENFERMO SANOS [ENFERMO SANOS ENFERMO SANOS ENFERMO
S S S S

R R R R

2 25 25 2

2 5 25 2

2 6 25 2

4 7 15.5 3
6.5 9 30 4
6.5 9

6.5 9

6.5 11.5

9 11.5

10 13

14 15.5

14 15.5

14 15.5

14 18

14 20

14 20

14 20
18.5 235 E
18.5 235

23 23.5

23 235

23 26.5

23 26.5

23 30

23 30

23 30

32 30

32 34

32 34

32 34

32 36.5

32 36.5

32 39.5

32 39.5

32 39.5

32 39.5

32 42

38 435

39 43.1

40 45

41 46

42 47

43 48
45.5 49
45.5 50
455 51.5
45.5 515

1176] n2 | 255| n1 |1378] n2 | 53 13
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LINFOCITOS MONOCITOS GRANULOCITOS TROMBOCITOS
SANOS ENFERMO SANOS ENFERMO SANOS ENFERMO SANOS ENFERMO
S S S S
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WIN TR JNTI‘RDISCIPLINA

REY _3
BEE“ VR oy
i.P. N.
Wilcoxon DONATIVO
LINFOCITOS MONOCITOS GRANULOCITOS TROMBOCITOS
[1392] n2 | 39 | nl 11761 n2 | 255 | nl [1378] n2 | 53 | nl [1419] n2 | 13
c= ] 216 | 0 | |202 | | 242 |

Us MANN-WITNEY

2 48 0.5 0

4 48 0.5 0

5 48 0.5 0

5 48 12 0

8 48 25 0
Us= 216 0 202 240 -
Significancia de Us
ts= 2.921 -3.650 2.496 3.651

Como existen valores empatados dentro de las muestras, el estimador de ts es:

T e 1
Rl 2

mn, (n, +112) - (n, +n, - Z 7)
(nl +112)(11, +n, — 1) 12

s

Donde

2.T=es la suma de los valores repetidos para cada mustra.
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