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RESUMEN

Existen diversos parasitos de peces de agua dulce que son causantes de importantes
parasitosis en peces, llegando a provocar grandes mortalidades traducibles en
sustanciales pérdidas econdmicas para las piscigranjas de todas partes del mundo.
El nematodo Rondonia rondoni es cominmente encontrado en gran abundancia en
el tracto intestinal de peces amazodnicos, especialmente en el paco Piaractus
brachypomus. Sin embargo, en la actualidad se desconoce si esta especie de
nematodo produce lesiones que comprometan en el desarrollo y la produccion de
Piaractus brachypomus. Lamentablemente, en nuestro pais son pocos los estudios
relacionados a la parasitosis en peces amazonicos tanto de cultivo como de medio
natural. El objetivo de esta investigacion es caracterizar al nematodo Rondonia
rondoni, a nivel morfoldgico y de la ultra estructura superficial de las hembras y
machos, utilizando Microscopia Electrénica de Barrido (MEB), asi como la
ocurrencia de alteraciones histoldgicas a nivel intestinal relacionado a su presencia
en individuos de paco P. brachypomus. Para ello, fueron colectados 35 especimenes
en las cuencas del rio Amazonas, en la localidad de Iquitos, en el mes de julio de
2017. En el estudio parasitologico se detectaron 30 especimenes parasitados
(85.7%). De los especimenes parasitados, en 29 se encontro el nematodo Rondonia
rondoni (96.66%), 12 presentaron Dadaytrema oxycephala (40%) y 2 presentaron
Procamallanus sp. (6.66%). En el estudio histopatolégico se evidencio, en la
mayoria de casos, la presencia de células inflamatorias mononucleares en la mucosa
y submucosa (29/35) junto con infiltracion hacia el lumen intestinal (27/29),

también se observé fusion de vellosidades intestinales (17/35) con pérdida de



microvellosidades (18/35) y edema subepitelial en la mucosa (14/35). En menos
casos se observo alteraciones circulatorias como hiperemia en la mucosa (8/35) y
hemorragia (1/35), ademas de trastornos degenerativos como granuloma (2/35),
necrosis (2/35) entre otros, como la presencia de hemosiderina en la mucosa (3/35).
De esta manera, se confirma que Rondonia rondoni ocasiona alteraciones a nivel
intestinal en donde se aloja, sin embargo, a pesar de la gran cantidad de parasitos
observado por cada individuo, los especimenes no mostraron signo clinicos de
enfermedad que afecten su desarrollo en el medio natural en donde fueron

capturados.

Palabras clave: Piaractus brachypomus, Rondonia rondoni, Microscopia
Electrénica de Barrido, histopatologia, parasitos.



ABSTRACT

There are several parasites of freshwater fish that are the cause of major parasitic
diseases in fish, causing most mortalities translatable in substantial economic losses
for the fish farm of all parts of the world. The Nematode Rondonia rondoni is
commonly found in great abundance in the intestinal tract of Amazonian fish,
especially in the paco Piaractus brachypomus. However, despite the negative
impact in the development and production that can affect that species, at present in
our country there are few studies related to the parasitism in Amazonian fish both
of culture and natural environment. The aim of this research is to characterize the
nematode Rondonia rondoni at the morphological level and the superficial
ultrastructure of females and males using Scanning Electron Microscopy (SEM), as
well as the occurrence of intestinal histological alterations related to its presence in
individuals of P. brachypomus. For this, 35 specimens were collected in the basins
of the Amazon River, in the town of Iquitos in the month of July 2017. In the
parasitological study were 30 specimens parasitized (85.7%). Of the parasitized
specimens, 29 were parasitized with Rondonia rondoni (96.66%), 12 had
Dadaytrema oxycephala (40%) and 2 had Procamallanus sp. (6.66%). In the
histopathological study, in most of cases the presence of mononuclear inflammatory
cells in the mucosa and submucosa (29/35) together with infiltration towards the
intestinal lumen (27/29) was evidenced, intestinal villus fusion was also observed
(17 / 35) with loss of microvilli (18/35) and subepithelial edema in the mucosa
(14/35). In a few cases, circulatory alterations were observed, such as hyperemia in

the mucosa (8/35) and hemorrhage (1/35). In addition to, degenerative disorders



such as granuloma (2/35), necrosis (2/35) among other disorders such as the
presence of hemosiderin in the mucosa (3/35). In this way, it is confirmed that R.
rondoni does cause alterations at the intestinal level where it is housed, however,
despite the considerable number of parasites observed by each individual, the
specimens showed no signs of disease that affect their development in the natural

environment where they were captured.

Keywords: Piaractus brachypomus, Rondonia rondoni, Scanning Electron
Microscopy, histopathology, parasites.



I. INTRODUCCION

El desarrollo de la acuicultura nacional viene en constante crecimiento junto con
las nuevas tecnologias de crianza que ayudan a mejorar la actividad acuicola. En la
amazonia se vienen cultivando algunas especies como sabalo cola roja (Brycon
cephalus), gamitana (Colossoma macropomum), paiche (Arapaima gigas) y paco
(Piaractus brachypomus), especies que son apreciadas en el mercado local
(FONDEPES, 2004). Segun las estadisticas del Ministerio de la Produccion, la
cosecha de especies amazolnicas proveniente de la acuicultura se incremento
paulatinamente de 700 a mas de 1500 TN en los ultimos seis afios, siendo el paco
(Piaractus brachypomus) la especie que mas produccién ha tenido, con 825 TN
anual (PRODUCE, 2015).

Asimismo, en los ultimos afos ha surgido un crecimiento en la demanda de pescado
por parte de las poblaciones urbanas, rurales e indigenas de la Amazonia peruana,
dado el rapido crecimiento poblacional en la region (Garcia et al., 2009). En este
escenario, para satisfacer dicha demanda, existe una mayor exigencia en la
produccion de peces de cultivo, lo que puede conducir al animal a un estrés
continuo, haciéndolo mas susceptible a organismos patogenos (Luque et al., 2004;
Conte, 2004). Factores como la calidad del agua, alta densidad, una inadecuada
alimentacién o un mal manejo en general, facilitan la presentacion de enfermedades
(Bauer, 1961), siendo al igual que otros animales empleados para la produccion,
susceptibles a sufrir infecciones bacterianas, virales, fungicas y parasitarias
(Schalch y Moraes, 2005).

Referente a las infecciones parasitarias, la mayoria de peces de poblaciones
silvestres y cultivadas, estan infectados con parasitos. Sorprendentemente hay

pocos informes de los parésitos que causan mortalidad o dafio grave a las



poblaciones de peces, sin embargo, esto puede deberse a que en gran parte tales
efectos pasan desapercibidos (Lamothe-Argumedo, 1994). Por otro lado, los
parasitos pueden causar graves brotes de enfermedades en peces durante su cultivo,
ademas, favorecen la entrada y proliferacion de otros organismos patogenos al
afectar a su morfologia, fisiologia y comportamiento, llegando incluso a aumentar
la vulnerabilidad de los peces ante los depredadores (Illan, 2012). La presencia de
densas poblaciones de peces criados en condiciones ambientales inadecuadas puede
favorecer a determinadas especies de parasitos a aumentar su poblacion a un nivel
muy alto, no obstante, el nimero de parasitos necesarios para causar dafio a un pez
varia considerablemente segun la especie, el tamafio del hospedero y su estado de
salud (Reno, 1998; Roberts, 2012).

Estudios han reportado, en Piaractus brachypomus, la presencia de agentes
parasitarios protozoarios, trematodos, acantocéfalos y neméatodos (Thatcher, 2006;
Oliveira & Tavares-Dias, 2016). En Brasil, Franceschini et al (2013) y Campos et
al (2009), registraron la presencia de Dadaytrema oxycephala, Spectatus spectatus
y Rondonia rondoni en el tracto gastrointestinal de Piaractus mesopotamicus
cultivados. En el Perd, Dinis (2014) del mismo modo reportd Rondonia rondoni en
Piaractus brachypomus procedentes de cultivo. Otros estudios realizados en
Piaractus sp. determinaron que el nematodo hallado con mayor frecuencia es
Rondonia rondoni, encontrandose a nivel del tracto intestinal (Luque, 2004;
Thatcher, 2006; Campos, 2009). Estudios adicionales realizados en Brasil
determinaron que existe parasitismo de gran intensidad en peces de agua dulce
mantenidos en cultivos, pero tal parece que aun no se ha mostrado si existen
alteraciones histopatoldgicas en los érganos infectados por Rondonia rondoni. Sin
embargo, los autores mencionan que cabe la posibilidad de que estos parasitos

puedan ocasionar alteraciones a nivel intestinal (Garcia et al., 1997; Martins 1998).

Pese a la importancia economica que tiene el Piaractus brachypomus entre otras

especies nativas en el Per(, debido a su crecimiento a nivel nacional en el sector



acuicola, hasta la fecha es poco lo que se ha estudiado sobre la fauna parasitaria en
esta y las investigaciones que existen solo han sido dirigidas principalmente hacia
aspectos como el conocimiento del indice parasitario y descripcion taxonomica
(Dinis, 2014; Alcéantara et al., 2015). De igual manera, no hay estudios que hayan
determinado a nivel histopatolégico si P. brachypomus es afectado por la presencia
de Rondonia rondoni. Debido a ello, el presente estudio evaluara si existen dafios
a nivel del tracto intestinal ocasionados por la presencia de Rondonia rondoni
mediante histopatologia en el paco (Piaractus brachypomus) procedentes de la
localidad de lquitos, departamento de Loreto-Perd. Asimismo, se caracterizara
ultraestructuralmente la morfologia del nematodo Rondonia rondoni todo esto con
el fin de diagnosticar, asi como obtener un control oportuno sobre las infestaciones
dadas por R. rondoni y prevenir ante la tipica introduccion de peces de ambientes
naturales a medios de cultivo evitando la diseminacion y futuro brote de

enfermedades ocasionadas por parasitos.



II. ANTECEDENTES

Caracteristicas generales del paco (Piaractus brachypomus)

Figura 1. Piaractus brachypomus

Fuente: Proyecto rio Putumayo - FAO

La especie Piaractus brachypomus pertenece al Reino Animalia, Phylum Chordata,
Clase Actinopterygii, Orden Characiformes, Familia Serrasalmidae y es del Género
Piaractus (Cuvier, 1818). Sin embargo, muchos autores sugieren que esta especie
pertenece a la familia Characidae (Orti et al., 1997). En Colombia y Venezuela esta
especie recibe el nombre genérico de “cachama”, adicionando ademas un adjetivo
segun la especie: “cachama negra” para Colossoma macropomum y “cachama
blanca” para Piaractus brachypomus. Por otro lado, en el Brasil es conocido como

“pirapitinga” mientras que en el Pert es conocido como “paco”.



Esta especie se distribuye ampliamente por el rio Orinoco, cuencas de los rios
Amazonas, y La Plata en América de Sur, asi como en los bajos andes de Bolivia 'y
Guyana. (Lauzanne y Loubens, 1985; Aliaga, 2004; Loubens et al., 2001).

En cuanto a la morfologia Piaractus brachypomus presenta una coloracion clara,
blanco plateado, a veces azuladas en el dorso y flancos, el abdomen es blanquecino,
con ligeras manchas anaranjadas, con relacion al tamarfio, es mas pequefio que la
Gamitana llegando a medir 85 cm (Aliaga, 2004). La aleta adiposa es carnosa; los
juveniles suelen tener un color més claro con tonalidades rojo intenso en la parte
anterior del abdomen y en las aletas anal y caudal. Debido al poco nimero de
branquiespinas que posee (37 en el primer arco branquial), presenta una baja
capacidad de filtracion. Esta especie llega a alcanzar una longitud de 85 centimetros

y un peso méximo de 20 kg (Gonzélez, 2001).

El Piaractus brachypomus, puede tolerar temperaturas que oscilan entre los 23°C a
32°C. Las concentraciones de oxigeno deben mantenerse entre 3 mg/l y 6.5 mg/I,
que son valoren frecuentes de encontrar en aguas calidas de zonas tropicales.
Asimismo, soporta pH entre 5.5 y 8, con un éptimo de 7.5. En cuanto a dureza del
agua, el paco puede adaptarse bien a valores superiores a los 40 mg/l (Diaz y Lopez,
1993).

En cuanto a sus caracteristicas reproductivas, Piaractus brachypomus alcanza su
madurez sexual al tercer afio de edad, con un peso que varia de entre 2.5 a 3 kg. El
dimorfismo sexual se da solamente en épocas de reproduccion. EI macho es quien
suelta y expulsa el esperma, la hembra presenta un abdomen abultado, blando y la
papila genital roja. Cada hembra produce aproximadamente 100,000 huevos
/kilogramos/peso, el tiempo de incubacion de los huevos es de 12 a 24 horas, el cual

esta influenciado por la temperatura del agua (Parrado, 2012).



Con respecto a sus habitos alimenticios, estos peces presentan fuertes dientes
molariformes, los que le permiten alimentarse de hojas grandes, frutos o semillas
que caen de los arboles, pequefios insectos y ademas son filtradores de zooplancton.
Después de la creciente, se alimentan principalmente de hojas, pero ocasionalmente
comen peces pequefios como parte de su dieta. El Piaractus brachypomus en estado

juvenil es omnivoro (Aliaga, 2004; Parrado, 2012).

En la acuicultura continental, es considerada una especie de mayor potencial
productivo y comercial en la piscicultura extensiva, semi intensiva e intensiva de
aguas célidas continentales de Ameérica tropical, siendo una especie que presenta
resistencia al manejo en cautiverio, presenta alta docilidad y rusticidad (Bello,
1992).

En el Perd, el paco se viene cultivando desde la década de los cincuenta con cultivos
a primera escala inicialmente, desde ese entonces se ha venido realizando el
aprovisionamiento de peces directamente del medio natural entre los meses de
noviembre a diciembre para finalmente introducirlos en los estanques de cultivo
(Guerra, 1992). Esta especie ha logrado rendimientos que pueden llegar a las 10
toneladas por hectarea/afo (I1AP, 2000); siendo en la actualidad 825 toneladas/afio
segun PRODUCE (2015). Su importancia comercial radica en tener un excelente
sabor, textura y calidad de la carne, que le brindan una buena aceptacion en el

mercado (Gonzalez, 2001).

Parasitos intestinales en “paco” Piaractus sp.

La variedad de peces en los cuales puede ser encontrados parasitos es inmensa,
respecto al Piaractus brachypomus, en la literatura se ha reportado la presencia de

6 pardsitos que se encuentran a nivel intestinal, pertenecientes a 3 Phylas:



Trematoda, Dadaytrema oxycephala, Pseudocladorchis cylindricus; Nematoda,
Rondonia rondoni, Spectatus spectatus, Klossinemella iheringi; Acantocéphala,
Echinorhynchus jucundum (Thatcher, 2006).

Estudios realizados por Campos (2009) en “pact” Piaractus mesopotamicus,
reportan la presencia de Dadaytrema oxycephala, Spectatus spectatus,
Echinorhynchus jucundum y Rondonia rondoni a nivel intestinal, donde D.
oxycephala y R. rondoni mostraron mayor prevalencia con 91.78% y 73.97%
respectivamente, de un total de 73 individuos muestreados en los rios Miranda y
Aquidauana, en Brasil. Interesantemente, varias veces en este estudio fue observado
un gran numero de parasitos obstruyeron casi por completo la luz del tracto

intestinal de los huéspedes.

Se evaluo la ocurrencia de parasitos en “pacu” Piaractus mesopotamicus y el
hibrido “patinga” (P. mesopotamicus x P. brachypomus), en un estudio realizado
en el Brasil, donde se analizaron 105 peces en total (44 “pact” /61 “patinga”). Se
identificaron 2 neméatodos: Rondonia rondoni y Contracaecum sp. (L3). Ambas
especies presentes a nivel intestinal, cavidad visceral y mesenterio,
respectivamente. Con respecto a las infecciones causadas por dichos nematodos,
los autores mencionan que la intensidad y la abundancia de R. rondoni fueron
superiores a los observados para el Contracaecum sp. Asimismo, mencionan que
un alto nivel de infeccion por Rondonia rondoni puede ocasionar obstruccion

intestinal en los peces estudiados (Franceschini et al., 2013).

Barreto (2009), reportd la presencia de Rondonia rondoni en 142 individuos de
“pacti” Piaractus mesopotamicus cultivados en un centro de investigacion en
Brasil, con una prevalencia de 63.38% y una intensidad media de 2589 vermes por
pez. Otros autores que también han reportado dicho parasito son Garcia et al (1997),

quienes demostraron la prevalencia de una Unica especie de nematodo Rondonia



rondoni, en “pacus” Piaractus mesopotamicus colectados de la estacion de
piscicultura do Cepta, Brasil. De un total de 90 peces, 64 se encontraban infectados,
presentando una prevalencia de 71% y una intensidad media de 3304 parasitos por
pez. La ocurrencia de este nematodo aumentd proporcionalmente al tamafio de los
peces, tratandose por lo tanto de un parasito que, por su elevada intensidad media,
podria traer problemas de obstruccion intestinal al hospedero, segun menciona el

autor.

En una expedicion realizada en los rios del Pantanal de Mato Grosso en el Brasil,
reportaron a nivel intestinal grandes cantidades de 2 neméatodos: Rondonia rondoni,
y en menor cantidad Spectatus spectatus, asi como la presencia del treméatodo,
Dadaytrema oxycephala; en 34 individuos colectados de Piaractus mesopotamicus,
donde se obtuvo una prevalencia de 94.1%. Dichos autores mencionan que los
nematodos R. rondoni y S. spectatus generalmente son encontrados en el intestino
de P. mesopotamicus en gran numero, practicamente obstruyendo la luz del 6rgano
(Santos et al., 2003).

En el Pert, Dinis (2014) analizé 60 alevinos de “paco” Piaractus brachypomus
colectados de cultivo semi intensivo, donde reportd la presencia de Rondonia
rondoni con una prevalencia de 6.67% y una abundancia media de 14 individuos

por pez.

De acuerdo a Travassos et al (1928), el nematodo de la familia Atractidae,
Rondonia rondoni, fue descrito en Piaractus brachypomus mostrado gran cantidad
a nivel intestinal, asi como el “pacu” Piaractus mesopotamicus, especie muy
difundiday estudiada en el Brasil, donde puede causar serios problemas en los peces
de cultivo al producir graves dafios en el intestino como obstruccién de la luz
intestinal afectando el desarrollo de la especie (Martins, 1998; Luque, 2004; Dias
et al., 2004; Brasil-Sato et al., 2003).



Rondonia rondoni Travassos, 1920

El género Rondonia fue descrito de forma breve por Travassos, 1920, y rondoni fue
indicada como su especie. Segun el autor se pensaba que era un nematodo exclusivo
de peces de rio brasilefios, de ahi el origen de su nombre. En un trabajo posterior,
Travassos, 1923, se refiere a la ocurrencia de Rondonia rondoni en el pez Piaractus
brachypomus, pero la especie parece haber sido descrita por primera vez por
Travassos, Artigas y Pereira (1928), quienes registran como sus hospederos a
Piaractus brachypomus, Myletes torquatus, Doras granulosus y Myleus sp. en

donde se localiza a nivel del tracto intestinal (Baylis, 1936).

En cuanto a la clasificacion de este neméatodo, si nos basamos en su localizacion es
un endoparéasito, monoxedo y con forma de vida obligada. Asimismo, R. rondoni
ha sido reportado en peces de diferentes rios de Sudamérica, desde el Amazonas en
el norte, hasta los rios Iguazu y Paranéa en el sur (Chemes et al., 2015). Cada familia
de peces dulceacuicolas tiene un conjunto de parasitos helmintos que les son
propios, que se encuentran preferencialmente en peces de ciertas familias y que se
dispersan y se distribuyen junto con sus hospederos (Salgado-Maldonado, 2009).
TaxonOmicamente, pertenece al Reino Animalia, Phylum Nematoda, Clase
Secernentea, Orden Oxyuridea, Familia Atractidae y es del Género con la especie

Rondonia rondoni (Travassos, 1920).

La gran diversidad de nematodos es paralela a una amplia gama de formas de la
cabeza de los paréasitos, que facilitan la ingestion de alimentos y pueden ser
indicadores Utiles de los habitos de alimentacion (Wilson & Kakouli-Duarte, 2009),
como es el caso de algunos neméatodos que tienen capsula bucal pero no disponen
de dientes y ejercen una accion digestiva extracorporea por medio de secreciones
faringeas y luego ingieren el material semidigerido (Quiroz, 2005). EI neméatodo

Rondonia rondoni pertenece a la Clase Secernentea, que se caracteriza por tener



numerosas papilas caudales masculinas, la ausencia de glandulas epidérmicas y una
faringe completamente desarrollada (Lee, 2002). Morfologicamente es un
nematodo de color blanco en vida, de cuerpo fusiforme muy alargado con la
extremidad anterior truncada y la posterior subulada (Gallego, 1947). La cuticula
forma un exoesqueleto flexible que invagina en la abertura de la boca, la vulva, la
cloaca y el recto, presenta estriaciones transversales o estrias que toman muchas
formas y se encuentran en todos los grupos de nematodos (Lee, 2002). Presenta una
boca rodeada por tres labios bilobulados poseyendo cada uno una papila en el pice.
El eso6fago estd constituido por dos porciones: anterior, que es mas larga y
fuertemente musculosa; y la porcion posterior que es mas delgada y termina por un

bulbo. El bulbo es piriforme y provisto de una valvula trictspide (Baylis, 1936).

Las hembras miden de 6.5 a 7 mm de longitud con una anchura maxima de 320
micras y el macho de 6 a 6.5 mm y 300 micras de longitud y anchura,
respectivamente. Asimismo, presentan cloaca, Utero dirigido de atras hacia delante,
presentando en su interior un mayor numero de larvas en todos los estadios
evolutivos, desde huevos hasta larvas bien desarrolladas. Presenta un ovario muy
corto y conico. La abertura genital se abre a 0.67 mm de la extremidad posterior y

tiene una cola aguzada terminando en punta roma (Baylis, 1936).

Los machos presentan espiculas falciformes, desiguales y midiendo 0.11 mm y 0.31
mm de longitud, respectivamente. Extremidad caudal con final en espiral o en hélice
y de cola subaguda. Presenta 9 pares de papilas: 6 pos anales, 1 ad anal y 2 pre
anales. Cerca de la abertura anal, existen dos formaciones quitinosas, lineales y
paralelas, cuyas longitudes pueden presentar ligeras variaciones (Baylis, 1936).
Estas estructuras tienen una funcion ain desconocida y a veces se las denomina

excrecencias (Lee, 2002).
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El ciclo de vida de Rondonia rondoni no se habia determinado aln hasta hace unos
afios atras, sin embargo, segun sefiala Travassos, 1920 este nematodo tiene la
particularidad de producirse el desarrollo casi completo dentro del organismo
materno, del cual salen ya las larvas, aparentemente en el cuarto estadio evolutivo,
apuntando la posibilidad de su liberacidn por rotura del cuerpo materno, siendo una
especie de nematodo viviparo (Goncalves, 1963). Por lo tanto, el ciclo de vida de

este nematodo seria un ciclo directo, sin necesitad de huésped intermediario.

El tracto intestinal de los peces teledsteos

El tubo digestivo o intestino, aunque funciona principalmente para adquirir
nutrientes y excretar desechos, también contribuye significativamente a la
inmunocompetencia de los peces. Ambas funciones, nutricionales e inmunoldgicas,
son importantes en términos del sistema inmune de los peces. Primero, el sistema
inmune de un pez seguramente se vera comprometido si no puede digerir y absorber
la energia y los nutrientes esenciales (proteinas, carbohidratos, grasas, vitaminas y
minerales) necesarios para la homeostasis basica, el mantenimiento de células
inmunoldgicamente importantes y la sintesis de varios factores como enzimas e
inmunoglobulinas. Por lo tanto, el papel del intestino en la digestion y la absorcion

de nutrientes es relevante para la salud de los peces (Beck & Peatman, 2015).

Por otro lado, el tracto intestinal puede ser un sitio ideal para albergar las etapas
adultas de los parasitos y el sitio en donde se producen los huevos o las etapas
larvarias de los paréasitos. Para la mayoria, con algunas excepciones, las especies de
nematodos que habitan en el intestino se transportan a la luz intestinal y finalmente
se eliminan con las heces en el ambiente externo, donde contintan su ciclo de vida
después del desarrollo en huevos embrionados, que posteriormente se ingieren, o
en etapas larvales infecciosas, de las cuales la larva de la tercera etapa (L3) es la

mas comun (Perry & Wharton, 2011).
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En cuanto a la estructura del intestino, es una cavidad tubular que da inicio en el
piloro y termina en el ano. Es relativamente corto en especies con habitos de
alimentacion carnivora y mas largo en herbivoros (Zamora, 2009). Este 6rgano de
forma sigmoidea carece de asas intestinales, la longitud puede variar desde
relativamente corto y recto hasta largo con una disposicion en espiral y bucles,
ademas, se puede clasificar en intestino anterior o duodeno, intestino medio o
yeyuno Y finalmente intestino posterior o ileon (Zamora, 2009). Sin embargo, esta
divisién es exclusivamente topogréfica, ya que histolégicamente no es posible
establecer algunas diferencias claras entre las porciones intestinales (Albrecht et al.,
2001; Cinar & Senol, 2004; Zamora, 2009; Grosell, 2011; Mendoza et al., 2013;
Faccioli et al., 2014).

El tubo digestivo de los peces teledsteos es de una estructura simple, cuando se
compara con otras especies superiores evolutivamente (Genten et al., 2009).
Histologicamente, estd compuesto por cuatro capas organizadas de manera

concéntrica:

Tdnica mucosa: Es el revestimiento del lumen del tubo y consta de un epitelio
interno, una lamina propia media (tejido conectivo celular) y una muscularis
mucosa externa; y por ultimo la muscularis mucosae en la parte mas externa
(Genten et al., 2009), sin embargo, esta porcién no siempre se encuentra en algunos
peces, los teledsteos que carecen de ella, poseen un estrato muscular liso
subepitelial (Torres-Garcia, 2002). Asimismo, en esta porcién, las vellosidades

intestinales alcanzan poco desarrollo en los peces (Torres-Garcia, 2002).

Submucosa: Una capa de tejido conectivo con menos células, presenta vasos
sanguineos, plexos nerviosos Yy tejido linfatico. Las glandulas submucosas suelen

faltar en algunos peces (Genten et al., 2009).
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Tdnica muscular: Una capa muscular (liso o estriado) que a menudo se divide en

una capa circular interna y una capa externa longitudinal (Genten et al., 2009).

Tunica serosa: La tunica serosa solo esta presente dentro de la cavidad celémica y
corresponde a células mesoteliales y tejido conectivo suelto que contiene vasos

sanguineos (Grosell, 2011).

Un estudio realizado en Piaractus brachypomus sobre la histologia del sistema
digestivo, reportd que la porcion medio posterior del tubo digestivo alcanza una
elongacion de tres veces el largo total del cuerpo del pez (Mendonza, 2013). Dicho
estudio logro observar claramente las capas concéntricas caracteristicas del tubo
digestivo. La capa de la mucosa junto con la capa submucosa forma los pliegues
mucosos longitudinales, los que se encuentran ubicados hacia la luz del intestino.
En el revestimiento se van a encontrar las células mucigenas. La capa submucosa
estd conformada por fibras de tejido conectivo laxo y es la que les da forma a los
pliegues intestinales longitudinales. La capa muscular se encuentra desarrollada,
sobre todo el musculo liso longitudinal que se encuentra ubicado internamente,
mientras que la capa de musculo liso, de orientacion circular, se logra observar de
forma delgada y en estrecha relacion con la capa serosa, ademas se encuentra
rodeada de plexos nerviosos, vasos sanguineos y de tejido pancreéatico difuso,

inmerso de tejido graso (Mendoza, 2013).

Indicadores de Salud

Es de conocimiento que los parasitos tienen el potencial de reducir directamente el
rendimiento de sus huéspedes, en cuanto a su desarrollo, crecimiento y

reproduccidn, a través de sus impactos directos sobre la salud de los peces (Barber,
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2006). Dentro los principales indicadores de salud de los peces se encuentra el
factor de condicion de Fulton (K), que relaciona el peso con la longitud total de los
peces (Leyton et al., 2015). Los valores de estos indices pueden reflejar el
crecimiento anormal relacionado con el estado nutricional (Tyler & Dunn, 1976),
caracterizar necesidades nutricionales y fase de terminacion de peces (Andrade et
al., 2014), asi como analizar como las condiciones medio ambientales de los
ecosistemas acuaticos pueden afectar las condiciones de los peces (Schmidt et al.,
1999; Cifuentes et al., 2012). Igualmente, estos indices se han utilizado en la
acuicultura como un indicador de bienestar general de la poblacion de peces, porque
pueden alertar anticipadamente a los piscicultores ante la aparicién de

enfermedades que podrian presentar altas tasas de mortalidad (Jones et al., 1999).
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I11. HIPOTESIS

La presencia de neméatodos de Rondonia rondoni que infestan a la especie “paco”
(Piaractus brachypomus) procedentes de la localidad de lquitos, ocasionaran

lesiones a nivel del tracto intestinal.
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IV. OBJETIVOS

Objetivos Generales

e Caracterizar ultraestructuralmente a Rondonia rondoni en paco (Piaractus
brachypomus) y evaluar a nivel histologico las principales alteraciones

patoldgicas asociadas a la presencia de Rondonia rondoni en el paco.

Obijetivos Especificos

e Identificar y caracterizar morfolégicamente mediante microscopia
electronica de barrido a R. rondoni.

o Evaluar y describir las alteraciones encontradas a nivel del tracto intestinal
en el paco.

e Calcular indicadores del parasitismo para R. rondoni (Abundancia,
intensidad media y prevalencia) en peces paco de la localidad de Iquitos.

e Establecer la condicion de salud de los peces por determinacién del factor

de condicion de Fulton (K) en el paco.
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V. MATERIALES Y METODO

Lugar de realizacion del estudio

El estudio parasitologico fue realizado en el Laboratorio de Parasitologia
Veterinaria y el estudio histopatoldgico en el Laboratorio de Histologia y Patologia
Animal de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia.

Obtencion de muestras

La obtencién de muestras se realizd el mes de julio de 2017, se colectaron 35
individuos de “paco” Piaractus brachypomus, con un rango de longitud media de
26 cm y un peso promedio de 388 gramos. Los peces provinieron de la cuenca del
rio Amazonas a 15 km de la ciudad de Iquitos con coordenadas geograficas 03° 41”
59.2”° Sy 073° 11" 37.8”" W, con una altitud de 123 m.s.n.m., en el departamento
de Loreto. Los peces se capturaron con redes de cortina y redes de trampa
(Trampera), rapidamente fueron almacenados vivos en recipientes de plastico con
un tercio de agua. Luego de ello, fueron transportados hasta el laboratorio de la
Universidad Nacional de la Amazonia Peruana, donde se les realizo las siguientes
mediciones: longitud estandar (boca hasta el inicio de la aleta caudal, cm.), longitud
total (boca hasta final aleta caudal, cm.) y el peso (gr.). El examen general consistio
en la revision externa de cada individuo para observar la existencia de lesiones a

nivel de la piel y de las aletas (Anexo 1).
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El protocolo de eutanasia se realizé bajo la metodologia descrita por AVMA (2011)
en su panel de eutanasia y se realizO mediante una incision en la medula espinal,
posteriormente se practico la necropsia segun las técnicas de rutina (Reimschuessel,
et al., 1988; Kane et al., 1999) (Anexo 2,3).

Determinacidn del estado de salud de los peces

La condicién de salud en que se encontraban los peces se determind mediante el

factor de condicién de Fulton (k), el cual es expresado por la relacion:

J !

Donde: W = peso del pez en gramos

| = longitud del pez en centimetros

Este factor esta basado en la relacidn hipotética de longitud/peso, conforme a la ley
del cubo, donde hay un crecimiento isométrico de los individuos (Leyton et al.,
2015).

Analisis parasitoldgico

Colecta de parasitos

El procedimiento consistio en realizar un corte a la altura del abdomen para exponer
los érganos internos en busca de endoparasitos. Luego se retir6 el estbmago v el
intestino de los peces. Seguidamente se abrieron cuidadosamente ambos 6rganos

siguiendo las recomendaciones de Jerdnimo et al (2012).
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Los endoparasitos helmintos encontrados en el tracto gastrointestinal se fijaron en
alcohol al 70% para ser colocados en ldminas portaobjetos y posteriormente ser
observados en el Microscopio Diferencial de Contraste de Interferencia (DIC),
modelo Axioplan 2 Zeiss, donde se tomaron fotografias del interior del parésito
usando una computadora equipada con Axivision 4.1 image capture software
(Anexo 4). Fueron anotadas las medidas y caracteristicas morfoldgicas para

posterior analisis y la identificacion taxonomica.

Identificacion de parasitos

Para la identificacion de los parasitos helmintos se tomaron en cuenta las
caracteristicas taxondmicas segun: Gibson et al, (2002); Jones et al, (2005); Rego
etal, (1999); Anderson et al, (2009), Cavalcante, et al. (2016), libros sobre parasitos
en peces amazonicos (Thatcher, 2006), articulos cientificos con descripciones
originales (Baylis, 1936; Gallego, 1947) y las recomendaciones mencionadas por
Eiras et al, (2006) (Anexo 5).

indices parasitarios

Los indices parasitarios de prevalencia (P), intensidad media (IM) y abundancia
media (AM), fueron calculados para evaluar el nivel de infestacion de parasitos
segln Bush et al (1997).

a) Prevalencia: EI nimero de hospederos infectados por parasitos dividido por

el nimero de peces analizados
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Numero de peces infectados
P= x 100
Numero de peces analizados

b) Intensidad media: Nimero total de parésitos de una especie determinada
dividido por el nimero de peces infectados.

Numero total de peces

2
]

x 100

Numero de peces infectados

c) Abundancia media: Numero total de parésitos dividido por el nimero total

de peces infectados o no infectados.

Numero total de parasitos

AM x 100

Numero de peces analizados

Extraccion y cuantificacion de parasitos de Rondonia rondoni

El intestino utilizado para el analisis de los parasitos fue suspendido en solucion
salina (NaCl al 0.9%), en un periodo de tiempo no superior a 24 horas. Para el
anélisis cuantitativo de los nematodos, todo el contenido intestinal fue retirado
cuidadosamente en un recipiente en el cual se lavd con solucién salina (NacCl al
0.9%) y pasado a través de un matraz con diferentes mallas de mayor a menor
abertura para retirar la mayor cantidad de materia organica del contenido intestinal
y facilitar el conteo de los nematodos (Campos et al., 2007). Como la gran mayoria
de los intestinos colectados tenia gran cantidad de paréasitos, se separaron todos los
parasitos en un recipiente y se conté 100 individuos en una placa Petri aparte que

fue pesada en una balanza digital. EI conteo fue hecho con el peso obtenido de los
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100 y el peso total de los paréasitos a partir del cual se obtuvo un total estimado de
parasitos por medio de una regla de tres simples para cada individuo (Barreto, 2009)
(Anexo 1).

Analisis histopatolégico

El examen Histologico se realiz6 tomando muestras de intestino anterior y
posterior, estos fueron fijados en envases estériles con formaldehido al 10% para su
conservacion. Las muestras se procesaron segun las técnicas de rutina mediante el
protocolo histoldgico convencional para tejidos fijados, donde fueron deshidratados
en una serie de concentraciones de alcohol etilico, posteriormente se incluyeron en
parafina, fueron clarificados y seccionados a 5 pum de grosor. Finalmente se
colorearon con hematoxilina — eosina y se examinaron en un microscopio optico

convencional para el analisis correspondiente (Anexo 1,6).

Clasificacién de las lesiones histopatoldgicas

La evaluacién de las alteraciones histopatoldgicas compatibles con parasitosis y los
otros tipos de lesiones histopatoldgicas observadas fueron clasificados para cada
organo como: trastornos degenerativos, inflamatorios, de crecimiento,
circulatorios, entre otros, asi como la severidad que fue clasificada mediante grados,

propuestos por Reimschuessel el al (1992).

Grado I: Escasa presencia de lesion, hasta 25% de toda la muestra.

Grado II: Leve presencia de la lesion, del 25% hasta 50% de toda la muestra.
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Grado I11: Moderada presencia de la lesion, del 50% hasta el 75% de toda la muestra

Grado 1V: Severa presencia de la lesion, del 75% gasta el 100% de toda la muestra.

Microscopia Electrdonica de Barrido (MEB)

Los paréasitos identificados como Rondonia rondoni que se encontraban integros y
en condiciones para la descripcion de sus caracteristicas morfoldgicas, fueron
separados y fijados para realizar la técnica de Microscopia Electrdnica de Barrido
(MEB) revisando la descripcion de las caracteristicas ultraestructurales de la
superficie de los nematodos, de acuerdo con la metodologia descrita por Eisenback
(1985). Los nematodos fueron fijados en glutaraldehido al 2.5% con buffer
cacodilato de sodio 0,1 M con pH: 7.2. La preparacion del material para realizar la
técnica se llevo a cabo deshidratando en series de etanol creciente hasta llegar al
100% y secados en punto critico de CO? montados en stubs y finalmente
metalizados en oro/paladio. La observacion se realizd en la Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP), Laboratdrio de Microscopia Eletronica de Varredura.
El modelo de Microscopio Electrénico de Barrido fue “Joel JIMS 35” operado a 15
kV. utilizando los detectores de electrones secundarios. Las micrografias fueron

realizadas con un software especifico para el sistema (Anexo 1,7).
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VI. RESULTADOS

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

El analisis por microscopia electronica de barrido (MEB) permitié observar con
mas detalle algunas de las caracteristicas de la superficie de los neméatodos de
Rondonia rondoni que, aunque ya habian sido descritas por varios autores
(Travassos, 1920; Baylis 1936; Gallego, 1947; Costa 1963; Moravec, 1992) el
presente estudio muestra que algunas caracteristicas morfoldgicas importantes eran
descritas inadecuadamente o fueron pasado por alto. Presenta una cabeza
redondeada, con cavidad bucal de forma triangular, rodeada por seis crestas que
irradian desde el margen de la boca. En la extremidad cefélica fue posible
evidenciar detalles minuciosos de los tres labios bilobulados y con presencia de
cuatro papilas, una en cada porcion apical de cada uno de los labios. Asimismo, R.
rondoni presenta dos anfidios alargados laterales segiin mencionan los autores
(Baylis 1936; Gallego, 1947), sin embargo, estas estructuras no pudieron ser
observadas en la microscopia electronica de barrido. Por ultimo, se evidencia que

R. rondoni no presenta dientes y su cavidad bucal es pequefia (Fig. 2).

A lo largo del neméatodo, se logra distinguir que la superficie de la cuticula presenta
estrias transversales. Ademas, en los machos, fue posible observar la presencia de
dos formaciones pares provistas de diminutas espinas ubicadas de forma paralela y
lineales, que nacen por encima de la abertura cloacal y se extienden hacia adelante

en una distancia de 1 mm aproximadamente (Fig. 3).

En cuanto a los érganos reproductores, el macho se caracteriz6 por poseer una cola
con terminacion espiralada. Asimismo, se observo la presencia de 9 pares de papilas

anales, clasificadas segun (Baylis, 1936) en 2 pares pre anales, 1 par ad anal y 6
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pares post anales, todas ellas ubicadas en la regién ventral y no siempre de forma
continua. Ademas, se observd una espicula alargada y pequefa (Fig. 4D). En cuanto
a la hembra, se observo la presencia de una cloaca que se caracterizada por la unién

de la vulva con el ano. Asimismo, la cola es esbelta y termina en forma de punta
(Fig. 5).

Finalmente, el andlisis evidencié que estos nematodos pertenecen al género
Rondonia Travassos, 1919 y los mismos fueron identificados como Rondonia
rondoni Travassos, 1920.

Phylum Nematoda Rudolphi, 1808
Clase Secernentea VVon Linstow, 1905
Orden Spirurida Chitwood, 1933
Familia Atractidae Railliet, 1917
Genero Rondonia Travassos, 1919

Rondonia rondoni Travassos, 1920

Mediciones principales basadas en 15 muestras:

Los especimenes maduros se alargaron y se midieron: hembras tenian una longitud
corporal de 6.8 £ 0.5 mm y 314.5 + 14.6 micras de ancho. Los machos tenian una

longitud corporal de 5+ 0.3 mm y 300.9 £ 4.8 micras de ancho (Anexo 8).
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Figura 2. Microscopia Electrénica de Barrido del nematodo Rondonia rondoni,
colectado en el intestino de Piaractus brachypomus en el rio Amazonas, en la
localidad de Iquitos, region de Loreto, Per, en el periodo de julio de 2017.

Figura 2 A: Vision lateral de la extremidad anterior del macho, con detalle
de las cuatro papilas ubicadas en apice de cada labio de la cavidad bucal
(Barra =10 pm).

Figura 2 B: Vision lateral de la extremidad anterior de la hembra, con una

estructura similar a la del macho (Barra = 10 pum).
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Figura 2 C: Vision lateral de la extremidad anterior donde se aprecian los

tres labios bilobulados (Barra = 10 um).
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Figura 3. Microscopia Electronica de Barrido del neméatodo Rondonia rondoni,
colectado en el intestino de Piaractus brachypomus en el rio Amazonas, en la
localidad de Iquitos, region de Loreto, Per, en el periodo de julio de 2017.

Figura 3 A: Vision lateral de la extremidad media del macho, se observa la
presencia de estructuras cuticulares longitudinales que recorren ambos lados

del nematodo, asi como una cola agudamente puntiaguda (Barra = 10 um).
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Figura 3 B, C y D: Vision lateral de la extremidad media del macho, se
observa las estrias transversales circundando la cuticula (Fig. B y C).
Asimismo, se logra observar con mayor aumento dichas bandas provistas
por pequefias espinas yuxtapuestas (B: Barra = 5 um. C: Barra = 1um. D:
Barra = 0.2 um).
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Figura 4. Microscopia Electrénica de Barrido del nematodo Rondonia rondoni,
colectado en el intestino de Piaractus brachypomus en el rio Amazonas, en la
localidad de Iquitos, region de Loreto, Peru, en el periodo de julio de 2017.
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Figura 4 A: Vision lateral de la extremidad posterior del macho,

caracterizado por terminar en forma espiralada. (Barra = 100 um).

Figura 4 By C: Vision lateral de la extremidad posterior del macho, donde
se aprecian las papilas caudales del macho y su disposicion. (B: Barra =100

pm. C: Barra = 100pum).

Figura 4 D: Vision lateral de la extremidad posterior del macho, Se observa

el extremo distal de una espicula y una papila pre cloacal. (Barra =10 um).
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Figura 5. Microscopia Electronica de Barrido del nematodo Rondonia rondoni,
colectado en el intestino de Piaractus brachypomus en el rio Amazonas, en la
localidad de Iquitos, region de Loreto, Peru, en el periodo de julio de 2017.
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Figura 5 A: Vision lateral de la extremidad posterior de la hembra,

caracterizado por terminar en forma puntiaguda recta (Barra = 100 um).

Figura 5 B: Vision lateral de la extremidad media de la hembra, presenta

estriaciones transversales en toda la cuticula. (B: Barra = 10 pm).

Figura 5 C: Vision lateral de la extremidad posterior de la hembra,

caracterizado por presentar una cloaca. (Barra = 10 um).

Estudio Histopatolégico

Las alteraciones encontradas en el tracto intestinal se muestran en la tabla 1, las
imagenes de los 6rganos que no presentaron parasitos se muestran en el anexo 9y
en las figuras del 6 al 15 se muestran las alteraciones descritas anteriormente. En
relacion con las lesiones, se evidencio en la mayoria de los casos, la presencia de
células inflamatorias mononucleares en la mucosa y submucosa (29/35) junto con
infiltracion hacia el lumen intestinal (27/29), también se observo fusion de
vellosidades intestinales (17/35) con pérdida de microvellosidades (18/35) y edema
subepitelial en la mucosa (14/35). En pocos casos se observd alteraciones
circulatorias como hiperemia en la mucosa (8/35) y hemorragia (1/35), ademas de
trastornos degenerativos como granuloma (2/35), necrosis (2/35) entre otros, como

la presencia de hemosiderina en la mucosa (3/35).
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Tabla 1. Alteraciones histologicas en el tracto intestinal del paco (Piaractus

brachypomus) N=35.

TIPO DE N %
TRASTORNO LESIONES EN EL INTESTINO
INFLAMATORIOS Srandloma 2.5
nfiltracion de células inflamatorias 97 7714
mononucleares
Presencia de linfocitos en la lamina propia 29 82.86
Necrosis 2 5.71
DEGENERATIVOS Edema subepitelial 14 40.00
DEL Pérdida de microvellosidades 18 51.43
CRECIMIENTO  Fusion de vellosidades 17 48.57
CIRCULATORIO Hlperemla_ 8 22.86
Hemorragia 1 2.86
OTROS
Pigmentos de hemosiderina 3 8.57

30



»

/%‘;_‘\‘..‘. ) o
S | 5 L

Figura 6. Presencia e infiltracién de células inflamatorias mononucleares en la
mucosa del intestino (exocitosis). H&E. 400X.

Figura 7. Presencia de células inflamatorias en la submucosa y mucosa del epitelio,
edema subepitelial y fusion de vellosidades. H&E. 100X.
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Figura 8. Presencia de células inflamatorias mononucleares en las vellosidades
intestinales. H&E. 100X.

Figura 9. Fusion de vellosidades intestinales. H&E. 100X.
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Figura 10. Fusion de vellosidades con presencia de edema subepitelial y
congestion en zona basal de las células epiteliales de la mucosa. H&E. 200X.

Figura 11. Presencia de hemosiderina en el epitelio intestinal. H&E. 400X
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Figura 12. Presencia e infiltracion de células inflamatorias mononucleares,
edema subepitelial y marcada congestion en mucosa. H&E. 400X.

Figura 13. Presencia de células inflamatorias en el epitelio intestinal y un
granuloma en lamina propia. H&E. 200X.
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Figura 14. Presencia de células inflamatorias en el epitelio intestinal y necrosis
en la mucosa. H&E. 200X.

Figura 15. Necrosis de células epiteliales en intestino. H&E. 400X
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Indices parasitarios

De los 35 peces paco (Piaractus brachypomus) analizados, fueron 30 los que se
encontraban parasitados (85.7 %). Asimismo, del total de peces parasitados, 29 se
encontraban infestado con Rondonia rondoni 96.66%, 12 se encontraban infestados
con Dadaytrema oxycephala 40.00 % y 2 con Procamallanus sp. 6.66 % (anexo
10).

Tabla 2. Frecuencia de helmintos gastrointestinales en Piaractus
brachypomus colectados en el rio Amazonas, Peru.

Parasitos N° %
Nematodos
o)
Rondonia rondoni 29 96.66%
Procamallanus sp. 2 6.66%
Trematodos
12 40.00%

Dadaytrema oxycephala

Para los 35 peces analizados de Piaractus brachypomus, fueron 29 los que se
encontraron parasitados por Rondonia rondoni observandose un elevado porcentaje
de parasitismo (82.9%), siendo, por medio de la colecta de paréasitos directamente

del tracto intestinal, obtenida una amplitud de 85 a 6403 parasitos por pez.

Tabla 3. Prevalencia, intensidad media y amplitud de Rondonia rondoni para

35 individuos de Piaractus brachypomus colectados en el rio Amazonas, Peru.

Especie de paréasito Prevalencia Intensidad media Amplitud

Rondonia rondoni 82.90% 4467.5 85 - 6403
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Figura 16. A. Andlisis en fresco del tracto intestinal del paco (Piaractus
brachypomus). A, B y C. Presencia de Rondonia rondoni a lo largo del intestino.

Estado de Salud de los peces

En lo que se refiere a la salud de los peces, se midio a través de la férmula de factor
de condicion de Fulton (K) en donde no se observa diferencias significativas en los
35 peces analizados de Piaractus brachypomus con una amplitud de (K) de 1.49
hasta los 2.20.

Tabla 4. Factor de condicion de Fulton en Piaractus brachypomus colectados
en el rio Amazonas, Peru.

Especie Peso medio  Longitud medio (K) Amplitud (K)

Piaractus brachypomus 387.6 26.4 2.1 1.49-2.20

37



VIl. DISCUSION

El presente estudio pretende caracterizar a la especie Rondonia rondoni para
diagnosticar y comprender la relacion que lleva con su hospedero, asimismo
analizar si produce alteraciones histoldgicas a nivel del tracto intestinal en donde se
aloja en la especie Piaractus brachypomus, quien vive en las cuencas del rio
Amazonas Yy es capturado por acuicultores para luego ser llevados a estanques para
su crianza. Este estudio nos da un panorama sobre si produce algin dafio que
repercuta en la salud de los peces que son infestados por dicho parasito y que a
futuro pueda afectar su cultivo, generando un impacto negativo en la acuicultura

amazonica.

En relacion con la morfologica de Rondonia Rondoni, datos obtenidos con el
Microscopio Electronico de Barrido (MEB), descritos en el presente estudio,
coinciden con los detalles morfoldgicos expuestos en la literatura por Baylis (1936),
Gallego (1947) y Gongalves (1963). Asi también resaltamos, de lo observado en la
microscopia, que Rondonia rondoni tiene una cavidad bucal pequefia y con
ausencia de dientes, lo que nos indica que esta especie de nematodo podria llevar
una digestion extracorporea, alimentandose de material semidigerido con la accion
de enzimas histoliticas producidas por las glandulas esofagicas dorsales y
subventrales asociadas con el sistema excretor (Quiroz, 2005), de esta manera, se
explica porque R. rondoni es un nematodo que no se adhiere a la cavidad intestinal.
Asimismo, se observé que el parasito presenta estriaciones en la cuticula lo que es
habitual en paréasitos de la familia Atractidae (Gallego, 1947). En consecuencia,
cuando los parésitos se desplazan entre las vellosidades intestinales, los bordes de
la cuticula pueden lesionar a la mucosa intestinal (Quiroz, 2005), siendo quizas, una
causa que explicaria la presencia de algunas lesiones observadas en este estudio.
Asimismo, otra causa que explicaria la presencia de lesiones en el intestino seria la

presencia de unas pequefias estructuras espinosas que forman parte de la cuticula
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de los machos, las que también podrian causar dafio en la mucosa intestinal por ser
de conformacion quitinosa, segin mencionan los autores (Baylis, 1936; Gallego,
1947, Moravec, 1992).

En el estudio histopatoldgico se presentaron en la mucosa intestinal trastornos como
la presencia de células inflamatorias mononucleares en la mucosa y submucosa
(29/35) junto con infiltracion hacia el lumen intestinal (27/29), también se observo
fusion de vellosidades intestinales (17/35) con pérdida de microvellosidades
(18/35). Tales trastornos en el tracto intestinal se asemejan a los que hace referencia
Perry & Wharton (2011) quienes mencionan que en la mayoria de los sistemas
gastrointestinales con presencia de parasitos, se ha observado una consistente
resistencia que desencadena multiples respuestas efectoras potenciales, que
incluyen eosinofilia, mastocitosis intestinales, hiperplasia de células caliciformes
intestinales, produccion de mucina y alteraciones en el epitelio intestinal, como el
aumento del recambio celular epitelial intestinal, etc, lo que podria conducir a una
mala absorcion intestinal, acompafiado de déficit nutricional, comprometiendo asi
el desarrollo y el sistema inmune de los peces (Beck & Peatman, 2015). Es muy
claro a partir de numerosos estudios de campo y experimentales que los nematodos
que habitan en el sistema gastrointestinal son reconocidos por estimular la respuesta
inmune del huésped. También es muy claro, particularmente en los sistemas de
modelos experimentales, que la inmunidad puede ser eficaz en la proteccion del
huésped, lo que resulta en la expulsion de parasitos del intestino (Perry & Wharton,
2011). De hecho, la observacion de alteraciones a nivel de la mucosa intestinal en
el Piaractus brachypomus podria evidenciar una sefial de que existe lesiones
patoldgicas asociadas a la presencia de Rondonia rondoni en el intestino como
respuesta del huésped a la expulsion del parasito del tracto intestinal. Sin embargo,
aun se desconoce los mecanismos de evasion del sistema inmune que tienen los
nematodos para contrarrestar la eficacia del sistema de defensa del huésped (Perry
y Wharton, 2011).
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Por otro lado, del total de muestras observadas, las capas que se vieron mas
involucradas por el proceso inflamatorio fueron la mucosa y la submucosa del
intestino. La razén puede estar relacionada a que Rondonia rondoni a traves de sus
movimientos en el lumen intestinal, puede dafiar las capas mas superficiales del
organo intestinal gracias a que tienen espinas en la cuticula que estan conformadas
por quitina y la presencia de estriaciones en la cuticula con elevaciones irregulares,
las que han podido ocasionar hiperemia (22.86%) y hemorragia (2.86%) a nivel
intestinal tal como fue observado en algunos individuos del presente estudio.
Especificamente, Rondonia rondoni fue hallado Unicamente en el tracto intestinal,
ocasionando en la mayoria de los casos la obstruccion del lumen intestinal. De igual
manera, estudios en peces amazénicos tales como Piaractus mesopotamicus y
Piaractus brachypomus procedentes del medio natural reportaron como lugar de
infeccidn el tracto intestinal llegando incluso a ocasionar obstruccién de la luz
intestinal (Franceschini et al., 2013; Santos et al., 2003; Campos, 2009). De esta
manera, ademas de poder ocasionar algun dafio en el érgano en donde se alojan,

también puede afectar en la digestion de los alimentos en los peces.

En consecuencia, Berland (1989) reporté que otra respuesta que tiene el huésped
ante la presencia de paréasitos en el tejido esta caracterizada por la proliferacion de
fibroblastos, los que generan una capsula de tejido conectivo fibroso y vascular que
envuelve al parasito. Esto podria corresponder a la presencia de dos granulomas
(5.71%) observados en el presente estudio a nivel de la mucosa intestinal, sin
embargo, un detalle que es cuestionable seria la ausencia de un parasito en el
interior de la capsula, ya que Rondonia rondoni al no tener dientes en su cavidad
bucal, no se adhiere a la pared intestinal por lo que solo se mantiene en el lumen
intestinal, lo que podria llevarnos a la deduccién de que se trataria de algun agente
de origen bacteriano. La presencia de necrosis se observé en dos individuos con
bajo porcentaje (5.71%) y es tal vez el resultado de una cronicidad en la infestacion
0 que podria estar asociado al ingreso de otros agentes patogenos. Todas estas
lesiones observadas se encuentras asociadas a la presencia de Rondonia Rondoni,

sin embargo, es posible que algunas de las lesiones observadas sean generadas por
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otros agentes patdgenos como la presencia de paréasitos del tipo protozoo que
pueden estar alojados a nivel del sistema gastrointestinal y que precisan de otros
métodos de identificacion, o bien agentes de origen bacteriano en la cuticula de los

parasitos, las cuales en este estudio no fueron determinadas.

Del total de 30 especimenes parasitados, 29 presentaron Rondonia rondoni (82.9%).
Estudios realizados por Campos (2009), en Piaractus mesopotamicus, distribuido
en los rios Miranda y Aquidahuana en Brasil, reportaron en el tracto intestinal el
neméatodo Rondonia rondoni con altas prevalencias (73.97%) tal como se reporta
en el presente trabajo. Asimismo, Rondonia rondoni fue hallado en grandes
cantidades a nivel del tracto intestinal tal como lo menciona Barreto (2009), quien
report6 la presencia de Rondonia rondoni en 142 individuos de “pact” Piaractus
mesopotamicus cultivados en un centro de investigacion en Brasil, con una
intensidad media de 2589 vermes por pez. Por lo tanto, dichos resultados se
asemejan al presente estudio por la alta densidad como la alta prevalencia y dado
que el ciclo de vida de esta especie se realiza con mucha rapidez, es de ciclo directo,
es viviparo y ademas tienen una capacidad de autoinfeccion (Thatcher, 2006;
Travassos, 1920), podria explicar la alta densidad y prevalencia de parasitos en el

tracto intestinal y su amplia distribucion en el area de estudio.

Asimismo, la alta frecuencia de helmintos gastrointestinales esta relacionada al
habitat natural en donde vive Piaractus brachypomus, ya que existe gran variedad
de peces y riqueza de invertebrados que sirven de hospederos intermediarios y hace
que se extiendan con facilidad paréasitos con ciclos de vida directo e indirecto, por
tal razon, habra mas cantidad de parasitos en peces silvestres con respecto a peces
de cultivo (1l1&n, 2012). Sin embargo, Rondonia rondoni siendo un nematodo de
ciclo directo, no necesita la presencia de invertebrados intermediarios por lo que
también podria ser abundante tanto en medio natural como en sistemas de cultivo
extensivo e intensivo. Por otro parte, otro factor que puede influir en la presencia

de grandes cantidades de parasitos puede ser debido al estrés causado por
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condiciones ambientales tales como aguas poco profundas, alta densidad de peces
en un area y con un bajo flujo de agua (Bauer, 1961), que suponen las condiciones
mas idoneas para el desarrollo y transmision de parasitos, propagandose

rdpidamente.

Estudios previos demuestran que los nematodos por lo general son un grupo diverso
y que por su grado de especificidad hospedatoria se considera generalista, en
comparacién con otros grupos de parasitos como los monogeneos que son los méas
especialistas de todos los helmintos (Salgado-Maldonado, 2009). En ese sentido,
considerando dichos estudios, Rondonia rondoni no tiene especificidad para
parasitar a un solo huésped y también logra parasitar a otras especies de caracidos
amazoénicos tales como Pterodoras granulosus, Pimelodus clarias, Myleus
torquatus, Piaractus mesopotamicus, asi como Piaractus brachypomus, segin lo
reportado por Thatcher (2006), lo que sugiere una amplia distribucion geogréafica

del parasito.

Adicionalmente, los peces muestreados presentaron otros helmintos como
Dadaytrema oxycephala, perteneciente a la Clase Trematoda (28.60%) vy
Procamallanus sp., perteneciente a la Clase Secernentea (5.70%), pero pese a
tratarse del mismo hospedero no se hallaron con una prevalencia similar, incluso
ambos se ubicaron a nivel del tracto intestinal, pero con predileccion por los ciegos
piléricos en donde se les hallo en mayor cantidad. Thatcher (2006), sefiala que
dichos parasitos son comunes en Piaractus brachypomus a nivel del tracto
gastrointestinal. Otra diferencia encontrada en la fauna parasitaria del Piaractus
brachypomus durante el tiempo de estudio fue la ausencia de otros parasitos como
el neméatodo Spectatus spectatus o el Acantocéfalo Metechinorhynchus jucundus
reportados por otros autores (Oliveira & Tavares, 2016; Thatcher, 2006). La
ausencia se podria explicar principalmente por el periodo en el que se desarroll6 el

estudio y la diferencia en la localizacién de los peces.
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En cuanto al estado de salud de los peces, Andrade et al (2014) han reportado un
promedio de Indice de Fulton de 2.10 en rangos de peso 317.67 a 874.07 como
indicativo de buena salud, ya que los peces seleccionados para el estudio fueron
criados y alimentados a diario. Esos datos se asemejan al resultado del presente
estudio e indican para el habitat en donde vive P. brachypomus, condiciones de
oferta alimenticia variada y suficiente para mantener en buen estado nutricional a
los peces estudiados y en ese sentido, se puede considerar que los Piaractus
brachypomus capturados en el rio Amazonas sorprendentemente gozaban de buen
estado de salud (promedio de indice de Fulton de 2.10) a pesar de encontrarse con
grandes cantidades de Rondonia rondoni, Schimidt et al (1999) ademas considera
que un pez con buen estado de salud posee un indice de condicion corporal igual o
superior a 1. Estos resultados estan de acuerdo con otros autores que no informaron
cambios patolégicos en los peces infectados por R. rondoni (Martins, 1998; Luque,
2004; Barreto, 2009; Campos et al., 2009).

Desde el punto de vista patologico, 111an (2012) menciona que existen parasitos que
cuando estan presentes en grandes cantidades son la causa directa de la muerte de
los peces, llegando a afectar a su metabolismo o resistiendo a algunos parametros
de calidad del agua a traves del dafio que realizan en los 6rganos internos. Sin
embargo, a pesar de que se logré encontrar grandes cantidades de Rondonia
rondoni, llegando a alcanzar hasta 6403 neméatodos por pez, en nuestro estudio los
peces infestados con dicho nematodo no presentaron signos clinicos de enfermedad
ni baja condicidn corporal, a pesar de que tipicamente se produce una pérdida de la
produccion cuando la carga del parésito se encuentra aumentada (Wilson &
Kakouli-Duarte, 2009). Esto podria deberse al hecho de que las extensiones de las
lesiones encontradas en el tejido intestinal fueron leves a moderadas y no fueron
suficientes para causar las manifestaciones de una enfermedad o se mantuvo un

equilibrio en la relacion hospedero/parasito.
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VIIl. CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

El estudio parasitolégico e histopatolégico realizado en paco (Piaractus

brachypomus) concluye lo siguiente:

e La especie Piaractus brachypomus ademas de presentar Rondonia rondoni
pueden ser afectados por méas de un género de helmintos, identificandose segln
su morfologia a Procamallanus sp. y Dadaytrema oxycephala.

e A nivel ultraestructural, se observo que R. rondoni presentaba en la cuticula,
estrias transversales con elevaciones pronunciadas y espinas que pueden
ocasionar lesiones en la mucosa a través del movimiento en el interior del

intestino.

e También se observé que R. rondoni segln la morfologia de su cavidad bucal,
realiza una digestion extracorporea a través de sus fluidos faringeos los que

podria causar dafios a nivel de la mucosa intestinal.

e Seevidenciaron lesiones a nivel del intestino, entre las que destacan la presencia
de células inflamatorias mononucleares en la mucosa y submucosa junto con
infiltracion hacia el lumen intestinal, también se observo fusion de vellosidades
intestinales con pérdida de microvellosidades y edema subepitelial en la
mucosa. Tales lesiones sugieren que pueden estar asociadas a la presencia de
Rondonia rondoni.

¢ Sin embargo, se obtuvo un Factor (K) promedio de 2.1% lo que indica que los

peces se encontraban en buen estado de salud. Por lo que se considera que la

relacion hospedero/parasito se tratd de mantenerse en equilibrio.
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La investigacion presentada demuestra que R. rondoni no causa mortalidad, sin

embargo, se recomienda:

Realizar un método para prevenir las infestaciones de paréasitos en los estanques

por parte del acuicultor.

Asimismo, se recomienda realizar el estudio en otra época del afio donde es
necesario establecer el patrén de infeccion de estos nematodos ante los cambios
estacionales que representan un factor que puede influir en el éxito de un

parasito para infectar a su hospedero.

Finalmente, se recomienda realizar un estudio inmunoldgico para determinar
como estos nematodos logran eludir el sistema inmune de su huésped y asi poder

sobrevivir en el interior del intestino de los peces.
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ANEXOS



Captura de peces provenientes del medio natural

Toma de datos biométricos



Estudio histopatolégico



Microscopia Electronica de Barrido

Anexo 1. Actividades realizadas durante el desarrollo de la tesis



LISTA DE MATERIALES

e Necropsia

Guantes estériles
Tijeras

Mango de bisturi
Bisturi

Pinzas

Bolsas descartables
Frascos estériles
Formaldehido al 10%

O O 0O O 0O O O O

e Histopatologia

Hematoxilina

Eosina

Alcohol diferentes concentraciones
Xilol

Laminas porta y cubre objetos
Casettes

Parafina

Microtomo

O 0O O O O O O O

Anexo 2. Materiales usados para la necropsia de los peces y analisis
Histopatoldgico.



PROTOCOLO DE NECROPSIA

Eutanasia Animal Tejido sin preservar
muerto

Tejidos fijados:




Piel Branquias Pseudobranquias Opérculo Aletas

Rifion Higado Vesicula biliar Bazo Corazon

HISTORIA CLINICA

1) ¢Cuando se
detect6?

2) Signos clinicos
3) Sistema de cultivo
4) Tratamientos

5) Calidad del agua
6) Alimentacion
6) Analisis de apoyo

Parasitologia: Bacteriologia: Hematologia: Virologia: Histopatologia:

Otro:
Anexo 3. Protocolo de Necropsia




Anexo 4. ldentificacion microscdpica de Rondonia rondoni, muestra de Piaractus brachypomus. Se observa un es6fago conformado por un
cuerpo esofagico fuertemente muscular , itsmo y bulbo valvulado.



SN -

LR
]

Rondonia rondoni Travassos, 1920. A - Extremo anterior, se muestran sus tres
labios bilobulados; B — Estructura interna de un macho y una hembra; C - Capsula
bucal, no presenta dientes; D — Se muestran las estructuras del eséfago de Rondonia
rondoni compuesto por cuerpo, itso y bulbo esofagico; E - La cola de un macho
mostrando su espicula y las papilas anales.

Anexo 5. Claves taxonomicas para identificacion de Rondonia rondoni segun
Travassos (1920).
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UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANO HEREDIA
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
Laboratorio de Parasitologia Veterinaria

PROTOCOLO PARA EL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Introduccion

El Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootécnica, de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, se encarga de realizar las
técnicas de histopatologia, correspondiente al estudio de los tejidos (etapa analitica)
con el fin de ejecutar proyectos de investigacion relacionados de la Parasitologia
Veterinaria.

El presente documento indica sobre los pasos y las caracteristicas de un proceso de
muestreo de tejidos para histopatologia, que permita un correcto andlisis de la
muestra remitida al Laboratorio de Parasitologia Veterinaria.

Procedimiento de obtencidn de muestras para biopsias

1. Las muestras de tejido para analisis histolégico se depositaran y
mantendran en frascos de diferentes tamafios que cumplan con los siguientes
requisitos:

e Transparentes.

e Tapa rosca, boca ancha.

e La muestra debera colocarse en el frasco con una cantidad formalina
tamponada al 10% de 10 veces el tamafio de la muestra, esta debe cubrir la
muestra por todas sus caras.

e Es necesario destacar que el envase debe contener la formalina antes de
depositar la muestra de tejido, ya que esto evitard que el tejido quede
adherido a las paredes del envase, sin tomar contacto con la formalina.

El personal que manipula muestras de tejido debera usar implementos de
barrera como (guantes y mascarillas) para prevenir accidentes con sangre, fluidos
corporales y derrames de formalina.

2. ldentificacion de la muestra: se realiza en el cuerpo del frasco NO EN LA
TAPA.

e Nombre comun y/o nombre cientifico
e Fecha
e Tejido
e Procedencia
3. Traslado de la muestra

Todas las muestras deben ir acompafiadas de su respectiva orden de solicitud de
estudio histopatoldgico con los datos antes mencionados.

Los frascos deben ser embalados con proteccién anti derrame.



4. Criterios de rechazo de muestra

e Mala rotulacion de la muestra
e Muestras no fijadas y/o en proceso de autolisis
e Fijador no adecuado y/o en proporciones insuficientes

Procedimiento para la recoleccion y fijacion

1. Recoleccion de los tejidos

1.1 La obtencion de la muestra debe ser en lo posible inmediatamente después de
la muerte, para ello se usara bisturi o cuchillos limpios y afilados, ya que ellos
permiten cortes netos.

1.2. Evitar la desecacion de los tejidos, debido a que la pérdida de agua puede
modificar el aspecto histologico de ellos. En terreno, se recomienda proteger los
6rganos o muestras de la rapida desecacion utilizando suero fisiologico o agua
destilada.

1.3. Posterior a la obtencion, los trozos de tejido, no deben aplastarse, ni doblarse,
ya que estos defectos de manipulacidn, dificultaran su laminacion en el laboratorio.

1.4. Los trozos deberan tener un grosor o espesor ideal de 0,5 cm y de una amplitud
suficiente para identificar su origen. Espesores mayores impiden una buena fijacion
del interior del tejido, ya que la mayoria de los fijadores poseen un lento poder de
penetracion por esa razén los tejidos con cépsula, intestino, o cualquier otro
conducto, deben abrirse para facilitar la accion del fijador.

1.5. Los trozos deben incluir una porcion macroscopicamente normal, la que servira
para identificar el 6rgano, y una porcion patoldgica. Por ejemplo, en el caso de una
lesién granulomatosa, el centro del granuloma corresponde a una necrosis no
estructurada, que impide reconocer el érgano, y por lo demas, tampoco se puede
obtener informacion patoldgica importante, ya que en este caso, deberd examinarse
mas detalladamente la zona limite del granuloma, donde se observara por una parte
tejido normal y por otra la reaccién inflamatoria.

2. Fijacion de la muestra

2.1. Las muestras se colocaran lo antes posible en un liquido fijador, utilizdndose
mas comunmente con este fin una solucion de formalina al 10% tamponada, con la
que se rellena un envase con la capacidad suficiente para almacenar un volumen 5
a 10 veces superior al trozo de tejido fijado.

2.2. Se recomienda colocar primero el fijador en el frasco y luego los tejidos, para
evitar que estos se adhieran a las paredes del envase, impidiendo con ello el contacto
de parte de la muestra con el fijador.

2.3. La solucion de formalina al 10 % tamponada, se prepara combinando 1 parte
de formalina comercial (formalina pura al 37%), con 9 partes de agua. En terreno
se puede tamponar, agregando un trozo de tiza (carbonato de calcio), con la que se



evita la formacién de hematina acida (pigmento negro), especialmente en aquellos
tejidos con gran cantidad de sangre.

2.4. Ademas de la formalina, se puede utilizar otros fijadores con fines especificos,
pero en estos casos se debe rotular al etiquetar y empaquetar las muestras, ya que
los tejidos fijados por métodos con acidos u otros elementos empleados, se pueden
alterar por tiempos de fijacion superiores a 48 horas.

3. Envasado de la muestra

3.1. Para la recoleccion de muestras se deben usar frascos de boca ancha, de modo
que permita tanto la introduccion de las muestras cuando estas estén frescas, asi
como, su posterior extraccion en el laboratorio, cuando esté fijada. Por esta razén,
los envases de boca angosta son inadecuados, ya que al fijarse los tejidos, estos se
tornan solidos y no pueden extraerse desde el frasco.

3.2. Todas las muestras de un caso se pueden fijar en el mismo envase, no siendo
necesario identificar cada tejido por separado, aunque sean trozos pequefios, incluso
de ser necesario por problemas de transporte, en el mismo envase, se pueden enviar
muestras de diferentes casos, teniendo si la precaucion de envolver cada lote
separadamente en gasa con su respectiva identificacion.

3.4. Rotular los frascos, acompafiarlos del respectivo protocolo del laboratorio
donde va dirigido y enviarlos posteriormente al laboratorio.

Procedimiento de la técnica histologica de las muestras

1. Después de la fijacion, el tejido debe ser convenientemente lavado con agua o
bien con otras sustancias que eliminen restos de fijadores especiales.

2. La muestra se deshidrata colocandose en alcoholes de concentracién creciente
para eliminar el agua que contenga ya que la parafina no es miscible con agua. Se
utiliza etanol al 70%, 80%, 96% y 100%.

3. La muestra se aclara con solventes que producen transparencia en los tejidos,
ademas de solubilizar la parafina. Entre ellos se encuentra: xilol, toluol, acetona,
benceno. El que se utiliza en el laboratorio es el Xilol.

4. Inclusion en parafina, se pone en estufa de cultivo a unos grados por encima de
su punto de fusion (parafina blanda 44 a 48 C° y parafina dura de 56 a 58 C°). Se
sumerge la muestra, se lleva a estufa unos minutos para que la parafina penetre en
los tejidos. Luego se enfria bruscamente colocando el recipiente en hielo.

5. Luego para la preparacion del taco se corta un trozo de parafina que contiene la
muestra en forma de piramide truncada, de tal manera que la misma quede sobre la
base menor. Se pega la base mayoria un taquito de madera que servira para
sostenerlo en el micrétomo.

6. El corte se realiza mediante el uso del micrétomo. EI microtomo de congelacion
permite cortar el tejido después de fijarlo por frio, congela con didxido de carbono



y lo endurece para luego pueda ser cortado. Los cortes pueden tener un espesor de
4 a 100 um o maés, segun los tejidos que se deseen estudiar.

7. Efectuados los cortes se colocan en agua tibia para que se extiendan y luego se
recogen con un pincel y se los extienden en el portaobjetos y se dejan secar para su
posterior coloracion.

8. Para la desparafinizacion se debe extraer toda la parafina del tejido y aclararlo
nuevamente. Se utiliza Xilol.

9. La hidratacion del tejido se debe realizar ya que la mayoria de los colorantes son
de base acuosa. Para ello se coloca el portaobjeto en soluciones de etanol de
concentraciones decrecientes. Etanol al 100%, 96%, 80%, 70% y agua destilada.

10. Los cortes de los tejidos adheridos a los portaobjetos estan listos para ser
coloreados. Se utilizara hematoxilina — eosina.

11. Para preparar los preparados por tiempo prolongado se deshidratan. Para ello se
sumerge el preparado en soluciones de etanol de graduacion crecientes al 70%,
80%, 96% y 100%.

12. Para la aclaracién se utiliza xilol o benzol, esto sirve para diluir la resina
adhesiva utilizada para pegar el cubre objeto.

13. Montaje: se cubre el corte con el cubre objeto que se adhiere con resina y
permite su uso prolongado. De esta manera esta listo para su posterior lectura en el
microscopio.

Anexo 6. Protocolo de Histopatologia
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PROTOCOLO PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO
Introduccién

El Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootécnica, de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, se encarga de realizar los
analisis de histopatologia, correspondiente al estudio de los tejidos (etapa analitica)
con el fin de ejecutar proyectos de investigacion relacionados de la Parasitologia
Veterinaria.

El presente documento indica sobre los pasos para la realizacion de microscopia
electronica de barrido, estos protocolos son orientativos y dependiendo del tipo de
muestra o técnica microscépica a emplear, puede ser necesario realizar
modificaciones.

Un MEB por sus siglas de Microscopia Electrénica de Barrido, suministra
informacion morfoldgica, topografica y composicional de las muestras, gracias a la
interaccion de los electrones con la superficie de la muestra y a los fendmenos que
alli se producen, a continuacion, se mencionan los mas importantes:

. La propia muestra emite electrones secundarios para obtener imégenes
tridimensionales de alta resolucion SEI (Secundary Electron Image), la energia de
estos electrones es muy baja, inferior a 50 eV, por lo que los electrones secundarios
provienen de los primeros 15 nm de la superficie.

. Algunos electrones primarios son reflejados o retrodispersados permitiendo
la obtencion de imagenes planas de composicion y topografia de la superficie BEI
(Backscattered Electron Image).

. La muestra absorbe electrones en funcién del espesor y la composiciéon; esto
produce el contraste en la imagen.

. Emision de rayos X: cuando los electrones de niveles internos son
expulsados por la interaccion de los electrones primarios, habra transiciones entre
los niveles de energia con emision de rayos X, esta energia y longitud de onda estan
relacionadas con la composicion elemental del espécimen, permitiendo realizar
anélisis quimicos mediante espectroscopia por dispersion de energia y de longitud
de onda (EDS y WDS).



. Emision de electrones Auger: cuando un electron es expulsado de un atomo,
otro electron maés externo puede saltar hacia el interior para llenar esta vacancia
resultando en un exceso de energia. Esta energia extra puede ser liberada emitiendo
un nuevo electron de la capa mas externa (electron Auger). Son utilizados para
obtener informacion sobre la composicion de pequefiisimas partes de la superficie
de la muestra.

Preparacion de muestras para Microscopia Electrénica de Barrido

Materiales:

. 2.5% glutaraldehido.

. Series graduales de alcohol desde 30% hasta absoluto.
. Acetona.

. Viales de vidrio para manejar las muestras.

. Desecador de punto critico.

Notas: Debido a que las muestras bioldgicas poseen un gran contenido de agua que
se evapora durante el secado al aire o cuando se colocan en el Microscopio de
Barrido a alto vacio; es necesario prever las disrupciones que se producen en el
tejido. La mayoria de estas disrupciones son causadas por la tension superficial del
agua en el interior y en los alrededores de las células. En el secado por punto critico
se coloca la muestra en un ambiente donde el fluido celular pasa a fase gaseosa en
un punto, en el que la tension superficial es cero. El agua de la muestra se reemplaza
gradualmente, primero por alcohol, luego por acetona y finalmente por el fluido de
transicion, que puede ser CO2. El aparato de secado por punto critico consiste en
esencia en una camara fuertemente sellada en la cual se colocan la muestra y el
fluido de transicion (CO2), 1 o 2 hs. La camara se recalienta, haciendo circular
agua, para llevar a la temperatura critica del liquido transicional. (Este es el punto
en que la fase liquida y la fase vapor tiene la misma densidad). La fase del vapor
fluido de transicion se extrae por medio de la valvula de ventilacion del equipo,
muy despacio. Luego se puede extraer la muestra de la cAmara, montarla en los
porta muestras y metalizarlas.

Los métodos de preparacion de las muestras bioldgicas estan condicionados por dos
circunstancias:



. La necesidad de preservar los tejidos y las estructuras celulares
(esencialmente comun a todo tipo de microscopia).

. La necesidad de que la muestra sea atravesada por el haz de electrones para
formar iméagenes (caracteristica del MEB).

Las etapas de la preparacion de las muestras para ser observadas por métodos
convencionales son las siguientes.

1. Fijar con 10% glutaraldehido en tampon Cacodilato 0.1 MaunpH de 7.4 y
1 hora a T° ambiente.

2. Lavar 3 veces por 10 minutos con Tampdn Cacodilato + Sacarosa isosmolar
con el fijador.

3. Postfijar con 1% OsO4 en Cacodilato, 1 h en oscuridad a 4 °C.
4. Lavar 3 veces con Cacodilato por 10 minutos.

5. Deshidrate pasando por serie de alcohol desde 25% 50%, 80%, 95% y
acetona 100% por 10-15 minutos, cada uno (depende de las dimensiones de la
muestra).

6. Coloque la muestra a 100% de acetona y luego en la camara del desecador
por punto critico.

7. Colocar las muestras sobre soportes de microscopio electronico de barrido
utilizando cemento conductor.

8. Recubrimiento metalico con oro en atmdsfera de Argon.

9. Visualizar y fotografiar en un microscopio electrénico de barrido.

Montaje de especimenes para su observacion por Microscopio Electronico de
Barrido

Ubicar la muestra de manera de poder observar la superficie de interés sin que haya
problemas de carga.

Materiales:

. Material seco (al aire o punto critico).
. Porta-muestras.

. Cinta adhesiva doble faz.

. Pintura de plata

. Pinza.



. Hoja de afeitar.

Notas: EI montaje de las muestras es un paso muy importante para la observacion
en el MEB de las mismas. Primero, porque debe quedar bien adherida para que
luego de metalizarla sea buena conductora, y segundo, debido a que las dimensiones
del espécimen varian de acuerdo a lo que quiere observarse y el tamafio de la camara
del espécimen que tiene el microscopio. Debera seleccionarse el area de interés con
mucho cuidado.

Procedimiento:

1. Rotule los porta muestras pegando en su cara inferior una etiqueta pequefia
sin que sobresalga.

2. Si elige montar su muestra con cinta doble faz, corte la misma méas pequefia
que la cara superior del porta muestra.

3. Observe bien su muestra, deberéa estar limpia y el tamafio no excedera el de
la porta muestras (altura: 1 0 1,5 cm).

4. Si elige pegarlo con algin adhesivo (depende del tipo de muestra), coloque
la cantidad necesaria y apoye la muestra.

5. Lleve a metalizar.

Seguridad para el desarrollo de la técnica de Microscopia Electrénica de Barrido

El laboratorio de microscopia electronica constituye un lugar donde se debe de
tomar normas de precaucion importantes, siendo fundamental la adopcion de
medidas preventivas para garantizar la seguridad de los operadores. Existen
precauciones universales que se aplican a cualquier tipo de laboratorio y otras
especificas en base a la clase de estudio que se realiza. Ademas de los peligros
propios que conlleva el trabajo en un laboratorio de procesamiento de muestras
bioldgicas y/o quimicas, los protocolos mé&s comunmente empleados para
microscopia electronica engloban cuidados especiales. A continuacion, se
enumeraran los méas destacados, en base a la informacién hallada y a la practica
obtenida.

1. Los reactivos empleados en los diferentes pasos de preparacion de muestras
para microscopia electronica (fijacion, lavado, deshidratacion, inclusion, contraste)
poseen distintos grados de peligrosidad. La mayoria de estas sustancias puede
ingresar al organismo al ser inhaladas, ingeridas y/o absorbidas por piel. Como
regla general e independientemente del tiempo de exposicion o del tipo de actividad
que se realice con el producto, se deben manipular bajo campana y usando los
elementos de proteccion personal adecuados.

2. Se recomienda leer las instrucciones de la etiqueta impresa en el producto y
las hojas de seguridad antes de usarlo, prestando especial atencién en conocer el



manejo seguro de cada sustancia y sus peligros potenciales. Se debe usar las
menores cantidades posibles y en caso de trasvasarlos, rotular los recipientes
inmediatamente.

3. En el caso que existiese un derrame o salpicaduras se debe actuar con
rapidez para lograr la neutralizacion, absorcion y eliminacion del producto. Los
elementos de proteccion empleados seran en funcion de la peligrosidad del producto
y se debe tener la precaucion de quitarse las ropas contaminadas. Es conveniente
alejar todas las fuentes de calor, especialmente si el producto derramado es
inflamable. El laboratorio debe disponer de duchas y lavaojos accesibles y cada
trabajador debe conocer en donde se encuentra el equipo para la atencion de
emergencias.

Anexo 7. Protocolo de Microscopia Eletronica de Barrida.



ESPECIMEN SEXO LONGITUD ANCHO

mm um
1 MACHOQOS 5.2 321
2 MACHOQOS 5.6 293
3 MACHOQOS 5.5 289
4 MACHOQOS 5.1 286
5 MACHOS 4.5 290
6 MACHOS 4.9 312
7 MACHOS 4.1 315
8 HEMBRAS 6.5 318
9 HEMBRAS 7.1 311
10 HEMBRAS 6.4 318
11 HEMBRAS 6.9 316
12 HEMBRAS 6.8 305
13 HEMBRAS 7.2 320
14 HEMBRAS 6.6 315
15 HEMBRAS 7 313

Anexo 8. Tabla de longitud y ancho de Rondonia rondoni.



Anexo 9. Tejido epitelial simple cilindrico del tracto intestinal de Piaractus
brachypomus. Tejido sano, no presenta inflamacién y sin presencia de parasitos.



Anexo 10. Parasitos encontrados a nivel de los ciegos pildricos. Obsérvese en la
imagen superior trematodos de la especie Dadaytrema oxycephala y en la imagen
inferior a nematodos del género Procamallanus sp.



