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RESUMEN

La acuicultura mundial ha crecido exponencialmente en los Ultimos afos. La Tilapia
(Oreochromis spp.) es una de las especies de mayor explotacion. Streptococcus
iniae es una amenaza para la sustentabilidad de la acuicultura. La utilizacion de
fitobidticos como la oleorresina de Capsicum annuum (ORC), ofrecen una
alternativa sustentable para mejorar el rendimiento de los peces y sustituir a los
antibiéticos. El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de la dieta con ORC
sobre la resistencia de la tilapia del Nilo (O. niloticus) contra S. iniae. Se describi6 el
curso de la infeccion en juveniles de tilapia inoculadas con la cepa ATCC 29178 de
S. iniae. Se realiz6 un disefio experimental con un arreglo factorial de 2x3 con
medidas repetidas (MR), con dos dosis de infeccién: 0 y 400 puL, tres dosis de
oleorresina 0,1 y 2 mL/kg de alimento y tres tiempos de evaluacion 2, 15 y 30 dias
post inoculacién (dpi). Se utilizaron 120 tilapias (20 peces por tratamiento) con peso
promedio 49.9 (20 g) durante 30 dias de experimento, con tamafio de muestra n =3
por cada tratamiento Los peces se colocaron en estanques de plastico de 650 L,
con un sistema cerrado de recirculacion (SCR). Los peces fueron alimentados con
un extruido 1.5 mm vy 44 % de proteina a razén del 4% del peso vivo dos veces por
dia. Se realizaron andlisis microbiolégicos, se determiné la ganancia de peso, la
tasa especifica de crecimiento (TEC) y el factor de conversion alimenticia (FCA) y se
evaluo el estado fisioldgico de las tilapias en cada tratamiento, mediante la medicion
de los perfiles hematolégicos, bioquimicos e inmunologicos. Los valores de globulos
rojos y hemoglobina no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos.
Los glébulos blancos presentaron un incremento significativo en todos los
tratamientos a los dos dpi (P< 0.05). Las proteinas plasmaticas registraron niveles
mas bajos en los tratamientos con 2 mL de ORC (P<0.05). La albumina presenta
diferencias significativas (P<0.05) en los tratamientos con 2 mL de ORC con valores
por debajo del control. La IgM mostr6 niveles mas altos en los tratamientos con 1y 2
mL de ORC respecto al control (P<0.05). Los peces del tratamiento sin inocular y 2
mL de ORC obtuvieron un valor de 1.18 de FCA y una mayor ganancia de peso. Se
demostré que, la utilizacion de 2 mL de ORC/kg de alimento logr6 aumentar los

valores de IgM, mejord la conversién alimenticia y aumenté la ganancia de peso.
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Palabras claves: Estado fisiolégico; Oleorresina no saponificada; Capsicum annuum;
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ABSTRACT

Global aquaculture has grown exponentially in recent years. Tilapia (Oreochromis
spp.) is one of the most cultivated species. Streptococcus iniae is a threat to the
sustainability of aquaculture. The use of phytobiotics such as Capsicum annuum
oleoresin (ORC), offer a sustainable alternative to improve the performance of fish
and to replace antibiotics. The aim of this work was to evaluate the effects of the diet
with ORC on the resistance of Nile tilapia (O. niloticus) against S. iniae. The course
of infection in subadult of tilapia inoculated with strain ATCC 29178 S. iniae was
described. The experimental was performed with a 2x3 factorial arrangement with
repeated measurements (RM), with two doses of infection: 0 and 400 uL, three
doses of oleoresin 0, 1 and 2 mL/kg of food and three evaluation times 2, 15 and 30
days post inoculation (dpi). 120 tilapia (20 fish per treatment) were used with
average weight 49.9 (+ 20 g) for 30 days of experiment, with sample size n = 3 for
each treatment. The fish were placed in plastic containers of 650 L, with a closed
recirculation system (CRS). The fish were fed a 1.5 mm extrudate and 44% protein
at 4% of live weight twice daily. Microbiological tests were performed, weight gain,
specific growth rate (SGR) and feed conversion (FC) were determined and the
physiological state of the tilapia was evaluated in each treatment by measuring the
hematological, Biochemical and immunological profiles. Red blood cells counts and
hemoglobin concentration did not present significant differences between the
treatments. White blood cells counts showed a significant increase in all treatments
at two dpi (P<0.05). Plasmatic proteins showed lower levels in the treatments with 2
mL of ORC (P<0.05). Albumin presented significant differences (P<0.05) in the
treatments with 2 mL of ORC with values below the control. IgM showed higher
levels in treatments with 1 and 2 mL of ORC than control (P<0.05). Fish from the
treatment: without inoculum and 2 mL ORC obtained a value of 1.18 FC and a
greater weight gain. It was shown that using 2 ml of ORC/kg of food was able to
increase IgM values, improved feed conversion and increased weight gain. Results
obtained in the present study indicated that implementation of 2 mL of ORC/kg of
food was able to increase IgM values, improved feed conversion and increased

weight gain.
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1. INTRODUCCION

Segun estadisticas de la FAO (2012), la acuicultura es el sector productivo de
alimentos de origen animal de mas rapido crecimiento, con un incremento medio
anual del 6% en el periodo de 1990 a 2010 (Reverter y col., 2014). Desde 1990, la
pesqueria de peces se ha mantenido estable en alrededor de 90 millones de
toneladas, mientras que, la acuicultura se ha revelado como la fuente principal para
aumentar el suministro de pescado. En los ultimos 30 afios, la acuicultura es el
sector de mayor crecimiento a nivel mundial (Acar y col., 2015). Los pescados y los
mariscos representan una fuente valiosa de proteinas y micronutrientes esenciales
para mantener una nutricion equilibrada y una buena salud. En la actualidad, se
cultivan cerca de 200 especies de peces teledsteos y de mariscos al rededor del
mundo, y su produccion es mas del doble que las pasadas dos décadas (Morrison y
Nowak, 2002). En 2009, el pescado representd el 17 % de la ingesta de la poblacién
mundial de proteina animal y el 6.5 % de toda la proteina animal consumida. La
produccion acuicola mundial alcanz6 62 millones de toneladas en 2011 (con
exclusion de las algas marinas y los productos no alimentarios), con un valor
estimado de $ 130 mil millones de ddlares. El principal objetivo de la acuicultura es
mantener a los peces saludables para obtener un mejor rendimiento (Acar y col.,
2015).

A medida que la industria de la acuicultura se ha intensificado y diversificado, es
natural que la domesticacion de nuevas especies resulte en el reconocimiento de los
"nuevos” agentes infecciosos y las enfermedades. La mortalidad debido a las
enfermedades infecciosas representa la mayor pérdida econdmica en la industria
acuicola (Guimarées y col., 2014). Esto se ha demostrado en varias ocasiones en
los dltimos afios (Colquhoun y Duodu, 2011), tal es el caso de Streptococcus iniae,
gue es una de las principales amenazas para la produccién de tilapia (Acar y col.,
2015), por su papel como enfermedad emergente, responsable de grandes pérdidas
econdémicas en la acuicultura de peces de aguas cdlidas en todo el mundo (Baums 'y
col., 2013). El fuerte vinculo entre el estrés y la susceptibilidad a enfermedades en

peces de cultivo ha sido reconocido desde tiempo atras (Cnaaniy col., 2004).
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La sustentabilidad de la acuicultura depende del balance entre la salud y el
crecimiento de los peces. El uso de quimioterapéuticos y de antibidticos para el
combate de las enfermedades tiene el riesgo de generar la resistencia de los
patdogenos, la bio-acumulacion y la contaminacion ambiental. Las vacunas
comerciales son costosas y especificas contra un patégeno en particular (Cristea y
col., 2012). Los antibiéticos se utilizan comunmente para controlar las enfermedades
de los peces, mejorar su sistema inmunolégico y como un promotor del crecimiento.
Sin embargo, el uso de antibiéticos se ha restringido en muchos paises debido a la
resistencia inducida a las bacterias. Los productos quimicos sintéticos, como el
peréxido de hidrégeno, la formalina y el sulfametoxazol pueden tener efectos

negativos sobre los peces (Acar y col., 2015).

En cambio, el empleo de aceites esenciales de plantas parecen no afectar el estado
de salud de los peces (Acar y col.,, 2015). Estudios recientes sobre los aceites
esenciales (AE) de plantas o frutas, han demostrado que sus componentes
principales poseen un amplio espectro de actividad biol6gica en campos como la
quimica de los alimentos, la farmacologia y la farmacéutica (Acar y col., 2015). Por
lo tanto, los investigadores se estan centrando en las alternativas para sustituir el
uso de antibidticos en la acuicultura. Las plantas con propiedades medicinales, las
especias y sus productos han sido exitosos como reemplazo de los antibiéticos en el

cultivo de la tilapia (Acar y col., 2015).
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2. ANTECEDENTES

2.1.Situacion actual del cultivo de la Tilapia.

La Tilapia (Oreochromis spp.) esta considerada el pez de mayor producciéon en el
mundo para la alimentacion humana a través de la acuicultura. El cultivo esta
especie implica normalmente una alta densidad de la poblacién en jaulas flotantes,
en canales y en estanques de tierra (Mian y col., 2009). Es conocida como “gallina
del agua” debido a su rapido crecimiento y a la alta sobrevivencia en aguas de
pobre calidad (Abdullah y col., 2013) (Figura 1). Tiene una carne blanca, su
alimentacion es versétil y es facil de cultivar. Se considera que la tilapia, es
relativamente resistente a enfermedades bacterianas, fungicas, parasiticas y virales
(Abdullah y col., 2013).No obstante, las enfermedades amenazan la produccion de
la tilapia, debido a las préacticas de cultivo intensivo, a las condiciones ambientales
desfavorables como la temperatura, el nivel de oxigeno disuelto, el amoniaco no
ionizado y los insecticidas. Las malas practicas de manejo como la nutricién
inadecuada y las elevadas densidades, pueden estresar a la tilapia causando
inmuno-supresion 'y un aumento en la susceptibilidad a las infecciones

estreptocécicas (Wu y col., 2013).

Figura 1. lzquierda: Oreochromis niloticus. Derecha arriba: mapamundi con los
principales paises productores de tilpia en color naranja (Fuente:
http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Oreochromis niloticus/es). Derecha abajo:
unidad de produccioén de tipo intensivo (Fuente: elaboracidn propia).
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Algunas de las especies de tilapia, han sido cultivadas en estanques desde el afio
1,000 A.C. No obstante, no es sino hasta el presente siglo que se inicia su
explotacion intensiva a una escala mundial. Los primeros resultados del cultivo de
esta especie obtenidos en Malasia, causaron grandes expectativas en relaciéon con
su potencial productivo y ello contribuyé a que de 1950 a 1970 la tilapia fuera
distribuida al resto del mundo tanto en zonas tropicales como subtropicales. El
cultivo de tilapia en México inicia en 1964 y para 1993 la produccién nacional de la
tilapia represent6 la quinta parte de la produccién mundial (Arredondo y Lozano,
2003). Actualmente, México ocupa el noveno lugar mundial en produccion de tilapia
con 128,866 toneladas anuales (SAGARPA, 2016).

2.2. Biologia de la especie.

La tilapia pertenece al grupo de los peces Ciclidos de la tribu Tilapiini, que son
originarios de Africa Oriental. Son organismos euritérmicos, que resisten una amplia
gama de temperatura del agua, con un intervalo de tolerancia desde los 12 a los
42°C. Se les considera especies eurihalinas, ya que pueden vivir en aguas
continentales, salobres y marinas, con un intervalo de tolerancia que va desde agua
de baja salinidad hasta 40%. Su fecundacion es externa y el nimero de huevos
producidos por hembra varia segun la especie, la talla y el peso de los
reproductores. El fotoperiodo, la temperatura (por arriba de los 24°C) y la presencia
del sexo opuesto, son factores que influyen sobre la madurez sexual. Los
organismos alcanzan la madurez sexual a una edad temprana, a partir de los dos 6
tres meses y a una longitud de 8 a 16 cm. La frecuencia de desove varia
considerablemente dependiendo de los factores climaticos, pudiendo ser desde seis
a 16 veces al afo. La tilapia se caracteriza por hacer nidos y cuidado a sus crias
(Arredondo y Lozano, 2003).
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2.3. Fisiologia de los peces.

En la acuicultura intensiva, los peces son expuestos a numerosos factores de estrés
durante el ciclo productivo, que directa o indirectamente afectan la respuesta
inmune vy la resistencia hacia las infecciones por microorganismos presentes en el
medio, ademas del efecto negativo sobre el crecimiento y la reproduccion (Cnaaniy
col., 2004).

Las respuestas fisiologicas al estrés se clasifican como primarias, secundarias y
terciarias. Muchas de estas respuestas se utilizan como indicadores cuantitativos de
estrés en los peces. La respuesta primaria a la tension esta indicada por la rapida
elevacion de las catecolaminas plasmaticas y los corticosteroides. La variedad de
respuestas fisiolégicas secundarias, puede incluir cambios metabdlicos,
hematoldgicos, inmunolégicos. La respuesta terciaria hace referencia a la afectacion
sobre el crecimiento, la tasa metabdlica, la resistencia a enfermedades, la tolerancia

térmica, la hipoxia y la capacidad reproductiva (Cnaani y col., 2004).

En términos generales, las diferencias entre organismos sanos y organismos
enfermos en sus valores bioguimicos y sanguineos, pueden ser interpretados como
un incremento de la respuesta inmune no especifica (Acar y col., 2015). Por
ejemplo, el aumento de la concentracion de la glucosa es una respuesta secundaria
al estrés, por lo que la concentracion de glucosa se utiliza en una amplia variedad
de especies de peces, como un indicador del estado fisiolégico del organismo
(Cnaani y col., 2004), al igual que los cambios en los valores de: conteo de células
rojas, hematocrito, hemoglobina (Acar y col., 2015). Otro indicador importante es la
medicidn de proteinas séricas, ya que la albumina y la globulina son las proteinas
de mayor importancia en el plasma de los peces y son utilizadas para la evaluaciéon

de respuesta inmune inespecifica. (Acar y col., 2015).

Filogenéticamente, los peces son el grupo méas primitivos de los vertebrados que
poseen un sistema inmune adaptativo y generan una respuesta de anticuerpos
efectiva ante los desafios patogénicos (Morrison y Nowak, 2002). El sistema inmune
de los peces es similar al de los vertebrados superiores, ambos tienen dos
componentes. El primer componente es el innato, o defensa no especifica formada

por una serie de compuestos celulares, y el segundo es el adquirido o especifico,
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caracterizado por la respuesta humoral a través de la produccion de anticuerpos
mediada por linfocitos T. La primera linea de defensa contra la invasién de
patdgenos esta mediada por el sistema innato, formado por macréfagos, monocitos,
granulocitos y elementos humorales como el complemento y la lisozima (Cristea y
col., 2012). La deteccién de los niveles de anticuerpos especificos ha sido utilizado
como una herramienta para la deteccién de la salud de los peces (Morrison y
Nowak, 2002). En los peces, la IgM es la clase de anticuerpo mas importante
(Giron-Pérez y col., 2009). Un claro ejemplo es la inmunidad contra S. iniae que ha
demostrado ser mediada por anticuerpos especificos producidos por el hospedero
(LaFrentz y col., 2011).

2.4. Streptococcus spp.

Este grupo de microorganismos denominados Streptococcus del griego streptos,
sinuoso, torcido, fue descrito desde mediados de siglo XIX por investigadores como
Pasteur, Rivolta y Ogston, a partir de infecciones en humanos (erisipela y abscesos)
y en animales (papera equina). Los estudios fueron continuados en 1884 por
Rosenbach, quien aislé un coco a partir de una colecta de un absceso humano, al
qgue le dio el nombre de Streptococcus pyogenes, estableciendo el género
Streptococcus (Songer y Post, 2005).

El género esta integrado por un grupo grande de microorganismos. Streptococcus
spp. es una bacteria esférica u ovoide, con un diametro entre 0.5-2.0 um; puede
estar agrupado en pares o0 en cadenas, crece en un medio liquido, no presenta
movimiento, no forma esporas, y algunas especies pueden presentar capsula,
ademas, es anaerobia facultativa y requieren para su crecimiento medios ricos en
nutrientes, siendo necesario en algunos casos incubarlos en una atmosfera
enriquecidas con CO,; es una bacteria gram-positiva, son quimiorganétrofos y
presentan un metabolismo fermentativo sobre los hidratos de carbono con
produccion de acido, pero no de gas (Figura 2). Son catalasa negativos y muchas
especies son hemoliticas. Los Streptococcus son parasitos de los vertebrados vy
habitantes de la boca y tracto respiratorio. Algunas especies son patdgenas para el

hombre y los animales, causa una infeccién sistémica conocida como
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streptococcosis. Taxondmicamente integran la familia Streptococcaceae junto con el
géneo Lactococcus (Stanchi y Martino, 2007; Amal y Zamri-Saad, 2011; Acar y col.,
2015).

Figura 2. Tincién Gram, mostrando cadenas largas de S. iniae.(Fuente:

elaboracion propia)

En 1887, Nocard y Mollereau aislaron un estreptococo de una vaca y reprodujeron
la mastitis experimental en esta especie y en una cabra. En 1937, Sherman
propusieron un esquema de clasificacion donde se ubica a los Streptococcus en
cuatro categorias organizadas de acuerdo con la produccion de hemodlisis, el
antigeno polisacarido especifico del grupo y las pruebas fenoipicas: a) fermentacion
de azucares y b) tolerancia a pH 9.5 Y 6.5 % de NaCl y temperaturas de 10 y 45°C
(Tabla 1). Los dividio en grupos denominados piogénicos (incluye a Streptococcus 3
hemoliticos), viridans, lactico y enterococos (Songer y Post, 2005).
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Tabla 1. Identificacién de Streptococcus segun pruebas bioquimicas.

Especie de Grupo Hemolisis NaCl Fermentacion de Otras pruebas
Streptococcus
6.5% Sorbitol Trehalosa

S. agalactiae B aBy - - + inulina neg, CAMP pos,
esculinaa neg, hidrdlisis de
hippurato

S. canis G B - - +

S. didelphis G B - + + Catalasa pos

S. C a - - + inulina neg, CAMP pos,

dysgalactiae esculina neg, hidrdlisis de
hippurato

S. equi C B - + +

S. iniae Ninguno B Var - + esculina pos, mannitol pos,

e CAMP pos, hidrdlisis de

almidén, Vogues-Proskauer
neg

S.ovis a Neg Pos Neg esculina pos, Vogues-
Proskauer neg, hippurato no
hidrolisis

S.phocae Cc? B - - - Salicina neg

S. a Var (Neg) Pos esculina pos, Vogues-
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pluranimalium

S. procinus

S.pneumoniae

S.pyogenes

S.sius

S.uberis

E.P,UV

None

D,R,ST

None

Proskauer neg, hippurato
hidrolizado

Mannitol pos, Vogues-
Proskauer pos,CAMP pos,
bilis esculina neg

Optochin sensitive

Hippurato no hidrolizado

Vogues-Proskauer neg,
hidrélisis de almidon;
serotipificacion capsular

Inulina pos, CAMP v,
esculina pos, hippurato
hidrolizado

(-), Negativo; (+), Positivo; Var, Variable

Fuente: (Songer y Post, 2005)
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Hasta el primer tercio del siglo XX, los Streptococcus eran diferenciados Unicamente
basados en la hemodlisis, fermentacibn de azlcares y su tolerancia a varios
quimicos. (Songer y Post, 2005). En 1984, Schleifer y Klipper-Béalz, presentaron los
resultados de los estudios genodmicos (hibridaciones de DNA-rRNA 23s y DNA-
DNA), y confirmaron que los Streptococcus del grupo D, del grupo enterococos,
pertenecian a un género diferente, y transfirieron a estos microorganismos al género

Enterococcus (Songer y Post, 2005).

En 1993, Lancefield introdujo un sistema serologico para la clasificacion de los
Streptococcus B hemoliticos que permitio la comprensién de la epidemiologia de las
enfermedades producidas por estos organismos. Este sistema consiste en dividir a
los Streptococcus en grupos, y utilizé una reaccién de precipitacion y un hidrato de
carbono especifico de pared celular denominado antigeno C. la clasificacién
consistié en la designacion de los serotipos especificos que van desde la letra A
hastalaHy de la K ala V. En la actualidad se utilizan estas pruebas, que son Utiles
solo para los Streptococcus hemoliticos, ya que los Streptococcus no hemoliticos

son seroldgicamente diferentes (Songer y Post, 2005).
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2.4.1. Estreptococosis en peces.

Los reportes sobre Streptococcus spp. en infecciones en peces datan de mediados
de 1950. Fue reportada por primera vez en 1957 en cultivos de trucha arcoiris en
Japoén (Abdelsalam, Asheg, y Eissa, 2013). El primer caso que involucra a la tilapia
fue reportado por Wu en 1970. Desde entonces, la estreptococosis en peces es en
problema de primer orden, tanto en cultivos como en especies silvestres (Roque y
col., 2009). Hubert (1989) afirm6é que, esta enfermedad (Streptococcus spp.)
representa un peligro real para los acuicultores de peces en climas tropicales y
parece ser la mas severa amenaza para los cultivos intensivos de tilapia, ya que es
una enfermedad infecciosa grave (Songer y Post, 2005). Se estima que las pérdidas
econdmicas en el mundo por Streptococcus spp. estan cerca de los $ 150 millones

de ddlares anuales (Abdullah y col., 2013).

Austin y Austin (1987) enlistaron siete especies de Streptococcus: S. agalactiae, S.
dysgalactiae, S. equi, S. equisimilis, S. faecium, S. pyogenes, y S. zoopidemicus,
gue en varias ocasiones han sido patogénicas para los peces (Tabla 2). Los
estudios moleculares, colocaron a los miembros del género Enterococcus en este
grupo (Plumb, 1999). Roque y col. (2009), incluyeron a Lactococcus garvieae, L.
piscium, Streptococcus iniae, S. parauberis y Vagococcus salmoninarum como
patégenos potenciales para los peces; mientras que Abdelsalam y col. (2013)

adicionan en este grupo a S. difficilis, Listonella psicium y Carnobacterium piscicola.
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Tabla 2. Caracteristicas de los Streptococcus y Enterococcus mas frecuentemente

aislados en peces

Prueba/Caracteristica

Morfologia celular

Motilidad
Crecimiento a
10° C

45°C
Crecimiento en
6.5 % NacCl

0.4 % tellurito
pHI.6
Tetrazolium

0.1 % azul de
metileno

40 % bilis esculina
Arabinosa
Salicina
Trehalosa
Catalasa

Almidén

Hidrolisis de
Esculina

Hemolisis

S.iniae

Cadenas
largas de
envoltura
esférica

AB

S.
faecalis

Pares
ovoides o
cadenas
cortas

AB

S. faecium

Pares
esféricos o
cadenas
cortas

I+

S.
agalactiae

?

Gruop B

Cadenas
cortas
esféricas

E.
seriolicid

Cadenas
cortas
ovoides

I+
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H,S

Hidrolisis de
Arginina

Hidrolisis de
Hippurato

Voges-Proskauer

Producuccén de
acido a partir de

D-xylosa

L- Rhamnosa
Sucrosa
Lactosa
Meliobosa
Raffinosa
Glycerol
Adonitol
Sorbitol
Glucosa
Mannitol
Grupo Lancefield

Mol % G+ C DNA

+
Ninguno

32.9

33.5-38

D

38.3-39

34

I+

I+

No D

44

Fuente: (Plumb, 1999).
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La infeccion puede ser subaguda, pero con frecuencia, se manifiesta como una
condicion cronica e implica (la mayoria de los casos) organismos del grupo B de
Lancefield (S. agalactiae) o S. iniae, que no expresan antigenos de Lancefield
(Abdelsalam y col., 2013). Al igual que S. iniae, Streptococcus agalactiae (también
conocido como Streptococco del Grupo B; GBS) es un agente responsable de
mortalidades masivas. Estreptococosis asociadas con GBS han emergido en varios
paises, especialmente en la region tropical del planeta (Kayansamruaj, Pirarat,
Hirono, y Rodkhum, 2014), y es considerado como uno de los patdégeno emergente

en el cultivo de tilapia (Abuseliana y col., 2011).

En particular, S. iniae también es una zoonosis, causante de celulitis localizada
(Roque y col., 2009) y desde las ultimas décadas, es considerada como una de las
mas importantes enfermedades de los peces y el Streptococcus de mayor
importancia como agente etiol6gico en los peces de cultivo (Agnew y Barnes, 2007).
Las infecciones por S. iniae a menudo conducen altas tasas de morbilidad y
mortalidad. La muerte puede ocurrir sin el acompafiamiento de signos (Baums y
col., 2013)

Originalmente fue aislada en delfines del zoologico de San Francisco, California y el
zoologico de New York (Pier y Madin, 1976). S. iniae, es un coco Gram positivo,
anaerobio facultativo (mas comdn en cadenas largas), Voges-Praskauer negativo,
no produce acido a partir del sorbitol, produce acido a partir de la sucrosa e hidroliza
el almidén, catalasa negativa, es B-hemolitico en agar sangre y no reacciona con

ningun grupo de la prueba de Lancefield (Roque y col., 2009).
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2.4.2. Distribucion mundial y especies susceptibles.

De forma general, una amplia variedad de peces de aguas templada y calidas,
desarrollan la septicemia hemorragica y, a menudo, los signos neurolégicos tipicos
de la infecciéon (Gauthier, 2015). La estreptococosis en peces ha sido detectada en
la mayoria de las &reas geogréficas donde la temperatura del agua es adecuada
para el inicio de la infeccidn, esto incluye Norteamérica (Canada y Estados Unidos),
varios paises de America Central, Arabia Saudita, Japon, Sudafrica, Israel, Gran
Bretafia, Noruega y los paises mediterraneos (Plumb, 1999; Roque y col., 2009).
Estos patdégenos ocurren tanto en aguas continentales como en aguas epi-

continentales (Plumb, 1999).

Kitao (1993) enlistd 22 especies de peces que naturalmente son susceptibles a
Streptococcus spp. Entre las mas afectadas estan la tilapia mozambica, la tilapia del
Nilo, el ciclido cola amarilla, las anguilas, la trucha arcoiris, el ayu, el robalo rayado y
sus hibridos. Otras especies menos susceptibles incluyen al bagre de canal y las
carpas doradas. Plumb y col. (1974) aislaron Streptococcus de 10 peces marinos
silvestres en estuarios del norte del Golfo de México. Otros estudios demostraron
gue Enterococcus seriolicida afecta al Ciclido cola amarilla, a las anguilas y otras
especies en Japon. De acuerdo con Ferguson y col (1994), las especies del pez
zebra también pueden ser susceptibles a Streptococcus spp. Esto demuestra, que

este grupo de bacterias no tiene un hospedero especifico (Plumb, 1999).

De manera particular, Streptococcus iniae causa septicemia y meningoencefaltis en
varias especies de cultivo, (Roque y col., 2009), al menos 27 especies de peces han
sido documentadas como susceptibles a la infeccion por S. iniae (Agnew y Barnes,
2007), entre las mas afectadas destacan la tilapia hibrida (Oreochromis niloticus x
O. aurea), el hibrido de robalo rayado (Morone saxatilis x M. chrysops), la trucha

arco iris y Ciclido cola amarilla.
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2.4.3. Epizootiologia.

El patégeno por si solo, es incapaz de provocar un brote epidemiolégico, por lo que
las condiciones ambientales son de suma importancia (Kayansamruaj y col., 2014),
la infeccion puede ocurrir a través de la ruta olfatoria, el contacto directo (en altas
densidades poblacionales) o bien, a través del canibalismo de animales moribundos
0 muertos a causa de la enfermedad (Amal y Zamri-Saad, 2011).

Aunque las infecciones por Streptococcus spp. ocurren en tilapia cultivadas en agua
salada y aguas continentales, en general, las infecciones son mas frecuentes y
graves en los peces marinos y de agua salobre; también, se sabe que, los peces
adultos y sub-adultos son el grupo mas susceptible a la infeccion (Agnew y Barnes,
2007). La tolerancia de Streptococcus spp. a la salinidad en estudios in vitro apoya
este fendmeno, pero la mayoria de los aislamiento de peces de aguas de baja
salinidad no crecen en la salinidad media por encima del 3 %. Parece que los
estreptococos que se adaptan a la salinidad, son generalmente menos virulentos,
cuando se encuentran en un ecosistema que difiere de su origen. Las tilapias
cultivadas en agua con 15 a 30 % de salinidad y de 25 a 30°C son mas susceptibles
a Streptococcus que a la misma temperatura en agua de baja salinidad (Plumb,
1999).

La dosis letal media (LDsy) varia segun el hospedero y la ruta de infeccion, pero se
ha demostrado que en las truchas, el barramundi y la tilapia, el intervalo va de 3x
10* a 10° UFC/mL (Plumb, 1999). La infeccién a través el agua es el medio méas
popular de la transmision de Streptococcus spp (Agnew y Barnes, 2007), la via de
exposicion tiene efectos sobre el curso de la enfermedad. Asi por ejemplo, la
exposicion en bafio de inmersidn causa una enfermedad aguda que resulta en altos
niveles de mortalidad dentro de las primeras 48 horas, mientras que la exposiciéon
oral causa un curso mas prolongado (Kayansamruaj y col., 2014). Esto llevo a
Bromage y Owens (2002) a proponer que el inicio de las epizootias, comienza con
peces infectados a través del canibalismo o la via fecal-oral, lo que resulté en una
infeccion subaguda que permite la suficiente amplificacion del patégeno para pasar

a un nivel agudo por exposicion en el agua (Kayansamruaj y col., 2014).
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No todos los peces infectados con S. iniae muestran los signos de la enfermedad.
Esta bacteria ha sido cultivada a partir de cerebro de peces sanos, lo que indica
que, son capaces de portar de manera asintomatica al patégeno. La bacteria
frecuentemente es aislada de peces que han sobrevivido al brote, estos peces
sirven como reservorio del patdgeno para las futuras infecciones (Agnew y Barnes,
2007). En las granjas de tilapia y de barramundi, la temperatura es considerada el
factor mas importante con la incidencia de la enfermedad (Kayansamruaj y col.,
2014). Cambios en la temperatura pueden encender la expresion de ciertos genes
de los Streptococcus, lo que resultdé en modificaciones de la morfologia, el
metabolismo y la virulencia de la bacteria. Ademas, cambios en la temperatura son
factores de estrés en los poiquilotermos, y la desviacién fuera del intervalo

fisiol6gico de los peces reduce la respuesta inmune (Kayansamruaj y col., 2014).

En Ontario, Canada en 1995 y hasta mediados de 1996, hubo informes de
infecciones transmitidas a los seres humanos, a partir de tilapias infectadas como
resultado de heridas punzantes o cortes adquiridos durante la limpieza de tilapia de
la granja y desde un mercado de pescados. Las bacterias asiladas en estos
humanos fueron identificadas como S. iniae y causaron gran preocupacion para la
industria de la tilapia, en particular en América del Norte. Los humanos, los delfines
del amazonas y la zorra voladora, son los Gnicos mamiferos que se conoce pueden
ser infectados naturalmente por S. iniae (Agnew y Barnes, 2007). La interaccion
entre S. iniae y macréfagos es considerada crucial en la patogénesis de la infeccion.
Ademas, se ha demostrado que los monocitos llevan a aproximadamente el 70% de
las bacterias presentes en la sangre de los peces enfermos. Basandose en estos
resultados, se postuld la teoria “caballo de Troya” que explica el mecanismo de
como S. iniae podria entrar en el compartimento del SNC en asociacion con los
monocitos migrantes (Bachrach y col., 2001). La induccién de la apoptosis en los
macréfagos por el a-TNF, también se ha sugerido como un mecanismo eficaz
mediante el cual S. iniae puede evitar el cebado del sistema inmune (Baums y col.,
2013).
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2.4.4. Virulencia.

El sistema inmune reconoce a las proteinas de superficie y expone los epitopos
como sustancias extrafias, induciendo asi la respuesta inmune. Por lo que, las
proteinas de superficie de la bacterias patdgenas desempefian un papel importante
en la patogénesis (Wang y col., 2014). Los genes super-antigenos y la estreptolisina
S pueden ser considerados los factores mas importantes de virulencia que
contribuyen a la rdpida propagacion de las infecciones de Streptococcus spp.
(Abdelsalam y col., 2013).

Una de las vias mas efectivas de las bacterias para evadir la fagocitosis, es la
produccion de capsula de polisacaridos (CPS), que en algunos estreptococos varia
su composicién quimica segun la especie (GAS: acido hialurénico). Las cepas con
CPS son mas virulentas que las que poseen capsulas. La presencia de capsula,
también, estd implicada en la inhibicion de la deposicion C3 del complemento. La
virulencia de Streptococcus se basa en gran medida por componentes de superficie
antifagociticos, donde se incluye a la proteina M (Figura 3), la porcién N-terminal
hiper-variable de estas proteinas que da lugar a diferentes tipos, que pueden ser
determinados por métodos serolégicos o, mas exactamente, por tipificacion de gen
em, hasta la fecha se han identificado 80 serotipos, con base a la secuencia de la
region hiper-variable de la misma. La superfamilia M incluye moléculas

antifagociticas y proteinas de unién a inmunoglobulinas (Barnes y col., 2003).
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Fibrinogen

EPS factor

Figura 3. Factores de virulencia de Streptococcus spp. (Fuente: Barnes, 2009).

El factor H y la union del fibrinbgeno por la proteina M, son importantes atributos de
virulencia, como la degradacién de los componentes del complemento C5a por la
Cba peptidasa, la resistencia a los macrofagos y la adherencia al epitelio de los
peces. Se ha encontrado que los genes simA y simB en S. iniae son altamente
conservados, sin embargo, simA y sus variantes se encuentran en todas las cepas
virulentas. La Cb5a peptidasa es una proteina de superficie. En GAS, la Cba
peptidasa se encuentra en sobrenadantes de cultivo, sin embargo, esto no ocurre en
S. iniae; en el cual la Cha peptidasa tiene un peso de 123-kDa y es codificada por el
gen scpl, que tiene estructura y funciones similares a la encontrada en GAS. La C5a
peptidasa en S. iniae pudo haber surgido por transferencia horizontal dada su
proximidad a una transposasa y a la organizacién genética similar a la encontrada
en GAS. El intercambio alélico, ha demostrado que esta proteina por si misma no es
primordial para la virulencia en los peces y su papel en la patogénesis es menor que

los otros factores. La C5a peptidasa hidroliza el factor de complemento C5a quimio-
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atrayente de neutrdéfilos, por lo tanto deteriora la capacidad del huésped para
combatir la infeccion (Aviles y col., 2013).

Otro de los factores de virulencia es el acido lipoteicoico, que actia mediante la
adhesion de los estreptococos del grupo A en las células epiteliales. Otro factor
conocido que contribuye a la virulencia de GAS, es la a—enolasa, que acelera la
invasion a través de los tejidos del huésped y, en Ultima instancia, en el sistema
circulatorio. La a—enolasa confiere a S. iniae la capacidad de cruzar tejidos a través
de la activacion del plasmindégeno. La actividad proteolitica de la plasmina en la
disolucion de los coagulos de fibrina, permite a los patbgenos migrar mas rapido a
través de matrices extracelulares. La a-enolasa de S. iniae (=50 kDa) es una enzima
que se une plasmina / plasminégeno que es 97 % similar a las a-enolasas de S.

agalactiae y GAS (Baiano y Barnes, 2009).

Por su parte, la exotoxina pirogénica A es uno de los nueve superantigenos que
contribuyen a la patogénesis del sindrome de shock téxico estreptocécico mediante
la estimulacién de la produccion de citoquinas por las células T, con el consiguiente
dafio de células endoteliales, shock hipotensivo, y necrosis basada en la isquemia.
Las enzimas que disuelven los coagulos de fibrina y otras moléculas toxicas
somaticas y solubles también participan. La unién de los componentes del plasma
puede permitir a los organismos evadir la deteccién inmune del huésped o evitar los

efectos opsonofagociticos del complemento (Baiano y Barnes, 2009).

La interleucina 8 (IL-8) es producida por el hospedero en respuesta a los estimulos
como los lipo-polisacéridos, el virus y otras citosinas. La IL-8 proteasa tiene la
capacidad de degradar la IL-8, lo que resulta en el incremento a la resistencia al
ataque por neutréfilos y con ello la exitosa diseminacion de la enfermedad. La IL-8
proteasa de S. iniae es codificada por el gen cepl y es homdlogo al gen cepA de
GAS. La habilidad de S. iniae para hemolizar eritrocitos y dafar las membranas de
las células del hospedero resulta de la actividad de las citolisinas. Esta caracteristica
de los GBS es considerada como el principal factor de virulencia en las infecciones

por Streptococcus spp (Baiano y Barnes, 2009).

La citolisina que posee S. iniae es homologa a la estreptolisina S (SLS) de GAS, y

afecta a los eritrocitos, los neutrdéfilos, los linfocitos y otro tipo de tejidos, pero no
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tiene participacion en la resistencia a la fagocitosis, ni en la adherencia a las células
epiteliales. La estreptolisina O (SLO), producida por Streptococcus spp. de los
grupos A, C y G, es una toxina que se une al colesterol con efectos potentes que
dafian la membrana, debido a la insercion en la membrana con la formacion de un
canal hidréfilo. Esta toxicidad, se ve reflejada con el ataque a neutrdfilos, a
plaquetas, a células del miocardio y a subcomponentes celulares de la membrana
(Songer y Post, 2005). La estreptolisina O, se inactiva en presencia de oxigeno y su
medicion mediante la antiestreptolisina O sugiere una infeccién reciente por
estreptococos, mientras que la estreptolisina S permanece estable en presencia de
oxigeno, y su produccion es inducida por el suero y es el agente causal de las zonas

hemoliticas alrededor de las colonias (Baiano y Barnes, 2009).

En S. iniae, se conocen nueve genes responsables de la formacién de SLS, que son
homologos en un 73% con los genes que participan en la formaciéon de SLS en
GAS. Las propiedades citotéxicas de SLS hacia las células de los peces y la
probable presencia de trauma cerebrovascular, representan un factor de virulencia
importante en la patogénesis de S. iniae (Baiano y Barnes, 2009). La expresion de
muchos de los genes de virulencia de GBS son regulados por arriba de 38 a 40°C
(Kayansamruaj y col., 2014). Hasta donde se sabe, el aumento de la temperatura
entre 28 y 35°C afecta fuertemente la virulencia de GBS causantes de
streptococcosis en tilapia del Nilo (Kayansamruaj y col., 2014). Mientras que la
virulencia de S. dysgallactiae (GCSD) se basa principalmente en las caracteristicas
de la superficie celular, tales como hemaglutinacion y las propiedades hidrofébicas
que determinan la adhesion e invasion del patégeno a las células epiteliales del
hospedero asi como la exotoxina G; ya que, hasta el momento los GCSD asilados
en peces no poseen genes emm codificantes de la proteina M (Abdelsalam y col.,
2013).
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2.4.5. Signos y manifestaciones patoldgicas.

Los signos clinicos de la estreptococosis son los siguientes: exoftalmia con
hemorragias en el ojo, opacidad ocular, ennegrecimiento y petequias en la piel y
dentro de los opérculos, congestién en aletas pectorales, aleta caudal y la boca.
Internamente, se presenta congestion y enteritis hemorrégica. La histologia de la
trucha arco iris con Streptococcus muestra abscesos en los musculos abdominales,
con necrosis de coagulacion en el centro, el higado con necrosis focal y la
infiltracion de linfocitos, el tejido ocular con hiperemia y hemorragias sub-retinianas
(Roque y col., 2009; Zamri-Saad y col., 2010).

Los signos clinicos de Streptococcus spp. en tilapia no son particularmente
especificos, pero generalmente, los peces infectados adquieren coloracién oscura,
se muestran con letargo, exhiben nado erratico, en espiral, y cuerpo curvado.
También presentan distension abdominal, exoftalmia (Figura 4) con hemorragias y
corneas opacas. Pueden ocurrir hemorragias difusas en el opérculo, piel y base de
las aletas. Estas lesiones son usualmente superficiales que las asociadas con
aeromoniasis o vibriosos, pero en ocasiones se pude convertir en ulceras
necroticas. Puede existir fluido mucoso con sangre en el intestino grueso exudado
por el ano. Los hallazgos internos incluyen exudados sanguinolentos, algunas veces
gelatinosos en la cavidad abdominal, el higado palido, el tracto digestivo hiperémico,
el bazo casi negro y el colon descendente que se muestra flacido e hiperémico. Los
signos clinicos de la estreptococcosis en otras especies de peces son similares
(Plumb, 1999).
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Figura 4- Exoftalmia bilateral en juvenil de Oreochromis niloticus, signo distintivo de
la infeccién por Streptococcus spp en una unidad productiva de Aguascalientes,
México (Fuente: elaboracién propia).

La bacteremia general puede causar la infiltracion de bacterias con macréfagos y
granulomas en las lesiones infectadas del epicardio, el peritoneo, el intestino, el
cerebro, los ovarios y los testiculos. Rasheed y col. (1985), encontraron que el bazo
de peces infectados eran 10 veces mas grandes que lo normal, la pulpa esplénica
estaba severamente congestionada y algunas células presentaban necrosis y las
bacterias fagocitadas se multiplicaban en los macrofagos, el higago de estos peces,
era edematoso con los sinusoides dilatados y los hepatocitos atrofiados y con
necrosis focal. Kimura y Kusuda (1979), descubrieron que el rifion y la pulpa del
bazo son mas conducentes ante un numero alto de bacterias de lo que son la
sangre, el higado o los intestinos. En adicion, las infecciones por Enterococcus sp.
producen en el hospedero una respuesta similar, pero clinicamente indistinguible de

las infecciones por Streptococcus spp. (Plumb, 1999).
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2.4.6. Tratamientos.

Varios tratamientos han sido probados para combatir la streptococcosis. Darwin y
Griffin (2002) encontraron que la oxitetraciclina es efectiva para el control de
Streptococcus iniae en tilapia azul (Oreochromis aureus). En sus experimentos, la
oxitetraciclina fue incorporada en el alimento a razén de 0, 25, 50, 75 y 100 mg/kg
de peso. Las dosis de 75 y 100 mg/kg, incrementaron significativamente la
supervivencia de los peces infectados de un 7% a un 85 y 98%, respectivamente.
Algunos reportes concluyen que la eritromicina es efectiva contra infecciones por
Streptococcus spp. en el Ciclido cola amarilla y la trucha arco iris a una dosis de 25
a 50 mg/kg/dia de cuatro a siete dias. Aunque, las infecciones estreptocdcicas
responden a los antibiéticos legalmente controlados, existe el inconveniente que el
tiempo de retiro es mas largo de lo que la infeccién estreptocécica vuelve a
manifestarse. Ademas, Streptococcus spp. ha desarrollado resistencia a los
antibioticos. Por lo tanto, el tratamiento con antibiéticos es generalmente ineficaz y
la necesidad de la vacuna adecuada se ha convertido en una necesidad (Amal y
Zamri-Saad, 2011).
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2.4.7. Vacunacion.

La vacunacién es una herramienta preventiva usada en el manejo sanitario como
estrategia para el control de enfermedades infecciosas (Figura 5). En la acuicultura,
el desarrollo y uso de vacunas esta teniendo un rapido progreso en los ultimos afios.
El objetivo de la vacunacién es proporcionar una fuerte respuesta inmune ante un
antigeno administrado que es capaz de producir proteccion adquirida a largo plazo
contra un patdégeno. Las vacunas muertas son generalmente administradas por via
intraperitoneal (IP) o por inyeccion intramuscular (IM) (Barnes y col.,, 2003). La
vacunacion es considerada un método poco rentable en términos de mano de obray

tiempo (Cristea y col., 2012).

LA™

Figura 5. Proceso de vacunacion de juveniles de tilapia (Fuente: Revista AQUA, 2014:
http://www.agua.cl/2014/10/30/en-mexico-destacan-prevencion-de-enfermedades-en-
cultivo-de-tilapia/).

Las vacunas muertas se consideran mas seguras que las vacunas vivas
modificadas, ya que pueden revertir a la virulencia. En consecuencia, las tendencias
futuras pueden incluir la administracion oral de la vacuna o en bafio de inmersion
(Agnew y Barnes, 2007). La primera vacuna muerta fue desarrollada en Israel para
evitar pérdidas en la trucha a causa de la infeccién por S. iniae. La mortalidad de la
trucha arco iris inmunizadas por via intraperitoneal con S. iniae atenuado con

rmali u 0, mientras qu ru iris inmuniz ,
formalina fue del 5%, mientra e en la trucha arco no inmunizada, la
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mortalidad superé el 50%. También, se han desarrollado vacunas con células
enteras y proteinas bacterianas contra S. agalactiae. Mientras que, S. iniae muerto
suplementado con sus productos extracelulares (ECP), fue efectivo en tilapia,
reduciendo la mortalidad en un 91.3% en tilapia inmunizada via IP a los 30 dias post
infeccion, con una supervivencia relativa del 95 % (Amal y Zamri-Saad, 2011).

2.4.8. Medidas preventivas.

Si el agente esta presente en el lodo y el agua, evitar la entrada es casi imposible.
Sin embargo, es recomendable comprar lotes libres de patégenos, poner en
cuarentena a los peces nuevos, reducir el hacinamiento, evitar la sobrealimentacion,
mantener los suministros de agua separadas para cada sistemas de cultivo,
minimizar la manipulacion o el transporte innecesario, eliminar peces muertos o
moribundos con frecuencia, y mantener excelentes condiciones sanitarias. Estas
practicas reduciran los riesgos de brote de la enfermedad. Ademas, es necesario
mantener la limpieza periédica y desinfectar la unidad de produccién; el equipo se
deben mantener limpio para reducir la transmisién de patdgenos, asi como

mantener una buena calidad del agua en los sistemas (Amal y Zamri-Saad, 2011).
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2.5. Fitobioticos.

Los fitobidticos, son compuestos naturales derivados de las plantas, adicionados en
las dietas para aumentar la productividad animal. Los fitobiéticos tienen un amplio
espectro de actividad biol6gica como son los antioxidantes, los antimicrobianos, los
anticarcinogénicos, los insecticidas, los antiparasiticos, los anticoccidial, los
promotores del crecimiento, estimuladores de la secrecion biliar y la actividad
enzimatica de la digestion, asi como laxantes, antidiarreicos y hepatoproteccion
(Cristea y col., 2012).

2.5.1. Fitobidticos en la acuicultura
2.5.2. Inmunoestimulantes.

En la acuicultura, uno de los mas promisorios métodos para el fortalecimiento de los
mecanismos de defensa en el manejo de las enfermades, es la administracion
profilactica de inmunoestimulantes. Avances recientes sobre la inmuno-nutricién
revelan que algunos nutrientes estan ligados al estado inmunolégico de los peces.
Esto despert6 el interés de los nutricionistas en el valor de la inmunoproteccion de
los peces ademas del efecto sobre el crecimiento. Muchos productos de plantas
como Eclipta alba, Aloe vera, Ocimum sanctum, Viscum album, Urtica dioica,
Zingiber officinale, Solanum trilobatum, Astragalus radix, Scutellaria radix, y
Achyranthes aspera lograron potenciar la inmunidad de los peces (Cristea y col.,
2012).

En la medicina tradicional maya y china, se utilizaba Capsicum frutescens debido a
sus propiedade antibacterianas y antivirales, ademas, que es facilmente disponible y
asequible. Estudios previos reportan que el jugo crudo de C. frutescens fue activo
contra Escherichia coli, Salmonella typhi y Bacillus subtilis (Ling y col., 2012).
Estudios en México, reportan el uso en humanos de extractos de Capsicum annum
contra infecciones por Salmonella typhimurium y Pseudomona aeruginosa (Torres-
Nagera y col., 2013). En la actualidad, algunos estudios han informado sobre la

actividad antiparasitica de extractos de C. frutescens (Ling y col., 2012).
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2.5.3. Promotores del crecimiento.

Experimentos realizados con la tilapia del Nilo que recibieron dietas adicionadas con
extractos herbales, emulsificantes naturales y co-factores de la digestion tuvieron
una mejor conversion alimenticia que los peces con dietas sin aditivos (Cristea y
col., 2012). Otro estudio, mostré que la adicion de diferentes extractos (Massa
medicata, Crataegi fructus, Artemisia capillaries y Cnidium officinale) promovieron el
crecimiento y la inmunidad no especifica de Pagrus major (Reverter y col., 2014). En
otro experimento, una amplia variedad de hierbas fueron evaluadas en la infeccion
de tilapia (O. niloticus) contra A. hydrophila y se demostr6 que el extracto de
Psidium guajava en etanol obtuvo el mas alto nivel de actividad antimicrobial
(Cristea y col., 2012). También, se evalud la resistencia de O. niloticus contra A.
hydrophila utilizando polen crudo y polen en etanol como inmunoestimulante y sus
efectos en el crecimiento. Se encontré que el extracto de polen con etanol mejor el
crecimiento, la inmunidad vy la resistencia de la tilapia del Nilo frente A. hydrophila

comparado con el polen crudo (El-Asely y col., 2014).

2.6. Carotenoides.
2.6.1. Caracteristicas.

Los carotenoides son pigmentos naturales metabolizados por plantas, algas y
bacterias fotosintéticas (Saini y col., 2015), son los responsables del color amarillo,
naranja y rojo de los distintas variedades de chiles (Ortiz-Moreno y col., 2012) y
tienen una estructura basica de 40 atomos de carbono (Monego y col., 2017). Se
clasifican en dos grupos en base al grupo funcional; xantofilas (contienen oxigeno
como grupo funcional), incluidas la luteina y zeaxantina, y los carotenos, que
contienen una sola cadena de carbonos sin ningun grupo funcional, como el a-

caroteno, 3-caroteno y licopeno (Figura 6).
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Figura 6. Numeracion y clave con letras griegas de acuerdo a las estructuras posibles
de los extremos del caroteno (Fuente:
https://es.wikipedia.org/wiki/Carotenoide#/media/File:Carotenes _numbering.png).

Los carotenos tienen usos versatiles en las industrias de alimentos, cosméticos y
farmacéutica (Saini y col., 2015). Algunos carotenoides se absorben bien y son
rapidamente metabolizados, algunos otros, son absorbidos, pero son metabolizados
en menor medida y otros carotenoides no pueden ser absorbidos ni metabolizados.
La absorcién y el metabolismo de los carotenoides tiene una fuerte relacién con la

estructura molecular (Torrissen y Christiansen, 1995).

2.6.2. Uso de los carotenoides en la acuicultura.

Los peces son incapaces de sintetizar carotenoides de novo, la mejor forma de
obtenerlos es a través de la dieta (Page y col., 2005). La astaxantina es el principal
pigmento aislado, seguido de la luteina y la tunaxantina (Simpson y Katayama,
1981).

En base a la biosintesis de astaxantina, los animales acuéaticos pueden dividirse en

tres grupos. Grupo |. Los animales que pueden convertir zeaxantina o luteina en
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astaxantina, pero los 3-carotenos no son el mayor precursor de astaxantina. Pueden
transferir la astaxantina de la dieta hacia su cuerpo. El pez dorado, la carpa rojay la
carpa elegante pertenecen a este grupo. Ellos pueden oxidar la posicion 4 y 4' del
anillo B-ionona pero no pueden oxidar la posicién 3,3'con facilidad. Grupo Il. Los
animales que pueden convertir 3-caroteno y zeaxantina en astaxantina. La mayoria
de los crustaceos pertenecen a este grupo. Las posiciones 4, 4', 3, and 3' del anillo
B-ionona son oxidados. Grupo lll. Estos organismos no pueden convertir [3-
carotenos, luteina o zeaxantina en astaxantina, pero pueden transferir astaxantina,
luteina, zeaxantina, tunaxantina, etc., a su cuerpo en forma de ésteres (Simpson y
Katayama, 1981).

En la acuicultura moderna, los principales carotenoides utilizados son la astaxantina
y la cantaxantina para la pigmentacion del filete de salménidos. Junto con la
frescura, la pigmentacion de los filetes del salmén del Atlantico (Salmo salar) y la
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) es un importante criterio de calidad
(Torrissen y Christiansen, 1995). Mas alla de las funciones como pigmentadores del
filete, los carotenoides tienen otras funciones en el reino animal, como los efectos
pro vitamina A, antioxidantes y coloraciébn de la piel durante la época de
reproduccion (Page y col., 2005). En los peces, se ha observado una preferencia
para la absorcién y deposicion de hidroxi y ceto carotenoides. Sin embargo, el
mecanismo por el que los carotenoides pasan del plasma a los tejidos y viceversa

aun no esté dilucidado del todo (Torrissen y Christiansen, 1995).

La inclusion de astaxantina o cantaxantina en dietas iniciales para el salmén del
Atlantico, demostr6 un mejor crecimiento que los salmones alimentados sin
carotenoides. Resultados similares se encontraron en tilapia (Oreochromis niloticus)
y camarén kuruma (Penaeus japonicus). Otros estudios, encontraron mayor
sobrevivencia en P. japonicus con el suplemento de astaxantina-cantaxantina
(50/50), pero no se observo diferencias en el crecimiento y la frecuencia de la muda.
La adicion de cantaxantina y B-carotenos en dietas para carpas de la India,
resultaron en una mejor sobrevivencia y crecimiento en comparacion con las dietas
convencionales (Torrissen y Christiansen, 1995). La comercializacion de estos
productos sintéticos es amplia porque son productos estandarizados, quimicamente

estables y la concentracion de carotenoides es alta. Sin embargo, la incorporacion
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en dietas comerciales representa entre el 10% y 20% del costo total del alimento
(Ingle de la Mora, y col., 2006).

Esta situacion ha llevado a la busqueda de fuentes alternativas y econémicas para
la obtencion de carotenoides naturales, como crustaceos, levaduras, micro algas y
algunas plantas. Una alternativa interesante es la utilizacion de extracto esterificado
y saponificado de plantas, como los pétalos de cempazuchil (Tagetes erecta) y el
chile rojo (Capsicum annuum). En particular, el extracto esterificado o saponificado
del chile ha sido estudiado por la habilidad para pigmentar la trucha arco iris y el

salmon del Atlantico (Ingle de la Mora y col., 2006).
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3. HIPOTESIS.

La oleorresina de Capsicum annuum tiene efectos favorables sobre la resistencia y

desempenfio de Oreochromis niloticus, ante la infeccidn por Streptococcus iniae.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.

Evaluar los efectos de la dieta con oleresina de Capsicum annuum sobre el estado
fisiologico de juveniles de tilapia (Oreochromis niloticus), ante la infeccion por

Streptococcus iniae.

4.2. Objetivos especificos.

4.2.1. Describir el curso de la infeccién por S. iniae mediante las técnicas de

microbiologia y de los parametros del desempefio productivo.

4.2.2. Evaluar el estado fisioldgico de las tilapias en cada uno de los tratamientos,
mediante el analisis de los parametros hematolégicos, la quimica sanguinea, los

inmunoldgicos y los productivos.

4.2.3. Demostrar el efecto no toxico de la oleorresina de C. annuum mediante el

andlisis de los parametros bioquimicos y productivos.
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5. JUSTIFICACION.

Debido al marcado aumento en el cultivo de la tilapia, y aunado al desarrollo de
sistemas intensivos de cultivo, se ha detectado un aumento en presencia de brotes
infecciosos, que constituye uno de los principales factores limitantes de este sector
productivo. Las bacterias del género Streptococcus spp. han sido consideraras
como las responsables de elevadas pérdidas econémicas, con un alto impacto a
nivel mundial. Por esta razon, que se hace necesario encontrar alternativas
naturales economicas y amigables con el ambiente, y que, ademas, tengan un
efecto benéfico sobre el estado fisiologico de los peces bajo condiciones de cultivo,
lo que ofrece una nueva alternativa enfocada hacia la sustentabilidad de la

acuicultura.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Disefio Metodolégico.

El presente trabajo incluyd el estudio descriptivo del curso de la infeccién en sub-
adultos de tilapia (Oreochromis niloticus) infectados experimentalmente con una
concentracion de 1x10* UFC/mL con la cepa tipo ATCC 29178 de Streptococcus
iniae. En condiciones asépticas se extrajo el cerebro, rifidn, bazo, higado y corazén
de cada uno de los organismos para su posterior cultivo en placa con el medio agar
sangre, a los aislamientos se les aplicaron las pruebas bioquimicas para su
identificacion. En la parte experimental, se utilizé un experimento completamente al
azar con arreglo factorial 2x3 con medidas repetidas (MR) (Tabla 3), donde los
factores fueron: a) concentracion de bacteria (0 y 400 pL de la dilucién 1x10* UFC/
mL), b) concentracion de oleorresina de chile silvestre (Capsicum annuum) extraido
previamente con el método de soxhlet (utilizando hexano como solvente) a razon de
0,1 y 2 mL de extracto/kg de alimento con tres tiempo de evaluacion (2,15 y 30 dpi)
para evaluar la respuesta fisiolégica y descartar posibles efectos téxicos de la
oleorresina. Se utilizaron 120 tilapias (20 peces por tratamiento) con peso promedio
49.9 (£20 g) durante 30 dias de experimento, con tamafio de muestra n =3 por cada
tratamiento, para el conteo de la serie roja, la serie blanca, el hematocrito, la
hemoglobina, las proteinas totales, la albumina, las globulinas y la IgM. Desde el
inicio del experimento se llevo a cabo el registro de los parametros de calidad de
agua Yy los productivos para el célculo de la ganancia de peso (GP), el Factor de
Conversion Alimenticia (FCA) y la Tasa Especifica de Crecimiento (TEC). Para los
parametros de desempefio productivo se utilizé un arreglo factorial 2x3 con n=a 13

peces por tratamiento.

Tabla 3. Arreglo factorial

Dosis ORC

L) 0 1 2
o
S 0 T1 T2 T3
[&]
O —~
c
~Z 400
5 T4 T5 T6
o
[a)
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6.2. Poblacién bajo estudio.

6.2.1. Caracteristicas generales.

Se utilizaron organismos juveniles de tilapia (Orechromis niloticus) cultivados en

condiciones controladas y en estado de salud 6ptimo.

6.2.2. Ubicacion del experimento.

El trabajo experimental se realizé en los invernaderos de produccion acuicola del
Centro de Ciencias Agropecuarias (CCA) de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes (UAA), en el. Municipio de Jesis Maria, en el estado de

Aguascalientes, México (Figura 7).

Figura 7. Ubicacion geogréafica del estudio (poligono amarillo) (Fuente: elaboracion
propia con datos de: https://www.google.com/maps/@21.9681275,-

102.3769727,370m/data=!3m1!1e3)
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6.2.3. Los peces.

Se utilizaron un total de 120 tilapias (O. niloticus) con peso promedio 49.9 g + 20.7
g, colectados en el predio “El Taray”, en el municipio El Llano, Aguascalientes (21°
54" 8.3“ N -102° 7" 24.3" W). Los peces fueron divididos en grupos de 20 individuos,
y colocados en seis recipientes de plastico reforzado de 650 L, conectados a un
SCR bajo condiciones de invernadero (Figura 8). Previo al inicio del experimento,

los peces fueron aclimatados durante 11 dias.

Figura 8. Sistema cerrado de recirculacion, donde se llevd acabo el experimento
(Fuente: elaboracioén propia).

6.2.4. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion.

De forma aleatoria, se colectaron 120 organismos juveniles de tilapia en aparente
buen estado de salud, con talla preferentemente mayor o igual a 40 g para una facil
manipulacion. Se seleccionaron de forma aleatoria tres peces por cada tratamiento;
estos organismos fueron puncionados del pedinculo caudal con jeringa de
tuberculina (calibre 27) para la obtencion de la sangre. Cada muestra, fue dividida
en un micro-tubo de tapa color lila (con EDTA) y un micro-tubo de tapa color roja

(sin anticoagulante). Se descartaron las muestras coaguladas o hemolizadas.
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6.3. Cepa Streptococcus.iniae.
La cepa tipo ATCC (American Type Culture Collection) nimero 29178, se consiguio
en el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) en Mazatlan,

México (Figura 9).

Figura 9. Crecimiento y B-hemolisis de S. iniae a las 48 h de incubacion a 37°C en agar
sangre (Fuente: elaboracion propia).

6.4. Calidad del agua.

La calidad de agua del SRC fue evaluada con el fotbmetro modelo 83099 marca
HANNA. La temperatura y oxigeno disuelto se monitorearon diariamente, el pH, el
amoniaco, los nitritos y los nitratos se evaluaron una vez por semana. La dureza
total y la alcalinidad total se registraron cada 14 dias (Figura 10). Los resultados
obtenidos a lo largo de experimento fueron los siguientes: la temperatura del agua
se mantuvo en promedio a 26.2 °C (+1.9), el pH 8.5 (£0.1), el oxigeno disuelto
(O.D.) en 6.5 mg/L (£1.1), el amoniaco (NH3) en 0.2 mg/L (x0.2), el nitrito (NO,-N)
en 4.8 mg/L (x 2.1), el nitrito (NO3-N) en 5.0 mg/L (x 6.0), la dureza total en 726.5
mg/L (£12.0) y la alcalinidad 313.1mg/L (£20.2).
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Figura 10. lzquierda: Equipo para evaluacion de los parametros fisicoquimicos de la
calidad de agua. Centro: muestra para determinaciéon de la dureza total. Derecha:
muestra de amonio y el blanco correspondiente (Fuente: elaboracién propia).

6.5. Oleorresina de Capsicum annuum.
Se utilizé el método de extraccion Soxhlet reportado por Borges (1997). Se tomo6 1y
2 mL de oleorresina (segun el tratamiento) y se diluyé en 100 mL de agua destilada

para cada tratamiento.

6.6. Dietas experimentales.

Se utilizé el alimento comercial marca PURINA® (diametro 1.5 mm, 44% proteina y
15% grasa). Las diluciones de oleorresina fueron aplicadas por aspersion manual
(Figura 11). Se aplicé a una tasa de alimentacion del 4% de la biomasa total y se

aliment6 con dos raciones por dia (8:00 amy 17:00 pm).
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Figura 11. Aplicacién por aspersion de la ORC en el alimento (Fuente: elaboracion
propia).

6.7. Técnicas para la obtencién de la informacién sustantiva.

6.7.1. Hematocrito. Se colocé la sangre colectada anticoagulante, en un 70-
80% de volumen de un tubo y después se sellé un extremo por calor. Se centrifugd
durante 5 minutos a 12,000 rpm. La lectura se efectué en un lector de micro-
hematocrito marca SOLBAT (México). El valor calculado se expresé como %
(Figura 12).

Figura 12. Instrumentos para medicion de micro-hematocrito (Fuente: elaboracion
propia).
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6.7.2. Recuentos totales de glébulos rojos y blancos. Se preparé la
solucién colorante de Natt-Herrick’s de acuerdo con Rodger (2010). La sangre con
EDTA se coloc6 en una pipeta hematocimétrica para eritrocitos hasta la marca de
0.5 y se agregd la solucidon colorante hasta la marca de 101 para obtener una
dilucion 1:200 (Figura 13). La pipeta se colocd en agitacién por un min y se dejé
reposar por cinco min. Se desecharon las primeras cuatro gotas de la mezcla y se
colocO una gota en una cédmara de Neubauer. La lectura se realiz6 en un
microscopio Optico compuesto con el objetivo 40x. Para los eritrocitos se
contabilizaron las células de los cinco recuadros grandes (cuatro en las esquinas y
uno en el centro) de la camara de Neubauer, para los leucocitos se contabilizaron
los 16 recuadros pequenos del centro de la camara. Los resultados se expresaron

como cél.x 10°%/uL para eritrocitos y cél. x 10%/uL para leucocitos.

Figura 13. Izquierda: pipeta para eritrocitos con muestra de sangre. Derecha: pipeta
con sangre y solucion Natt Herricks para el conteo de glébulos rojos y blancos
(Fuente: elaboracién propia).

6.7.3. Hemoglobina. Para la cuantificacion de la hemoglobina se utilizé el
reactivo de cianometahemoglobina de la marca POINTE SCIENTIFIC® (MI, USA).
Se colocé cinco pL de cada muestra mas un mL del reactivo. La mezcla se incub6 a
temperatura ambiente por tres min. La absorbancia fue medida a 540 nm en el
espectrofotometro RA-50 (BAYER ®, Alemania). Los resultados obtenidos fueron

expresados en g/dL.
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6.7.4. Proteinas plasmaticas. La medicion de las proteinas plasmaticas se
realizd con un refractometro, previamente calibrado con agua destilada. Se colocé
una gota de plasma y se efectud la lectura. Los resultados fueron expresados en
g/dL.

6.7.5. Albumina. Se utilizé cinco uL de muestra (suero o plasma) mas un mL
del reactivo verde de bromocresol de la marca SPINREACT ® (Girona, Espafia) con
una incubacion a temperatura ambiente por 10 min. La lectura se efectu6 a 620 nm
en el equipo RA-50 (BAYER®, Alemania) (Figura 14). Los resultados obtenidos se

expresaron en g/dL.

Figura 14. Equipo RA-50 utilizado para evaluar la quimica sanguinea (Fuente:
elaboracion propia).

6.7.6. Globulinas. Los valores de globulinas se obtuvieron mediante la
siguiente ecuacion: Proteinas totales — Albimina. Los resultados se expresaron en
g/dL.

6.7.7. IgM. Se cuantific6 mediante turbidimetria con un kit comercial de la
marca SPINREACT® (Girona, Espafia). Se utiliz6 10 pL de cada muestra mas 800
uL del reactivo uno y se hizo la primera lectura de absorbancia a 340 nm en el
espectrofotbmetro UV-VIS Biotraza® modelo 752 (Figura 15), inmediantamente
después, se adicionaron 200 pL del reactivo dos. Se dejo en incubacion por 2 min a
37°C en un bafio himedo marca ICB® modelo HHSA y se efectud la segunda
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lectura de absorbancia a la misma longitud de onda. Los valores finales de
absorbancia se obtuvieron con la ecuacion: Abs2 — Abs1. Estos valores se ajustaron
con la ecuacion de regresion lineal: y = 0.0012x + 0.0508 con coeficiente de
regresion de 1 para obtener la concentracién de IgM expresada en mg/dL

e

Figura 15. lzquierda: bafio humedo. Derecha: Espectofotémetro utilizado para
medicion de la IgM (Fuente: elaboracién propia).

6.7.8. Crecimiento. Para hacer los calculos del desempefio productivo,
durante cada muestreo se pesaron y midieron los organismos. La longitud total (LT)
fue evaluada mediante un ictiometro graduado en cm. Para estimar el peso total
(PT) se utilizé una balanza analitica graduada en gramos (OHAUS, US) (Figura 16).

Figura 16. Izquierda: medicién de longitud total (LT) en ictiometro. Derecha: obtencion
del peso total (PT) cada individuo por tratamiento (Fuente: elaboracién propia).
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6.7.9 Ganancia de peso (GP). Se evalud la (GP) mediante la siguiente

formula: = Peso final (g) — Peso inicial(g)

6.7.10. FCA. El Factor de Conversion alimenticia fue calculado como sigue:

Alimento consumindo(kg)

Ganancia de peso (kg)

6.7.11. TEC. La Tasa de Crecimiento Especifico se calculd de la siguiente

. Lnpf-Lnpi
T tiempo=100

6.8. Modelo estadistico. El modelo estadistico a seguir para evaluar el

disefio completamente al azar fue el siguiente:

Y = A+B+C+A*B+A*C+B*C+A*B*C+€

Donde:

Y = variable respuesta

A = dosis de in6culo

B = dosis ORC

C = tiempo de evaluacién
€ = error aleatorio
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6.8.1. Pruebas estadisticas.

Los datos de todas las variables cuantitativas que se obtuvieron en los muestreos
realizados fueron capturados y ordenados en una hoja electronica de Microsoft
Excel® para facilitar su analisis. Se utilizo el software MINITAB® 17 para comprobar
el supuesto de normalidad con la prueba de Shaphiro Wilks y el supuesto de
homocedasticidad con la prueba de Levene. Las variables que no cumplieron estos
supuestos, se transformaron con la funcion log, a excepcion del hematocrito que fue
transformado con la funcién: arco-seno y los glébulos blancos se transformaron con
la funcién box-cot. Posteriormente, los datos se sometieron a un analisis de varianza
(ANDEVA) mediante el procedimiento para modelos lineares generales (GLM) y se
utilizd el método Dunnett para comparaciones multiples respecto al control. Se
consider6 un nivel de probabilidad P<0.05.
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7. RESULTADOS.

7.1. Curso de la infeccidn

No se logré aislar el agente en los peces inoculados. Tampoco se observo

mortalidad ni signos de S. iniae en ningun tratamiento (Figura 17).

’G“':};‘ m————g

Figura 17. lzquierda: placa de agar sangre con isopado de corazdn de tilapia del
tratamiento tres sin crecimiento bacteriano a las 48 h de incubacién a 37 ° C. Derecha:
tilapia del tratamiento tres sin signos de estreptococosis (Fuente: elaboracion propia).

7.2. Hematologia.

7.2.1. Serie roja.

Los conteos de glébulos rojos no presentaron diferencias significativas (P>0.05)
entre los diferentes tratamientos., al igual que la concentracion de la hemoglobina
Los valores del hematocito en los tratamientos tres y seis fueron diferentes (P<0.05)
desde el inicio hasta el término del experimento, asi como el tratamiento 1 a los 30
dpi (Figura 18).
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Nivel de hematocrito por tratamiento
60-
a @l 2dpi

15dpi
@8 30dpi

Tratamiento

Figura 18. Valores de hematocrito (%) por tratamiento. Columnas con letra diferente
indican los grupos con diferencias significativas (P<0.05). Los tratamientos tres y seis
presentan diferencias significativas durante todo el experimento, al igual que el
tratamiento uno a los 30 dpi.

7.2.2. Serie blanca.

Los valores para glébulos blancos fueron significativamente mayores en todos los
tratamientos a los dos dpi (P<0.05); se observo un ligero incremento en los grupos
infectados respecto a los grupos no infectados, sin embargo este incremento no
presento diferencias estadisticas (Figura 19).

Nivel de leucocitos por tratamiento

100+
a 2] 2dpi
80 ) 15dpi
@ 30dpi

60+

40

cel. x10%/puL

Tratamiento

Figura 19. Conteo de leucocitos por tratamiento. Columnas con letra indican
diferencias significativas (P<0.05). Se observé un aumento significativo en todos los
tratamientos alos 2dpi.
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7.3. Quimica sanguinea.

Se encontré una disminucién significativa en los valores de proteinas totales a los
30 dpi en los tratamientos tres y seis. Mientras que, el tratamiento dos a los 15 dpi y
el tratamiento cinco a los 2 dpi fueron significativamente mayores al resto de los
tratamientos (P<0.05) (Figura 20). Los valores de la albumina presentaron un
decremento significativo (P<0.05) en los tratamientos tres y seis desde el inicio,

hasta el término del experimento (Figura 21).

Valores de proteinas plasmaticas por tratamiento

151
@l 2dpi

15dpi
@ 30dpi

g/dL

Tratamiento

Figura 20. Concentracion promedio de proteinas plasméticas (g/dL) por tratamiento.
Las columnas con diferente letra indican diferencias significativas (P<0.05).
Tratamientos cinco y seis presentan disminucidon significativa a los 30 dpi.
Tratamiento dos a los 15 dpi y tratamiento cinco a los 2 dpi presentan los valores méas
altos.
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Valores de albumina por tratamiento

@B 2dpi
15dpi
@8 30 dpi

Figura 21. Concentracién promedio de albumina (g/dL) por tratamiento. Las columnas
con diferente letra indican diferencias significativas (P<0.05). Tratamiento tres y seis
presentaron diferencias significativas durante todo el experimento.

Respecto a la globulina, no se observan diferencias significativas entre tratamientos
(P>0.05), En este trabajo se observaron niveles superiores de globulinas respecto a
la albumina La relacion albamina/globulina mas alta con significancia estadistica, se
registré a los 30 dpi en los tratamientos dos y cinco. Se observd una disminucién en

los tratamientos tres y seis (Figura 22).

Valores de relacion A/G por tratamiento

1.0+
@B 2 dpi
0.8- W 15dpi
@8 30 dpi
_, 0.64
=
o

0.4+

0.2+

0.0-

Tratamiento

Figura 22. Concentracion promedio de la relacion albumina/globulina por tratamiento.
Las columnas con diferente letra indican diferencias significativas (P<0.05).
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7.4. Pardmetros inmunoldgicos.

Los tratamientos que recibieron ORC (tratamientos: dos, tres, cinco y seis)
presentaron un incremento significativo en la concentraciéon de IgM respecto al
control. Los niveles més altos de IgM se observaron a los 15 dpi, sin embargo, este

incremento no presentd significancia estadistica (P>0.05) (Figuras 23 al 29).

Nivel de IgM por tratamiento

N <V < &> &‘) s

Figura 23. Concentraciéon promedio de IgM por tratamiento. Las columnas con
diferente letra indican diferencias significativas (P<0.05).

Respuesta inmune respecto al tiempo de la
combinacién: sin inéculo y sin ORC

55.00 - 40.00

| 35.00

53.00 -

52.00 - 30.00
5 51.00 - 25.00 %
3 50.00 - =
E 49.00 0008 B\,
Z,48.00 - 15.00 o
~ 47.00 - 10.00 ——T1_GB

46.00 -

45.00 - >.00

44.00 . 0.00

0 15 30
dias post infeccion

Figura 24. Respuesta inmune respecto al tiempo, mediada por IgM y glébulos blancos
(GB) en el tratamiento uno. Se observa la tendencia descendente de los glébulos
blancos respecto al tiempo y la tendencia ascendente de la IgM en el mismo periodo
de tiempo.
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Respuesta inmune respecto al tiempo de la
combinacién: sin in6culoy 1mL de ORC
120.00 - - 80.00
100.00 - - 70.00
= - 60.00
g 80001 - 50.00 3
= X
£ 60.00 - - 40.00
E < ) ¥—-T2_lgM
s 30.00
> 40.00 - - m
5, F 2000 @ —+T2.GB
20.00 - . 10.00
0.00 ; 0.00
0 15 30
dias post infeccién

Figura 25. Respuesta inmune respecto al tiempo, mediada por IgM y glébulos blancos
(GB) en el tratamiento dos. Se observa la tendencia descendente de los globulos
blancos respecto al tiempo y la tendencia ascendente de la concentraciéon de la IgM a
los 15 dpi y el posterior descenso de esta concentracion cercana a los valores
iniciales.

Respuesta inmune respecto al tiempo de la
combinacién: sin inéculo y 2mL de ORC
160.00 - - 30.00
140.00 - i
120.00 - i
5 100.00 - SOROES
= >
£ 80.00 - 15.00 ©
= ) ¥=T3_lgM
60.00 - m
=2 -~ 10.00 (& .
40.00 - 1368
20.00 - [
0.00 . 0.00
0 15 30
dias post infeccién

Figura 26. Respuesta inmune respecto al tiempo, mediada por IgM y glébulos blancos
(GB) en el tratamiento tres. Se observa la tendencia descendente de los glébulos
blancos respecto al tiempo y la tendencia ascendente de la concentracion de la IgM a
los 15 dpi y el posterior descenso de esta concentracion cercana a los valores
iniciales.
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Respuesta inmune respecto al tiempo de la
combinacién: con indculo y sin ORC
140.00 - - 50.00
120.00 - 45.00
40.00
_.100.00 - 35.00 &
— o
= 25.00 ©
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2 40.00 - 15.00 © —+—T4_GB
10.00
20.00 - L =00
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0 15 30
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Figura 27. Respuesta inmune respecto al tiempo, mediada por IgM y glébulos blancos
(GB) en el tratamiento cuatro. Se observa la tendencia descendente de los globulos
blancos respecto al tiempo y la tendencia ascendente de la concentracion de la IgM a
los 15 dpi y el posterior descenso de esta concentracion cercana a los valores

iniciales.

Respuesta inmune respecto al tiempo de la
combinacién: con in6culoy 1 mL de ORC
160.00 - 50.00
140.00 45.00
40.00
e 35.00 o~
= 100.00 30.00
> Ol
£ 80.00 25.00 3 S
N—r S N g
= 60.00 20.00
s F 1500 ©  ——T5_GB
: 10.00
20.00 - 5.00
0.00 . 0.00
15 30
dias post infeccién

Figura 28. Respuesta inmune respecto al tiempo, mediada por IgM y glébulos blancos
(GB) en el tratamiento cinco Se observa la tendencia descendente de los globulos
blancos respecto al tiempo y la tendencia ascendente de la concentracion de la IgM a
los 15 dpi y el posterior descenso de esta concentracion cercana a los valores
iniciales.
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Respuesta inmune respecto al tiempo de la
combinacién: con in6culoy 2 mL de ORC
140.00 - - 60.00
120.00 - . 50.00
~ 100.00 - 4000 &
< 80.00 - <
£ - 30.00 ©
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0 15 30
dias post infeccion

Figura 29. Respuesta inmune respecto al tiempo, mediada por IgM y glébulos blancos
(GB) en el tratamiento seis. Se observa la tendencia descendente de los globulos
blancos respecto al tiempo y la tendencia ascendente de la concentracion de la IgM a
los 15 dpi y el posterior descenso de esta concentracion cercana a los valores
iniciales.

7.5. Parametros de desempefio productivo.

El FCA del tratamiento tres fue significativamente diferente (P<0.05) al resto de los
tratamientos con un valor de 1.18 (Figura 30). Este tratamiento, también presento el
mayor incremento de peso junto con el tratamiento seis (75 y 58 g respectivamente)
respecto a los otros tratamientos (P<0.05) (Figura 31). En cuanto a la ganancia de
peso diario (TEC), nuevamente el tratamiento tres presentd diferencia significativa
junto al tratamiento cuatro (P<0.05) respecto a los otros tratamientos con un valor

de 1.9y 1.7 %/dia respectivamente (Figura 32)
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Valor promedio de FCA por tratamiento

3 -

FCA
_|

Tratamiento

Figura 30. Valor promedio de FCA por tratamiento. Las columnas con diferente letra
indican diferencias significativas (P<0.05). Tratamiento tres presenté el mejor
aprovechamiento del alimento.

Ganancia de peso por tratamiento

150 7
100 A

504

Gananciade peso (g)

Tratamiento

Figura 31. Valor promedio de la ganancia de peso (g) por tratamiento. Las columnas
con diferente letra indican diferencias significativas (P<0.05). Los organismos de los
tratamientos tres y seis obtuvieron mayor incremento de peso respecto a los otros

tratamientos.
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Valor promedio de TEC por tratamiento

2.5 1 b
2.0 1
1.54

1.04

TEC (% /dia)

0.5

0.0~

™

<2 N

< <V <2 <

Tratamiento

Figura 32. Valor promedio de la tasa especifica de crecimiento (%/dia) para cada
tratamiento. Las columnas con diferente letra indican diferencias significativas
(P<0.05). Los tratamientos tres y cuatro presentan los valores més altos de TEC.
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8. DISCUSION.

8.1. Curso de la infeccion.

No se logré aislar el agente en los peces inoculados. Esto concuerda con Perera y
col. (1994), quienes no lograron recuperar S. iniae de los peces infectados cuatro
dias después de la inoculacién. Tampoco, se observé mortalidad ni signos de S.
iniae en ningun tratamiento. Perera y col. (1994) tampoco observaron signos ni
mortalidad en O. aureus que fue inoculada con la cepa tipo de S. iniae ATCC 29178.
Fuller y col (2001) demostraron que la cepa ATCC 29178 no puede causar
enfermedad en ratones, incluso con altas dosis de in6culo. Buchanan y col (2008)
realizaron estudio ex vivo con la lobina rayada (Morone chrysops x Morone saxatilis)
y encontraron que la cepa ATCC 29178 es sensible a la destruccion en la sangre, ya
que existe un fenotipo sin virulencia que tiene una reducida habilidad de adherencia

para la invasién intracelular de las células del huésped.

Es importante sefalar, que la progresion de la enfermedad en los peces es algo
variable y depende de la virulencia del agente, la susceptibilidad del huésped, la ruta
de infeccion, la edad del pez, los factores ambientales y de la calidad del agua
(Agnew y Barnes, 2007).

En este trabajo se mantuvo una temperatura promedio de 26.2 + 1.9°C y se ultiliz6
44% de proteina en el alimento, lo que permiti6 a los organismos una adecuada
resistencia contra S. iniae. Esto concuerda con Qiang y col. (2013), quienes
mencionan que la interaccion de la temperatura y el contenido de proteina del
alimento pueden incrementar la resistencia de la tilapia a las enfermedades, y
encontraron que a 27.9 °C de temperatura y con 38.1% de proteina del alimento, se
reduce la susceptibilidad de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) contra S. iniae

con una mortalidad de sé6lo el 13.76%.
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8.2. Hematologia.
8.2.1. Serie roja.

Los conteos de los glébulos rojos no presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos. Los valores observados se encuentran cercanos al intervalo de 1.91-
2.83 x 10%/uL reportados por Hrubec y col (1997).

Los valores de la concentracion de hemoglobina encontrados en este estudio, se
colocan ligeramente fuera del intervalo 7 a 9.8 g/dL reportado por Hrubec y col.

(1997), no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos.

Los valores de hematocrito observados son similares al intervalo de 22 a 45 %
obtenido por Mauel y col (2007). Los valores de los tratamientos tres y seis,
difirieron significativamente (P<0.05) al resto de los tratamientos y esta condicion se
mantuvo durante todo el experimento, ya que esta variable presenta correlacion
positiva con el incremento del peso de los organismos. Estos hallazgos concuerdan
a los reportado por Martins y col (2008) en experimentos con tilapia inoculada con
Enterococcus sp. Ellos demostraron que no existié la destruccién de los eritrocitos a
causa del proceso infeccioso, ya que el in6culo no fue el suficiente para causar
enfermedad y afectar el proceso de hematopoyesis. En experimentos realizados con
O. aureus infectada con Corynebacterium sp., una bacteria Gram positiva
responsable de la mortalidad severa en tilapia, s6lo se encontraron efectos
subclinicos y no se observo alguna alteracion en los conteos de eritrocitos (Martins y
col.,, 2008). Estos hallazgos concuerdan con los encontrados en este estudio.
Respecto a la utilizacion de inmunoestimulantes, en algunos estudios donde se
incluyé vitamina A en dietas experimentales de tilapia infectada con S. inae, se
demostré un incremento significativo en los niveles de eritrocitos, hemoglobina y
hematocrito durante las primeras cuatro semanas del experimento respecto al grupo
control (Guimaraes, y col., 2014). Situacion que no se observo en este trabajo con la
inclusion de oleorresina de Capsicum annuum. Resultados similares fueron
reportados por Li y col. (2011) con la inclusion de granos secos destilados en las
dietas, que no lograron influir en los conteos de los glébulos rojos y la concentracion

hemoglobina en la resistencia de O. niloticus contra S. iniae.
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8.2.2. Serie blanca

Los valores para los globulos blancos fueron significativamente mayores en todos
los tratamientos los 2 dpi (P<0.05). Se observé un ligero incremento en los grupos
infectados respecto a los grupos no infectados, sin embargo, este incremento no
presentd diferencias estadisticas. Los valores para esta variable se encuentran
dentro del intervalo de 18.7-151.7 x10°*/uL reportado por Mauel y col (2007). El
incremento de glébulos blancos, concuerda con lo observado por Martins y col.
(2008) en experimentos con tilapia inoculada con 1x10° UFC/mL de Enterococcus
sp. El incremento del nimero de leucocitos es una reaccién normal del pez en
periodos cortos como una respuesta contra las infecciones o las sustancias ajenas,
que pueden alterar los procesos fisiolégicos y aumentar las funciones inmunes no
especificas; sin embargo, el conteo de glébulos blancos se reduce con el transcurso
del tiempo (Qiang, y col., 2013), patron que se ajusta a lo observado en este trabajo
(Figuras: 24 al 29).

8.3. Quimica sanguinea e inmunologia.
8.3.1. Pardmetros bioquimicos.

Los valores de proteinas plasmaticas obtenidas en este estudio, difieren del
intervalo: 4.8-7.8 g/dl reportado por Hrubec y col. (1997), y superiores al resultado
de 5.3 g/dL obtenido por El-Asely y col. (2014), con la utilizacion de polen de miel de
abeja al 4% en O. niloticus en el desafio contra Aeromonas hydrophila. Se encontré
una disminucién significativa a los 30 dpi en los tratamientos que recibieron 2 mL de
ORC con inéculo y sin in6culo (tratamientos tres y seis). Mientras que el tratamiento
dos a los 15 dpi y el tratamiento cinco a los 2 dpi fueron significativamente mayores

al resto de los tratamientos.

Los valores de la albumina de este trabajo difirieron al intervalo de 1.3-2.6 g/dL
propuesto por Hrubec y col. (2000) y al resultado de 1.8 g/dL reportado por El-Asely
y col. (2014) con la utilizacién de polen de miel de abeja al 2.5% en O. niloticus en el
desafio contra Aeromonas hydrophila. Se observé un decremento significativo en los
organismos de los tratamientos tres y seis. Estudios previos, sefialan que los

andlisis de regresion mdultiple indican una correlacion linear entre la albumina y la
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proteina total, y se han descrito una disminucién en las proteinas plasmaticas en
peces con ayuno, siendo la albumina la primera proteina plasmética en agotarse
(Davis y col. 1999). Por lo que el ayuno previo a la toma de muestra, explica la
disminucion de los niveles de albumina, situacion que se hace mas evidente en los

organismos de mayor peso.

Respecto a la globulina, no se observan diferencias significativas entre los
tratamientos, los valores difirieron del intervalo 1.6-4.2 g/dL (Hubrec y col., 1997) y
al resultado 4.8 g/d L obtenido por El-Asely y col. (2014), con la utilizacion de polen
de miel de abeja al 1% en O. niloticus en el desafio contra Aeromonas hydrophila.
En este trabajo se observaron niveles superiores de globulinas respecto a la
albumina. Segun Cnaani y col. (2004), una fuerte respuesta inmune esta asociada
con niveles altos de proteinas totales y globulinas, ya que cualquier aumento esta
relacionado con la respuesta inmune no especifica (El-Asely y col., 2014). Estas

observaciones corroboran los datos encontrados en el presente estudio.

Los resultados de la relaciébn albumina/globulina mas altos con significancia
estadistica fueron registrados a los 30 dpi en los tratamientos dos y cinco La
mayoria de los valores se ubican dentro del intervalo de 0.4-0.8 g/dL para tilapias
sanas (Mauel y col.,, 2007); sin embargo, los tratamientos con 2 mL de ORC,
presentaron un decremento significativo, que se relaciona con los niveles bajos de
albumina a causa del ayuno y al aumento de las globulinas, lo que indica una fuerte
respuesta inmune potenciado por la ORC. Segun Kumar y col. (2017), la
disminucion de la relacion A / G implica un aumento en la cantidad de
inmunoglobulinas en la sangre, claramente potenciado por las habilidades anti-

estrés e inmunoestimulante del Zn en la dieta de Pangasius hypophthalmus.
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8.3.2. Pardmetros inmunoldégicos.
Los valores de la IgM observados en este estudio, se encontraron en el intervalo de
13 a 532 mg/dL reportado por Davis y col. (1999) para Cuplea pallasi. En contraste,
algunos valores se encuentran por debajo del limite inferior del intervalo de 60 a

1600 mg/dL para teledsteos establecido por Salinas y col. (2011).

Los tratamientos que recibieron ORC presentaron un incremento significativo
respecto al control. Este hallazgo contrasta a lo reportado por Guimardes y col.
(2014), quienes no encontraron influencia de diferentes concentraciones de vitamina
A sobre los valores de inmunoglobulina total. Este incremento se puede asociar a
los efectos de la ORC, ya que los frutos de Capsicum spp. contienen una mezcla
compleja de compuestos activos como los carotenos, vitamina E y vitamina C

(Maksimova y col., 2016).

Hu y col. (2006), indicaron que la tilapia del Nilo es capaz de convertir B-carotenos
en vitamina A, por una reacciéon reductora. La vitamina A desempefia un papel
importante en el sistema inmunoldgico (tanto la inmunidad innata como la inmunidad
adaptativa), lo que ayuda a protegerse contra las infecciones de varias maneras

(Guimaraes y col., 2014).

Harabawy y Mosleh (2014), mostraron que el sistema inmune de los peces, puede
ser estimulado por el uso de antioxidantes, como lo demostraron los experimentos
con altas dosis de vitamina E en Ictalurus punctatus, asi como la implementaciéon de
vitamina C y E que aumentaron la inmunidad y redujeron la mortalidad en varias
especies de peces con inmunosupresion. Recientemente, se demostro la interaccion
sinérgica entre diferentes antioxidantes, esta sinergia brinda una amplia gama de
proteccibn comparada con el uso de un solo tipo de antioxidante (Harabawy y
Mosleh, 2014).

En este trabajo, los niveles mas altos de la IgM se observaron a los 15 dpi, sin
embargo este incremento no fue significativo (P>0.05). Este resultado es similar con
Guimarédes y col. (2014), quienes no observaron diferencias significativas en los
titulos de anticuerpo frente a S. iniae después de 21 dias de desafio en los peces
alimentados con diversas concentraciones de vitamina A. En cambio, difiere con los

resultados de Vega y col. (2011), que encontraron el nivel mas alto de IgM a los 31
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dpi en crias de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) infectadas

experimentalmente con IPNV (virus de la necrosis pancreética infecciosa).

8.4. Pardmetros de desempefio

El FCA del tratamiento 3 fue significativamente (P<0.05) diferente al resto de los
tratamientos con un valor de 1.18. Hu y col (2006) no observaron diferencias
significativas en el FCA con la inclusién de 0 a 200 mg de [B-caroteno/kg de
alimento, con valores de FCA mayores a los obtenidos en este trabajo. En contraste,
la utilizacién de 50,000 Ul/kg de la vitamina A, mejor6 la conversion de alimento con
valores de 1.0 (Hu y col., 2006). En comparacion con otros inmuno-estimulantes, U
Acar y col. (2015), reportaron un FCA de 1.31 en la utilizacion de 1 % de aceite de
naranja en O. mossambicus contra S. iniae. Por su parte, Yunis y col. (2015),
indicaron un FCA de 1.41 en los grupos alimentados con 450 mg/kg de alimento de

Uncaria tormentosa en la resistencia de O. niloticus vs S. iniae.

Los tratamientos tres y seis presentaron el mayor incremento de peso (75 y 58 g
respectivamente) respecto a los otros tratamientos; éste incremento fue superior a
los 50.27 g reportados por Yunis-Aguinaga y col., (2015) con la inclusién de 450 mg

de Uncaria tomentosa por kilo de alimento para tilapia.

En cuanto a la ganancia de peso diario (TEC) el tratamiento tres presentd
diferencias significativas respecto a los otros tratamientos con un valor de 1.9%/dia.
Este valor es similar al 1.95 % obtenido por U- Acar y col. (2015), e inferior al 2.39 %
reportado por Yunis y col (2015).

Los datos sobre el desempefio de las tilapias obtenidos en este trabajo, demuestran
gue no existi6 un efecto antinutricional o téxico de la oleorresina sobre el
crecimiento de la tilapia; esta evidencia se apoya en los datos bioguimicos de este
trabajo y en las investigaciones de Segner y col (1989), quienes demostrado, que la
astaxantina en niveles elevados no induce alteraciones patolégicas en el higado de
O. niloticus y Colisa labiosa, y tiene una influencia positiva en la histologia hepatica

de los peces.
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9. CONCLUSIONES.

1. No se logro aislar el agente infeccioso en ningun tratamiento, ni se observaron

signos de S. iniae.

2. No se observé mortalidad en ningun tratamiento.

3. S. iniae ATCC 29178 no afecto el proceso de hematopoyesis.
4. La ORC no tuvo efectos sobre los pardmetros hematoldgicos.

5. No se observaron alteraciones en el perfil bioquimico asociadas con el agente
infeccioso o la ORC.

6. Se demostr6 que 1 mL de oleorresina no saponificada de Capsicum annuum
mezclada con el alimento balanceado durante 41 dias fue suficiente para aumentar

el nivel de IgM.

7. Se demostr6 que 2 mL de oleorresina no saponificada de Capsicum annuum
mezclada con el alimento balanceado durante 41 dias fue suficiente para mejorar el

desemperio de O. niloticus.

8. No se encontré evidencia sobre toxicidad ni efectos anti-nutricionales de la ORC.
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ANEXO A

Tabla 1. Analisis de varianza de la variable glébulos rojos.

FV GL SC CM F P

Dosis ORC 2 3.0821 1.54106 3.34 0.051

Dosis infeccion*dosis ORC 2 0.5710 0.28550 0.62 0.546

Dosis ORC*dpi 4 4.5472 1.13679 2.46 0.070

Error 26 11.9951 0.46135

FV: Fuente de Variacién, GL: Grados de Libertad, SC: Suma de Cuadrados, CM:
Suma de Cuadrados Medios, P: significancia.
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ANEXO B

Tabla 1. Anédlisis de varianza de la variable hemoglobina.

FV GL SC CM F P

Dosis ORC 2 9.101 4.5506 1.37 0.273

Dosis infeccion*dosis ORC 2 0.265 0.1327 0.04 0.961

Dosis ORC*dpi 4 18.753 4.6883 141 0.259

Error 24 79.558 3.3149

FV: Fuente de Variacion, GL: Grados de Libertad, SC: Suma de Cuadrados, CM: Suma
de Cuadrados Medios, P: significancia.
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ANEXO C

Tabla 1. Analisis de varianza de la variable Hematocrito.

FV GL SC CM F P

Dosis ORC 2 0.047493 0.023746 7.42 0.003

Dosis infeccion*dosis 2 0.002156 0.001078 0.34 0.717

Dosis ORC*dpi 4 0.057016 0.014254 4.45 0.007

Error 26 0.083235 0.003201

FV: Fuente de Variacién, GL: Grados de Libertad, SC: Suma de Cuadrados, CM: Suma
de Cuadrados Medios, P: significancia.

Tabla 2. Prueba de Dunnett para la variable Hematocrito, factor dosis ORC.

Dosis ORC N Media Grupos
(mL)

1 14 1.26089 A

Medias sin letra A son significativamente diferentes respecto a la media del control.
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Tabla 3. Prueba de Dunnett para la variable Hematocrito, interaccion dosis ORC*dpi

Dosis N Media Grupos
ORC*dpi

12 6 1.29558 A

115 4 1.24502 A

215 4 1.21271

030 5 1.19079

Medias sin letra A son significativamente diferentes respecto a la media del control.
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ANEXO D

Tabla 1. Analisis de varianza de la variable glébulos blancos

FV GL SC CM F P

Dosis ORC 2 0.014489 0.007245 3.51 0.056

Dosis infeccion*dosis ORC 2 0.001461 0.000730 0.35 0.708

Dosis ORC*tiempo 4 0.009387 0.002347 1.14 0.377

Error 15 0.030987  0.002066

FV: Fuente de Variacion, GL: Grados de Libertad, SC: Suma de Cuadrados, CM: Suma
de Cuadrados Medios, P: significancia.

Ixxxvii



Tabla 2. Prueba de Dunnett para la variable glébulos blancos, factor dpi

Dpi N Media Grupos
2 (control) 10 0.157933 A

30 11 0.257677

15 12 0.231126

Medias sin letra A son significativamente diferentes respecto a la media del control.
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ANEXO E

Tabla 1. Andlisis de varianza de la variable proteinas totales

FV GL SC CM F P

Dosis ORC 2 0.118139  0.059069  14.05 0.000

Dosis infeccion*dosis ORC 2 0.025394 0.012697 3.02 0.069

Dosis ORC*dpi 4 0.075300 0.018825 4.48 0.008

Error 22 0.092470 0.004203

FV: Fuente de Variacién, GL: Grados de Libertad, SC: Suma de Cuadrados, CM: Suma
de Cuadrados Medios, P: significancia.

Tabla 2. Prueba de Dunnett para la variable proteinas totales, factor dosis ORC

dosis ORC N Media Grupos
(mL)

1 12 0.816743 A

Medias sin letra A son significativamente diferentes respecto a la media del control.
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Tabla 3. Prueba de Dunnett para la variable proteinas totales, factor dpi

Dpi N Media Grupos
2 (control) 17 0.804171 A

15 12 0.820527 A

30 11  0.736133

Medias sin letra A son significativamente diferentes respecto a la media del control.

XC



Tabla 4. Prueba de Dunnett para la variable proteinas totales, interaccion dosis

ORC*dpi

Dosis infeccion*dosis N Media Grupos
ORC*dpi

0115 2 1.00259

400 0 15 2 0.91625 A

022 3 0.83469 A

0015 2 0.83232 A

4001 15 2 0.81286 A

0130 1 0.74819 A

0230 3 0.69306 A

400 2 30 3 0.68099 A

400 1 30 1 0.62325 A

Medias sin letra A son significativamente diferentes respecto a la media del control.
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ANEXO F

Tabla 1. Analisis de varianza de la variable albimina

FV GL SC CM F P

Dosis ORC 2 17.2035 8.60175 33.33 0.000

Dosis infeccion*dosis ORC 2 0.8797 0.43985 1.70 0.200

Dosis ORC*dpi 4 1.8197 0.45494 1.76 0.163

Error 29 7.4837 0.25806

FV: Fuente de Variacién, GL: Grados de Libertad, SC: Suma de Cuadrados, CM: Suma
de Cuadrados Medios, P: significancia.

Tabla 2. Prueba de Dunnett para la variable albiumina, factor dosis ORC

Dosis ORC N Media Grupos
(mL)

1 16 2.31692 A

Medias sin letra A son significativamente diferentes respecto a la media del control.
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ANEXO G

Tabla 1. Analisis de varianza de la variable globulinas

FV GL SC CM F P

Dosis ORC 2 0.034187 0.017094 1.85 0.185

Dosis infeccion*dosis ORC 2 0.015363 0.007681 0.83 0.452

Dosis ORC*dpi 4 0.165766  0.041442  4.47 0.010

Error 19 0.176000 0.009263

FV: Fuente de Variacién, GL: Grados de Libertad, SC: Suma de Cuadrados, CM: Suma
de Cuadrados Medios, P: significancia.
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ANEXO H

Tabla 1. Analisis de varianza de la relacion A/G

FV GL SC CM F P

Dpi 2 0.37381 0.186904 9.80 0.001

Dosis_bac*dpi 2 0.01189 0.005947 0.31 0.736

Dpi*dosis_orc 4 0.10169 0.025424  1.33 0.294

Error 19 0.36232 0.019069

FV: Fuente de Variacién, GL: Grados de Libertad, SC: Suma de Cuadrados, CM: Suma
de Cuadrados Medios, P: significancia.

Tabla 2. Prueba de Dunnett para la relacion A/G, dpi

Dpi N Media Grupos

30 11 0.594056

Medias sin letra A son significativamente diferentes respecto a la media del control.
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Tabla 3. Prueba de Dunnett para larelacion A/G, dosis ORC

Dosis ORC N Media Grupos
(mL)

0 (control) 11  0.486938 A

1 11 0.595511 A

2 15 0.222299

Medias sin letra A son significativamente diferentes respecto a la media del control.
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ANEXO |

Tabla 1. Analisis de varianza de la variable IgM

FV GL SC CM F P

Dosis ORC 2 14073.5 7036.73 4.39 0.024

Dosis infeccion*dosis ORC 2 3944.2 1972.12 1.23 0.310

Dosis ORC*dpi 4 2803.2 700.79 0.44 0.780

Error 24 38473.0 1603.04

FV: Fuente de Variacién, GL: Grados de Libertad, SC: Suma de Cuadrados, CM: Suma
de Cuadrados Medios, P: significancia.
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Tabla 2. Prueba de Dunnett para la variable IgM, factor dosis ORC.

Dosis ORC N Media Grupos
(mL)

0 (control) 13  64.589 A

2 14  106.835

1 15 105.839

Medias sin letra A son significativamente diferentes respecto a la media del control.

Tabla 3. Prueba de Dunnett para la variable IgM, factor dpi.

Dpi N Media Grupos
2 14 89.428 A
15 16  116.696 A
30 12 71.140 A

Medias sin letra A son significativamente diferentes respecto a la media del control.
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ANEXO J

Tabla 1. Analisis de varianza de la variable ganancia de peso

FV GL SC CM F P

Tratamiento 5 1.444  0.28877 14.98 0.000

Error 67 1291 0.01927

Total 72 2735

FV: Fuente de Variacion, GL: Grados de Libertad, SC: Suma de Cuadrados, CM: Suma
de Cuadrados Medios, P: significancia.

Tabla 2. Prueba de Dunnett para la variable ganancia de peso.

Tratamiento N Media Grupos
1 (control) 3 1.4893 A

6 15 1.8420

5 13 1.7621

2 15  1.5992 A

3 12 1.5631 A

4 15 1.4623 A

Medias sin letra A son significativamente diferentes respecto a la media del control.
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ANEXO K

Tabla 1. Anélisis de varianza de la variable TEC.

FV GL SC CM F P

Tratamiento 5 3.959 0.7917 7.71 0.000

Error 67 6.882 0.1027

Total 72 10.841

FV: Fuente de Variacion, GL: Grados de Libertad, SC: Suma de Cuadrados, CM: Suma
de Cuadrados Medios, P: significancia.

Tabla 2. Prueba de Dunnett para la variable TEC

Tratamiento N Media Grupos
1 (control) 3 1.1490 A

5 15 1.8735

2 15 1.6553

3 12 1.579 A

6 13 1.3203 A

4 15 1.2828 A

Medias sin letra A son significativamente diferentes respecto a la media del control.
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ANEXO L

Tabla 1. Analisis de varianza de la variable FCA.

FV GL SC CM F P

Tratamiento 5 0.4757 0.09514 4.94 0.001

Error 67 1.2912 0.01927

Total 72 1.7669

FV: Fuente de Variacion, GL: Grados de Libertad, SC: Suma de Cuadrados, CM: Suma
de Cuadrados Medios, P: significancia.

Tabla 2. Prueba de Dunnett para la variable FCA

Tratamiento N Media Grupos
1 (control) 3 0.3078 A

3 12 0.2340 A

4 15 0.2079 A

2 15 0.1837 A

6 13 0.1410 A

5 15 0.0193

Medias sin letra A son significativamente diferentes respecto a la media del control.
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