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RESUMEN

Se determind la eficacia del uso del cloruro de sodio y formalina como
tratamiento para parasitos monogenoideos en Colossoma macropomum, mediante
ensayos in vitro e in vivo, asi mismo a través de anélisis histoldgico evidenciar las
lesiones causadas por estos parésitos. Se utilizaron 99 juveniles de gamitana,
provenientes de estanques de tierra, con un peso promedio de 32,6 gr y 13 cm de
longitud. Se realizaron ensayos in vitro para determinar el tiempo de las
concentraciones capaz de detener el movimiento de los parasitos, se colocaron
cada arco branquial en placas de Petri con 10 ml de las diferentes soluciones de
cloruro de sodio (20gr/L y 30gr/L), formalina (0.5ml/L y 0.8ml/L), siendo la dosis
de 30gr/L de sal la que tuvo un menor tiempo 3.23 min. Para los ensayos in vivo
se realizaron bafios terapéuticos de 30 min por tres dias, haciendo un total de 9
peces por tratamiento, todos los tratamientos fueron eficaces siendo las dosis con
formol de 0,5ml/L y 0.8ml/L las que tuvieron un mayor porcentaje 99.81% y
99.85% de eficacia respectivamente. Se realizo la identificacion y cuantificacion
de los parésitos monogenoideos, identificando a Anacanthorus spathulatus,
registrando la mayor prevalencia (87.1%). El andlisis histopatolégico evidencio
las lesiones mas frecuentes causadas por monogenoideos branquiales: hiperplasia
interlamelar en 93.33%, hiperplasia de las lamelas secundarias en un 80%,
infiltracién de células eosinofilicas y linfocitarias en 86.6%, asi como fusidn

lamelar en 73.33%.

PALABRAS CLAVES: cloruro de sodio; Colossoma macropomum; formalina;

gamitana; monogenoideos,



ABSTRACT

The efficacy of the use of sodium chloride and formalin as a treatment for
monogenoide parasites in Colossoma macropomum was determined through in
vitro and in vivo tests, as well as through histological analysis to show the lesions
caused by these parasites. 99 juvenile gamitana were used, from earthen ponds,
with an average weight of 32.6g and 13 cm in length. In vitro tests were carried
out to determine the time of the concentrations capable of stopping the movement
of the parasites, each branchial arch was placed in Petri dishes with 10ml of the
different solutions of sodium chloride (20gr/L and 30gr/L), formalin (0.5ml/L and
0.8ml/L), being the dose of 30gr/L of salt the one that had a shorter time 3.23 min.
For the in vivo tests, therapeutic baths of 30 min for three days were carried out,
making a total of 9 fish per treatment, all treatments were effective, being the
formalin doses of 0.5ml/L and 0.8ml/L the ones that had a highest percentage
99.81% and 99.85% of efficiency respectively. The identification and
guantification of the monogenoide parasites was carried out, identifying
Anacanthorus spathulatus, registering the highest prevalence (87.1%).
Histopathological analysis revealed the most frequent lesions caused by branchial
monogenoides: interlamellar hyperplasia in 93.33%, hyperplasia of secondary
lamellae in 80%, infiltration of eosinophilic and lymphocytic cells in 86.6%, as

well as lamellar fusion in 73.33%.

KEYWORDS: sodium chloride; Colossoma macropomum; formalin;

gamitana;monogenoide



I. INTRODUCCION

La acuicultura surge como alternativa generadora de soluciones para aumentar la
oferta de alimento a una creciente poblacion mundial, de esta manera la
produccion de peces constituye una fuente excelente de proteina animal de
elevado valor nutricional (FAO, 2003). Esta es una actividad importante en el
desarrollo de la Amazonia peruana, considerada como fuente de nutricion,
ingresos y trabajo en el cual se cultivan diversas especies de peces amazonicos,
siendo las principales: Colossoma macropomum “gamitana”, Piaractus
brachypomus “paco”, Prochilodus nigricans “boquichico”, Brycon amazonicus

“sabalo cola roja” y Arapaima gigas “paiche” (Mendoza, 2011).

Los peces generalmente, tanto en ambientes naturales como en sistemas de
cultivo, suelen ser atacados facilmente por agentes infecciosos, que normalmente
no afectan el estado de salud del pez, debido a que presentan un equilibrio entre el
parasito, el hospedador y el ambiente en el que se encuentran. Sin embargo, si las
condiciones se tornan desfavorables para los peces (cambios dastriscos de
temperatura, deficiencia de oxigeno, alta densidad, toxicidad en el agua), se rompe
este equilibrio debilitando el sistema inmune del pez y el organismo atacante se
convierte en un agente patdgeno, causando graves dafios y ocasionando altas tasas

de mortalidad en los sistemas de cultivo. (Vargas et al., 2015).

Dentro de los principales patdgenos que atacan a peces de agua dulce, destacan
los monogenoideos. Estos ectoparasitos presentes en el cuerpo y branquias de

peces marinos Yy dulceacuicolas, exhiben una alta especificidad de hospedador



(Whittington et al. 2000) y a veces en condiciones de cultivo, las altas cargas
parasitarias causan graves problemas en la acuicultura de peces en todo el mundo

(Venmathi Maran et al. 2014).

Menos del 3% de monogenoideos de peces dulceacuicolas son conocidos, estas
estimaciones son consideradas, en su mayoria de evaluaciones recientes de
especies de peces neotropicales (Thatcher, 2006). Si bien esta descrito que estos
parasitos no son nocivos en condiciones naturales, en peces de cultivo pueden
presentar cargas elevadas y ocasionar lesiones en branquias como laceracion de
los filamentos, destruccion del epitelio, bordes branquiales mas gruesos y
opérculos abiertos con areas necrosadas, generando anastomosis que obstruyen el
intercambio de gases en los capilares, disminuyendo asi la funcion respiratoria
que en casos graves llegan a ocasionar muerte por asfixia (Flores-crespo y Flores

2003).

El cloruro de sodio (NaCl) o llamado comercialmente sal, es un producto
accesible y de facil disponibilidad, es seguro para las personas ademas que no deja
restos en la carne de pescado, considerada en muchos paises adecuada para la
acuicultura (Kubitza 2016). La sal es de bajo costo y esencial en el manejo diario
de los peces dulceacuicolas porque ayuda a controlar el estado de estrés, reponer
la osmorregulacion, prevenir y controlar las enfermedades, mejorar el estado
general y la supervivencia de los peces en el transporte, ayuda a aliviar duras
condiciones ambientales, entre otros usos y beneficios. Asi mismo, en el cultivo
de peces, una de las formas de controlar y tratar enfermedades para reducir las
pérdidas econdémicas ha sido la aplicaciéon de productos quimicos como la

formalina (Andrade-Porto et al., 2017). Mas alld de eso, las concentraciones



terapéuticas se utilizan sin tener en cuenta el tiempo de exposicién adecuado, la
toxicidad, los cambios tisulares y los residuos acumulados en el mdsculo de los
peces tratados (Jung et al., 2001), asi como cambios en la homeostasis de los
animales expuestos. Por lo tanto, se requieren estudios sobre la eficacia de la
formalina para peces de interés comercial, asi como sus efectos al tratar peces
infectados con parasitos. Por esta razén el siguiente trabajo tiene como objetivo
evaluar la eficacia del cloruro de sodio y la formalina como tratamiento contra

monogenoideos presentes en la gamitana “C. macropomum”.



Il.  ANTECEDENTES

2.1. Gamitana: clasificacién taxondmica

Filo: Chordata

Clase: Actinopterygii

Orden: Characiformes

Familia: Serrasalmidae

Género: Colossoma

Especie: Colossoma macropomum
CUVIER, 1816

2.2. Descripcion Biologica de Colossoma macropomum (Cuvier, 1818)

Perteneciente a la familia de los Serrasalmidae, la gamitana cuyo nombre
cientifico es Colossoma macropomum, es considerada el segundo pez de escamas
mas grande después del paiche en la Amazonia (Goulding & Carvalho, 1982).
Ademas es una de las especies de mayor demanda en la acuicultura de peces
amazonicos debido a sus excelentes caracteristicas, entre las cuales destacan un
rapido crecimiento, aceptacion al alimento balanceado, rusticidad y de féacil
manipuleo, y alta aceptabilidad en el mercado (Campos, 2005). Colossoma
macropomum es cominmente llamado “gamitana” en Peru, “tambaqui” en Brasil,
“cachama negra” en Colombia y “cachama” en Venezuela. (Campos, 2015).

Es caracteristico de esta especie presentar un cuerpo de apariencia romboidal

generalmente alto; los peces adultos son exclusivamente frugivoros, comen


https://es.wikipedia.org/wiki/Georges_Cuvier
https://es.wikipedia.org/wiki/1816

mayormente frutas y semillas y los juveniles suelen alimentarse ademas de
zooplancton (Goulding, 1982). Este pez presenta una serie de radios en la aleta
anal, la cual es una caracteristica morfoldgica propia de la especie que ayuda a la
diferenciacion entre otros cardcidos (Goulding, 1982). No puede reproducirse
naturalmente en ambientes controlados, requiere de induccion hormonal,
produciendo alrededor un millon de ovas en cada fase de desove. Se ha reportado
que la gamitana logra alcanzar hasta 100 cm en longitud y 36 kg en peso, asi
mismo, el tamafio comercial estd en longitud entre 25a30cmyenpesoenlab
kg (FONDEPES, 2004). La gamitana llega a los 3 a 5 cm de longitud total durante
su fase juvenil y llegando a la madurez sexual con unos 55 cm de longitud,

aproximadamente a los 4 afios (Campos, 2015).

2.3. La Gamitana en la Acuicultura

La gamitana, es una especie amazoénica la cual inicio su cultivo en cautiverio hace
tres decadas, cuyos avances obtenidos en su reproduccion inducida, para la
produccién de carne permiten generar posibilidades interesantes de un producto
estandarizado y de buena calidad, esta especie es considerada una de la mas
adecuada para desarrollar la acuicultura en la parte amazonica del Peru lo cual la
hace una especie idonea para el desarrollo de la acuicultura en los paises
latinoamericanos, al igual que otras especies como el Paco y la Tilapia (Sistema
nacional de acuicultura, 2022)

Campos (2015), indica que la gamitana es excelente para el desarrollo de la
acuicultura en Latinoamérica gracias a sus caracteristicas, ademas que su cultivo

asi como el de otras especies relacionadas, son econdmica, ecoldgica y



nutricionalmente beneficiosas para los habitantes de la region amazonica. La
elevada calidad de su carne asegura su demanda en el mercado con un precio
atractivo (Campos, 2015). Una de las principales ventajas de la comercializacién
de esta especie amazonica es que presenta un mayor periodo de conservacién en

comparacion con otras especies de carne blanca. (ONUDI, 2017).

El cultivo de gamitana a nivel nacional, en los periodo 2009-2014 registrdé una
cosecha similar, ya en el 2015 fue donde obtuvo su punto més bajo, indicando una
cosecha de 299 t, en el 2016 alcanzo su punto mas alto registrando 1 863 t, en los
afios siguientes ha venido decreciendo y en 2021 se report6 una cosecha de 793 t.

(PRODUCE, 2021)

El més alto consumo de este pez se da en los paises productores, siendo aquellos
que conforman la regién amazdnica. Como Brasil que tiene como estrategia la
introduccion del mercado interno para la gamitana, mediante festivales en
diferentes ciudades con el objetivo de dar a conocer la especie a nivel nacional y
aumentar su consumo como una opcion mas rentable a otro tipo de especies
provenientes de la zona costera (RNIA, 2022). En cuanto al mercado
internacional, Brasil es el principal exportador mundial de gamitana, con
exportaciones incrementadas en $ 172,934 durante el primer periodo de 2020. Es
la tercera principal especie de acuicultura exportada de Brasil siendo superada
solamente por la tilapia y el curimata. En 2019, las exportaciones de gamitana en
Brasil tuvieron como destino a Surinam y la presentacion comercializada fue
entera congelada, la cual se ofrece en los principales mercados minoristas de este

mercado (Sistema nacional de acuicultura, 2022).



En el Perl actualmente se ha incrementado el Programa Nacional a Comer
Pescado (PNACP) el cual viene promoviendo la participacion de los acuicultores
de esta especie amazdnica entre otras, en mercados itinerantes y ferias de
promocion de productos hidrobioldgicos (mi Pescaderia PNACP, mercados
temporales locales, mercados satélites, otros), para la venta directa al consumidor.
En muchos eventos y ferias internacionales dedicadas a la promocion de
productos de la acuicultura, como la Seafood Expo North America (Boston,
E.E.U.U.) podemos encontrar a la gamitana como parte de la oferta exportable de

algunos productores privados (PRODUCE, 2021).

De esta manera el desarrollo e incremento de nuevas acuiculturas de especies
como el Paiche, la Gamitana, el Paco asi como la Tilapia en la region amazdnica
esta teniendo un notable crecimiento, generando una buena fuente de ingreso para
los productores accediendo a los mercados locales, nacionales e internacionales

con productos de altisima calidad e inocuidad.

2.4. Sanidad y Patologia en la Gamitana

Parte del éxito para generar un cultivo de recursos hidrobiologicos satisfactorio
radica en la prevencion y control de las enfermedades que podrian presentarse en
las diferentes etapas productivas. Estas enfermedades se inician  por el
desequilibrio entre los 3 factores principales, el Huésped, el ambiente y el agente
patdgeno, estableciendo de esta forma un costo biolégico y sobre todo econémico

(Tafur et al., 2017).



La Bioseguridad en la acuicultura, representa una variedad de acciones teniendo
como objetivo principal reducir el impacto negativo sobre los animales cultivados,
preservar al hombre de los riesgos bioldgicos, imponer medidas contra riesgos
quimicos y fisicos, asi como conservar el medio ambiente. Debido a que el eje de
la acuicultura son consideradas importantes la sanidad, el medio ambiente y los

aspectos ecoldgicos (Sistema nacional de acuicultura, 2022).

Si mantenemos el equilibrio entre estos tres factores se obtendran peces saludables
durante el cultivo. Los factores manejables por el acuicultor con mayor
rigurosidad durante el periodo de cultivo son el ambiente y los peces, puesto que
se debe mantener las condiciones Optimas del agua y el manejo de los peces,
reduciendo todo el estrés posible en todas las etapas productivas, con una
adecuada alimentacion, buena manipulacion, y aplicando Buenas Préacticas
Acuicolas, todo esto es clave para mantener una adecuada condicién de cultivo de
la gamitana, lo cual reduciria la posibilidad de desarrollarse un enfermedad

(Fischer et al, 2003).

2.5. Principales agentes patogenos en Gamitana

Enfermedades bacterianas como la Pseudomonasis y Aeromoniasis son las mas
frecuentes ya que estas bacterias son oportunistas, encontrandose de forma natural
en los cuerpos de agua (Marques et al., 2016). Son transmitidos por via cutanea,
digestiva o respiratoria, los cuadros clinicos se presentan cuando las condiciones

ambientales son desfavorables y los peces tienen un déficit en el sistema inmune,



ocasionando graves lesiones sobre el tejido de los peces, presentando

hemorragias, descamacion, ulceras y necrosis (Marques et al., 2016).

También podemos encontrar enfermedades causadas por hongos como la
Saprolegniasis siendo el mas importante de los agentes fungicos que ataca a los
peces de agua dulce, generalmente actla como un patdégeno secundario de peces
enfermos o que estén inmunodeprimidos por la presencia de otras infecciones o
por desnutricién. Los factores que determinan la aparicién y en consecuencia la
alta carga fungica en el agua son la presencia de una gran cantidad de materia
organica, densidades altas, animales muertos o huevos de peces en
descomposicion. El signo clinico mas importante es la presencia de copos
algodonosos en la piel y branquias. Suele estar acompafnadas de infecciones

bacterianas (Centeno et al., 2004)

Otros agentes infecciosos son los protozoarios causantes de enfermedades como
la Ichthyophthiriosis, enfermedad mas comun en peces de agua dulce, conocidad
también como la enfermedad de los puntos blancos o Ich. Los peces infectados se
frotan contra el fondo u otros objetos, saltan o se mantienen sobre la superficie del
agua. Esa conducta es consecuencia de la irritacion que produce los trofozoitos
maduros al destruir los tejidos cutaneos para salir al exterior y terminar su ciclo de
vida. En una infestacién masiva se generaran grandes lesiones que puede exponer
al animal a infecciones, también a alteraciones en la osmorregulacién. (Marques et

al., 2016)



Al igual que la Trichodiniasis, afecta la piel de los peces ademas puede infectar
las branquias, los sintomas muestran caracteristicas tipicas de infestacién con
ectoparsitos, secrecion excesiva de mucus en piel y branquias, descamacion,
enrojecimiento de la zona infectada y oscurocimiento en la piel (Tafur et al.,

2017).

Una de las enfermedades mas importantes en la piscicultura son las causadas por
metazoarios parasitos cdmo los Monogenoideos, los dafios que generan en los
peces estan relacionados con la especie de parasito, lugar de fijacion, cantidad de
individuos colectados en los peces (Alcantara-Bocanegra et al., 2105). La mayoria
de los monogenoideos se alimentan de mucus y células epiteliales, sin embargo,
otras especies pueden consumir sangre (Godoi et al., 2012). Si se encuentra en las
branquias ocasionan hiperplasia celular, hipersecrecion de mucus, fusion de las
lamelas. En la piel pueden ocasionar necrosis de las células, descamacion y
secrecion abundante de mucus. En algunos casos, las lesiones ocasionan

infecciones secundarias por otros patogenos (Vargas et al. 2015).

Otro ectoparéasito que podemos encontrar son los Copépodos, las lesiones que
pueden ocasionar en los peces dependen del lugar de fijacion. Cuando se
encuentran en las branquias generan oclusion parcial o total del vaso sanguineo de
las lamelas, esa accion es realizada por la presion de las garras de los parasitos,
provocando reduccion de la respiracion en las branquias (Alcantara-Bocanegra et
al., 2105). Cuando estan adheridas a la piel de los peces, dafian el tegumento,
perforando los tejidos con sus ganchos de fijacion. Esas lesiones pueden ser

entrada para otros agentes oportunistas como hongos y bacterias (Campos, 2015).
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En la Amazonia, uno de los copépodos mas frecuentes en el cultivo de gamitana
es Perulernaea gamitanae, parasitando branquias y cavidad bucal, causando
inflamaciones en el lugar de fijacion, en peces altamente infestados, puede llevar a

cuadros de apatia y anorexia, logrando la muerte (Arbildo-Ortiz, 2019).

2.6. Monogenoideos: Descripcion

La clase Monogenoidea, son generalmente parasitos externos hermafroditas que
presentan un ciclo de vida directo. Son helmintos pequefios que rara vez superan
los 3 cm de longitud, se encuentran habitualmente en branquias, tegumento,
narinas, vias urinarias y rara vez en intestino (Roberts, 2012). La caracteristica
distintiva que se utiliza para el reconocimiento e identificacion de estos parasitos
es el aparato de fijacion llamado haptor, observandose de forma plana y esta
compuesta de partes esclerotizadas como ancoras, barras y ganchos. A excepcion
de algunas especies, en donde el aparato de fijacion puede estar compuesta de
ventosas, pinzas o l6bulos en reemplazo de las partes esclerotizadas. Ademas,
estos parasitos suelen tener algun tipo de 6rgano de union en la parte anterior, que
le permite unirse a tejido huésped mediante secreciones adhesivas, también se
pueden observar dos pares de manchas oculares en la parte superior, caracteristica

que ha desaparecido en algunas especies (Roberts, 2012; Boeger y Vianna, 2006).

Los monogenoideos presentan un sistema digestivo simple, compuesto por una
boca, seguido de una faringe que conecta a un eséfago y generalmente solo
presenta dos ciegos intestinales. En el aparato reproductor femenino se puede

distinguir un ovario, un oviducto, el Utero, un receptaculo seminal y una o un par
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de vaginas. En la parte masculina se observa uno o més testiculos, un conducto
deferente, una vesicula seminal y un organo copulador, el cual se compone de dos
partes principalmente: un organo copulador masculino (OCM) que suele ser
muscular como esclerotizado y una pieza accesoria, que esta ausente en algunas
ocasiones. La caracteristica morfolégica de este complejo copulador es de gran
importancia para la identificacion y clasificacion taxonémica de estos parasitos

(Boeger y Vianna, 2006).

2.7. Monogenoideos en Colossoma macropomum

Boeger y Vianna (2006) mencionan que los monogenoideos son tal vez la clase de
parasitos mas presentes en peces de la Amazonia (Boeger y Brianna, 2006). Estos
ectoparasitos, en su mayoria son altamente especificos en peces estrechamente
relacionados y la diversidad por especie hospedadora parece ser sumamente
variable (Fischer et al, 2003). Se considera que aproximadamente solo el 3% de
estos parasitos en peces dulceacuicolas se han identificado, estos calculos se han
considerado generalmente de evaluaciones actuales de muchas especies
neotropicales de peces (Boeger y Vianna, 2006), y se considera que esta cantidad
determinada de monogenoideos podria incrementarse, y tener grandes variaciones
determinadas por la ubicacion geografica y la especificidad del parésito (Boeger y
Kritsky, 1988), esto tiene similitud con lo indicado por Simkova et al. (2006),
sobre la especificidad de estos parasitos podria ser debido a la coevolucién con
sus huéspedes. Thatcher (2006) menciona que, entre los peces, los serrasalmidos

presentan una mayor variedad de especies de monogenoideos.
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Entre las especies de monogenoideos, se ha reportado que la gamitana ha sido
parasitada por Notozothecium janauachensis (Cohen y Kohn, 2009; Godoi et al.,
2012), Notozothecium euzeti (Cohen y Kohn, 2009), Anacanthorus spathulatus
(Varella et al., 2003; Tavares-Dias et al., 2006; Morais et al., 2009; Godoi et al.,
2012; Santos et al., 2013), Linguadactyloides brinkmanni (Ceccarelli et al., 1990;
Varella et al., 2003; Morais et al., 2009; Godoi et al., 2012), Mymarothecium
boegeri (Cohen y Kohn, 2005; Cohen y Kohn, 2009; Morais et al., 2009; Godoi et
al., 2012; Santos et al., 2013), Mymarothecium iiapensis (Murrieta et al., 2019) y

Anacanthorus penilabiatus (Pamplona- Basilio et al., 2001).

Sin embargo, L. brinkmanni (Thatcher, 2006) y A. spathulatus (Morais et al.,
2009; Godoi et al., 2012) se consideran las mas patdgenas para este hospedador
debido a que se alimentan de sangre. Como lo indicado por Aragort et al. (2002),
quienes determinaron la asociacion entre las helmintosis por monogenoideos y
cuadros patoldgicos, los resultados indicaron la presencia de una infestacién mixta
(Anacanthorus spatulatus + Lynguadactyloides brinkmanni) y se observo un
descenso significativo de los valores de hematocrito e hiperplasia severa de
lamelas y filamentos branquiales, lo cual esta asociado con la presencia de L.

brinkmanni (Aragort et al., 2002)

Posteriormente un estudio realizado por Alcantara et al. (2015), mostro la fauna
parasitaria presente en alevinos de P. brachypomus paco y C. macropomum
gamitana, logrando identificar monogenoideos de ambas familias. En el cual, la
gamitana demostré una mayor prevalencia, intensidad e indice de infestacion. De

igual manera, Vargas et al. (2015), identifico monogenoideos pertenecientes a la
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familia Dactylogyridae, ademas de la frecuencia y prevalencia de estos en
branquias de C. macropomum. Asi mismo, realizaron anlisis histopatoldgicos,
observando dentro de las lesiones hiperplasia del epitelio branquial, fusion de las
lamelas y atrofia lamelar. En la actualidad, se vienen realizando nuevos estudios
que nos permiten conocer la variedad de monogenoideos presentes en peces
amazoénicos, asi como el estudio realizado por Cayulla-Quispe et al. (2021), en el
cual registr6 una nueva especie de monogenoideo en C. macropomum,
Mymarothecium tantaliani n. sp, la cual es la tercera especie del género descrita
en C. macropomum. Estas nuevas especies se han caracterizado por un OCM
ligeramente sigmoide y la pieza accesoria con varilla distal sinuosa con proceso
en forma de gancho y una bifurcacion en la parte media. Ademas, la proyeccion
anteromedial de la varilla ventral tiene un pequefio filamento visible en ambos
anclajes. Con la descripcion de esta nueva especie, se han registrado ocho

especies de Mymarothecium en peces Serrasalmidos originarios en la Amazonia.

2.8. Tratamiento contra parasitos monogenoideos en Colossoma

macropomum

Para el control y tratamiento de parasitos como los monogenoideos en Colossoma
macropomum se han empleado diferentes agentes quimicas como el
parazinquantel, sulfato de cobre (CuSO4), levamisol, eugenol, mebendazol y
lavimasol. Sin embargo, el tiempo de exposicion y la forma de aplicacion del
tratamiento es variable, y las diferentes especies de peces suelen tener un grado
de tolerancia distinta a los agentes quimicos, asi como los monogenoideos

(Schalch et al, 2009). La aplicacién de estos tratamientos suelen ser mediante
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bafios terapéuticos (inmersion, corta duracion, larga duracién), administracion en

el alimento y aplicacion de inyecciones (Tavares et al, 2014).

Tabla 1. Tratamientos contra monogenoideos branquiales en

Colossoma macropomum

Tratamiento

Agente quimico Tiempo de Referencia
Administracion Dosis exposicion | Eficacia

Paranziguantel Bafo 12.5 mg/L 24h 61.8% [Maciel, 2009

Tavares-Dias et
Sulfato de cobre Bafo 4.37 mg/L 48h 99.3% |al., 2011

Alvez et al.,
Levamisol Barfio 125 mg/L 24h 88.2% |2018

Miranda et al.,
Eugenol Barfio 10 mg/L 60 min 81% |2009

Martins et al.,
Mebendazol Bario 10 mg/L 24h 81.3% |2001

Nogueira et al.,
Lavimasol Alimento 1200 mg/ Kg | 10 dias 84.1% |2009

También se han probado métodos terapéuticos alternativos para eliminar

monogenoides en Colossoma macropomum, como el uso de la fitoterapia. Vargas

(2022), realizé un estudio empleando extracto de Allium sativum (ajo) reduciendo

notablemente los monogenoideos en Gamitana con una eficacia de 97.11% en

bafios terapéuticos con una concentracion de 30ml/L.
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Barriga et al. (2020), utilizo el aceite escencial de Lippia grata en bafios de 30
minutos obteniendo una eficacia del 95.1% contra los Monogenoideos. De igual
manera Valentin (2020), evalu6 la actividad antiparasitaria in vitro de
nanoemulsiones conteniendo aceite de resina de Copaifera officinalis y aceite
esencial de Pterodon emarginatus contra monogenoideos en branquias de
Colossoma macropomum, obteniendo una eficacia del 100% contra Anacanthorus
spathulatus, Notozothecium janauachensis e Mymarothecium boegeri después de

15 minutos de exposicion.

De lima et al, (2016) empled el aceite esencial de Ocimum gratissimum para
evaluar su actividad antihelmintica, obteniendo una eficacia del 100% con 15
mg/L de concentracion durante 15 minutos. Asi mismo Andrade et al, (2016)
evaluo el uso de bafios terapéuticos con extracto acetonico de semillas de Bixa
orellana, El extracto mostr6 100% de eficacia en todas las concentraciones y

tiempos de bafio evaluados.

2.9. Aplicacion del Cloruro de sodio (NaCl) en la acuicultura

Las sustancias quimicas se utilizan cominmente en la acuicultura para prevenir y
tratar muchas enfermedades infecciosas que atacan a los peces. Aunque estas
sustancias estan ampliamente disponibles, su uso generalmente produce
problemas debido a la falta de conciencia de sus niveles de toxicidad, asi como el
desarrollo de resistencia a diferentes patdégenos (King y Farrell, 2002). Ademas,
muchas de estas sustancias no estan autorizadas para su uso en peces, debido a la

variacion de la tolerancia quimica entre especies de peces. Por lo tanto, la
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sensibilidad relativa de una especie debe determinarse antes de cualquier

tratamiento con productos quimicos (King y Farrell, 2002).

El cloruro de sodio (NaCl) o la sal es uno de los quimicos cominmente utilizado
en acuicultura para el control de parésitos en piel y branquias, hongos (Schreier et
al., 1996) y bacterias (Noga, 2000; Roberts, 2001; Plante et al., 2002), a través del
aumento en la produccion de moco y deshidratacion de patégenos. Al mismo
tiempo, NaCl mantiene el equilibrio del gradiente osmético reduciendo la difusion
de iones en el agua y reduciendo el estrés durante el transporte (Carneiro y
Urbinati, 2001). Ademas, mantiene la homeostasis corporal (De Carvalho et al.,
2002; King y Farrell, 2002) y mejora la supervivencia de los peces (Tsuzuki et al.,

2001).

La exposicion de parasitos de agua dulce a condiciones salinas afectan la
osmoregulacion resultando en una deshidratacion del parasito. Generalmente los
parasitos que presentan estadios inmaduros de vida libre son mas susceptibles a
problemas de osmoregulacién comparados a sus hospederos. Bafios terapeuticos
de sal empleando altas concentraciones durante un corto periodo de exposicion
actGan agresivamente contra parasitos y son mas efectivos que tratamientos de

nayor duracion (Shephard,1994).

Varios estudios han evaluado los efectos de la sal en el crecimiento (Buckel et al.,
1995; Likongwe et al., 1996; Deacon y Hecht, 1999), sobre el comportamiento
(Brown et al., 2001) y sobre la supervivencia (Deacon y Hecht, 1999; Tsuzuki et
al., 2001). Adicionalmente, se han realizado estudios de la toxicidad del uso de

NaCl en peces como lo describen Velasco-Santamaria et al. (2007), quienes
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evaluaron la toxicidad del cloruro de sodio (NaCl), en juveniles y adultos de
Metynnis orinocensis durante 96 h, estudio en el cual describen que la congestién
lamelar, la hiperplasia y la fusion fueron las alteraciones microscopicas comunes a
concentraciones mas altas. Estos resultados sugieren que la sal a concentraciones
inferiores a 5g/L son seguras para las practicas preventivas y terapéuticas en
Metynnis orinocensis; mientras que la exposicion prolongada mayor de 10g/L es

perjudicial en esta especie.

De igual manera Murrieta et al. (2019) realizaron un estudio en el cual probaron la
efectividad de la sal como tratamiento contra el parasito monogenoideo
Dawestrema cycloancistrium en paiches, en bafios de 30 min, teniendo como
resultado que la concentracion de 30 g/L mostro ser el mas efectivo contra la

infestacion de este parasito.

Asi mismo Vargas et al. (2003), describe en su estudio que el tratamiento con 3%
de sal en bafios terapéuticos durante 10 min es eficaz contra parasitos
monogenoideos de las especies Gyrodactylus pero es menos eficiente contra

especies de Dactylogyrus.

2.10. Aplicacion de la Formalina en la acuicultura

La Formalina (gas formaldehido acuoso al 40%), que reemplazd al verde
malaquita en el tratamiento de enfermedades parasitarias, se ha destacado por su
eficacia antiparasitaria (Martins 2004). También proporciona otras ventajas, como
la facil metabolizacion por los organismos y bajo potencial de bioacumulacion
(Picon Camacho et al. 2012). El principal inconveniente de la formalina es su alta
toxicidad para los peces. Si los peces estan expuestos a altas concentraciones por
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un tiempo prolongado, la sobredosis de formalina afecta la morfologia
macroscopica e histologica del epitelio branquial y como consecuencia los
procesos que ocurren en estas estructuras (Godoy 2015). Sin embargo, el tiempo
de recuperacion es relativamente corto cuando se aplica correctamente, incluso en

peces pequefios (Schmahl 1991).

Andrade-Porto et al. (2017) evalu6 la efectividad antiparasitaria de la formalina,
asi como su accion residual en la carne del pescado, el residuo de formalina en el
musculo A. gigas, en este estudio, después de 96 h de recuperacion fue bajo, sin
presentar riesgo de intoxicacion para los consumidores en las concentraciones

probadas.

Xu y Rogers (1993) demostraron que en Morone saxatilis expuesto a 25 y 250
mg/L de formalina durante 1 h y 24 h respectivamente, ya no se detecté formalina

en el masculo del pescado después del cuarto dia de exposicion.

Asi mismo se ha considerado a la formalina como bactericida por su capacidad de
penetrar dentro de las esporas bacterianas. La interaccion de la formalina con las
proteinas bacterianas se da a partir de la combinacion con la amida primaria, asi
como también con los grupos aminos. Es complicado determinar con seguridad
los mecanismos responsables para la inactivacion microbiana inducida por la
formalina, aunque sus propiedades interactivas y de unidén cruzada con
macromoléculas desempefian un rol importante en su actividad (McDonnell y

Russell, 1999).

El formaldehido es un biocida extremadamente reactivo que interacciona con
proteinas, DNA y RNA interrumpiendo las funciones celulares. Concentraciones
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altas producen precipitacion de proteinas generando la muerte celular. Actla
también como un agente mutagénico y como un agente alquilante por reaccion

con grupos carboxilo, sulfhidrilo e hidroxilo (Morales-Serna et al, 2018).

De igual manera, la formalina posee un efecto antimicético, empleadndose para
controlar la presencia de hongos generalmente de la familia Saprolegniaceae
(FDA, 1989). La formalina es particularmente aplicada contra protozoos entre
ellos se puede mencionar el Ichthyobodo sp. Trichodina sp. asi como
Chilodonella sp. y Monogeneos de las familias Dactylogyridae y Gyrodactylidae,

parasitos del cuerpo superficie y de las branquias de los peces (Scott 1993).

El uso de formalina esta indicado en algunos protocolos en forma de bafios cortos
hasta 1 h, en concentraciones que varian entre 150 y 250 mg/L o en bafios de larga
duracion de 24 h en concentraciones que oscilan entre 10 y 15 mg/L (Thoney y
Hargis 1991; Martins 2004). La resistencia de los peces a los productos quimicos
puede variar dependiendo de algunos factores, en donde se incluyen la especie,

edad y condiciones de cultivo (Dolezelova et al. 2009).

Por tanto, el tratamiento con formalina se ha investigado para uso en piscifactorias
comerciales, analizando su eficacia, toxicidad y qué dosis son seguras para las
especies de peces. Sin embargo, hay escasa informacion sobre el efecto directo de
este producto en el parasito y en las concentraciones que son realmente eficaces y

seguras para los peces.

Recientemente un estudio realizado por Andrade-Porto et al. (2017) en donde
evaluaron el efecto antiparasitario in vitro e in vivo de la formalina contra
Dawestrema cycloancistrium, las concentraciones de 660 y 880 mg/L de
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formalina tuvieron una mortalidad del 100% de este parésito después de 1h de
exposicion en las pruebas in vitro. En cuanto al ensayo in vivo, los bafios de 1 h
con 440 y 550 mg/L, la formalina mostré una eficacia del 93,3% y 99,3%,

respectivamente.

De igual manera Pahor-Filho et al. (2012) estudio la eficacia de la forma lima
mediante bafios profilacticos de 1h en los cuales todos los parésitos fueron

eliminados en concentraciones de formalina entre 135 y 540 mg/L.

Asi mismo Paixao et al. (2013) evalué la eficacia de la formalina contra
monogenoideos en juveniles de Hemigrammus sp., siendo 0.025mg/L a dosis con
una exposicion de 24h por 3 dias el cual tuvo mejores resultados con una eficacia

del 77,7% y una disminucion significativa de los indices parasitologicos.
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1I. HIPOTESIS

El uso de la sal y formalina serdn eficaces para reducir la cantidad de

monogenoideos presentes en las branquias de C. macropomum.

IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar la eficacia del cloruro de sodio y formalina como tratamiento en

Colossoma macropomum infestados con monogenoideos branquiales.

4.2. Objetivos especificos

Determinar el tiempo en qué los monogenoideos mueren a través de la accion
de cloruro de sodio (20gr/L y 30gr/L) y formalina (0.5ml/L y 0.8ml/L)
mediante pruebas in vitro contra monogenoideos presentes en C. macropomum
“gamitana”.

Determinar la eficacia de cloruro de sodio (20gr/L y 30gr/L), y formalina
(0.5ml/L y 0.8ml/L) como tratamientos en pruebas in vivo contra los
monogenoideos presentes en C. macropomum “gamitana”.

Realizar la identificacibn de monogenoideos que parasitan branquias de C.
macropomum “gamitana”.

Determinar los indices parasitarios de los monogenoideos presentes en las
branquias de C. macropomum “gamitana antes y después de la aplicacion de
los tratamientos.

Describir las lesiones histopatoldgicas a nivel branquial en C. macropomum

“gamitana” asociadas a la presencia de monogenoideos.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lugar de Estudio

Los ensayos experimentales y el estudio parasitoldgico se realizaron en el Instituto
de Investigaciéon de la Amazonia Peruana (IIAP), dentro del centro de
investigacion Fernando Alcantara Bocanegra (CIFAB), ubicado alrededor del km

4.5 de la carretera Iquitos-Nauta en la ciudad de Iquitos.

5.1.1. Descripcion del area de estudio

Los peces fueron adquiridos de un estanque piscicola del I1AP, destinados
al crecimiento de juveniles de C. Macropomum, estos peces fueron
trasladados al inicio de la investigacion al laboratorio de peces
ornamentales del 11AP, en donde tuvieron un periodo de aislamiento y
aclimatacion de 7 dias, para ello fueron colocados en tanques con
capacidad de 250 L. Previo a la experimentacion se analizaron cinco
peces, antes y después del periodo de aclimatacion para verificar si se
habia incrementado la carga parasitaria. El area de estudio contd con
entrada de luz natural y reservorios de agua, con una temperatura
ambiental variable que va de los 24°C a los 30°C debido a las frecuentes
lluvias presentes todo el afio. EI agua contenida en los tanques mantiene
una temperatura promedio de 27°C, pH de 7.5, los cuales se midieron
diariamente y oxigenacidén constante mediante aireadores. Se aliment6 a
los peces diariamente dos veces con alimento vivo, larvas de
quironémidos, los cuales son cultivados en el Laboratorio de elaboracion

de alimento vivo del I1AP.
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5.2. Poblacion Obijetivo

La poblacion estuvo conformada por juveniles de gamitana ‘“Colossoma
macropomum” procedentes del Instituto de Investigacion de la Amazonia Peruana
(I1AP), carretera Iquitos-Nauta km 4.5, de la ciudad de lquitos. Para el estudio se
seleccionaron ejemplares de C. macropomum aleatoriamente, procedentes de

estanques de cultivo.

5.2.1. Tamano de muestral

Se realizd un muestreo no probabilistico por conveniencia, se utilizaron un
total de 99 peces para la investigacion, 12 peces para las pruebas in vitro,
72 peces para las pruebas in vivo y 15 peces para el analisis

histopatoldgico.

5.2.1. Criterios de inclusion

Peces juveniles mayores de 10 cm de longitud pero menores de 20 cm, que
presentaban reflejos de fuga y aparentes signos de buena salud como,

aletas enteras, coloracién vivaz y branquias rojizas.

5.3. Agente quimico

Ambos productos utilizados en los ensayos experimentales fueron
proporcionados por el AP, se usé sal (cloruro de sodio) de pesca de forma
granulada de uso comun en acuicultura y formalina liquida solucion al 40%.
Tanto la sal (20gr/L y 30gr/L), como la formalina (0.5ml/L y 0.8ml/L) fueron

diluidas en las peceras (10L) antes de colocar a los peces para la
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experimentacion; las dosis establecidas para su utilizacion en el presente

estudio se indica en la tabla 2.

Tabla 2. Dosificacion de la sal y formalina a utilizar en los ensayos.

Duracion de | Numero de
Agente quimico Dosis Bafo
tratamiento peces
Control - - - 9
20 gr/L 30 min 3 dias 9
NaCl
30 gr/L 30 min 3 dias 9
0.5ml/L 30 min 3 dias 9
Formalina
0.8ml/L 30 min 3 dias 9

5.4. Evaluacion de la efectividad del cloruro de sodio y formalina

Para la evaluacion de la efectividad de los agentes quimicos empleados en este
estudio como tratamiento para peces infectados por monogenoideos, se realizaron
ensayos tanto in vivo como in vitro. Se realiz6 el ensayo in vitro para determinar
el tiempo necesario para detener el movimiento de los paréasitos, para cada una de
las concentraciones. Posteriormente se llevaron a cabo experimentos in vivo para
determinar que dosis resultaba mas efectiva para su uso como posible tratamiento
en peces. Tanto la sal como la formalina fueron aplicadas por separado, un primer

grupo con NaCl que cont6 con dos tratamientos (T1: 20 gr/L y T2: 30gr/L), y otro
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grupo con la formalina (T1: 0.5ml/L y T2: 0.8ml/L) cada uno con un grupo

control.

5.4.1. Ensayo in vitro del NaCl y formalina contra los parasitos

Para este ensayo se utilizaron 96 arcos branquiales, haciendo un total de 24
arcos branquiales por tratamiento (Grafico 1). Los peces fueron
anestesiados con metasulfonato de tricaina 100 mg/L (Velasco et al.
2008), seguidamente fueron sacrificados mediante puncién cefalica para

extraer las branquias y colocar cada arco branquial en placas de Petri.

Para el ensayo de inmovilizacion se agrego a cada placa 10 ml de las
diferentes soluciones de NaCl (T1: 20 gr/L y T2: 30gr/L), formalina (T1:
0.5ml/L y T2: 0.8ml/L) por separado, luego se colocaron los arcos
branquiales extraidos en las placas y se mantuvieron en observacion
constante verificando el tiempo utilizando un estereoscopio. Los parasitos
eran estimulados con un estilete y se consideraron muertos cuando se
detecto la ausencia de movimiento, Yy la observacion de las caracteristicas
tipicas de la mortalidad por monogenoideos, como arrugas corporales
(Reimschuessel et al. 2011). Se tomo el tiempo de cada parasito por arco

branquial para luego sacar el promedio.
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5.4.2. Ensayo in vivo de la efectividad del NaCl y Formalina

Para analizar el efecto de la exposicion de los agentes quimicos se
realizaran bafos terapéuticos de 30 min por tres dias, cada tratamiento
conté con tres repeticiones cada uno, haciendo un total de 9 peces por
tratamiento. Cada tratamiento cont6 con un grupo inicial o control
(Grafico 2), el cual no se le aplicd ninguna dosis de los tratamientos y
sirvié para contabilizar los parasitos y comparar con los grupos tratados.
Para evaluar la efectividad de los tratamientos, los peces fueron colocados
en peceras con capacidad de 10L de agua, en donde previamente se
disolvié por separado la dosis determinada del quimico a utilizado para
cada grupo, NaCl (T1: 20 gr/L y T2: 30gr/L), formalina (T1: 0.5ml/L y
T2: 0.8ml/L), una vez transcurrido el tiempo se colocaron los peces en su
respectiva unidad experimental con agua limpia. Después de finalizar los
tres dias de tratamiento los peces fueron sacrificados para la extraccion de
las branquias, las cuales fueron fijadas y examinadas con estereoscopio
para el analisis parasitolégico e identificacion de los parasitos

mMOoNogénicos.

El porcentaje de la eficacia se determind mediante la formula a

continuacion (Onaka et al. 2003):

Numero promedio Numero promedio
de parasitos - de parasitos
% Eficacia= _del grupo control del grupo tratado x 100

Numero promedio de paréasitos de grupo control
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Gréfico 2: Esquema de la distribucidn de los tratamientos con sus

repeticiones de las pruebas in vivo.

GRUPO 1
NaCl (T1: 20g1/L)
Grupo Control R1 R2 R3
9 peces 3 peces 3 peces 3 peces

NaCl (T2: 30g1/L)
Grupo Control R1 R2 R3

9 peces 3 peces 3 peces 3 peces

GRUPO 2
Formalina (T1: 0.5ml/L)
Grupo Control

Rl R2 R3

Formalina (T2: 0.8ml/L)
Grupo Control

R1 R2 R3
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5.5. Analisis parasitoldgico

5.5.1. Fijacion y conservacion de parasitos

Después de los ensayos in vivo, las branquias extraidas se colocaron en
envases de plastico a los cuales se adiciono agua caliente (65-70°C)
agitando el envase por unos segundos para lograr que los monogenoideos
mueran con el cuerpo extendido, con la finalidad de poder observar las
estructuras esclerotizadas para su identificacion, seguidamente se afiadio a
los envases formalina 4% o alcohol 96° (Murrieta, 2019), para la
conservacion de estos parésitos, realizdndose posteriormente la

cuantificacion e identificacion en el microscopio.

5.5.2. Montaje e identificacion

Los monogenoideos se colocaron entre porta y cubreobjetos con solucion
Hoyer para su clarificacion y observacion de las estructuras esclerotizadas
tales como barras, ancoras, ganchos y complejo copulador, asi como para
su identificacion en la cual se utilizaron clave taxon6mica para
monogenoideos neotropicales dulceacuicolas descrita por Cohen et al.

(2013).

5.5.3. Indices Parasitarios

La cuantificacion de los indices parasitarios se expresod segun lo descrito

por Bush et al. (1997):
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Prevalencia (%) | NP= cantidad de individuos
infectados por una determinada | P = % X100
especie de parasito

NE= cantidad total de individuos

examinados

Intensidad Nspl= cantidad total de paréasitos

_ _ _ Nspl
media de una determinada especie IMI = NPsp1
NPspl= cantidad de individuos
infectados por una misma especie
de parasito
Abundancia NTP= cantidad total de parasitos
NTP
media de una determinada especie AM = NPE

NPE= cantidad  total de

individuos examinados de una

muestra

5.6. Analisis histopatoldgico

Para este analisis se utilizaron 15 peces del total de la muestra que no fueron

sometidos a ninguno de los tratamientos que se realizaron anteriormente.

5.6.1. Fijacién y Procesamiento de muestras

Las muestras fueron fijadas al 10% de formalina y neutralizada con
carbonato de calcio, colocadas en envases de plastico correctamente
embalados para su traslado al Laboratorio de Parasitologia Animal de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia, en donde fueron procesadas
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siguiendo el protocolo convencional como se describe en el Anexo 2, en
primer lugar, se deshidrataron las muestras en una serie de concentraciones
crecientes de alcoholes, seguidamente fueron incluidas en parafina,
clarificadas y seccionadas en 3 micras. Finalmente se colorearon con la
tincion de Hematoxilina y Eosina. Las laminas se observaron usando un

Microscopio Diferencial de Contraste de Fases.

5.6.2. Evaluacion de lesiones Histopatologicas

El objetivo de la evaluacion histopatoldgica fue describir las lesiones
presentes en las branquias causadas por la presencia de monogenoideos,
las cuales pueden llegar a afectar el estado de salud de los peces. Las
observaciones de las alteraciones histologicas se clasificaron en trastornos
inflamatorios, de circulacion, del crecimiento y degenerativos descritos

por Reimschuessel et al. (1992), especificados en el siguiente cuadro:
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Cuadrol. Clasificacion de las alteraciones histoldgicas

Alteraciones

Tipos de lesiones

Inflamatorios

Infiltracion de células eosinofilicas y

linfocitarias

Del crecimiento

Hiperplasia del epitelio interlamelar

Hiperplasia de las lamelas

secundarias.

Fusién lamelar

Congestién en la base de las lamelas

Congestion de la vena central

Circulatorio i _
Dilatacién de la vena central
Dilatacién del seno venoso
) Desprendimiento del epitelio lamelar
Degenerativos

Telangiectasia

El grado de afeccion fue clasificadas de acuerdo a su extension descrito en

el siguiente cuadro:

Cuadro 2: Clasificacion del g4ado de afeccion de las lesiones histoldgicas

Escasa De 0% hasta los 25%

Leve Por encima del 25% hasta el 50%

Moderada | Por encima del 50% hasta el 75%

Severa Por encima del 75% hasta el 100%
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5.7. Anélisis de datos

La cantidad de parasitos por cada tratamiento luego de finalizada la fase
experimental fue utilizada para determinar posibles diferencias significativas entre
los tratamientos utilizados. Para ello, se utiliz6 en Analisis de Varianza ANOVA,

el cual fue calculado utilizando el programa estadistico Bio Estat 5.0.

5.8. Consideraciones éticas

El presente trabajo de investigacion fue revisado y aprobado por el Comité
Institucional de Etica para el uso de animales (CIEA) - UPCH, con cddigo
205315, continuando su realizacion respetando las consideraciones éticas que

establece.

5.9. Limitaciones

La principal limitante para realizar esta investigacion fue la accesibilidad a la
cantidad de peces a disposicion para la ejecucion del proyecto, sin embargo se
obtuvieron resultados positivos a pesar de no ser un extenso tamafio muestral, no
obstante los resultados atn podrian ser ampliamente aplicables ya que ayudaria al

tratamiento especifico contra monogenoideos branquiales.
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VI. RESULTADOS:
6.1. Indices parasitarios

De un total de 62 individuos de gamitana examinadas, 54 se encontraron
parasitadas con monogenoideos en branquias, haciendo un total de 12068
monogenoideos, siendo el tratamiento con 30gr de sal el que tuvo una mayor
prevalencia (P %) de 88.9%, con una intensidad media (IM) de 123.5
parésitos/pez y abundancia media (AM) de 109.8 parasito/pez (Tabla 4). Se
identificaron tres especies de monogenoideos, Anacanthorus spathulatus,
Anacanthorus penilabiatus y Notozothecium janauachensis, de las cuales A.
spathulatus fue el que tuvo una mayor prevalencia P(%) de 87.1% en

comparacion de las otras dos especies identificadas. (Tabla 5)

Tabla 3. indices parasitarios registrados por cada tratamiento

TRATAMIENTOS TOT,AL PE P (%) IM AM
PARASITOS
Control 117 100 29.3 29.3
20 gr sal 82 77.8 11.7 9.1
Control 3039 100 337.7 337.7
30gr sal 988 88.9 123.5 109.8
Control 4844 100 538.2 538.2
0.5ml formol 9 66.7 15 1
Control 2987 100 331.9 331.9
0.8ml formol 2 50 1 0.5

Prevalencia (P%); Intensidad media (IM); Abundancia media (AM).
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Tabla 4. indices parasitarios de monogenoideos registrados en C.

macropomum
MONOGENEA Npi P (%) IM AM
Anacanthorus spathulatus 54 87.1 7.9 6.87
Anacanthorus penilabiatus 13 21.0 1.2 0.24
Notozothecium janauachensis 4 6.5 1 0.06

Numero de peces infectados (Npi); Prevalencia (P%); Intensidad media (IM);

Abundancia media (AM).

6.2. Pruebas in vitro del Cloruro de sodio y formalina contra los parasitos

Se observo cada arco branquial mediante un microscopio y se tomo el tiempo en
el momento en el que todos los Monogenoideos ya no registraban movimiento.
Una vez obtenido los resultados del tiempo de inactivacion de los parasitos de
cada tratamiento (Tabla 5), se aplicd la prueba estadistica ANOVA, presentando

una diferencia significativa entre los grupos (p<0.05) (Tabla 6).
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Tabla 5. Tiempo de muerte de los parasitos por tratamiento

Agente Tiempo (minutos)
Dosis Promedio
quimico pezl | pez2 | pez3
20gr/L 4.82 4.43 5.93 5.06
Sal
30gr/L 3.02 3.08 3.58 3.23
0.5ml/L 9.25 13.18 7.89 10.11
Formol
0.8ml/L 8.31 5.64 6.63 6.86

Tabla 6: Andlisis estadistico de la prueba in vitro de los diferentes

tratamientos

TRATAMIENTO

PROMEDIO F P
S TIEMPO
Control 6h
20gr SAL 5.08 min 10.2446 0.004091
30gr SAL 3.23min
0.5 ml FORMOL 10.11min
0.8 ml FORMOL 6.86min

Al aplicarse la prueba post hoc de Tukey (Tabla 7), se determind que el

tratamiento con 0.5 deml de formol tuvo una diferencia significativa sobre los

otros grupos, el cual indica un mayor tiempo en el que el parasito consigue la

muerte.
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Tabla 7: Andlisis prueba de tukey en los diferentes tratamientos

Grupos p valor
T1-T2 0.5263 p>0.05
T1-T3 0.01913 | p<0.05
T1-T4 0.5374 p>0.05
T2-T3 0.003191 p<0.05
T2-T4 0.08775 | p>0.05
T3-T4 0.1334 | p>0.05

T1=20gr sal, T2=30gr sal, T3=0.5ml formol, T4=0.8ml formol

12
10.11b

TIEMPO (mim)

20gr SAL 30gr SAL 0.5ml 0.8 ml
FORMOL FORMOL

TRATAMIENTOS

Gréafico 3: Resultado del tiempo de aplicacion de los
tratamientos hasta la muerte del parasito. Las letras distintas
muestran diferencia estadistica significativa entre los grupos

(p<0.05).
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6.3. Pruebas in vivo del NaCl y formalina contra los parésitos

Se determind que los tratamientos con formalina 0.5ml y 0.8ml, tuvieron un
mayor porcentaje de eficacia 99.81% y 99.85% respectivamente. Asimismo, el
ANOVA permitié demostrar que existe una diferencia significativa entre cada uno
de los tratamientos y su grupo control, con lo cual podemos afirmar que hubo una
reduccién de la cantidad de parésitos de los grupos con tratamiento en

comparacion a los grupos control.

Tabla 8: Andlisis estadistico de la prueba in vivo de los diferentes tratamientos

CANTIDAD DE
TRATAMIENTO | DOSIFICACION PARASITOS EFICACIA %
NaCl
control 0 29.25+3.79% 0
T1 20gr 9.11+3.76b 29.91
control 0 337.66+39.30a 0
T2 30gr 123.5+10.86b 63.43
Formalina

control 0 538.22+49.27a 0
T1 0.5ml 1+0.33b 99.81
control 0 331.89+53.76a 0
T2 0.8ml 0.5+0.29b 99.85

Las letras distintas muestran diferencia estadistica significativa entre las muestras

(p<0.05)
20gr sal (p=0.008)
30gr sal (p=0.0001)

0.5ml formol (p<0001)
0.8ml formol (p=0.002)
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TRATAMIENTOS

Gréafico 4: Resultados de la eficacia de los diferentes
tratamientos, el grafico muestra una mayor eficacia en el grupo

tratado con 0.5ml y 0.8 ml de formol.
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6.4. ldentificacién de monogenoideos

La identificacién de los monogenoideos se realiz6 mediante un microscopio de
contraste de fases, permitiendo la observacion de las estructuras esclerotizadas
presentes en cada especie, las cuales fueron fundamentales para lograr su
identificacion. Se alcanzdé a identificar tres especies de monogenoideos

branquiales de C. macropomum las cuales se describen a continuacion.

6.4.1. Anacanthorus spathulatus (Kritsky, Thatcher & Kayton, 1979)

Las estructuras observadas fueron propias de esta parasito. Con cuerpo
fusiforme, presenta lobulos cefalicos completamente desarrollados, cuatro
ojos con los dos posteriores méas grandes que los anteriores y generalmente
méas separados, con granulos accesorios ausentes, boca subterminal,
faringe sub-ovada y esofago moderadamente largo. Posee un pedunculo
muy extenso, con un haptor de forma bilobulada con la superficie posterior
céncavo, ganchos ligeramente iguales en forma; cada uno con pulgar
truncado levemente deprimido y punta en forma de haz. Gdnadas
superpuestas ligeramente, testiculo sub-ovalado, ovario piriforme, saco
prostatico alargado y sub-ovalado. El érgano copulador presenta forma de
tubo simple con extremos espinosos ligada a la pieza accesoria. Pieza
accesoria con extremo proximal en forma de varilla y el extremo distal
espatulado. EI ligamento copulador es fino y flexible, receptaculo seminal

ausente.
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Figura 1. A-C. Anacanthorus spathulatus. A. Cuerpo entero B. Complejo

copulatorio (vista ventral). C. Haptor.

6.4.2. Anacanthorus penilabiatus (Boeger, Husak & Martins, 1995)

Las estructuras observadas fueron propias del parasito. Cuerpo fusiforme.
Con drganos cefalicos completamente desarrollados, presenta cuatro 0jos,
los dos posteriores mas grande y el par anterior generalmente estan mas
unidos, granulos oculares sub-ovalados. Faringe de forma sub-esférica.
Pedlnculo extendido. El haptor se encuentra ligeramente bilobulado,
presenta la superficie posterior concavo. Ganchos presentes iguales en
forma, truncado y levemente caido con punta en forma de hoz, gancho con
ampliacion variable en el extremo proximal. Gonadas ligeramente
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superpuestas, testiculo sub-ovalado y post-ovérico, ovario piriforme, saco
prostatico alargado y sub-ovalado. Organo copulador con base oblicua,
aleta longitudinal hacia la mitad. Pieza accesoria en forma de varilla y
espatulada en el extremo distal con proyeccion sub-terminal en punta,

extremo proximal levemente extendido unido al ligamento copulador.

Figura 2. A-B. Anacanthorus penilabiatus A. Complejo copulatorio

(vista ventral). B. Haptor.
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6.4.3. Notozothecium janauachensis (Belmont-Jégu, Domingues &

Martins 2004)

Las estructuras observadas fueron propias de la especie. Presenta un
cuerpo fusiforme, la piel con anulaciones en todo el tronco y el pedunculo.
Lébulos cefalicos moderadamente desarrollados con cuatro ojos, los dos
posteriores un poco mas grande y separados que los anteriores, granulos de
los ojos de forma larga, la faringe es redonda y ovalada. Pedunculo ancho,
haptor sub-hexagonal, con el ancora ventral ligeramente extendido y
robusto con raiz superficial larga y truncada, con cuerpo parejamente
curvado, el ancora dorsal con raiz superficial profunda y ligeramente
deprimida, cuerpo delgado y punta corta en la base, con terminaciones
ampliadas. La barra dorsal es extendida en forma de U, con extremos
expandidos. Ganchos larvarios con forma similar entre si, cada uno con
punta delicada, pulgar sobresaliente, mango expandido el cual es variable
en longitud entre pares de ganchos. Organo copulador masculino
representado por un espiral en forma de anillo con base conica, la zona
distal con una extensidn lateral extensa y puntiaguda, similar a una pluma.
Testiculo ovado, vesicula seminal sigmoidea, sacos prostaticos grandes y
piriformes. Ovario ovalado y elongado. Vagina ligeramente esclerotizada
comprendida por un tubo con salida a la superficie dextro dorsal del

cuerpo. Receptaculo seminal medioventral y ovalado.
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Figura 3. A-B. Notozothecium janauachensis. A. Complejo

copulatorio, vista ventral. B. Haptor

6.5. Evaluacion Histopatol6gica

El analisis histopatoldgico realizado a todas las muestras se observo
principalmente las siguientes lesiones en un mayor porcentaje, hiperplasia
interlamelar en 93.33% presentando en la mayoria de muestras un grado severo de
afeccion, también se observo hiperplasia de las lamelas secundarias en un 80% e
infiltracién de células eosinofilicas y linfocitarias en 86.6%, asi como fusion
lamelar en 73.33% y un desprendimiento del epitelio lamelar en en 73.33% (Tabla
6). Las diferentes lesiones presentaron generalmente un grado de afeccion

moderada.
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Tabla 9: Lesiones Histopatologicas en branquias de acuerdo al tipo de lesion y

grado de afeccién presentes en C. macropomum

TRASTORNOS | TIPO DE LESION GRADO DE AFECCION N %
Ausente Leve Moderad | Severo
0
INFLAMATORI Infiltracion de 2 4 5 4 13/15 | 86.66
(O] células
eosinofilicas y
linfocitarias
DE Hiperplasia del 1 2 3 9 14/15 | 93.33
CRECIMIENTO epitelio
interlamelar
Hiperplasia de las 3 1 7 4 12/15 | 80
lamelas
secundarias.
Fusion de las 4 2 5 4 11/15 | 73.33
lamelas
secundarias.
CIRCULATORI Congestion en la 14 0 1 0 1/15 | 6.66
@) base de las lamelas
Congestion de la 11 0 4 0 4/15 | 26.66
vena central
Dilatacion de la 11 0 4 0 4/15 | 26.66
vena central
Dilatacion del seno 14 0 1 0 1/15 | 6.66
Venoso
DEGENERATI Desprendimiento 4 3 5 3 11/15 | 73.33
VO del epitelio lamelar
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Figura 4. Branquia de C. macropomum, A, By C -

monogeneos (asterisco) causando hiperplasia interlamelar
generalizada (flecha negra) e hiperplasia de las lamelas

secundarias (flecha roja). (10x. Tincion con H&E).
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Figura 5. A, By C - Hiperplasia interlamelar severa y fusion

de las lamelas (flecha roja). (10x. Tincién con H&E).
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Figura 6. Desprendimiento del epitelio de la lamela

secundaria (flecha roja) ademas de una Hiperplasia

interlamelar (flecha negra). (40x. Tincion con H&E).
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Figura 7. Dilatacion y congestion de la vena central

(asterisco). (10x. Tincion con H&E).
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Figura 8. A, B 'y C - Monogeneos presentes causando una

hiperplasia severa (flechas rojas), severa pérdida del epitelio
lamelar (flecha negra) con infiltracion de células

eosinofilicas y linfocitarias. (10x. Tincion con H&E).
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VII. DISCUSION

En la Amazonia peruana, C. macropomum esta determinada como una de las
principales especies que sustentan el progreso de la acuicultura. A pesar de ello,
este pez amazonico viene constantemente siendo afectada por una variedad de
patdgenos, entre los cuales podemos encontrar los parésitos monogeneos que
pueden ser causales de grandes mortalidades si las condiciones ambientales se
tornan desfavorables (Andrade-Porto et al., 2015). Algunos estudios han sefialado
el uso de compuestos quimicos como el cloruro de sodio como una alternativa
preventiva contra agentes patdgenos infecciosos de los peces (Kubitza, 2016). La
sal al igual que la formalina es frecuentemente usada de manera erronea o
aplicada muy tarde, y generalmente se utiliza dosificaciones generalmente bajas e
ineficientes o por plazos de tiempo muy reducidos. En el Peru son casi
inexistentes los estudios relacionados al uso de estos agentes quimicos en peces
tropicales que sirvan como referencia para tratar las infecciones por estos

parasitos.

Los resultados registrados en la presente investigacion demostraron que el cloruro
de sodio a la dosis de 30 g/L tiene una efectividad in vitro contra los monogeneos
branquiales de C. macropomum a los 3.25 min, siendo esta dosis con el menor
tiempo de exposicion que logra la mortalidad de los parasitos. Dosis inferiores a
los de este estudio fueron utilizados por Forwood et al. (2013) quienes evaluaron
la eficacia de tratamientos quimicos alternativos para Lepidotrembidyana

infectando a perca plateada, en el cual el cloruro de sodio fue efectivo in vitro
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contra L. bidyana a 10 g/L a 1h, lo que sugiere que la dosis actual recomendada de

15 g/L durante 1h para esta especie es efectiva (Read et al. , 2007).

En cuanto a la formalina la dosis de 0.8 ml/L en los ensayos in vitro fue efectiva a
los 6.86 min logrando la mortalidad total de los parasitos branquiales para C.
macropomum,. Un tiempo mayor en lograr la mortalidad de monogeneos
branquiales fue reportado por Andrade-Porto et al. (2017) en un estudio in vitro en
el que evalué tratamientos antiparasitarios con formalina contra Dawestrema
cycloancistrium, monogeneo presente en A. gigas, en el cual las concentraciones
de 0.66 y 0.88 ml/L de formalina fueron las més efectivas después de 1h de
exposicion con una mortalidad del 100% de este parasito. Por otro lado Forwood
et al (2013), determinaron en un estudio, que la formalina a 0.25 ml/L fue efectiva
contra L. bidyana a los 40 minutos de exposicion in vitro y que requiere un tiempo
de exposicion mas largo para ser efectiva a 0.15 y 0.1 ml/L. De igual manera Sitja
et al (2006), quienes usaron tratamientos in vitro contra Sparicotyle chrysophrii
parasito monogeneo de las branquias de dorada obteniendo una efectividad de la
formalina a la dosis 0.3 ml/L por 30 min. Estos resultados sugieren que el tiempo
de reaccion de estos compuestos quimicos sobre la mortalidad de los monogeneos
puede variar debido a la dosis a utilizar, asi como la especie de monogeneo
presente en las branquias, ya que unas pueden ser mas susceptibles o resistentes

gue otras.

La sal es aplicada comunmente como tratamiento para controlar los
monogenoideos en peces dulceacuicolas amazdnicos, pero se registran pocos

estudios que han determinado concentraciones adecuadas y efectivas para su uso
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como tratamiento. En la presente investigacion se determind que una dosis a 30
gr/L de sal en bafios de 30 min por tres dias tiene una efectividad de 63.43%. Este
trabajo concuerda con Murrieta et al. (2019) quienes evaluaron la eficacia de la sal
a 30 gr/L contra Dawestrema cycloancistrium obteniendo resultados eficientes a
los 30 min. Vargas et al. (2003), recomienda usar bafios terapéuticos con 3% de
sal durante 10 min siendo eficaz contra parasitos monogeneos de las especies
Gyrodactylus pero es menos eficiente contra especies de Dactylogyrus. De manera
contraria Forwood et al (2013), describe en su estudio que todas las dosis de sal

probadas contra L. bidyana (5, 10 y 15 g/L) fueron ineficaces.

Al igual que la sal, la formalina se ha utilizado como un agente terapéutico eficaz
en la acuicultura y uno de sus usos es cominmente para tratar ectoparasitos. En el
presente estudio, la formalina fue efectiva in vivo en las dos dosis utilizadas ,0.5
ml/L y 0.8 ml/L contra monogeneos presentes en C. macropomum, obteniendo
una efectividad 99.81% y 99.87%. Estos datos fueron similares a los registrados
por Andrade-Porto et al. (2017) con bafios terapéuticos de 1 h con 440 y 550 mg/L
la formalina mostrando una eficacia del 93,3% y 99,3%, respectivamente,
concordando con Pahor-Filho et al. (2012) quien recomienda bafios de
formaldehido entre 135 y 540 mg/L por 1h para controlar monogeneos en lisa.
Dosis menores a los empleados en este estudio fueron usados por Paixao et al.
(2013) obtuviendo un 77.7% en el control de monogenoideos en Hemigrammus
sp., con una dosis de 0.025ml/L con 24h de exposicion por 3 dias. Un bafio de 1 h
con 250 ppm de formalina redujo la ocurrencia de Gyrodactylus en la tilapia del
Nilo, pero no la de Dactylogyrus sp. (Vargas et al., 2003). Sin embargo, una dosis

de 250 mg/L fue ineficaz contra L. bidyana monogeneo parasito de la perca
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plateada (Forwood et al. 2013). Todas estas investigaciones han demostrado
ciertas diferencias en el uso de la formalina para controlar los monogeneos en
peces vivos, se podria afirmar que puede ser debido a que algunos parasitos
pueden ser mas tolerantes a esta sustancia, como también a las etapas de
desarrollo del parasito, ademas de tener en cuenta las limitaciones a los efectos

secundarios que pueden causar a los peces.

Se identificdé a A. spathulatus, de acuerdo a las caracteristicas descritas por
Kritsky et al. (1979). Este parésito fue previamente reportado por varios autores
infestando branquias de C. macropomum recolectadas de ambientes naturales y
cultivo (Santos et al. 2013). La alta prevalencia (87.1%) de este monogeneo
registrada en la presente investigacion fue similar a lo reportado en Venezuela por
Centeno et al. (2004) donde sefialaron al monogenoideo A. spathulatus como la
especie que predomino mas (96.4%). Esto concuerda con Godoi et al. (2012),
quienes reportaron una prevalencia del 96% de A. spathulatus parasitando
branquias de C. macropomum en una piscifactoria en el estado de Rondonia en
Brasil. En Per0 el primer reporte de A. spathulatus parasitando a C. macropomum
fue realizado por Soberon et al. (2014) indicando una baja prevalencia de 27.8%
de este parasito, refiriendo que pudo deberse a un buen control en los estanques
estudiados. De caso contrario a lo mostrado por Cayulla et al. (2021) indicé una

prevalencia de A. spathulatus de 64,3 % para C. macropomum.

El presente estudio confirma la ocurrencia de este paréasito, evidenciando una alta
especificidad de A. spatulatus parasitando en C. macropomum. Asi mismo este

parasito requiere de mucha atencion, ya que se encuentra en la mayoria de los
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cultivos de C. macropomum indicando siempre elevados niveles parasitarios en

comparacion con otras especies de monogenoideos (Morais et al. 2009).

Anacanthorus penilabiatus fue reportado por primera vez por Borger et al. (1995)
parasitando P. mesopotamicus en el estado de S&o Paulo. También en Brasil fue
reportado A. penilabiatus por Lizama et al. (2007) y Le&o et al. (2017) en los
estados de S&o Paulo y Parana respectivamente. Asi como Pamplona et al. (2001)
y Koh y Cohen (2009) registrando a A. penilabiatus infestando las branquias de C.

macropomum y P. brachypomus en el estado de Ceara y Parana.

A. penilabiatus tuvo una baja prevalencia de 21% en la presente investigacion. A
diferencia de Cayulla et al (2021) quien reporté una prevalencia de 64.3% de A.
penilabiatus parasitando a C. macropomum en el departamento de Madre de Dios.
Siendo similar a lo reportado en Brasil por Cohen y Kohn (2009) quienes
analizaron cuatro especies de caracidos amazonicos, encontrando a A. penilabitus
parasitando a P. mesopotamicus y P. brachypomus con una prevalencia de 50% y
83.3% respectivamente a diferencia de C. macropomum en el cual no se registré la
presencia de este monogeneo. De igual manera Ledo et al. (2017) reporté una
prevalencia de 97.5% en P. mesopotamicus en el estado de Parana. Pamplona et
al. (2001) report6 a C. macropomum como nuevo hospedador para A. penilabiatus
indicando una prevalencia 84.3 % en el estado de Ceard. A pesar que muchos
estudios sefialan la especificidad de A. penilabiatus con el género Piaractus, este
parasito muestra una extensa habilidad para parasitar peces taxondémicamente

relacionados como C. macropomum.
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El monogeneo N. janauachensis se ha reportado en diferentes estados de Brasil
parasitando a C. macropomum tanto en ambientes naturales como de cultivo
(Belmont-Jegu et al. 2004, Morais et al. 2009, Cohen y Kohn 2009, Ceara y Dias
et al. 2015). La prevalencia de N. janauachensis registrada en este estudio fue la
mas baja (6.5%) en comparacién con las otras dos especies de monogeneos
identificadas. Este resultado fue inferior a la reportado por Cayulla et al (2021)
con una prevalencia de 28.6% para N. janauachensis en C. macropomum. Morais
et al. (2009) sefialdo en su estudio una prevalencia del 10,12% para N.
janauachensis, este resultado es similar a lo registrado en este estudio. A
diferencia de lo reportado por Cohen y Kohn (2009) mostrando una prevalencia

de 60% para C. macropomum.

Estas variaciones pueden deberse a alteraciones en los sistemas de cultivo asi
como la susceptibilidad de los hospederos. Una causa principal de los elevados
indices parasitarios se debe al ciclo de vida de los monogenoides que es directo y
ademas a una alta densidad en los estanques de cultivo, esto facilitaria la infeccion

por estos parasitos.

Las lesiones branquiales tienen un alto grado de inespecificidad, sin embargo,
distintos autores las relacionan con infestaciones parasitarias como los
monogeneos, debido al érgano de fijacion de estos (Guerra-Santos et al., 2012,
Verjan et al 2002, Martins y Romero, 1996) asi como también se ha relacionado
con alteraciones del medio acuatico y una mala calidad del agua (Ramos et al

2016, Verjan et al 2002).
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Vargas et al. 2015 menciona en su investigacion que las principales lesiones
histopatoldgicas presentes en C. macropomum parasitadas con monogeneos
branquiales fueron hiperplasia del epitelio y fusion lamelar. Siendo similar a lo
registrado en el presente estudio en donde las lesiones con mayor frecuencia
fueron hiperplasia interlamelar y de las lamelas secundarias, asi como la fusion
lamelar y un desprendimiento del epitelio lamelar, que en su mayoria fueron de un

grado moderado de afeccidn.

Ramos et al. (2016) En su investigacion sefiala que se presentaron en las
branquias de C. macropomum, trastornos del crecimiento en un 100% fue
hiperplasia epitelial interlaminar y 45% hiperplasia de los filamentos, asi como
fusion de las lamelas en un 95%, sin embargo, presento una baja frecuencia de
monogenoideos (15% de parasitos), se podria asumir que las lesiones registradas
no serian en efecto causa de una infestacion parasitaria de lo contrario a un mal
manejo de la calidad de agua. Esto puede sustentarse con lo indicado por Verjan
(2002), en un estudio histopatoldégico en pacos (Piaractus brachypomus)
aparentemente sanos, se observo pérdida de estructura lamelar siendo esta la mas
prevalente asi como hiperplasia interlamelar y en el arco y en el filamento se
observé infiltracion de células inflamatorias; e indicando que estas lesiones
histologicas estarian directamente relacionadas con una mala calidad del agua
como también se deberia a una relacidén entre factores quimicos del agua y la
presencia de ciertos parasitos. De igual manera un estudio realizado en Piaractus
mesopotamicus parasitados por monogeneos por Jeronimo et al. (2013), en el cual

la histopatologia reveld una hiperplasia severa, fusién de las laminillas
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secundarias, asi como pérdida del epitelio lamelar y necrosis focal y multifocal en

peces altamente parasitados.

En la presente investigacion, las lesiones histopatologicas encontradas en las
branquias de C. macropomum fueron generalmente de grado moderado, esto
afecta el equilibrio osmético y producen alteraciones respiratorias (Thatcher et al.,
2006). Dichas funciones son necesarias para un 6ptimo crecimiento,, ademas que
las lesiones puede servir de entrada para otros patdgenos secundarios con
bacterias y hongos y causa asi una preocupacion de interés comercial, ya que
puede ocasionar en los peces disminucion en el crecimiento y una baja
productividad. Los resultados obtenidos del estudio histopatoldgico nos permiten
afirmar que la presencia de parasitos monogenéticos branquiales en gamitana
fueron los causantes de la aparicion de las lesiones histopatoldgicas descritas,
debido principalmente al efecto mecanico causado por el haptor durante la
fijacion. Las lesiones que se encontraron en el presente estudio coinciden con las

reportadas por otros autores ya mencionados.
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VIII. CONCLUSIONES

En las pruebas in vitro se determind que el tratamiento con 30gr/L
de sal consiguié en menor tiempo la muerte del parasito con un
promedio de 3.23 min, mientras que el mayor tiempo lo obtuvo el
tratamiento con 0.5ml/L con un promedio de 10.11 min.

Se determind en las pruebas in vivo que los tratamientos con
formalina 0.5ml y 0.8ml, obtuvieron mejores resultados con un
mayor porcentaje de eficacia 99.81% y 99.85% respectivamente,
reduciendo casi en su totalidad la abundancia de parasitos en
comparacion con los grupos control.

En el analisis parasitoldgico se logré identificar en branquias de C.
macropomum tres especies de monogeneos, A. spatulatus, A.
penilabiatus, N. janauachensis, las cuales fueron descritas por
varios autores para esta misma especie.

La especie de monogeneo A. spatulatus, fue la que tuvo una mayor
prevalencia 87.1% parasitando las branquias de C. macropomum
en comparacion con las otras dos especies encontradas.

El analisis histopatologico demostré que las lesiones mas
frecuentes ocasionadas por monogeneos fueron: Hiperplasia
interlamelar en 93.33%, Hiperplasia de las lamelas secundarias en
un 80%, Infiltracion de células eosinofilicas y linfocitarias en

86.6%, asi como Fusion lamelar en 73.33%.
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IX. RECOMENDACIONES

e Realizar mas estudios sobre tratamientos alternativos con productos
que no afecten el estado de salud del pez, asi como probar mas
dosis en diferentes tiempos con los productos empleados en este
estudio y asi afirmar los resultados obtenidos y que sirva como
referencia para los productores en poder aplicar un tratamiento

adecuado contra estos parasitos y en la misma especie de pez.
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XI. ANEXOS

ANEXO 1: FORMULARIO DE NECROPSIA

Muestra N°: Fecha:
Especie: Nombre comdn:
Procedencia:
Diagnostico ( ) | Experimental ()
Peso: Longitud SexooM( )H ()
Organo N° de Parasitos Caracteristicas
examinado
Piel Normal ( ) Exceso de mucus ()
Descamacion () Hemorragias ( )
Lesiones ( ) Melanosis ( )
Otros:
Ojos Normal ( ) exoftalmia ( )
ceguera ()
otros:

Brangquias Arcoderecho I (), (), HT(), IV().
Arcoizquierdo I (), 11 (), (), IV (

).
TOTAL:

Corazon

Estomago

Intestino

Ciegos pil6ricos

Rifi6n

Higado

Vejiga natatoria




ANEXO 2: FICHA DE HISTOPATOLOGIA DE LESIONES BRANQUIALES

Lamina A CL CvVC DvcC

A - Aneurisma

CL = congestion de las lamelas

CWC = congestidn de la vena central

DWC = Dilatacion de la vena central

DEJ — Desprendimiento del epitelio justalamelar

DELS = Desprendimineto del epitelio de la lamela secundaria
D&V = Dilatacion del seno venaso

El = Edemna justalamelar

DE! DELS DSV El

ELC = Epitelio lamelar corrugado

FLS = Fusidn de las lamelas secundarias
HI = Hiperplasia interlamelar

HLS = Hiperplasia de la lamela secundaria
HCC — Hipertrofia das células calioformes
IE = Infiltrado eosinofilica

IL = Infiltrado linfocitario

N - Mecrosis

T - Telangiectasia

ELC

FLS HI HLS

F=FOCAL
M= MULTIFOCAL

C= COALESCENTE

HCC

0 = AUSENTE
1 = LEVE (hasta 25%)
2= MODERADA (25-50%)

3= SEVERA (50-100%)




ANEXO 3

PROTOCOLO PARA EL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Introduccién

Las muestras se obtendran del Laboratorio de Parasitologia y Sanidad Acuicola del 11AP,
para realizar el estudio histopatoldgico, correspondiente al analisis de los tejidos (etapa
analitica). El presente documento indica las etapas del procedimiento de estudio de tejidos

para histopatologia, que permitira un adecuado andlisis de la muestra.

Procedimiento de obtencion de muestras

1. Las muestras para el estudio histoldgico se colocaran y conservaran en envases que
presentes ciertas caracteristicas:
* Transparentes.
* boca amplia y con tapa rosca.
* se debera utilizar formalina tamponada al 10%, hasta sobrepasar la muestra.
* Es necesario recalcar que primero se debe agregar la formalina despues colocar la
muestra, asi se evitara que se pegue a las paredes del frasco. la persona encargada
de manipular las muestras debe usar materiales de seguridad ya sea guantes y
mascarillas para prevenir accidentes.

2. Rotulado de la muestra: en la pared del frasco.
* Nombre comiin y/o nombre cientifico
* Fecha

« Tejido



* Procedencia

Traslado de los recipientes

A todas las muestras se le debe adjuntar su respectiva ficha de analisis histol6gico
con los datos indicados anteriormente. Los envases deben ser envueltos
cuidadosamente para evitar derrames.

Criterios de exclusion de muestra

» Mal rotulado del envase

* Muestras que no estén fijadas

* Inadecuado uso del Fijador y/o en cantidades no suficientes

Proceso de recoleccion vy fijacion

1. Obtencion de muestras

1.1 La recoleccién de muestras son seguidamente después de la muerte, para ello se
usara herramientas afiladas, como bisturis y tijeras.

1.2. Se debe evitar que los tejidos se sequen, ya que se altera el aspecto histologico.
En tales casos es recomendable para proteccion utilizar suero fisiologico o agua
destilada.

1.3. Después de la obtencion, la muestra, no se debe aplastar, ni doblar ya que asi
dificulta poder laminar el tejido.

1.4. Los cortes de tejido deben tener un grosor recomendado de 0,5 cm y de una

amplitud ideal para su identificacion.



1.5. Los cortes de tejido deben presentar una parte aparentemente normal, la que se
utilizara para comparar con otra en donde se observa la lesion.

2. Fijacion de los tejidos

2.1. Las muestras seran colocadas en un frasco con un liquido fijador, siendo el méas
comun la formalina tamponada al 10%, llenando el envase a un volumen 5 a 10
veces superior a la muestra.

2.2. Se colocaré primero la formalina y luego la muestra, evitando que se peguen al
envase, impidiendo que se fijen completamente.

2.3. para la elaboracion del fijador a usar, se combina 1 parte de formalina
comercial al 40%, con 9 partes de agua. También se puede utilizar carbonato de
calcio, y asi evitar la formacion de hematina acida (pigmento negro), para ciertos
tejidos con presencia de gran cantidad de sangre.

3. Proceso de envasado de muestras

3.1. Para la conservacion las de muestras se usara envases de abertura ancha, asi
permitira la introduccion de los tejidos, y su facil extraccion del envase cuando esté
fijada.

3.2. Las muestras de tejidos de un individuo se pueden colocar en el mismo envase,
sin necesidad de la identificacion de cada muestra.

3.4. Rotular los frascos, con los respectivos datos mencionados anteriormente.



Procedimiento de la técnica del analisis histolégico

1. Posterior a la fijacion, la muestra debe ser cuidadosamente lavado con agua para
eliminar los residuos del fijador.

2. Los tejidos serdn deshidratados y puestos en alcoholes con concentracion
ascendentes para eliminar el agua contenida, para ello se utiliza etanol al 70%, 80%,
96% y 100%.

3. Los tejidos se aclararan utilizando solventes produciendo transparencia como el
xiol, toluol, acetona, benceno. EI mas utilizado en el proceso es el Xilol.

4. Para la adicion en parafina, se coloca en una estufa de cultivo unos grados mas
por encima de su punto de fusion (parafina blanda 44 a 48 C° y parafina dura de 56
a 58 C°). Se introduce la muestra de tejido, se le coloca a la estufa unos minutos
para que la parafina se adhiera en la muestra. Después se enfria rapidamente
poniendo el recipiente en hielo.

5. seguidamente para la elaboracion del taco se cortara un pedazo de parafina que
contenga el tejido y se da forma de pirdmide truncada, asi la muestra quedara sobre
la base menor. pegandose sobre un taquito de madera para que se pueda sostener en
el micrétomo.

6. Para realizar el corte se usard del micr6tomo, cortando el tejido después de
colocarlo en el frio. Estos cortes suelen tener un espesor de 4 a 100 um o0 mas,

dependen de los tejidos a estudiar.



7.Posteriormente los cortes se deben colocar en agua tibia para extenderse y luego
se toman con un pincel extendiéndose en el portaobjetos, dejandose secar para luego
ser coloreados.

8. Seguidamente, utilizando el xilol se debe extraer toda la parafina de la muestra y
volverlo a aclarar.

9. Se debe realizar la hidratacion del tejido debido a que la mayoria de los
colorantes son acuosos. Se coloca el portaobjeto en etanol de forma decrecientes,
soluciones al 100%, 96%, 80%, 70% y agua destilada.

10. Los cortes de las muestras en los portaobjetos son coloreados utilizando
hematoxilina — eosina.

11. Posteriormente el preparado se deshidrata, sumergiéndolo en etanol en
concentraciones crecientes al 70%, 80%, 96% y 100%.

12. Para aclarar la muestra se utiliza generalmente el xixol, esto permitira retirar la
resina que se utilizara para adherir la laminilla.

13. Para el montaje: se cubrira el tejido con una lamina cubre objeto y sera adherida

con resina, asi estara listo para observar en el microscopio.



ANEXO 4. Arcos branquiales distribuidos en placas Petri para las

pruebas in vitro

ANEXO 5: Gamitanas distribuidas en cada unidad experimental para las

pruebas in vivo




ANEXO 6: Extraccién de las branquias de peces después de la aplicacion del

tratamiento

ANEXO 7: Analisis de las muestras branquiales en el estereoscopio.




ANEXO 8: Identificacion de monogenoideos utilizando el microscopio de

contraste de fases




