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RESUMEN

En este estudio se propone evaluar la posibilidad de utilizar los datos de la bioquimica sanguinea como diagnéstico
presuntivo de un proceso infeccioso en tilapias Oreochromis niloticus, mediante infecciones inducidas por Strepto-
coccus sp. o por la activacion de la respuesta inmune inducida por antigenos de Cichlidogyrus spp. Especificamente,
se evalu6 la variabilidad de algunos metabolitos de la bioquimica sanguinea de tilapias 0. niloticus, desafiadas de
manera individual con inyecciones intraperitoneales (IP) de cultivos celulares de Streptococcus sp. (Grupo STREP, n=
10) y extractos tisulares de Cichlidogyrus spp. (Grupo C-EXP, n=10). Adicionalmente, a 10 tilapias, se les inyectd bufer
salino de fosfato (PBS) (pH = 7), para ser usados como control de inmunizaciones (Grupo solucion salina, SS). Ademas,
70 tilapias se mantuvieron en condiciones acuaculturales usuales y conformaron el grupo linea base (LB). Diez peces
mas, libres de infeccion, sirvieron como control negativo (Grupo CN). La bioquimica sanguinea (metabolitos y iones),
se analiz6 por el método de microplaca. Los resultados mostraron que no hubo diferencias entre los grupos LB y CN
(p>0.05). En los peces STREP y C-EXP se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de glucosa,
proteinas totales, albimina y globulinas al compararlos con los peces LB (p < 0.05). Asimismo, el colesterol, calcio
y cloro variaron significativamente en los peces STREP (p > 0.05). Para esta especie y en las condiciones de cultivo
establecidas, las variaciones producidas por la infeccién con Streptococcus sp. y los antigenos de Cichlidogyrus spp.,
modificaron algunos pardmetros de su bioquimica sanguinea, los cuales pueden servir como indicadores de posibles
patologias infecciosas.
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ABSTRACT
In this study, we propose to evaluate the blood biochemistry as diagnosis technique of a pathologic process in tilapias
Oreochromis niloticus by means of infections induced by Streptococcus sp. or by the activation of the immune re-
sponse induced by antigens of Cichlidogyrus spp. Specifically, variations of some metabholites from the blood biochem-
istry were evaluated in experimentally infected tilapia Oreochromis niloticus. The organisms were intraperitoneally
challenged (IP) with individual antigenic extracts of Streptococcus sp. (STREP Group, n = 10) and Cichlidogyrus spp.
(C-EXP Group, n=10), respectively, while 10 other tilapia were inoculated with a saline solution buffer (SS Group) and
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were used as immunization control. Another group of 70 tilapias was maintained in aquaculture conditions included the
baseline group (LB). The negative control (CN) included 10 fish free of infection. The blood chemistry (metabolites and
ions) were tested in a microplate format. No differences were observed between the LB and the CN groups (p > 0.05).
Only fish injected with Streptococcus sp. (STREP) and Cichlidogyrus spp. (C-EXP) were significantly different with the
values of glucose, total proteins, albumin, and globulins, when comparing with LB fish (p < 0.05). Furthermore, the cho-
lesterol, calcium and the chlorine changed significantly in the STREP fish (p > 0.05). The results from the induced infec-
tions with Streptococcus sp. and Cichlidogyrus spp., respectively, modified some parameters of the blood biochemistry
of tilapia that could be used for some preliminary diagnosis of infectious diseases.

Key words: Blood biochemistry, Cichlidogyrus spp., microplate, Streptococcus sp., tilapia.

INTRODUCCION

La tilapia Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1757), representa una
fuente alternativa de proteina animal de comprobada calidad
en paises en desarrollo, debido entre otros aspectos, a que po-
see una tasa optima de crecimiento-reproduccion y tolera altas
densidades de siembra. Estas condiciones han promovido un
caracter intensivo de su cultivo, lo que en ocasiones desmejora
su manejo y la vuelven susceptible a adquirir enfermedades in-
fecciosas (Kabata, 1985). En la actualidad, dos de los patdgenos
que mas afligen a los cultivos de tilapia, son los estreptococos y
los monogéneos del género Cichlidogyrus spp., que, en distintos
grados de severidad, han llegado a ocasionar mortandades en los
cultivos (Popma & Masser, 1999; Shoemaker et al., 2001).

La enfermedad estreptocdcica ocasiona anualmente pérdi-
das millonarias a los acuacultores de tilapia en todo el mundo,
causando hasta el 50% de detrimento de la produccion en es-
tanques. Las manifestaciones clinicas incluyen letargo, pérdida
de apetito y hemorragias de drganos internos (Chen et al., 2003,
Pulido et al,, 2004; Hernandez et al., 2009). Estos signos son se-
mejantes a los que se presentan en otras enfermedades como
la producida por Enterococcus sp. o la septicemia hemorréagica
bacteriana, por lo que el diagndstico oportuno y certero es una
prioridad (Martins et al., 2008). Cichlidogyrus spp. ocasiona dafios
severos en branquias de tilapias cultivadas, especialmente cuan-
do la abundancia parasitaria es alta (~800 monogéneos por pez).
La transmision parasitaria entre hospederos, se favorece por el
ciclo de vida directo del patdgeno, calidad del agua poco atendi-
day practicas de manejo inadecuado, que generan una situacion
que requiere de una deteccion rapida y efectiva, antes de recurrir
a tratamientos costosos (Prieto, 1987; Bondad-Reantaso & Arthur,
1990; Paperna, 1991; Jiménez-Garcia et al,, 2001).

Los métodos de deteccion habituales de estos dos agentes
infecciosos incluyen a la microbiologia convencional, asi como
la microscopia 6ptica y el estudio histoldgico de los arcos bran-
quiales de los peces, respectivamente (Austin & Austin, 1989; Pa-
perna, 1991). No obstante, en sanidad acuicola, se promueve el
diagndstico oportuno antes de tener que recurrir a tratamientos
que incrementan riesgos y costos de los acuacultores. Asi, con
la necesidad de contar con diagnésticos expeditos, econdmicos
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y utilizados de manera rutinaria, diversos autores (Grayson et al.,
1991; Al-Harbi et al., 2000; Klesius et al., 2000; Rubio-Godoy et al.,
2004; Figueiredo et al,, 2005; Pasnik et al, 2005), han propuesto
técnicas usadas en medicina humana o veterinaria, que poseen
fundamentos inmunoldgicos o de biologia molecular, que han
resultado (tiles para la deteccion de patégenos en organismos
acuaticos; sin embargo, una desventaja de tales analisis es que
emplean reactivos de alto costo y dificil accesibilidad (Chen et al.,
2003). Una alternativa viable por su bajo costo y disponibilidad de
equipo es la bioquimica sanguinea. Esta metodologia ha funcio-
nado para determinar variaciones en la concentracion de diver-
sos metabolitos séricos de organismos bajo situaciones de estrés
por patogenos, asi como por la presencia de toxicos o debido a
desordenes nutricionales (Hrubec & Smith, 1999; Chen et al., 2003;
Silveira-Coffigny et al, 2004, Manera & Britti, 2006; Fanouraki et
al., 2007).

En este sentido, la estandarizacion de las pruebas bioquimi-
cas para determinar metabolitos y/o iones en suero o plasma de
vertebrados distintos a los humanos, como peces, anfibios, rep-
tiles y aves, tienen el mismo fundamento de aquéllas utilizadas
en diagndstico clinico humano e incluso veterinario/pecuario, ya
que tienen la capacidad de establecer la concentracion del me-
tabolito/electrolito a analizar, en muestras sanguineas (Kakuta &
Namba, 1989; Jung et al., 2003; Bailone et al., 2010).

El objetivo de este estudio fue analizar la bioquimica san-
guinea de tilapias infectadas individualmente con extractos
antigénicos de Streptococcus sp. y Cichlidogyrus spp. para co-
nocer las variaciones especificas del hospedero en respuesta
a la infeccion de cada patdgeno. Estos cambios podrian ser de
utilidad para los acuacultores que monitorean sus estanques
en la basqueda de patdgenos en etapas sub clinicas y antes de
desencadenarse mortandades dificiles de controlar. Para lograr
parametros de comparacion confiables y establecer las variacio-
nes correspondientes, se contd con datos de tilapias 0. niloticus,
libres de infeccion y en condiciones habituales de cultivo (linea
base) para contrastarlos con los peces sometidos a las infeccio-
nes provocadas (Silveira-Coffigny et al, 2004). Asimismo, con el
objetivo de aumentar la reproducibilidad del analisis, se imple-
ment0d la técnica de microplaca de 96 pocillos como soporte fisico
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y un lector analogo de densidades opticas para la valoracion de
los sueros.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de peces y mantenimiento. 300 tilapias Oreochromis
niloticus de19 + 4 cm de longitud total (LT); 169 + 46 g de peso (P),
sin signos de enfermedad, ni distincién de sexo, se mantuvieron
en condiciones habituales de cultivo por 30 dias en estanques de
concreto de 3 m de didmetro y 1.2 m de altura de columna de
agua, en el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN) Unidad Mérida,
Yucatéan. A los peces se les suministrd alimento comercial (40%
proteina) ad libitum. Transcurrido este tiempo, 100 peces se se-
leccionaron al azar y se colocaron en cuatro tinas redondas de
fibra de vidrio de 1000 litros cada una en un lugar cerrado y ven-
tilado, con suministro de aire constante (ver abajo conformacion
de grupos). La captura de los organismos se realizd con redes de
mano (2.5 cm de luz de malla), procurandose provocar a cada pez
el minimo de estrés por manipulacion. La temperatura y el oxige-
no disuelto en el agua de las tinas se monitorearon diariamente
con un oximetro digital (YSI 550) y se tomaron muestras de agua
cada semana para analisis de pH, amonio v nitrito (Eaton et al,
1998), manteniéndose dentro de los rangos establecidos (T° = 25
+5°C, 0,=5.87 + 0.76 mg/L, pH: 6.9 + 0.8; amonio = 0.079 + 0.018
mg/L; nitrito: 2.87 + 1.40 mg/L).

Conformacion de grupos. Los peces se dividieron de la siguiente
manera (Tabla 1):

Grupo Estreptococosis inducida (STREP). 10tilapias se infec-
taron intraperitonealmente (IP) con un cultivo celular de Strepto-
coccus sp. de acuerdo a lo descrito en la Tabla 1.

Grupo Ciclidogiriasis experimental (C-EXP). 10 tilapias fueron
inmunizadas IP con un extracto de Cichlidogyrus spp. (Tabla 1).

Grupo solucion salina (SS). Como control de inmunizaciones,
a 10 peces se les administrd solucion amortiguadora salina estéril
(bufer salino de fosfato, PBS), via IP (Tabla 1).
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Grupo control linea base (LB). Setenta tilapias, sin tratamien-
to experimental alguno y en condiciones acuaculturales usuales
sirvieron para catalogar la linea base del CINVESTAV y se anali-
zaron post-mortem para colectar monogéneos que sirvieron para
preparar la fuente de antigeno que se inocularia a las tilapias del
grupo experimental C-EXP.

Grupo control negativo (CN). Diez tilapias con una ausencia
total de infeccion por Streptococcus sp.y Cichlidogyrus spp., ob-
tenidas de un cultivo experimental libre de patégenos donados
por la Universidad de Stirling (Escocia, Reino Unido), los cuales
se mantuvieron en el area de cuarentena del CINVESTAV durante
tres meses.

Preparacion del indculo de Streptococcus sp. Las bacterias del
género Streptococcus se aislaron del tracto vaginal de pacien-
tes gestantes del Hospital Regional “Ignacio Medina Téllez" de
Mérida, Yucatan. Se cultivaron en medio para estreptococos fe-
cales de Kenner KF (Sigma) y se incubaron en bafio Maria a 28°C
durante 24 horas. Después, el medio de cultivo se retird por cen-
trifugacion y las células bacterianas se lavaron tres veces con
PBS estéril, pH 7.2. Los microorganismos se confirmaron hasta
género, como Streptococcus sp. con un 99.5% de similitud, reali-
zando procesos de inoculacion/incubacion por 24-48 horas en un
analizador mini APl 20Strep (Biomeriux). Para preparar el indcu-
lo, se realizaron diluciones del cultivo en forma seriada en tubos
de infusion corazon-cerebro (BHI) (Sigma) hasta ajustarse a una
densidad optica (DO) de 1.0 a 540 nm. Esto se logro hasta alcanzar
una concentracion de 5 x 107 unidades formadoras de colonias
(UFC)/ml con una dilucion 1:10 (Shelby et al.,, 2001).

Preparacion del antigeno de Cichlidogyrus spp. Para preparar el
extracto que se inoculd a los peces del grupo C-EXP, alrededor de
8000 monogéneos (~1.6 g) se aislaron de las branquias de un ni-
mero indeterminado de tilapias provenientes de los estanques del
CINVESTAV IPN, Unidad Mérida (incluidas las del grupo LB), a los
cuales se les diagnostic6 con ciclidogiriasis por métodos parasi-
toldgicos. Las especies de Cichlidogyrus identificadas mediante
microscopia optica fueron C. sclerosus Paperna et Thurston, C.

Tabla 1. Esquema metodoldgico realizado en la determinacion de la bioquimica sanguinea de 0. niloticus, en respuesta a infecciones

experimentales de Streptococcus sp.y Cichlidogyrus spp.

Grupo LT P D APM S TS

STREP 18+6 154 + 64 Si (3veces cada 15 dias)  Si Si Antes de D1, D2, D3y 15 dias después D3
C-EXP 18+3 173 + 31 Si (3 veces cada 15dias)  NO Si Antes de D1, D2, D3y 15 dias después D3
SS 19+2 145+44  Si(3vecescada15dias) NO Si Antes de D1, D2, D3y 15 dias después D3
LB 20+3 196+41  NO Si Si Una sola vez, antes APM

CN 17+3 166 + 18 NO Si Si Una sola vez, 3 meses después cuarentena

LT: Longitud total (cm); P: Peso (g); D: Desafio; APM: Anélisis post-mortem; S: Sangrado; TS: Tiempos de sangrado.
GRUPQS, STREP: Desafiados con Streptococcus sp.; C-EXP: Desafiados con Cichlidogyrus spp.; SS: Inoculados con solucion salina; LB: Linea base; CN:

Control negativo.
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tilapiae Paperna, C. dossui Paperna y C. longicornis Paperna et
Thurston. Sin embargo, dado que independiente de la especie,
estos organismos producen ciclidogiriasis, no se clasificaron
hasta el nivel de especie, sino que en su lugar se trabajé con el
género (Jiménez-Garcia et al, 2001). Para preparar el extracto
antigénico se necesitd una buena cantidad de proteina por lo que
posteriormente, los parasitos se colocaron en viales y se lava-
ron dos veces con ~ 1.5 mL de PBS estéril y frio (pH 7.2, 0.01 M).
Luego se colocaron en un tubo Eppendorfy se centrifugaron tres
veces a 13,000 g durante 5 minutos. Entonces, se adiciond 0.5 ml
de PBS estéril, macerando manualmente con ayuda de una pun-
ta de plastico estéril. Posteriormente, el tubo se introdujo en un
contenedor con nitrégeno liquido y se le agrego proteinasa K (20
ug/ul) para propiciar la ruptura de tejidos. El homogeneizado se
centrifugd dos veces a 14,000 g por 30 minutos y el sobrenadante
(extracto proteico) se separd del sedimento (cuticula) y ambos se
almacenaron a una temperatura de —70 °C hasta su uso (Sando-
val-Gio et al,, 2008).

Protocolo de infeccion e inmunizaciones. El procedimiento de in-
feccion (Streptococcus) e inmunizacion (Cichlidogyrus) para los
peces de los grupos STREP y C-EXP, respectivamente, consistid
en tres inoculaciones via IP, sin administracion de anestésicos,
con un intervalo de dos semanas entre cada inoculacion, segin
los esquemas siguientes (Tabla 1):

Grupo STREP. Los diez peces del grupo STREP fueron inocu-
lados IP con 100 pl de un cultivo celular de Streptococcus sp. con
una concentracion de 5x 107 CFU/ml en PBS estéril, con adyuvan-
te completo de Freund (FCA), en proporcion 1:1. A los 14 y 28 dias
se aplicd una segunda y tercera inoculacion, respectivamente,
con la misma concentracion bacteriana pero adicionada con
adyuvante incompleto de Freund (FIA, 50 pl), de acuerdo al proto-
colo establecido por Harlow y Lane (1988). Dos semanas después
de la dltima inoculacion, los peces se sacrificaron para extrac-
cion del corazon, rifion craneal, higado y cerebro para realizar el
cultivo reaislado del patdgeno.

Grupo C-EXP. Los diez peces se inyectaron IP con 150 pl del
extracto de Cichlidogyrus spp. (1 pg/pl) en FCA (1:1) y para las
siguientes dos inoculaciones, la inyeccion consistio en igual con-
centracion del extracto del parasito + FIA (50 pl) (Sandoval-Gio
et al., 2008).

Grupo SS: como control de inmunizacidn, diez peces se ino-
cularon 3 veces cada 14 dias, con 150 pl de PBS estéril, respec-
tivamente.

Colecta de muestras sanguineas y obtencion de suero. Los peces
bajo el protocolo de infeccion o inmunizacion se sangraron cua-
tro veces (inmediatamente antes de cada inoculacion antigénica
y 15 dias después de la Gltima inoculacion, respectivamente) (Ta-
bla 1). A su vez, los peces del control negativo (CN), se sangraron
solo en una ocasion, después de tres meses de cuarentena. Por
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su parte, las tilapias LB, se sangraron tamhién una sola vez, antes
de sersacrificadas para la colecta de monogéneos. La sangre ob-
tenida de la vena caudal (~1 a 5 ml) se colocd en tubos Eppendorf
a temperatura ambiente, dejandola coagular durante 30 minutos
y centrifugdndola a 1500 g por 10 minutos. El suero obtenido se
colocd entubos Eppendorf en alicuotas de 200 pl para congelarse
a—-20° C, para su posterior analisis (Sandoval-Gio et al.,, 2008).

Determinacion de la bioquimica sanguinea (metabolitos y iones)
en suero por la técnica de microplaca. Las variables hematoldgi-
cas (bioquimica sanguinea) se determinaron usando los estuches
diagnésticos de varios proveedores (Tabla 2). Estas variables se
clasificaron como METABOLITOS (glucosa, colesterol, proteinas
totales, albimina, globulinas, cido Grico, urea, creatinina, bilirru-
bina total) e IONES (calcio, cloro, magnesio, fosforo). El protocolo
general consistio en el uso de microplacas de policarbonato (Sig-
ma) de 96 pocillos, probando previamente la cantidad de reactivo
(R), solucion estandar (E) y muestra (M), que permitio la mayor
maniobrabilidad durante |a aplicacion de la técnica. De acuerdo a
estos ensayos preliminares, la cantidad de R se establecid en 200
ul paratodas las pruebas; las cantidades de Ey de M a probar fue-
ron siempre equivalentes y se obtuvieron mediante la proporcion
sugerida para cada protocolo. Para el andlisis de las muestras de
0. niloticus, se coloc6 la cantidad de R en cada pocillo de la pla-
ca, sequida de E y M. Posteriormente, las placas se incubaron a
temperatura ambiente en micro agitadores circulares, durante 10
a 30 minutos, dependiendo del analisis. A continuacidn, se coloc
cada placa en un espectrofotometro de ELISA (Dynex, MRX) para
lalectura de las densidades opticas (D0), a las longitudes de onda
propuestas por los protocolos respectivos (Tabla 2). Cada prueba
se realiz6 por triplicado. Los célculos para cada determinacion se
realizaron conforme a cada kit diagndstico, con previa obtencion
de curvas de calibracion, obteniéndose la precision y exactitud
de cada una de las metodologias (coeficientes de variacion < 3%
y errores relativos, en las unidades respectivas de cada protocolo
< 4%). Como excepcion, el anélisis de la albimina se obtuvo por
sustraccion de la concentracion de las globulinas de las protei-
nas totales. Los resultados para cada metabolito e ion, correspon-
dientes a los cuatro tiempos de sangrado de los peces sometidos
ainoculaciones (STREP, C-EXP, SS), se presentaron como el valor
promedio de esos andlisis. En el caso de los peces LB y CN, los
valores expresados son el resultado de determinaciones dnicas.

Analisis estadistico. A los valores de la concentracion de cada
metabolito o ion se les aplico un analisis de normalidad Wilk Sha-
piro. En caso de no cumplir con criterios de normalidad, en los
parametros se aplico un logaritmo natural (In + 1) para estabilizar
la varianza. Los valores obtenidos se compararon mediante un
disefio unifactorial deshalanceado (DUD), ya que el nimero de
tratamientos fue diferente. Las diferencias entre medias se ana-
lizaron mediante el método de LSD, por medio del programa Sta-
tistics 6.0, resultando las diferencias con p < 0.05, consideradas
estadisticamente significativas.
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Tabla 2. Descripcion de las pruebas para determinacién de metabolitos e iones en el suero de Oreochromis niloticus, sometidos a inocu-
laciones experimentales de Streptococcus sp.y Cichlidogyrus spp. y grupos control.

Tipo de determinacion - Cantidad Cantidad Marca comercial Referencia
Método reactivo estandar-
(u) muestra (pl)
Metabolitos
Glucosa Colorimétrico. Trinder
Glucosa oxidasa-peroxidasa 200 2 SPIN REACT Trinder (1969)
Colesterol Colorimétrico. Enzimatico 200 2 STANBIO Finley et al. (1978)
Colesterol esterasa
Proteinas totales Colorimétrico. Biuret 200 5 SPIN REACT Koller & Kaplan (1989)
Alblimina Colorimétrico. Verde 200 1 SPIN REACT Doumas et al. (1971)
Bromocresol
Globulinas Sustraccion ~ emeee e e Kingsley (1939)
Acido drico Enzimético colorimétrico 200 4 STANBIO Fossati et al. (1980)
Trinder
Urea Enzimético colorimétrico 200 2 SPIN REACT Kaplan (1984)
Berthelot
Creatinina Enzimatico colorimétrico Punto 200 10 STANBIO Slot (1965)
final
Bilirrubina total Colorimétrico. Diazo de Ehrlich. 200 2 STANBIO Shull et al. (1980)
Punto final
lones
Calcio Colorimétrico.
o-Cresolftaleina 200 4 SPIN REACT Farell (1984)
Cloro Colorimétrico. Tiozianato de 200 15 TECO Wu (2006)
mercurio Diagnostics
Magnesio Colorimétrico. Calmagita. 200 2 ByoSystems Wu (2006)
Fosforo Colorimétrico Fosfomolibdato. 200 2 ByoSystems Mufioz et al. (1983)

RESULTADOS

Los valores obtenidos de los metabolitos y iones en los distintos
grupos de peces se muestran en la Tabla 3. En primera instancia,
los resultados en los analisis de los peces de linea base (LB) y
control negativo (CN), no mostraron diferencias significativas en-
tre si (p > 0.05). Asimismo, en el estudio del desafio en los peces
inoculados se observo:

Grupo STREP. El nivel de glucosa para STREP fue mayor
(~176), en comparacion con los peces de los grupos LB y CN
(~100 y 92 mg/dI, respectivamente) (p < 0.05) (Tabla 3). Por otro
lado, el colesterol fue menor en los peces STREP (~ 177 mg/dl), en
comparacion con LBy CN (210y 213 mg/dl, respectivamente) (p >
0.05). A su vez, la determinacion de la concentracion de proteinas
totales (PT), también resulté con variaciones significativamente
mayores para los peces STREP (5.4 g/dl), en comparacion con el
grupo de linea base LB (3.6 g/dl) y el grupo CN (3.3 g/dl) (p < 0.05).
Las globulinas fueron mas altas también (3 g/dl), en comparacion
con LBy CN (1.9 g/dI) (p < 0.05).

En el caso de los iones, el calcio en los peces STREP tuvo
valores de ~10 mg/dl por debajo de los grupos LB y CN (entre 12y
14 mg/dl) (p > 0.05). El cloro sérico también fue significativamente
menor (~103 mEq/L) al de los de peces LB: ~ 131y CN: ~124 mEq/L
(p>0.05).

Grupo C-EXP. Para C-EXP se observé una disminucion de
la glucosa (~ 61) en comparacion con los peces LB y CN (~100;
92 mg/dl, respectivamente) (p < 0.05). (Tabla 3). Por su parte, el
colesterol en el grupo C-EXP (~207 mg/dl), no tuvo diferencias
significativas al compararlo con LBy CN (p < 0.05). En contraste,
las PT fueron mayores en C-EXP (6.1 g/dl, respectivamente) en
comparacion con LB (3.6 g/dl) y CN (3.3 g/dl) (p < 0.05). Los niveles
de globulinas también fueron mas altos, 3.6 g/dl, en comparacion
con 1.9 g/dl de LB y CN (p < 0.05).

Grupo SS. Los peces SS tuvieron diferencias significativas
en la glucosa (~ 58 mg/dl) con respecto a LB y CN (p < 0.05) y
ademads alcanzaron un valor cercano a los 275 mg/dl de coles-
terol sérico, muy por encima de los valores de los demas grupos
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Tabla 3. Concentracion de metabolitos e iones (valor promedio) en peces de Oreochromis niloticus del grupo control y de los lotes bajo el
protocolo de infeccion. Los valores con superindices iguales en una misma fila no son significativamente diferentes (p < 0.05).

Peces inmunizados

STREP C-EXP SS LB CN
Metabolitos
Glucosa (mg/dl) 175.9¢ 61.1° 58.4b 100.82 92.0°
Colesterol(mg/dl) 177.1 207.52 274 .4¢ 210.12 213.5°
Proteinas totales (g/dl) 5.4¢ 6.1 4.4 3.62 3.3
AlbGimina (g/dl) 2.4 2.5 2.7° 1.7 1.42
Globulinas (g/dl) 3.0 3.6 1.72 1.92 1.92
Acido drico (mg/dl) 422 3.92 8.1 4.92 3.82
Urea (mg/dI) 4.6° 5.0° 5.12 482 4.6
Creatinina (mg/dl) 0.32 0.22 0.3 0.22 0.22
Bilirrubina total (mg/dl) 1.28 1.0 1.12 1.0 1.12
lones
Calcio (mg/dl) 10.10 12.92 22.5¢ 14.12 13.78
Cloro(mEg/L) 103.3 135.92 157.2¢ 131.52 124.6
Magnesio (mg/dl) 2.3 2.6° 3.50 2,62 242
Fosforo (mg/dl) 4,92 482 46° 482 442

GRUPOS STREP: Desafiados con Streptococcus sp.; C-EXP: Desafiados con Cichlidogyrus spp.; SS: Inoculados con solucion salina; LB: Linea base; CN:

Control negativo.

(entre 177 Y 214 mg/dl) (p < 0.05).El grupo SS tuvo una PT de 4.4
g/dl, significativamente mayor que los grupos de referencia, pe-
ro las globulinas no variaron significativamente (p < 0.05) (Tabla
3). Con respecto al 4cido drico, los valores obtenidos para todos
los grupos estudiados estuvieron entre 3.8 y 4.9 mg/dl, excepto
los inoculados con solucion salina (SS) que promedio 8.1 mg/
dl. En el caso de los iones, el calcio presentd concentraciones
significativamente distintas, en las tilapias SS, que aumen-
taron (~22 mg/dl) por encima de LB y CN (entre 12 y 14 mg/dl)
(p>0.05).

Por dltimo, para todos los peces desafiados, la urea, crea-
tinina y bilirrubina total (~4.6; ~0.2 y ~1 mg/dl, respectivamente),
asi como los valores de magnesio y fosforo (~ 2 y 4 mg/dl, respe-
tivamente) no presentaron cambios relevantes en las situaciones
experimentales propuestas (p < 0.05) (Tabla 3).

DISCUSION

A la tilapia Oreochromis niloticus se le conoce como la especie
acuacultural del siglo XXI, debido a su creciente demanda y ex-
celente panorama de comercializacion a nivel mundial (Fitzsim-
mons, 2000; Shelton & Popma, 2006; FAQ, 2010). Esta actividad ha
incorporado técnicas que buscan incrementar la produccion por
unidad de area, estrategia que ha aumentado las cosechas pe-
ro tiene la desventaja de que propicia un acrecentamiento en la
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susceptibilidad de los peces para contraer diversos padecimien-
tos. Esta situacion ha obligado a realizar un monitoreo constante
del cultivo mediante la implementacion de técnicas diagndsticas,
especialmente aquellas que sean capaces de evaluar periodos
prepatentes de enfermedades, asi como de detectar estados
subletales de enfermedades, con el fin de prevenir mortalidades
repentinas de los peces en los estanques (Sahu et al,, 1999).

Un método que resulta de utilidad, es la bioquimica san-
guinea de los peces debido a su factibilidad de ejecucion, facil
reproduccion y a la disponibilidad de reactivos (Anderson & Bar-
ney, 1991; Yavuzkan Yildiz, 2009).

En este estudio se consideré tomar como referencia a dos
grupos control, en primer lugar, los peces del CINVESTAV se
mostraban saludables, con patrones de comportamiento y ali-
mentacion adecuados, por lo que constituyeron el patrén de com-
paracion de organismos en condiciones acuaculturales o linea
base (LB). Un aspecto que robustecid la eleccion de este subgru-
po fue que los registros histéricos de la calidad del agua de los
estanques de CINVESTAV (2004-2011), se han mantenido dentro
de los rangos sugeridos para la actividad acuicola (ver apartado
de Materiales y Métodos, seleccion de peces y mantenimiento).
Por otro lado, el Control Negativo (CN), se conformd con peces de
linea genética pura, libres de ambos patégenos provenientes de
un cultivo axénico de Stirling, Reino Unido.
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La pertinencia de utilizar a los peces de los grupos LB y CN
como control de referencia, se evidenci6 al encontrar que los
valores de todos los metabolitos e iones no mostraron diferen-
cias significativas entre si, avalandolos su buen estado de salud
(Tabla 3).

La estreptococosis en peces es considerada una patologia
emergente de importancia global por el Centro para la Preven-
cion y Control de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC, por
sus siglas en inglés). En tilapias, este padecimiento es causado
por Streptococcus iniae Pier et Madin y S. difficile Eldar, con
manifestaciones clinicas analogas entre si, lo que ha redundado
en un diagnostico confuso de la enfermedad (Eldar et al., 1995,
Weinstein et al, 1997, Romano & Mejia, 2003). Aln mas, en afios
recientes S. agalactie Lehmann and Neumann, ha sido motivo
de preocupacion ya que se demostrd que una vez aislado de
casos clinicos de neonatos enfermos, causaron mortalidad en
Oreochromis niloticus (Evans et al., 2009). No obstante las dife-
rencias ultraestructurales entre estas especies de Streptococ-
cus, todas producen estreptococosis. Asi, en este estudio, los
peces se inocularon con un cultivo celular de Streptococcus sp.
(Grupo STREP), que demostrd su viabilidad al crecer en cultivos
re aislados de agar, sin embargo, su inoculacion experimental en
los peces, no mostrd signos clinicos de la enfermedad, ni se ob-
servo mortalidad (Austin & Austin, 1989; Madigan et al., 2000).

Para el grupo STREP, los cambios mas notorios se origina-
ron en las determinaciones de glucosa, colesterol, calcio y cloro,
séricos, respectivamente. Diversos autores (Hrubec et al,, 2000;
Bittencourt et al,, 2003; Karasu Benli & Yavuzcan Yildiz, 2004; Ma-
nera & Britti, 2006; Mauel et al,, 2007), sit(an los valores basales
de glucosa en tilapias y otros teledsteos en un rango de ~30 hasta
~100 mg/dl. Asi, el valor de este metabolito para los peces someti-
dos a la estreptococosis inducida (STREP) fue significativamente
mas alto (~176 mg/dl) en comparacion con los peces LB y CN,
que se ubicaron dentro de los rangos sefialados en la literatura
(Tabla 3).

Los niveles de glucosa sérica en organismos acuaticos pue-
den variar como consecuencia de diversos factores intrinsecos
como la talla, estado nutricional o reproductivo y estrés, siendo
este (ltimo aspecto, el parametro fisioldgico mas sensible (Smith,
1991; Fivelstad et al., 1995; Barreto & Volpato, 2006). Para el pre-
sente estudio, todos los peces provenian de una misma cohorte,
con un patrén de alimentacion similar, por lo que el incremento
de glucosa observado en los peces STREP, pudo deberse (nica-
mente a la tensién producida por algan proceso concomitante a
lainoculacion de la bacteria.

Estudios registrados en Cyprinus carpio (Linnaeus,1758) so-
metidos a estrés debido a un tratamiento quimioterapéutico con
formalina, demostraron que los niveles de glucosa alcanzaron
valores significativamente mayores (hasta 119 mg/dL) en com-
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paracion con peces en estado basal (~ 57 mg/dL) (Kakuta et al,
1991). Otras investigaciones en otras especies de teledsteos, han
revelado que bajo un estado de estrés agudo, ocurre una rapida
elevacion en los niveles de glucosa (hasta ~150 mg/dL), corres-
pondiente a un incremento de la concentracion de cortisol, entre
30,60y hasta 120 minutos después de la presencia del agente es-
tresor (McGeer et al,, 1991; Kebus et al., 1992; Cnaani et al., 2004).
Esta hiperglicemia se produce por el efecto de la liberacion de
catecolaminas, sustancias que determinan la glicogendlisis he-
patica en peces 6seos (Barcellos et al., 2001).

La ubicacion de los valores de glucosa en las otras tilapias
desafiadas de esta investigacion (C-EXP y SS), dentro del rango
establecido por la literatura, sugiere que el protocolo de inocu-
lacion IP no resultd estresante para los peces, o al menos no se
manifestd en el tiempo estudiado. En este sentido, la variacion
significativa de la concentracion de glucosa en el grupo STREP
con respecto a los peces LB y CN, pudiese significar un indicador
preliminar que deba atenderse como criterio diagnéstico, en pe-
ces que estuviesen en riesgo de enfermedad estreptococdcica y
en un estado pre patente.

A su vez, el nivel de colesterol obtenido para los peces
STREP disminuyd hasta ~ 177 mg/dl, en contraste con los grupos
LBy CN, que guardaron similitud con los basales reportados por
otros autores para 0. niloticusy otras especies de teledsteos (va-
lores entre ~200 y 275 mg/dl) (Yavuzcan Yildiz et al,, 1997; Chen
et al,, 2003; Manera & Britti, 2006; Atencio-Garcia et al., 2007). El
colesterol sérico ha estado asociado a la capacidad de resisten-
cia a enfermedades en diversas especies de peces y el estado de
madurez sexual o la tasa de alimentacion también pueden influir
en su cinética de respuesta (Groff & Zinkl, 1999). En los peces de
este estudio, se pretendié que las condiciones de madurez sexual
no ejercieran influencia en los resultados, ya que se encontra-
ban en la misma etapa reproductiva. Hrubec et al. (2000) y Cnaani
et al. (2004), encontraron valores de colesterol de ~ 170 mg/dl en
tilapia, como resultado del uso de peces hibridos y bajo estrés
por hipoxia, respectivamente. Asi, los valores de colesterol en los
peces STREP de este estudio por debajo de 180 mg/dl para 0. nilo-
ticus, podrian estar indicando un posible mecanismo de reaccion
frente a la infeccion inducida de Streptococcus sp.

En referencia a las proteinas totales (PT), en los peces
STREP estos valores alcanzaron 5.4 g/dl, significativamente ma-
yores que en LB y CN, los cuales se conservaron entre 3.3y 3.6
g/dl, guardando similitud con los obtenidos por otros autores pa-
ra esta misma especie y otros peces 0seos (Hrubec et al.,, 2000,
Bittencourt et al, 2003; Chen et al,, 2003; Manera & Britti, 2006).
La concentracion de proteina esta fuertemente relacionada con
situaciones de defensa especifica contra patégenos, por lo que
al detectarse un incremento significativo en las PT de los peces
inoculados con el cultivo celular de estreptococos, pudiera de-
ducirse de manera indirecta que existié una reaccion especifica
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por parte del hospedero frente a la infeccion inducida bacteriana,
aunque para comprobarlo se necesitaria de pruebas de mayor
especificidad y sensibilidad, como el ELISA (Pasnik et al., 2005).

En cuanto a los iones, el calcio decrecid significativamente
en los peces inoculados con el cultivo celular de Streptococcus
(~10 mg/dl), en comparacion con los peces LB y CN (~14 mg/dI).
Nuestros peces de referencia tuvieron valores de este electrolito
coincidentes con otros registros para 0. niloticusy otras especies
de peces 6seos en condiciones acuaculturales usuales (Hrubec
et al, 2000; Chen et al., 2003; Chen et al., 2004, Manera & Britti,
2006). A este respecto, se sugiere que este electrolito posee alto
nivel de correlacion con la disponibilidad de calcio ambiental, por
ejemplo, la dureza del agua de los estanques (Hrubec et al., 2000).
La peninsula de Yucatéan se caracteriza por poseer niveles eleva-
dos de dureza total (250 mg/l de sales disueltas, especialmente
de CaCOs), originados por la naturaleza cérstica del subsuelo
(Pacheco-Avila et al, 2004). Hrubec et al. (2000), encontraron
31 mg/dl de calcio en 0. niloticus mantenidos en alta densidad y
Cnaani et al. (2004), hallaron 63 mg/dl en su congénere 0. aureus
(Steindachner, 1864). Tomando en cuenta que el agua de abas-
tecimiento para el presente estudio, fue el mismo para todos los
grupos de peces, es posible que este decremento en el calcio de
los peces STREP (~10 mg/dl) sea un indicador preliminar de la in-
feccioninducida por Streptococcus, ya que existen antecedentes
que mencionan la reduccién en la concentracion sérica de este
ion (~2 mg/dl de disminucion) en carpas infectadas experimental-
mente con Pseudomona fluorescens Migula, asi como en tilapias
inoculadas con S. iniae (Pier, 1976) (Yavuzcan Yildiz, 1998; Chen
et al., 2003).

Por otra parte, el cloro en STREP disminuyd hasta ~103 mEq/
L, en comparacion con la fluctuacion entre ~125y 132 mg/dl para
los peces controles de este estudio, coincidentes con los valores
de referencia para 0. niloticus, Oncorhynchus mykiss (Walbaum,
1792) y Piaractus brachypomus (Cuvier, 1818) (Hrubec et al., 2000;
Sakamoto et al, 2001; Chen et al,, 2003; Chen et al., 2004; Manera
& Britti, 2006). Se sabe que este ion puede decrecer cuando la
temperatura alcanza niveles inferiores a las condiciones natura-
les de la especie (Yavuzcan Yildiz et al., 1997). En nuestro estudio,
las condiciones de temperatura se monitorearon constantemen-
te, manteniéndose dentro de los rangos establecidos para el cul-
tivo de 0. niloticus (25 + 5°C). Asi, esta situacion de disminucion
del cloro pudiera ser de potencial relevancia diagnéstica, ya que
es analoga a las descritas por Barham et al. (1980) y Chen et al.
(2004), para infecciones inducidas por Streptococcus, aunque
en combinacion con Aeromonas spp. y Vibrio vulnificus Farmer,
respectivamente (~10 mEg/L de disminucion). Estos Gltimos in-
vestigadores correlacionaron esta variacion sanguinea con dafio
hepatico y renal, en este sentido, aunque en nuestra investiga-
cion no se traz6 como meta la evaluacion histoldgica de drganos
internos de los peces infectados, los cultivos reaislados en estos
organos dieron positivo a Streptococcus sp.
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Con respecto a los peces con la ciclidogiriasis inducida, en
este estudio se realizd una imprompta de los parasitos dado que
la literatura sefiala que existen ocho especies de Cichlidogyrus
que afectan a las tilapias (le Roux & Avenant-Oldewage, 2010).
De éstas, en las instalaciones de CINVESTAV IPN Mérida se han
registrado cinco, siendo la mas abundante C. sclerosus Paperna
et Thurston. Independientemente del género, todas causan cicli-
dogiriasis (Prieto, 1987, Vidal-Martinez et al.,, 2002; Jiménez-Gar-
cia et al, 2001). En este grupo de estudio, las determinaciones
de proteinas totales-globulinas manifestaron mayor relevancia,
porque aunque los niveles de glucosa fueron significativamen-
te diferentes que los peces LB y CN, se ubicaron dentro de los
rangos destacados por la literatura (Tabla 3). No asi, las PT del
grupo C-EXP alcanzaron el valor més alto de todos los grupos de
estudio, sugiriendo una respuesta especifica de anticuerpos, las
proteinas involucradas en la inmunidad adaptativa (Barret, 1991).
Asi, niveles altos de proteinas totales del suero e incrementos
correspondientes de globulinas, en especial las inmunoglobuli-
nas (IgM), se asocian a una respuesta inmunoldgica adquirida
en peces con capacidad de memoria y de respuesta especifica
(Margni, 1996). Sandoval-Gio et al. (2008), encontraron por ELISA
un titulo de anticuerpos positivo en 0. niloticus desafiados con un
extracto antigénico de Cichlidogyrus, por lo que puede inferirse
que el incremento de las PT en los peces C-EXP, fue un indica-
dor indirecto de la estimulacion antigénica experimental. El in-
cremento concomitante en los niveles de albaminas y globulinas
para estos mismos peces (Tabla 3), asi como el nulo efecto del
adyuvante, comprobado en un lote complementario de peces (da-
tos no mostrados), refuerza esta suposicion.

Por su parte, los peces desafiados con solucion salina (SS)
presentaron para la glucosa y colesterol, respectivamente, cam-
bios significativos, en comparacion con los controles, pero den-
tro de los rangos reportados por otros autores para 0. niloticus'y
otras especies de teledsteos (glucosa, valores entre 30 y 60 mg/dl;
colesterol, valores entre ~200 y 275 mg/dl) (Yavuzcan Yildiz et al,,
1997; Chen et al.,, 2003; Manera & Britti, 2006; Atencio-Garcia et al.,
2007). Una situacion similar ocurrié con las PT (4.4 g/dl) que varia-
ron significativamente con respecto a LB y CN, pero son similares
a los indicados en la literatura para esta especie de pez y otras
mas de teledsteos (entre ~3y 4.5 g/dl) (Hrubec et al,, 2000; Bitten-
court et al., 2003; Chen et al., 2003; Manera & Britti, 2006). El acido
Grico no vario significativamente para los grupos estudiados (al-
rededor de 4 mg/dl), excepto los inoculados con solucion salina
(SS; 8.1 mg/l) (p < 0.05). Cnaani et al. (2004) realizaron un estudio
comparativo entre varias especies de tilapias, encontrando para
0. niloticus un valor de &cido Grico de ~2.5 mg/dl y de ~3.7 mg/dI
para 0. aureusy 0. mossambicus (Peters, 1852). El acido trico es
un producto del catabolismo de los acidos nucléicos, en especial
de aquellos cuya base de nucledtidos estan formados por la puri-
na, por lo que se ha sugerido que un incremento en los registros
de nitrdgeno no protéico, pudiera originarse de mecanismos deri-
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vados del rompimiento muscular (McKee, 2003). En este punto se
podria deducir que el procedimiento de la inoculacion antigénica
incrementd el cido Grico en el grupo SS, pero puesto que los pe-
ces STREP y C-EXP no manifestaron cambio alguno en la concen-
tracion de ese electrolito, esta variacion pudo deberse mas a un
desequilibrio de tipo osmético, dada la naturaleza de la sustancia
inoculada (bdfer salino de fosfato) (Zaki et al., 2008).

Los demés metabolitos estudiados (urea, creatinina, bilirru-
bina) en 0. niloticus de nuestro estudio, no presentaron variacio-
nes significativas entre los grupos estudiados y se mantuvieron
en los rangos establecidos por diversos autores, para la tilapia
y otras especies de peces dseos (Tabla 3) (Hrubec et al,, 2000;
Sakamoto et al, 2001; Cnaani et al,, 2004, Manera & Britti, 2006).
Asimismo, aunque significativamente superiores que los demas
peces del presente estudio, los registros del cloro en SS, no se
apartaron de los establecidos en el rango de otras especies de
Oreochromis spp. (~135 - 160 mg/dl) (Papoutsoglou et al., 2001,
Cnaani et al., 2004).

Por Gltimo, los peces de los grupos experimentales (STREP,
C-EXPy SS) no mostraron diferencias significativas en la concen-
tracion de magnesio y fosforo con respecto a las tilapias LBy CN
(p < 0.05). Ademas, estos iones ocurrieron dentro del intervalo
basal descrito por otros autores para la tilapia (2.3-3.5 mg/dl) y
(4.4-4.9 mg/dl), respectivamente (Hrubec et al., 2000; Chen et al,
2004; Cnaani et al., 2004).

En conclusidn, este trabajo conforma un primer intento para
destacar el uso de la bioquimica sanguinea, para evidenciar el
efecto de una infeccion inducida por estreptococos en tilapias.
En este sentido, el incremento significativo de la concentracion
de glucosa en el grupo STREP con respecto a los peces contro-
les pudiese significar un pardmetro que deba atenderse como
criterio diagnostico, en peces que estuviesen en riesgo de en-
fermedad estreptococdcica, sin presentar signos clinicos de la
patologia. Esto, en conjunto con decrementos en los niveles de
colesterol, calcio y cloro, pudieran ser indicadores preliminares
de prevalencias iniciales de estreptococos en tilapias cultivadas.
Se sugiere reforzar estos resultados con organismos en etapas
clinicas de la infeccion para robustecer nuestros hallazgos. De
igual manera, los niveles de los diversos metabolitos y iones es-
tudiados para los grupos LBy CN, resultaron dentro de los rangos
destacados en la literatura para 0. niloticus, lo que permitié con-
firmarlos como linea de control y referencia. Asimismo, la utiliza-
cion de la técnica de microplaca, se propone como herramienta
diagnéstica para determinar la bioquimica sanguinea permitiendo
disminuir la cantidad de reactivo utilizado y aumentar el nimero
de muestras para procesar en un tiempo cada vez, lo que sugie-
re una reduccion de la inversion econémica y optimizacion de la
relacion horas/hombre para el trabajo de laboratorio. Aun asi, su
accesibilidad para cualquier laboratorio de diagndstico acuicola
no puede garantizarse per se, dada la inversion para la obtencion
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del lector de microplacas (Anderson & Barney, 1991; Shelby et al.
2001).
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