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RESUMEN

Este trabajo se enfocd en buscar la relacion de los signos clinicos externos con el nivel de
infeccién con WSSV (por sus siglas en inglés) observado por histologia y en estudiar los
mecanismos de defensa celular empleados por los camarones sometidos a bajos niveles
de infeccidén en condiciones térmicas adecuadas. Para esto, se realiz6 una infeccién

experimental sub-letal a una temperatura de 28 °C.

Los signos clinicos externos de WSD (por sus siglas en inglés) fueron diagnosticados
mediante observaciones individuales considerando la apariencia y la mortalidad. Para el
anélisis histopatolégico se tomaron muestras en animales con diferentes niveles de
infeccion. 1) Aspecto saludable con infeccion temprana a las 24 h p.i; 2) Agudos,
aquellos que no sobrevivieron a la infeccion; 3) Sobrevivientes (crénicos) a los 7 y 14
dias p.i. En los tejidos se evalud el grado de lesiones de WSD, necrosis, P-K, asi como la
respuesta celular del hospedero (hemocitos infiltrantes, esferoides), mediante histologia e

inmunohistoquimica; Ademas se analizé apoptosis.

A las 24 h p.i se detectaron las lesiones de WSD en branquias y epitelios; También en el
OL y nddulos hematopoyeéticos sugiriendo que el virus manifiesta tropismo temprano por
estos tejidos. La inmunohistoquimica mostré la presencia viral en las glandulas
tegumentales de los apéndices bucales y en menor medida en otras regiones del cuerpo,
sugiriendo que estas glandulas constituyen una puerta de entrada del WSSV en
infecciones por bafio. Esferoides de Tipo A fueron detectados los cuales han sido
asociados a una infeccion temprana por TSV. Apoptosis muy marcada se observo en

tejidos expuestos al medio como glandula antenal y epitelios. Este grupo de animales no



XVi

present6 lesiones de WSD en los tejidos. Todos los camarones que desarrollaron una
infeccion aguda y murieron presentaron coloracion rojiza del cuerpo, manchas blancas en
el interior del caparazon pero no visibles a simple vista, el indice mas alto de WSD y
necrosis focal en la mayoria de sus tejidos comprometiendo sus funciones vitales. La
apoptosis se presentd en glandula antenal y epitelios de los camarones con infeccién
aguda, pero no fue suficiente para frenar la entrada del virus. La pobre presencia de
hemocitos infiltrantes podria ser la causa por lo que estos animales no resistieron la
infeccion viral. Ademéas mostraron el mayor porcentaje de esferoides de Tipo C. Los
animales cronicos manifestaron manchas blancas que siguieron un patrén simétrico y
regular, aspecto lechoso, cola roja y lesiones melanizadas en el exoesqueleto. También
mostraron tabulos normales en el 6rgano linfoide sugiriendo la regeneracion celular. Los
cronicos de 7 d presentaron lesiones leves por WSD y en ellos no se observo apoptosis,
pero mostraron altos indices de infiltracion de hemocitos. En los crénicos a los 14 d no
se observaron lesiones de WSD, ni apoptosis. La coloracion rojiza y las manchas blancas
estuvieron asociadas con el indice de WSD y necrosis. El aspecto lechoso, segmentado,
las lesiones melanizadas y la cola roja no estuvieron asociadas al indice de WSD. La
coloracion rojiza no estuvo asociada a la infiltracion. La inmunohistoquimica permitio
detectar a los grandes hemocitos hialinos en los esferoides y en el tejido conectivo del
estomago. Los fagocitos fijos del corazon fueron reconocidos como hemocitos pequefios
y grandes hialinos. EIl estroma de los tabulos del 6rgano linfoide y los podocitos de la
glandula antenal, (tejidos con capacidad de filtracién), fueron marcados por los
anticuerpos que reconocen a los hemocitos pequefios hialinos. La apoptosis puede ser
considerada una de las primeras respuestas de los camarones a la infeccion viral.
Apoptosis, infiltracion de hemocitos y esferoides fueron los mecanismos celulares que

emplearon los camarones infectados con WSSV a una temperatura de 28 °C.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones virales son comunes entre los invertebrados, sin embargo se conoce poco
acerca de la habilidad de estos organismos para controlarlas, lo cual tiene su mayor
dificultad en el hecho de que carecen de defensas antivirales basadas en una inmunidad

especifica (Kurosky et al., 2000).

Actualmente se realizan investigaciones para evaluar y mejorar el estado inmune de los
camarones, asi como para establecer estrategias que permitan el control de los virus en la
acuicultura (Bachére, 2000). El uso de técnicas de diagndstico simples y muy sensibles,
altas temperaturas en los cultivos y la inmunoestimulacion son algunas de las estrategias

que pueden ser utilizadas en las granjas para prevenir las infecciones virales.

Para ampliar nuestros conocimientos sobre el sistema inmune del camaron ha sido
necesario complementar investigaciones en areas como la patologia, fisiologia y genética
de los crustaceos. Estos estudios sefialan que los camarones emplean mecanismos
celulares en la resistencia a las patologias como el virus del sindrome de la mancha
blanca (Momoyama et al., 1994; Granja et al., 2003 ), llevados a cabo mediante los

hemocitos los cuales son los efectores de la respuesta innata.

En los peneidos las investigaciones actuales estdn encaminadas a la caracterizacion de
efectores humorales como las peneidinas, las cuales son péptidos antimicrobianos que
podrian ser utilizados como importantes agentes terapéuticos (Destoumieux et al., 1997;
Bachere et al., 2000). Siendo los mecanismos celulares y humorales los responsables de

la defensa y limpieza de los patégenos presentes en la hemolinfa de los camarones



(Bachere, 2000), es de gran interés encontrar métodos que permitan potenciarlos e
identificar que procesos carecen de efectividad en situaciones de estrés lo cual explicaria
que se desencadenen las mortalidades masivas observadas en infecciones como la

mancha blanca.

Por otra parte los signos clinicos externos que caracterizan la enfermedad de la mancha
blanca han sido descritos (Lihgtner, 1996), pero no se conoce su relacion con el grado de
infeccion detectado mediante histologia y los mecanismos de defensa celular que emplea
el hospedero en infecciones sub-letales. EI conocimiento de esta relacion podria servir

para el productor como diagndstico presuntivo.

Los organismos acuaticos estan confinados a cuerpos de agua donde los pardmetros
ambientales son muy variables (Vidal et al., 2001). Existe evidencia de que Litopenaeus
vannamei sobrevive a desafios con WSSV a altas temperaturas (Vidal et al., 2001;
Sonnenholzner et al., 2002), en tanto que las bajas temperaturas favorecen la incidencia
del virus (Bayot, 2003). Los mecanismos celulares relacionados con el efecto
beneficioso de incrementar la temperatura son actualmente objeto de estudios. Al
respecto Granja et al. (2003), sefialan que la hipertermia facilita la apoptosis en

camarones de esta especie lo cual podria incidir negativamente sobre la replicacion viral.

Los invernaderos, utilizados con el objetivo de aumentar la temperatura en el agua de los
cultivos son hasta la fecha la alternativa mas eficaz para disminuir el dafio causado por
WSSV (Sonnenholzner et al., 2002); con el objetivo de determinar la temperatura minima
de eficiencia inmunitaria en el control del WSSV se realizaron estudios en los cuales se

sefiala que temperaturas por debajo de 31 °C no son favorables para obtener buena



supervivencia en los cultivos de L. vannamei (Sonnenholzner et al., 2002; Jiang et al.,
2004). Experimentos realizados en la estacion experimental de CENAIM, sugieren que a
temperaturas iguales o inferiores a 27 °C, se incrementa el riesgo de brotes de mancha
blanca (Rodriguez , 2003a; Rodriguez, 2003b), sugiriendo que las temperaturas iguales o
superiores a 28 °C podrian ser adecuadas para el buen funcionamiento de los mecanismos

de defensa de los camarones.

Las infecciones inducidas constituyen una importante herramienta para estudiar las
patologias virales del camaron. Este trabajo pretende determinar la relacion entre los
signos clinicos externos y el nivel de infeccion observado por histologia, asi como
estudiar los mecanismos de defensa celular empleados por los camarones infectados
experimentalmente con WSSV en una dosis sub-letal y a una temperatura de 28 °C, para
ello se tomaron muestras histoldgicas de los animales infectados en las cuales se

evaluaron las lesiones, la respuesta celular y apoptosis.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE LAS PATOLOGIAS VIRALES EN LOS

PENEIDOS.

2.1.1 Los virus en los sistemas acuicolas

Entre los principales factores que provocan las mortalidades de camarones en los cultivos
estan citadas las enfermedades virales; a ello se une un deficiente manejo de los factores
ambientales en las piscinas tales como el suelo y la calidad de agua. Alta incidencia de
virus ha sido detectado en areas donde los desechos quimicos y bioldgicos son
recirculados desde una granja a otra con lo cual se incrementa el grado de contaminacion

(Kautsky et al., 2000).

El desarrollo de la acuicultura ha estado basado en la obtencidn de animales procedentes
del medio natural, los cuales sufren estrés al ser transferidos a las condiciones de cria
artificial (CNA, 1987). Este procedimiento incrementa la sensibilidad de los camarones a
las enfermedades y ha constituido una via de entrada de patdgenos a los sistemas de

cultivos (Cedefio,1998).

La transmision horizontal a través del agua, el canibalismo de animales méas débiles,
moribundos o de la mudas, la cohabitacion de animales sanos con los enfermos, asi como
por el uso de equipos comunes como las redes y otros Utiles de trabajo ha sido
confirmada en infecciones por WSSV (Lightner y Chen, 2000a), la Necrosis

Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa (IHHNV) (Lightner y Chen, 2000b), el



Sindrome de Taura (TSV) (Lightner y Chen, 2000c) y el Sindrome de la cabeza amarilla

(YHV) (Lightner y Chen, 2000d).

2.1.2 Propagacién del WSSV

La infeccién por WSSV se caracteriza por un brote rapido de la enfermedad y altas
mortalidades en corto tiempo (Chou et al., 1998). Hasta la fecha ha sido reportada en
varias especies de decapodos aunque es mas frecuente en los camarones peneidos (Flegel,

1998; Wang et al., 1998; Chang et al., 1998; Rajendran et al., 1999).

Varios factores contribuyen a la propagacion del WSSV. Un suministro insuficiente de
agua limpia 6 inadecuada remocion de los desperdicios, excesiva fluctuacion en los
factores abidticos tales como oxigeno, temperatura, pH y salinidad, incrementan el estrés
y la susceptibilidad de los animales a la enfermedad; ademas, los monocultivos y el
transporte de semillas de una regién a otra facilitarian la dispersion del patdgeno

(Kautsky et al., 2000).

Una dificultad en el control de la enfermedad de la mancha blanca es que el virus puede
ser portado por camarones infectados que no muestran signos clinicos; por tanto
camaroneras que comparten la misma agua estan en riesgo de contraer la infeccion antes

que se manifieste alguna evidencia de su presencia (Chou et al., 1998).

El riesgo a la enfermedad aumenta en los cultivos intensivos en los cuales la densidad en
la poblacion de camarones es mayor (Chou et al., 1998; Kautsky et al., 2000; Wu et al.,
2001); bajo estas condiciones el canibalismo resulta en otra via de infeccion con la

consecuente mortalidad; sin embargo, las particulas virales liberadas al agua por los



camarones moribundos también pueden infectar al resto de la poblacion (Wu et al.,

2001).

Las altas densidades en los cultivos ejercen influencias sobre las mortalidades.
Diferencias significativas fueron encontradas cuando los animales muertos fueron
retirados inmediatamente del estanque, respecto a los retirados solo dos veces al dia,
sugiriendo que las mortalidades son mayores donde ambas vias de propagacion viral

(canibalismo y agua) son favorecidas por las altas densidades (Wu et al., 2001).

La transmision vertical de padres a la progenie no ha sido confirmada pero la presencia
de ADN de WSSV en las gonadas de camarones y cangrejos sugiere que puede
transmitirse verticalmente (Lo et al., 1997; Chang et al., 1998; Tsai et al., 1999). Los
reproductores no pueden transmitir el virus a traves de los huevos pero liberarian las
particulas virales presentes en el tejido conectivo del ovario y estas serian ingeridas por

las larvas cuando abren la boca (Lo et al., 1997; Alday, 1999).

Debido a su répida dispersion en el mundo, el WSSV puede infectar a un mayor nimero
de especies de camardn y causar serios dafios a esta industria (Chou et al., 1998). La
industria camaronera de Tailandia ha dado muestras de importantes logros en el control
de las patologias virales. Withyachumnarnkul et al. (2003), sefialan que a pesar de la
manifestacion en este pais de los primeros brotes de la enfermedad de la mancha blanca a
partir del afio 1995 y su actual persistencia, ha sido posible controlarla y mantener los

niveles mundiales de produccién mediante la préactica de varios principios:



. Aplicacion rapida de las nuevas tecnologias recomendadas por los
investigadores.

. Utilizacion de sistemas cerrados para prevenir la entrada de portadores.

. Evitar el almacenamiento de camarones en épocas invernales donde la ocurrencia

del virus es mayor.

2.1.3 Diagn6éstico histolégico de las infecciones virales

Los métodos histolégicos son muy Utiles para el estudio de algunas enfermedades virales
como YHV (Nash et al., 1995), TSV (Hasson et al., 1995; Lightner y Chen, 2000d),
IHHNV (Lightner y Chen, 2000b) y la mancha blanca (WSD) (Momoyama et al., 1994;
Durand et al., 1997; Wang et al., 1999), de las cuales se han caracterizado las lesiones

que ocasionan en los tejidos.

La mas tipica lesion causada por YHV es una severa necrosis en el érgano linfoide (OL),
la fase aguda de ésta infeccion se caracteriza por abundante picknosis y kariorrhexis
(P-K), acompafiada de la degeneracién del OL (Pantoja y Lightner, 2003). Otros tejidos
infectados son el epitelio sub-cuticular del estomago, cefalotérax y branquias, en los
cuales se puede observar un numero alto o moderado de células con inclusiones
citoplasmaticas basoéfilas (Lightner y Chen, 2000d). La kariorrhexis en los hemocitos y en

el OL se utilizé durante mucho tiempo como signo patognémico del YHV (Alday, 2000).

En estudios sobre WSSV se ha encontrado que en determinadas circunstancias los
camarones con severa infeccion muestran una marcada necrosis en el OL muy similar a la
observada en infecciones por YHV (Pantoja y Lightner, 2003), y se considera que es muy

probable la ocurrencia simultdnea de ambas infecciones (Durand et al., 2000). La



similitud de las lesiones provocadas por ambos virus observadas mediante histologia en
tejidos como el OL han causado errores de diagnostico; hemocitos con P-K han sido

relacionados con ambos virus (Pantoja y Lightner, 2003).

La lesion causada por WSSV se caracteriza por la hipertrofia de los nucleos en células
infectadas, similar a los cuerpos de inclusion eosinéfilos denominados Cowdry A
observados en la etapa temprana de la infeccion (Momoyama et al., 1994; Lightner y
Chen, 2000a), los cuales son muy frecuentes en el tejido conectivo del estémago
(Pantoja y Lightner, 2003). Cuando la infeccion es avanzada estos cuerpos de inclusion

son basofilos (Lightner y Chen, 2000a).

La enfermedad provocada por TSV puede ser diagnosticada durante la fase aguda por una
necrosis multifocal en el epitelio cuticular en los apéndices, branquias, estomago e
intestino; los camarones infectados presentan necrosis y picknosis nuclear de células
epiteliales, durante esta fase el OL no presenta ninguna lesion (Lightner y Chen, 2000c).
La etapa de transicion se caracteriza por la presencia de lesiones melanizadas en la
cuticula mientras que la fase crénica puede ser identificada por la formacion de
esferoides del 6rgano linfoide (LOS) (Lightner y Chen, 2000c), también reportados en

infecciones por YHV (Hasson et al., 1995) y WSSV (Walker et al., 1998).

Otro virus que afecta a los peneidos es el IHHNV, el cual ha sido caracterizado
histolégicamente por la presencia de cuerpos de inclusion Cowdry A rodeados de un
anillo de cromatina dentro de nucleos hipertrofiados en células de origen ectodérmico y

mesodérmico.



Estas patologias virales presentan algunos tejidos blancos (Jiménez, 1992; Hasson et al.,
1999b; Lightner, 1996), y algunos sintomas clinicos externos en comdn como el nado
hacia la superficie, rotacion dorsal y ventral, hundimiento hacia el fondo, letargia,
intestino vacio, cuticula blanda y coloracion rojiza (Hasson et al., 1995; Lightner y Chen,
2000 a;b;c;d). Ademés, modificaciones en el color azul verdoso de la hemolinfa de los
crustaceos a rojiza-café puede ser observada en animales infectados con WSSV

(Rodriguez et al., 2003) y TSV (Song et al., 2003).

2.2 RESPUESTA INMUNE ASOCIADA A LAS ENFERMEDADES VIRALES

2.2.1 Células v tejidos involucrados en la limpieza del material extrafio en los

crustaceos
En la limpieza de las particulas extrafias que llegan al hemocele de los crustaceos estan
involucrados varios tipos de células (Johnson, 1987): a) Los podocitos o nefrocitos, los
cuales estan localizados en branquias y en el celosoma de la glandula antenal, ellos estan
especializados en la pinocitosis de proteinas y posiblemente virus. b) Los hemocitos,
células circulantes en la hemolinfa, son las células fagociticas mas abundantes,
consideradas como los elementos principales en el reconocimiento y eliminacion del
material extrafio. ¢) Las células fagociticas de reserva, estas se presentan en el corazén de
los peneidos; Son derivadas del tejido hematopoyético y estan involucradas en filtrar
otras sustancias, sin embargo no existe evidencia de que estén relacionadas con la
fagocitosis de bacterias o virus. d) Los fagocitos fijos, también derivados del tejido
hematopoyeético, ubicados en los espacios hemales del hepatopancreas donde secuestran
gran cantidad de particulas. e) El 6rgano linfoide, considerado una parte integral del

sistema circulatorio de los camarones peneidos, se asume que funciona como filtro de la
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hemolinfa por lo que tendria gran importancia en la limpieza y captura de particulas

virales (Van de Braak et al., 2002).

En el 6rgano linfoide de los camarones se forman los esferoides, estos son observados
como una masa multicelular que origina una desorganizacion de los tabulos normales,
carecen de un limen central y presentan vacuolas citoplasmaticas o algin tipo de
inclusiones (Anggraeni y Owens, 2000); Se ha sugerido que estos esferoides son
originados por los hemocitos y también constituyen un mecanismo para secuestrar virus

(Anggraeni y Owens, 2000 Van de Braak et al., 2002).

Existen evidencias de esferoides ectdpicos en algunas especies de peneidos. Los
esferoides del 6rgano linfoide y los esferoides ectdpicos estdn compuestos del mismo tipo
de célula fagocitica las cuales pueden proliferar in situ 0 migrar a los sitios en respuesta a
una infeccion viral (Hasson et al. (1999a). Esferoides ectopicos fueron reportados en
algunos apéendices que normalmente contienen glandulas tegumentales (Hasson et al.

(1999a).

Las glandulas tegumentales han sido encontradas en asociacion con la superficie
cuticular, la distribucion y numero varia de una especie a otra, ademas estarian
implicadas en muchas funciones que incluyen el endurecimiento de la cuticula, formacion
de epicuticulas, apariamiento, osmorregulacion, defensa contra predadores y ayudan en la

alimentacién mediante la formacién del mucus (Talbot y Demers, 1993).
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2.2.2 Reacciones de defensa

En los camarones como en otros invertebrados los mecanismos celulares y humorales
contribuyen a la defensa del organismo, limitando invasiones microbianas y virales que
son eliminadas de la hemolinfa y tejidos (Séderhall y Cerenius, 1992; Véazquez et al.,

1998; Bachere, 2000).

Segun Bachere (2002), la respuesta inmune de los crustaceos puede ser divida en varias
fases:

. Etapa inmediata e inducible correspondiente al reconocimiento de lo no propio.
Los crustaceos no poseen un sistema inmunitario adaptativo pero se ha demostrado que
algunos factores presentes en la hemolinfa poseen una alta especificidad de

reconocimiento (Destoumieux et al., 1997; VVazquez et al., 1998).

. Etapa de defensa celular y sintesis de efectores. Los hemocitos llevan acabo la
respuesta inmunitaria de manera inespecifica. También estan involucrados en la
coagulacion de la hemolinfa (S6derhall y Cerenius, 1992; Vazquez et al., 1998), asi como
en sintetizar y almacenar moléculas con accion antimicrobiana (Destoumieux et al.,
1997). Respecto a las infecciones virales de peneidos se han reportado las siguientes

respuestas celulares:

+« Endocitosis de virus (Soderhall et al., 1996), la cual es considerada la primera
linea de defensa en invertebrados (Bayne, 1990). Ocurre frecuentemente en el OL
en infecciones por WSSV (Montesdeoca, 2002).

¢+ Encapsulacion (Momoyama et al., 1994).

% Melanizacion (Hasson et al., 1999a; Wang et al., 1999).
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¢+ Nodulacién (Soéderhall y Cerenius, 1992; Durand et al., 1997).

¢+ Formacion de esferoides del 6rgano linfoide (LOS) (Anggraeni y Owens, 2000).

* Etapa humoral y de recuperacion celular: Se ha reportado que los hemocitos liberan
su contenido por exocitosis incluyendo factores para la coagulacion de la hemolinfa,
sistema proPO (Soderhall y Cerenius, 1998) o péptidos antimicrobianos como las
peneidinas (Destoumieux et al., 1997), caracterizadas en L. vannamei, las cuales son
activas contra hongos y bacterias Gram (+) (Wang et al., 1999) y ademés actian como

opsoninas contra bacterias Gram (-) segin Mufioz et al. (2002).

Los hemocitos circulan en el hemocele y también son capaces de migrar a los tejidos
(Hasson et al., 1999a; Montesdeoca et al., 2002; Mufioz et al., 2002). Ante la agresion
por WSSV los camarones proliferarian hemocitos los cuales se infiltrarian en los tejidos
infectados. Si la proliferacion celular se detiene, lo cual es una ventaja para el virus, en la
hemolinfa se acumularian hemocitos desgastados. Estos resultados indican que las
infecciones virales pueden ser controladas en tanto que los camarones sean capaces de
proliferar hemocitos en buen estado y movilizarlos a los tejidos infectados (Montesdeoca,

2002).

2.2.3 Acomodacién viral

Las infecciones virales en crustaceos se caracterizan por la ausencia de una respuesta
inflamatoria, en contraste con las infecciones bacterianas en las cuales se forman
agregados masivos de hemocitos que conducen a la encapsulacion y formacién de
granulomas; esto ha llevado al planteamiento del concepto de acomodacion viral lo cual

sugiere la manifestacion de una respuesta de los crustaceos a patdgenos virales,
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caracterizada por una acomodacién activa mas que una resistencia al virus (Flegel y

Pasharawipas, 1998).

El concepto predice que cualquier epizootia viral de los camarones podria conducir a una
tolerancia de los crustaceos a los virus dentro de aproximadamente dos afios del brote,
los camarones mueren sin una defensa activa contra la infeccién. Muchas de las especies
portadoras presentan una infeccion viral activa con muchas células infectadas y gran
namero de viriones pero no muestran mortalidades, lo cual sugiere que la tolerancia se
desarrolla en una primera etapa de la infeccion viral que suprimiria la apoptosis,
explicando porque no se producen focos inflamatorios. Este proceso retarda el desarrollo
de la enfermedad y promueve la existencia mutua virus-hospedero, pero la proteccién
ofrecida por la tolerancia es limitada por lo que los camarones estarian en riesgo de

muerte (Flegel y Pasharawipas, 1998).

2.2.4 Apoptosis

Existen evidencias que en organismos multicelulares la muerte celular puede ser
accidental (necrosis) 6 programada (apoptosis). La necrosis implica que la célula muere
como consecuencia de dafios severos, lo cual conlleva a la total destruccion de los
procesos metabdlicos, desbalance idnico e hinchamiento de la mitocondria, activacion de
enzimas degradativas que culminan con la ruptura de la membrana plasmética y pérdida
del contenido intracelular (lisis) lo que conduce a un proceso inflamatorio (Cohen, 1993;

Lemasters, 1999).

La apoptosis involucra cambios morfolégicos diferentes porque esté asociada a procesos

de regulacion genética mejor descritos en vertebrados que invertebrados (Savill et al.,
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1993; Cohen, 1993; Hacker, 2000); Es un mecanismo dependiente de energia de una
célula suicida en respuesta a una variedad de estimulos, uno de ellos es la presencia de
virus en el medio (O brien, 1998), también es determinante para la proteccion del

organismo, al eliminar células potencialmente dafiinas (O brien, 1998; Hécker, 2000).

El reconocimiento de células en apoptosis bajo el microscopio dptico y electronico esta
basado en los cambios en la forma de la célula lo cual esti relacionado con la
reorganizacion del citoesqueleto. Otras variaciones morfoldgicas involucran la
condensacion de la cromatina, ruptura de las organelas, formacién de cuerpos apoptéticos

y la ausencia de focos inflamatorios en areas adyacentes (Hacker, 2000).

El término muerte programada es utilizado para sefialar que la muerte de la célula sigue
un programa intracelular. En vertebrados existen evidencias de que el programa suicida
puede activarse cuando la muerte de la célula es deseada para mantener el buen estado
del organismo (Cohen, 1993). Independientemente de cual sea la situacion ¢ cual sea el
organismo que induce la apoptosis, la apariencia de la muerte celular tiene caracteristicas
similares y requiere de la presencia de enzimas proteasas denominadas Caspasas que
tienen como sustrato algunas proteinas del sistema reparador del DNA 'y el citoesqueleto

(Hé&cker, 2000; Granja et al., 2003).

Células infectadas se rompen en cuerpos apoptoticos, pero no hay derrame de su
contenido intracelular ya que la membrana celular se mantiene intacta por lo que no se
produce inflamacion, ademas las células apoptoticas son reconocidas por fagocitos
mediante receptores de membrana quienes las ingieren evitando consecuencias

potencialmente dafiinas si el contenido de células que estdn muriendo es expuesto lo cual
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conduciria a la agudizacion de la enfermedad (Hécker, 2000; Taylor et al., 2001). Una
deficiente eliminacion de las células apoptéticas podria ser la via por la cual tejidos

dafiados perpettan la infeccion (Savill et al., 1993).

Es posible que muchas especies portadoras de virus, presenten células infectadas con alto
namero de viriones pero tengan genes que inhiben la apoptosis lo cual previene la muerte
del animal (Khanobdee et al., 2002). Infecciones virales pueden causar apoptosis a
menos que este proceso sea bloqueado por inhibicion de los genes que lo regulan. Es
muy discutido si el virus bloquea la apoptosis para prevenir la muerte prematura de la
célula hospedera o evitar que desarrolle alglin mecanismo de proteccion que evitaria su
replicacion lo cual facilitaria que la enfermedad sea persistente al ser diseminada a

células vecinas (O brien, 1998).

De acuerdo a la teoria de acomodacion viral, la apoptosis en los camarones ocurre cuando
falla el mecanismo de acomodacion al patdégeno y es parte del proceso de tolerancia de
los crustaceos a los virus (Flegel y Pasharawipas, 1998). Esta hipotesis sostiene que la
causa fundamental de la muerte del camaron seria el desencadenamiento de la apoptosis
al comprometer importantes funciones celulares (Sahtout et al., 2001; Khanobdee et al.,

2002).

Una correlacion positiva ha sido encontrada entre el namero de células apoptoéticas y la
severidad de la infeccion por YHV en P. monodon (Khanobdee et al., 2002), quienes
encontraron alto grado de deterioro de los tejidos vitales de esta especie tales como
branquias, corazén y érgano linfoide asi como en la hemolinfa, lo cual explicaria los

signos de letargia y debilidad que conducirian a la muerte del camardn. Resultados
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similares han sido reportados en infecciones por WSSV donde el grado de mortalidad de
los camarones ha sido correlacionado con un alto numero de células en apoptosis

(Sahtout et al., 2001).

Ademaés Montesdeoca et al. (2002), muestran una relacion directa entre la carga viral y la
presencia de hemocitos en apoptosis (hemocitos anémalos), en animales infectados por
WSSV, pero no reportan la replicacion viral dentro de los hemocitos sugiriendo por este
motivo que las anomalias son producto de la activacién o el desgaste celular en el
proceso de defensa. También Sahtout et al. (2001) muestran evidencias de apoptosis en

hemocitos de camarones infectados con YHV.

Anggraeni y Owens (2000), reportan nucleos positivos a apoptosis en el OL, los cuales
podrian representar células que utilizan este mecanismo como respuesta a la infeccion
viral. Algunos autores proponen la apoptosis como el principal mecanismo antiviral en
invertebrados (Granja et al., 2003), quienes han observado mayor indice de apoptosis en
juveniles de L. vannamei mantenidos a 33 °C respecto a los que permanecen a
temperatura ambiente (25 °C) lo cual apoya la hipédtesis de que la apoptosis controla la
propagacion del virus en condiciones de hipertermia, sin embargo la apoptosis no es
suficiente para eliminar el virus ya que cuando disminuye la temperatura del agua resulta

en mortalidades elevadas.

Wu et al. (2002), encontraron que camarones de la especie Marsupenaeus japonicus
sobrevivientes a desafios experimentales con WSSV son resistentes a un segundo desafio
después de la tercera y cuarta semana hasta alcanzar los 2 meses, la resistencia

encontrada fue paralela a la actividad neutralizante del plasma de los camarones y es
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atribuida a moléculas tales como lectinas. Sin embargo Wu y Muroga (2004), sugieren
que la apoptosis no es un importante mecanismo en la resistencia de camarones inmunes

de la especie M. japonicus contra WSSV.

Segun Freire y Barracco (2000), las lectinas son glicoproteinas sin actividad catalitica,
que aglutinan virus, bacterias, levaduras, protozoos, etc. y estan potencialmente
involucradas en el reconocimiento y fagocitosis a través de la opsonizacién por lo que

podrian jugar un importante papel en la resistencia de los peneidos a los virus.

2.3 EFECTO DE LA TEMPERATURA EN EL CONTROL DEL WSSV

2.3.1 Temperaturay supervivencia

Chavarria (2003), reporta una relacion muy significativa entre temperatura superficial del
mar y produccion camaronera en Ecuador en el periodo posterior a la aparicion de la
enfermedad de la mancha blanca indicando que la produccion en Ecuador est4 afectada
por la alta variabilidad climatica y la ocurrencia de las enfermedades virales durante los

episodios frios como La Nifia.

Segun Vidal et al. (2001), temperaturas bajas en los cultivos permiten al WSSV
propagarse y causar severas epidemias a partir del segundo dia posterior a la disminucion
de este parametro, en tanto que la mortalidad es inhibida en los camarones de la especie

L. vananamei cuando las temperaturas son superiores a los 32 °C.

Hewitt y Duncan (2001), reportan mortalidades a temperaturas inferiores a 28 °C en M.

japonicus pero no encontraron diferencias significativas entre 28, 30 y 32 °C.
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Posteriormente Sonnenholzner et al. (2002), observaron mejores supervivencias en L.
vannamei infectados con WSSV y mantenidos a 33 °C durante 8 dias y elevadas
mortalidades en aquellos animales mantenidos a 27 °C. Por otra parte Jiang et al. (2004),
encuentran una elevada tasa de supervivencia a 31 °C en camarones de la misma especie
pero al mismo tiempo su estudio revela una contradiccion ya que observan una rapida

mortalidad en la medida que la temperatura aumenta de 27 a 30 °C.

Segun Sonnenholzner et al. (2002) el grado de infeccion por WSSV determinado por
PCR e histologia es menor en los camarones mantenidos a 33 °C, pero con ambas
técnicas de diagndstico este indice se incrementa en los camarones tratados a 27 °C. Un
grado de infeccion por PCR superior a 0.5 debe ser tomado como indicador de peligro
para el cultivo ya que por histologia, estos animales presentarian signos clinicos de la
enfermedad lo cual guarda relacion con el inicio de la mortalidad (Sonnenholzner et al.,

2002).

Tsai et al. (1999), muestran evidencias que P. monodon puede ser cultivado con ligera
infeccion por WSSV determinado por PCR por méas de 13 meses sin que se manifieste
ningun brote de la enfermedad. Resultados similares son observados por Yoganandhan
et al. (2003), en post-larvas finales y juveniles de la misma especie. Los autores no
indican si la supervivencia estd relacionada con la temperatura, algun otro factor

ambiental o con los animales lo cual amerita ser investigado.

La supervivencia guarda relacién con el grado de infeccion pero no con la prevalencia la
cual es del 100% en los animales en todas las temperaturas estudiadas después de las 24

h p.i, sugiriendo que el virus conserva su capacidad de infeccion a cualquier temperatura
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(Sonnenholzner et al., 2002). Los resultados indican que a temperaturas elevadas el virus
no es inactivo, pero es mayor la respuesta inmune de los camarones lo cual puede detener
las mortalidades (Vidal et al., 2001; Sonnenholzner et al., 2002). Estos autores sefialan
que los camarones son capaces de responder muy rapido a la infeccion viral y esta
respuesta es proporcional al grado de infeccidn, lo cual explica la caida en la cantidad de
hemocitos circulantes. La respuesta del hospedero probablemente seria la causa de que

disminuya el proceso infeccioso a partir de los dos dias posteriores al ataque viral.

2.3.2 Relacion de la temperatura con los mecanismos de defensa celular

Variaciones en el medio ambiente inducen cambios en los mecanismos de defensa de los
crustaceos (Le Moullac y Haffner, 2000). El estrés provocado por variaciones de
temperatura modifica el nimero de hemocitos (Sanchez et al., 2001), y altera los
mecanismos que regulan al sistema proPO (Soderhall y Cerenius, 1998). Al respecto
Vargas-Albores et al. (1998), han sugerido que la temperatura determina la efectividad

de la respuesta inmune.

El camardn requiere de 4 dias para eliminar el virus a temperaturas elevadas por lo que
un periodo mas largo posiblemente permite una limpieza muy eficaz, pero ante la falta de
estimulo la respuesta inmune decae; En estos casos se recomienda el uso de
estimulantes con el objetivo de potenciar la alerta inmunitaria antes de que los animales

enfrenten un nuevo ataque viral (Sonnenholzner et al., 2002).
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3. MATERIALES Y METODOQOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO.

En el estudio se utilizaron juveniles de la especie L. vannamei procedentes del laboratorio
Agualab, Ayangue; estos fueron trasladados a tanques exteriores de larvicultura de 12 TM

en CENAIM-ESPOL donde se desarrollaron hasta alcanzar un peso de 1 + 0.5g.

3.2 MATERIAL VIRAL.

Para su preparacion se utilizé el set 22 de CENAIM (cuarentena). 525 camarones
cultivados en los laboratorios para larvas de este centro, con 2.5 = 1 g fueron trasladados
al set y colocados en gavetas plasticas de 50 L de agua de mar filtrada (25 animales /
gaveta), mantenidos sin alimento durante 24 h previas a la infeccién y a temperatura
ambiente. El indculo WSSV original fue suministrado per os y se realizaron dos estrés de
temperatura, a las 24 y 48 h p.i provocando descensos bruscos desde 28 a 25 °C y luego
hasta 23 °C con el objetivo de aumentar la susceptibilidad de los animales a la infeccion

por WSSV.

A partir de las 48 h se inici6 la colecta de los animales. Los camarones en descomposicion
y los sobrevivientes después de 5 dias fueron desechados mientras que los que
manifestaron signos de letargia, coloracion opaca o rosada y moribundos, fueron
colectados enteros y conservados a —80 °C. Una muestra (5 camarones) de esta papilla fue

analizada por PCR utilizando el Kit IQ 2000 (Farming Intellegene Tech. Corp.), para el
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virus de la Mancha Blanca, (CSA). Ademaés la concentracion viral de la muestra fue
evaluada mediante PCR Tiempo Real (Durand et al., 2002), para lo cual se envié una

muestra de 50 g conservada en etanol al 95 % hacia los laboratorios de Arizona.

¢+ Preparacion del indculo viral.
La solucién viral para la infeccién por bafio fue preparada siguiendo el protocolo de la
Fundacion CENAIM-ESPOL. Se utilizaron los camarones colectados de los cuales se
pesaron 5 g a los que se les elimind el hepatopéancreas para evitar la degradacién del
producto por sus enzimas, estos fueron macerados y licuados en tamp6on TN 1X (20 mM
Tris-HCI, 0.4 M NacCl) en una relacién 1:5 a la cual se le ajusto el pH previamente a 7.4.
El homogenizado fue centrifugado a 1 780 g por 10 minutos. El sobrenadante fue filtrado
a traves de una membrana de celulosa marca ADVANTIC, 0.45 pm. Durante unos

minutos la solucion fue mantenida en hielo hasta el momento de la inoculacion.

3.3 HIPOTESIS DE TRABAJO

Los camarones que mueren infectados por WSSV, manifiestan coloracion rojiza en el
cuerpo lo cual esté relacionado al alto indice de infeccion en sus tejidos. Aquellos que
sobreviven desarrollan los signos clinicos externos de la enfermedad y manifiestan menor
grado de lesidn en sus tejidos. Los mecanismos de defensa celular estan involucrados en la

limpieza del patdgeno y la sobrevivencia de los camarones.
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3.4 SISTEMA EXPERIMENTAL

Para el estudio se utilizd la sala experimental 21 de CENAIM. La desinfeccion del local
se realiz6 con cloro liquido a 100 ppm antes y despues del estudio con los animales. Las
unidades experimentales consistieron en frascos de vidrio de 3 | con un sistema de
aireacion permanente y tapa para evitar contaminacion ambiental. Los frascos fueron
distribuidos en 10 bandejas con un sistema de recirculacion de agua continuo para
mantener la temperatura de manera estable. El agua de mar fue esterilizada con filtros de

0.25 umy UV.

3.4.1 Disefio experimental

El disefio experimental fue completamente aleatorio, el cual contd con un tratamiento
(infectados con WSSV), 9 réplicas (bandejas) y un control (una bandeja). Se provoco
una infeccidn cronica sub.-letal a la temperatura en la estacion célida- humeda (28 AC).

El estudio duré 15 dias.

3.4.2 Protocolo de manejo del experimento

Con la finalidad de provocar una infeccidn sub.-letal, se realizaron pruebas en las que se
evaluo la capacidad infecciosa de dos dosis del matrial infeccioso suministrado per os (5 y
1 % de la biomasa) y 2 dosis del mismo por bafio (cantidades equivalentes pero aplicadas
como un homogenizado al agua (2.5 I). Para realizar el ensayo definitivo se eligio la dosis

con la que se obtuvo la mortalidad mas baja por bafio.

200 animales fueron trasladados hacia la sala experimental, los cuales fueron aclimatados

durante 8 dias. Se seleccionaron 120 camarones que no manifestaron signos clinicos
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externos de WSD; los mismos fueron distribuidos en 12 frascos por bandeja y
permanecieron en ayuno 8 h antes de la infeccion para mantener la calidad del agua en el
frasco. Posteriormente 108 camarones (9 bandejas), fueron infectados por bafo al 0,2 %
de la biomasa al cual fueron expuestos durante 5 h suministrando 100 ul del in6culo viral
por frasco. La infeccion se realiz6 a temperatura de 28 °C directamente en las unidades
experimentales. A las 5 h p.i se realiz6 un recambio de agua del 50 % y a las 24 h p.i se
recambid el volumen total. El grupo control (una bandeja), no fue infectado. El alimento

balanceado fue suministrado nuevamente a las 6 h p.i.

3.5 CARGA VIRAL DEL MATERIAL INFECCIOSO

El anélisis del material viral mediante PCR 1Q 2000 report6 un resultado positivo severo,
en tanto la prueba PCR Tiempo Real indico la presencia de 6.7 x 10° viriones / ug DNA lo

que representé una concentracion final de 1 373 X 10 viriones por ml en cada frasco.

3.6 ANALISIS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Previo a la infeccion a 5 animales seleccionados aleatoriamente se le tomaron muestras de
tejidos que fueron preservadas en etanol al 95 %, con el objetivo de determinar la
prevalencia de WSSV por PCR 1Q 2000, las muestras fueron analizadas de la siguiente
manera.

» Muestras A: epitelios sub-cuticulares y region de los palpos bucales.

» Muestras B: branquias.
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Los mismos camarones fueron fijados segun la metodologia de Bell y Lightner, (1998);

analizados por inmunohistoquimica con anticuerpos para hemocitos hialinos-grandes

(41B12) y para hialinos-pequefios (40E10).

3.7 SIGNOS EXTERNOS EN LA POBLACION

Cada 4 h a partir del momento de la infeccion se colectaron los camarones muertos y
moribundos para el anélisis de supervivencia. Ademas individualmente se realizaron
observaciones de otros signos externos considerando: tracto digestivo (lleno-vacio), color
(rosado o normal), forma de natacion (letargicos o giratorios) y presencia de manchas
blancas. A los 7 dias fue provocado un descenso de temperatura hasta 27 °C mantenida

hasta el final del experimento.

3.8 DIAGNOSTICO DE WSSV

Para el diagnostico de WSSV vy el estudio de los mecanismos celulares contra el virus se
analizaron las muestras tomadas en los siguientes tiempos.

a. Animales con infeccion leve- 24 h p.i

b. Animales con infeccidén aguda -muertos

c. Sobrevivientes — cronicosalos 7y 14 d p.i

PCR:

La técnica de PCR ha sido establecida en la acuicultura para la amplificacion de ADN de
virus, bacterias e invertebrados (Lightner y Redman, 1998). A las 24 h p.i se tom6 una
muestra aleatoria de 5 animales de los cuales se preservaron fragmentos de branquias y

apéndices bucales en Etanol al 95 % para el analisis PCR 1Q 2000.
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Histologia:

Un total de 40 animales fueron fijados y cortados en secciones de 4 um para describir y
diagnosticar patologias a nivel histologico. Los cortes fueron fijados y tefiidos con
Hematoxilina y Eosina (H&E) segln Bell y Lightner (1998). Para la cuantificacion de las
lesiones histoldgicas se utilizaron los indices para WSSV, de P-K'y el indice inmunitario
de infiltracién de hemocitos elaborados por Maldonado (2003), (Anexo ). También se
elabord el indice de necrosis no descrito anteriormente siguiendo el procedimiento
utilizado para infiltracion y P_K; Los tipos de esferoides en el 6rgano linfoide (Hasson et

al. (1999a), fueron evaluados de manera descriptiva.

Apoptosis:

Cortes de tejidos de los camarones muertos, 24 hy 7 d p.i, fueron previamente fijados
sobre placas cargadas (Superfrost® Plus Glass Slides), 25 * 75 * 1,0 mm para ser
analizados mediante el Kit DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System (Promega), el cual
detecta los fragmentos de ADN de células apoptéticas por incorporacion catalitica de
fluoresceina-12-dUTP al extremo 3"-OH DNA usando la enzima (rTdT). Las placas
fueron analizadas directamente en el microscopio de epifluorescencia siguiendo el

protocolo del Technical Bulletin # 235. Este proceso se analiz6 de manera descriptiva.

Inmunohistoquimica:

La técnica esta basada en el uso de anticuerpos, los cuales se hacen reaccionar sobre los
cortes histoldgicos fijados sobre placas cargadas positivamente. Se utilizaron anticuerpos
conjugados a la fosfatasa alcalina (AP) los cuales forman un precipitado azul al
reaccionar con su sustrato (NBT y BCIP) que puede ser visualizado en el microscopio

dptico normal. Se siguié el protocolo descrito por Destoumiex et al. (2000) para el
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andlisis de las muestras de camarones no infectados, e infectados (24 h, crénicos 7y 14 d
p.i) utilizando anticuerpos anti-WSSV, ademds se analizaron dos poblaciones de
hemocitos que fueron reconocidos por el anticuerpo que reconoce poblaciones de
hemocitos hialinos pequefios (40E10) y el anticuerpo que reconoce hemocitos hialinos

grandes (41B12).

3.9 ANALISIS ESTADISTICO

3.9.1 Modelo de regresion logistica

Para describir el curso de los signos clinicos externos se realiz6 el analisis de Regresion
Logistica en la poblacion que desarroll6 una infeccion cronica. El objetivo primordial
que resuelve este procedimiento estadistico es el de modelar como influye la presencia o
no de diversos factores y el valor o nivel de los mismos en la probabilidad de aparicién de

un suceso, habitualmente dicotémico ya que la regresion logistica permite:

1. Estimar la relacién entre dos variables teniendo en cuenta la presencia de otros
factores, pero estas deben cumplir como asuncién que la relacién entre la variable
independiente y la probabilidad del suceso no cambie de sentido, ya que en ese caso no
nos sirve el modelo logistico.

2. Construir un modelo que permita predecir el valor de la variable dependiente

(probabilidad del suceso). Molinero (2001).

El objetivo de este andlisis en nuestro estudio fue analizar si existid relacion entre el
tiempo y el riesgo de aparicion de los signos externos (manchas blancas, aspecto lechoso
y lesiones melanizadas). En este caso no es aplicable la regresion lineal ya que la

variable respuesta tiene solo dos valores (presencia o ausencia). Las variables aspecto
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segmentado y cola roja no fueron sometidas a este andlisis ya que no cumplieron con las

asunciones de la regresion logistica mencionas anteriormente.

+ Coeficientes del modelo logistico

Exp B : Factor asociado al riesgo relativo (odds) = cociente entre el riesgo de aparicion
del evento / riesgo de no aparicién del evento.

p : Cuantifica el cambio en el suceso cuando se pasa de un valor del factor a otro
permaneciendo constantes el resto de las variables.

X?Wald: Permite contrastar la hipétesis nula que plantea que 8= 0

p: Significancia del estadistico de Wald.

Intervalo de Confianza (IC): Limite superior e inferior del riesgo

ET: Error estandar

La regresion logistica se realizé con el programa SPSS (Statistic Package Social Science)

versiéon 11.0.

3.9.2 Andlisis de varianza

Los datos del analisis histologico fueron sometidos a pruebas de Kolmogorov-Smirnov
(normalidad) y de Levene (para la homogeneidad de varianzas) (Anexo I1). El andlisis
estadistico del indice histoldgico de necrosis se realizd con un Analisis de Varianza
Simple. Los datos histologicos que no cumplieron con las asunciones de normalidad y
homogeneidad de varianzas (Indice de WSSV e Infiltracion), fueron sometidas a la
prueba no paramétrica Kruskall Wallis o0 ANOVA por rangos, para esto se tomaron 5
camarones aleatoriamente de cada muestra. Las comparaciones multiples se realizaron

utilizando el estadistico Tukey (Zar, 1999).
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3.9.3 Tablas de contingencias

Los mismos camarones utilizados en el analisis estadistico de los indices histolégicos
fueron utilizados para relacionar los signos externos con el nivel de infeccién en los
tejidos de los camarones desafiados, lo cual se realizd6 mediante tablas de contingencias
con la hipétesis nula que establece que las frecuencias de las observaciones de los signos
externos son independientes (no asociadas), a las frecuencias de las observaciones del
indice de WSSV. Para probar la hipétesis se utilizd el Test de significancia x® en el
programa Data Desk. A las variables indice de WSD, necrosis e infiltracion se les
asignaron rangos aleatorios entre el valor mas bajo y alto, mientras que los signos
externos color rosado, aspecto lechoso, aspecto segmentado y lesiones melanizadas
fueron codificados como 0 (ausencia), y 1 (presencia). Las manchas blancas fueron

codificadas como 0 (manchas internas no visibles) y 1 (manchas visibles).
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4. RESULTADOS

4.1 CONDICIONES INICIALES EN LA POBLACION DE ESTUDIO

La prueba de PCR en la poblacion utilizada para el estudio mostrd que 1/5 = 20 % de la
muestra presentd WSSV en grado severo. En los mismos animales el andlisis histologico
mostrd bacterias en epitelio del estomago y apéndices bucales, sin embargo no se
observaron nucleos hipertrofiados caracteristicos de WSD, ni necrosis (Tabla 1). Se
detectd infiltracion de hemocitos fundamentalmente en tejido conectivo general y
musculo, también en corazén, apéndices bucales y branquias con un indice para la
muestra de 0.08. Picknosis y kariorrhexis (P-K) se observé solo en los apéndices
bucales. Todos los animales de la muestra presentaron esferoides de tipo A en el 6rgano
linfoide. (Figura 1a). Esferoides ectopicos fueron observados en tejidos conectivos
(Figura 1b), también en glandulas tegumentales de la region oral y epitelio de los

apéndices bucales, asi como en glandula antenal.



It-l;gum 1. Microfotografias de cortes histologicos de esferoides en juveniles de
L. vannamei antes de la infeccion por WSSV a. Esferoide Tipo A
(flecha), tibulo normal (cabeza de flecha). (H & E, 40 X) b. Esferoide
ectopico en tejido conectivo de estomago (H & E, 100 X).
Elaborado por Sara Blake Grey
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Tabla 1. Porcentajes de tejidos y camarones positivos en la poblacion de estudio antes
de la infeccién con WSSV

Porcentajes
TEJIDOS ANALIZADOS WSSV  Necrosis Infiltracion p-k
Glandula antenal 0 0 0 0
Epitelio cuticular general 0 0 0 0
Epitelio de estbmago 0 0 0 0
Tejido conectivo 0 0 60 0
Organo linfoide 0 0 0 0
Tejido hematopoyético 0 0 NO 0
Corazon 0 0 40 0
Apéndices bucales 0 0 40 20
Branquias 0 0 20 0
Corddn nervioso 0 0 0 0
Hepatopancreas 0 0 0 0
Musculo 0 0 60 0
%% Tejidos Positivos 0 0 42 8
% de Animales Positivos 0 0 100 20
Total Animales Observados 5 5 5 5

No: Tejido no Analizado. Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Sara
Blake Grey

4.2 RESULTADOS DE LA INFECCION EXPERIMENTAL

Los resultados de PCR (3/5), y de histologia (4/5), obtenidos en la muestra de camarones

a las 24 h p.i mostraron que la infeccion experimental se habia realizado exitosamente.

Los grupos con diferentes niveles de infeccion fueron analizados mediante histologia. En
los tejidos se investigo el grado de lesiones tipicas de WSD, necrosis, P-K, asi como la
respuesta celular del hospedero (hemocitos infiltrantes, esferoides). A fin de completar el
estudio se recurrio a la utilizacion de anticuerpos especificos de dos poblaciones de

hemocitos hialinos y de un kit de apoptosis.
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4.2.1 Signos externos en la poblacién infectada por WSSV

La mortalidad se inici6 a las 24 h p.i, la supervivencia observada en este momento fue
del 97.5 %, la cual lleg6 al 92.5 % el dia 3 p.i y se mantuvo hasta el final del estudio

(Figura 2). La supervivencia de los animales del control fue del 100 %.
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Dias post-infeccién

Porcentajes

‘ =@ |nfectados mmilmmm control ‘

Figura 2. Curva de supervivencia en juveniles de L. vannamei infectados sub- letalmente
con WSSV a 28 °C. Resultados de la presente investigacién. Elaborado por

Sara Blake Grey

Todos los camarones que murieron (agudos), manifestaron coloracion rojiza del cuerpo y
manchas blancas que fueron observadas en el interior del caparazon pero no visibles a
simple vista. Solo 2 camarones mostraron aspecto lechoso y en uno se observé el tracto

digestivo vacio.

Los signos externos en la poblacion que sobrevivié al desafio (crénicos) fueron: aspecto
lechoso, manchas blancas, cola roja, aspecto segmentado a causa de la distribucién de las

manchas blancas y lesiones melanizadas en el exoesqueleto (Figura 3).



Figura 3. Signos externos en juveniles de L. vannames desafiados con el virus
del sindrome de la mancha blanca (W55V). a. Manchas blancas y
lesiones melanizadas sobre el exoesqueleto a los 8d p.i.

b. Aspecto lechoso y manchas blancas. Elaborado por Sara Blake

33
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El aspecto lechoso y las manchas blancas aumentaron en el tiempo hasta que se
observaron en el 100 % de la poblacion con infeccion cronica. (Figura 4); Los puntos
blancos se hicieron mas intensos y de mayor tamafio con el transcurso de los dias.
Animales con cola roja fueron observados desde el primer dia y al igual que el aspecto
segmentado en el exoesqueleto alcanzaron porcentajes muy variables durante todo el
periodo de observacion. A partir del octavo dia p.i se observaron lesiones melanizadas
que aumentaron en porcentaje hasta el dia 14. En estos animales no se observo

coloracion rojiza del cuerpo. El porcentaje de muda durante el estudio fue del 2 %.

120 A

100 A

porcentajes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Dfas post-infeccién

‘ lechosos m. blancas melanizac —¢— cola roja —@— segmentados ‘

Figura 4. Porcentajes de camarones con diferentes signos clinicos externos de WSD
en la poblacion sobreviviente que desarrollé una infeccion crénica.

Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Sara Blake Grey

En la tabla 2 se muestran los resultados del analisis de regresion logistica para los signos
externos en los camarones crénicos. El estadistico X* Wald fue significativo para las
variables analizadas; ElI Exp(B), el cual nos indica el ratio entre el riesgo relativo de
ocurrencia de un evento / riesgo de que no acurra, nos indicdé que por cada unidad de

cambio en el tiempo (dias), el riesgo de detectar camarones con aspecto lechoso aumenta
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4.54 versus el riesgo de no detectar dicho evento, asi para las manchas blancas el riesgo
aumenta 3,627, mientras que el riesgo de detectar las lesiones melanizadas en la poblacion
aumenta solo 1,462 versus el riesgo de no detectarlos. Para las tres variables analizadas el

tiempo se comport6é como un factor de riesgo para la aparicion de estos signos externos.

Tabla 2. Modelo de Regresion Logistica que explica la influencia del tiempo en la
probabilidad de aparicion de los signos externos en la poblacion que desarroll6
una infeccion crénica por WSSV

.C. 95.0% EXP(B)

SIGNOS B | ET.| Wald| gl| Sig.| Exp(B) | Inferior| Superior
Lechosos 1513 0.121 1552 1 0 4.54 3.579 5.761
1.288 0.095 1838 1 0 3.627 3.011 4.37
M. blancas
L. 0.38 0.047 63.98 1 0 1.462 1.332 1.604
melanizadas
B: coeficiente de la ecuacion;  ET: error estandar de f3; gl: grados de libertad,;

p: valor asociado a x*Wald;  Exp (B): valor del riesgo relativo; 1.C. Intervalo de confianza

Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Sara Blake Grey

4.2.2 Analisis histopatologico en la poblacion infectada por WSSV

* Indice histoldgico de WSD
A las 24 h p.i (animales levemente infectados) se observaron células con nucleos
hipertrofiados eosinéfilos similares a los Cowdry A en tejidos externos como los
apéndices bucales y branquias, este Gltimo en la mayoria de los camarones en los cuales la
severidad de la infeccion fue de grado 2. Los tejidos internos donde se observé WSD
fueron el drgano linfoide y tejido hematopoyético (Tabla 3). Por otra parte la
inmunohistoquimica realizada con el anticuerpo anti-WSSV mostro reaccién positiva en

las glandulas tegumentales de la regidn oral en particular en el borde del labio (Figura 5).
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Figura 5. Glandulas tegumentales del labio (region oral) marcadas positivamente
(flechas) con el anticuerpo anti WSSV. Elaborado por Sara Blake Grey
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Tabla 3. Porcentajes de tejidos y animales positivos en la poblacién infectada por WSSV

Glandula antenal

Epitelio cuticular general
Epitelio de estbmago
Tejido conectivo

Organo linfoide

Tejido hematopoyético
Corazon

Apéndices bucales
Branquias

Corddn nervioso
Musculo

%% Tejidos Positivos

% de Animales Positivos
Total Animales Observados

0
0

0
0
40
40
0
20
80
0
0
36
60
5

Porcentajes

TEJIDOS ANALIZADOS Leves-24h  Agudos

89
56
67
78
56
56
22
33
89
11
11
100
100
9

Croénicos-7d Croénicos-14d

25
13
25
38
25
0
0
25
25
0
0
64
63
8

0

O OO O oo o

o O

125

Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Sara Blake Grey

Los camarones con infeccion aguda mostraron nicleos hipertrofiados eosinofilos y

baséfilos en la mayoria de los tejidos del cuerpo; glandula antenal con grado 3 (Figura 6a)

y branquias con grado 4, fueron los tejidos infectados en la mayor cantidad de camarones.

En un alto porcentaje de animales de la muestra se observaron las lesiones con grado 4 en

el tejido conectivo de estomago (Figura 6b). También se observaron células vacias y con

fragmentacion del nacleo (Figura 6c¢), lo cual ha sido relacionado con las lesiones

causadas por el WSSV (Panchana, comunicacion personal).

Los camarones cronicos 7 d mostraron nucleos hipertrofiados basofilos, siendo el tejido

conectivo del estdmago el mas infectado en la mayoria de los camarones analizados. Otro



Figura 6. Microfotografias de cortes histologicos de juveniles de L. vannamei
con lesiones de WSSV. a. Presencia de nucleos basofilos en
glandula antenal (flechas). b. Hipertrofia en tejido conectivo
(flechas). c. Fragmentacion del nicleo en tejido conectivo (Flecha);
d. Hipertrofia en cordon nervioso. (flechas) (H & E, 40 X).

Elaborado por Sara Blake Grey
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tejido infectado no considerado en el indice histoldgico fue el conectivo de los apéndices

bucales. La severidad de la infeccion para la muestra estuvo entre grado 1y 2.

Ademas de tener un menor indice de WSD que los animales con infeccidn aguda, en los
cronicos 7 d no se observaron lesiones ni en tejido hematopoyético ni en el corazén. En
los animales cronicos 14 d solo se detecto la lesion tipica de WSD en branquias de un
camaron cuya severidad fue de grado 1. Un ejemplo del calculo de los indices de WSD

es mostrado en el Anexo |.

El andlisis estadistico utilizando Kruskal Wallis reportd diferencias significativas entre
las muestras (p=0.017) (Anexo lla). En los camarones con infeccion aguda el indice de
WSSV fue significativamente mayor (3.2), respecto a los camarones con infeccion leve
(0.6), a los cronicos 7 (0.38) y los cronicos 14 d (0.01) (Figura 7). También se obtuvo
diferencias significativas entre los infectados leves y los crénicos 14 d, pero el indice de
WSD no fue diferente entre los infectados leves y los crénicos 7 d. Entre los crénicos de

ambos grupos no hubo diferencias.

El estadistico X* arrojoé que las frecuencias del color rosado (p=0.0001), estan
asociaciadas significativamente a las frecuencias del indice de WSD, mostrando que el
color rosado se present6 en los camarones con el indice mas alto de WSD. También las
frecuencias de manchas blancas estan asociadas al idice de WSD (p=0.0281), indicando
que los camarones con el indice méas alto de WSD no presentaron manchas blancas
visibles externamente. Por otra parte, las frecuencias para el aspecto lechoso (p=0.4477),
aspecto segmentado (0.0995), cola roja (p=0.1593) y las lesiones melanizadas

(p=0.4095), no mostraron asociacion con el indice de WSD. (Anexo 111)
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Figura 7. Indice histol6gico de WSD en los diferentes grupos de muestras.

Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Sara Blake Grey

* Indice histoldgico de necrosis.
En la poblacion con infeccion leve el mayor porcentaje de necrosis se observo en el
hepatopancreas; también fueron positivos el tejido conectivo de estdbmago, el tejido
hematopoyético, branquias y musculo (Tabla 4). Todos los camarones que murieron
presentaron necrosis en el hepatopancreas, en algunos se observé necrosado el 6rgano
linfoide (Figura 8a), corazon y en un alto porcentaje el tejido hematopoyético (Figura
8b). En el tejido conectivo del estdbmago y branquias la lesion fue observada en un bajo
porcentaje de los camarones analizados. A los 7'y 14 d p.i esta lesion se observé solo en

hepatopéancreas (Tabla 4).

ElI ANOVA mostr6 diferencias significativas entre los grupos analizados (p=0.017)
(Anexo Ilb). En tanto que el test de Tukey indico que el indice de necrosis es diferente
entre los camarones con infeccién aguda (0.23) y los cronicos 14 d (0.04), pero no es
diferente respecto a los camarones crénicos 7 d (0.07) y los infectados leves (0.08). Entre

los cronicos 7 d y los infectados leves tampoco se detectaron diferencias (Figura 9).
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Figura. 8. Microfotografias que muestran la necrosis focal en tejidos de
juveniles de L. vannamei con infeccion aguda por WSSV a Organo
linfoide b.Tejido hematopoyético (H & E, 100 X).

Elaborado por Sara Blake Gray



42

Tabla 4. Porcentajes de tejidos y animales con necrosis en la poblacion infectada

por WSSV
TEJIDOS ANALIZADOS Leves-24 h Agudos Crénicos-7d Cronicos-14d
Glandula antenal 0 0 0 0
Epitelio cuticular general 0 0 0 0
Epitelio de estbmago 0 0 0 0
Tejido conectivo de estbmago 20 22 0 0
Organo linfoide 0 44 0 0
Tejido hematopoyético 20 44 0 0
Corazén 0 11 0 0
Hepatopancreas 60 100 100 44
Branquias 20 22 0 0
Cordon nervioso 0 0 0 0
Apéndices bucales 0 0 0 0
Mdusculo 20 0 0 0
% Tejidos Positivos 42 50 8 8
% Animales Positivos 60 100 100 44
Total Animales Observados 5 9 8 9

Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Sara Blake Grey
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Fig. 9. Indice histolégico de necrosis en la poblacion infectada por WSSV.
Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Sara Blake Grey

Las manchas blancas fueron visibles externamente en los camarones con el indice méas
bajo de necrosis, e internamente en aquellos con el indice més alto de esta lesion. La
prueba X? mostré que las frecuencias de las manchas blancas (p=0.0357) y las frecuencias

del color rosado (p=0.032), estan asociadas a la frecuencias del indice de necrosis; Sin
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embargo no se obtuvo asociacion entre las frecuencias del aspecto lechoso (p=0.1467),
lesiones melanizadas (0.6905) y cola roja respecto al (p=0.6211), respecto a las

frecuencias del indice de necrosis. (Anexo 1Va).

* Indice histoldgico de picknosis y kariorrhexis
La poblacién de estudio presenté muy poca Picknosis y Kariorrhexis, la cual se observé
solamente en los camarones que murieron con infeccidn aguda para los cuales el indice

fue 0.09.

* Apoptosis
La sefiales mas fuertes de apoptosis fueron observadas en los camarones con infeccion
leve (24 h p.i). En ellos se observaron sefiales positivas a la reaccion de apoptosis en
todos los camarones analizados; el tejido afectado en la mayor cantidad de animales fue
la glandula antenal (Tabla 5). Como promedio la muestra presentd reaccion positiva en

el 75 % de los tejidos considerados en el analisis.

Todos los camarones que murieron con infeccion aguda presentaron reaccién positiva.
La glandula antenal fue el tejido positivo para la mayoria de camarones de la muestra,
también el tejido conectivo y epitelio de estémago (Figuras 10 a y b), musculo y los
apéndices bucales (Figura 10c), fueron positivos en un alto porcentaje de animales. En el
érgano linfoide se observo la reaccion en un solo camaroén (Figura 10d). Por otra parte la
reaccion de apoptosis fue negativa en los animales crénicos de 7 d (Tabla 5). La muestra

de 14 d no fue analizada para apoptosis.
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Figura 10. Tejidos positivos a la reaccidn de apoptosis en los camarones que

murieron con infeccion aguda por WSSV (puntos verdes fluorescentes
corresponden a la reaccion positiva) a. Glandula antenal: b. Epitelio
de estomago c. Apéndices bucales d. Organo linfoide.

Elaborado por Sara Blake Gray.
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Tabla 5. Porcentaje de animales y tejidos con células apoptdticas en la poblacidn

infectada con WSSV
TEJIDOS ANALIZADOS Leves-24 h  Agudos Cronicos-14d
Glandula antenal 80 56 0
Epitelio cuticular general 60 22 0
Epitelio de estbmago 40 44 0
Tejido conectivo 60 44 0
Organo linfoide 0 11 0
Apéndices bucales 60 33 0
Cordén nervioso 60 11 0
Musculo 60 44 0
% Tejidos Positivos 75 100 0
% de Animales Positivos 100 100 0
Total Animales Observados 5 9 8

Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Sara Blake Grey

* Indice inmunitario de infiltracion
A las 24 h p.i se observo el proceso de infiltracion en el tejido conectivo de estdbmago de
la mayoria de los camarones de la muestra y en porcentajes mas bajos en la glandula
antenal, epitelio de estdmago, corazon, branquias y musculo (Tabla 6). En los camarones
muertos con infeccién aguda los hemocitos se observaron en tejido conectivo de
estdmago y branquias. En este grupo los porcentajes de tejidos y animales positivos para
la reaccion de apoptosis fueron muy bajos. La muestra de los animales cronicos de 7 d
p.i presentd hemocitos infiltrantes en la mayoria de los tejidos; El tejido conectivo de
estbmago y branquias presentaron los més altos porcentajes de infiltracion en la muestra.
Para los animales cronicos de 14 d p.i, el tejido conectivo de estdmago y hepatopancreas

fueron los tejidos con los mas altos porcentajes de infiltracién. (Tabla 6).
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Tabla 6. Porcentajes de tejidos y camarones con infiltracion de hemocitos en la
poblacion infectada WSSV

TEJIDOS ANALIZADOS Leves-24h Agudos Cronicos-7d Cronicos-14d
Glandula antenal 20 0 38 0
Epitelio cuticular general 0 0 0 0
Epitelio de estbmago 20 0 13 0
Tejido conectivo 80 11 75 33
Organo linfoide 0 0 38 0
Corazon 20 0 38 11
Boca 0 0 25 0
Branquias 20 11 50 11
Hepatopancreas 0 0 38 33
Mdusculo 20 0 38 44
% Tejidos Positivos 60 20 90 40
% Animales Positivos 80 22 88 44
Total Animales Observados 5 9 8 9

Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Sara Blake Grey

El andlisis estadistico reportd diferencias significativas entre los grupos (p=0.032)
(Figura 11; Anexo llc:). El estadistico Tukey, indic6 que el indice de infiltracion no fue
diferente entre los camarones cronicos de 7 (0.16), cronicos 14 d (0.06), e infectados
leves de 24 h (0.07). Pero el indice de infiltracion de los cronicos 7 d es

significativamente mayor que en los camarones agudos (0.01).

El anélisis de X 2 fue utilizado para analizar la asociacion entre el indice de infiltracion y
la variable color Rosado obteniéndose un p=0,05395, indicando que las variables no

estuvieron asociadas (independientes) (Anexo 1Vb).
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Figura 11. Indices inmunitarios de infiltracidon de hemocitos en la poblacion infectada
por WSSV. Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Sara
Blake Grey

* Respuesta inmunitaria de formacion de esferoides
Como se hizo referencia anteriormente, en los camarones con infeccion leve se
observaron solamente los esferoide Tipo A. En los camarones con infeccién aguda se
observaron esferoides de tipo A 'y C en el drgano linfoide, en bajo porcentaje se
observaron algunos de tipo B. Escasos tubulos fueron normales. (Tabla 7). Es necesario

aclarar que solo en el 55 % de la muestra fue posible analizar este tejido.

En los animales crénicos de 7 d predominaron los esferoides de tipo A, pero también se
observaron los morfotipos B, C y algunos tubulos normales. En los animales cronicos
de 14 d se observaron esferoides Tipo A en la mayoria de los camarones analizados, en
esta muestra también se observaron tibulos normales. Los camarones cronicos en general
presentaron un mayor porcentaje de tibulos normales que aquellos con infeccion aguda.

Los camarones con infeccion leve y los cronicos presentaron mayor porcentaje de
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esferoide Tipo A; Sin embargo los camarones que murieron con infeccion aguda

presentaron mayor porcentaje de esferoides de Tipo C.

Tabla 7. Porcentajes de esferoides en el 6rgano linfoide en camarones infectados

por WSSV

Tipos de Esferoides Leves-24h  Agudos Cronicos-7d Crénicos-14d
A 100 50 54.3 81.4

B 0 8 14.3 2.9

C 0 40 14.3 0
Normal 0 2 17 15.7

% de animales positivos 100 55.6 87.5 77.8
Total animales observados 5 9 8 9

Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Sara Blake Grey

4.2.3 Naturaleza de las poblaciones hemocitarias infiltrantes

Los tejidos positivos para cada anticuerpo son presentados en el Anexo V. En la muestra
de camarones con infeccién leve, el anticuerpo 40E10, que reconoce poblaciones de
hemocitos hialinos pequefios, marc6 los podocitos del celosoma de la glandula antenal
(Figura 12a). Este anticuerpo marco también los hemocitos de los espacios hemales en la
poblacion crénica de 14 d p.i. En esta muestra se observaron también hemocitos hialinos
grandes (reconocidos por el anticuerpo 41B12) en el tejido conectivo de estomago, entre
los thbulos del hepatopéncreas, glandulas tegumentales y 6rgano linfoide. Los fagocitos
fijos del corazon fueron marcados por los dos anticuerpos en las muestras de camarones
con infeccién leve y en cronicos de 14 d p.i. Los esferoides en el 6rgano linfoide fueron
marcados por el anticuerpo que reconoce los hemocitos hialinos grandes, mientras que
los tibulos normales del 6rgano linfoide se marcaron por el anticuerpo que reconoce los

hemocitos hialinos pequefios (figura 12b).



c.
Figura 12. Hemocitos infiltrantes reconocidos mediante anticuerpos.
a Anticuerpo para hemocitos hialinos pequefos en glandula antenal,
podocitos marcados. (flechas) b. Hemocitos hialinos grandes en tejido
conectivo del estomago (flechas) ¢. Esfercides marcados en el drgano
linfoide (anticuerpo anti-hemocitos grandes hialinos).
d. Fagocitos fijos marcados en el corazon (flechas).
Elaborado por Sara Blake Grey.
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5. DISCUSION

Este trabajo estuvo enfocado por una parte en encontrar una relacion entre los signos
externos y el grado de lesién en los tejidos. El aspecto externo puede ser un indicador de
el grado de infeccidn y por tanto de la capacidad de respuesta inmunitaria que tendrian los
animales, lo cual serviria como una herramienta de diagnéstico para el productor. Por
otra parte se enfocd también en el estudio de los mecanismos de defensa celular en
camarones infectados con WSSV pero capaces de enfrentar la agresion viral. Para realizar

la investigacion se provoco una infeccion sub-letal por bafio a 28 °C.

Para comprender como se manifiesta la defensa inmunitaria del camarén ante la presencia
de procesos infecciosos como las patologias virales, es importante considerar el método
de infeccion. En estudios experimentales, Wu et al. (2001), han demostrado que el agua
constituye un vehiculo de transmision del WSSV. En este estudio se seleccioné el bafio
como método de infeccidn en base a los resultados de ensayos previos con el material
viral, los mismos que mostraron mayor eficacia en las infecciones con bafio que con
infecciones per 0s. Chou et al., 1998, ensayaron la transmision del WSSV via oral y por
el agua en las especies P. monodon, M. japonicus y Penaeus penicillatus. Para el bafio
sumergieron los animales en un filtrado diluido durante dos horas, en estas especies las
mortalidades fueron del 100 % dentro de los 4-6 d p.i indicando la efectividad del
método. Sin embargo las concentraciones utilizadas para el bafio y en la infeccion oral

fueron diferentes.

A nuestro conocimiento, no existe en la literatura algin estudio que compare la eficacia

de un mismo material viral en infecciones per os y por bafio. Este tipo de estudio no
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formaba parte de nuestro trabajo. Sin embargo, considerando el riesgo que implica el
agua como vehiculo de transmisién seria importante en el futuro realizar investigaciones
para determinar la carga viral minima necesaria para incidir sobre la prevalencia. En lo
que respecta a nuestro estudio, la infeccion sub-letal se desarrollo, indicando que el agua

sirvio como vehiculo para infectar a los animales.

La técnica de PCR es un método de diagndstico que permite detectar infecciones en grado
muy leve, permitiendo diagnosticar infecciones antes que aparezcan los signos clinicos de
la enfermedad. Mediante esta técnica el virus fue detectado en la poblacién antes de la
infeccion experimental. Ademas la infiltracién de hemocitos y los esferoides de tipo A
observados mediante histologia, nos hacen pensar que la poblacion estaba en alerta
inmunitaria, confirmando que la poblacién de estudio no era SPF. Sin embargo la
histologia realizada en los mismos animales no mostro lesiones por WSD ni por ningln

otro virus indicando que incluso los positivos para WSSV por PCR eran portadores sanos.

El diagnostico realizado por PCR en la poblacion con infeccion leve (24 h p.i), corrobor6
los resultados obtenidos por Chang et al. (1998), quienes reportaron que las lesiones por
WSSV se detectan temprano en branquias e integumento, reconociendo a estos tejidos
como blancos iniciales de replicacion del virus en infecciones por medio del agua;
resultados similares son reportados por Soon et al. (2001), en infecciones per o0s. En
infecciones previas realizadas en CENAIM (Sonnenholzner et al., 2002; Maldonado,
2003), se ha reportado infeccion temprana de la glandula antenal. Nuestros resultados
mostraron lesiones en este tejido en animales con infeccidén aguda, pero no en aquellos

con infeccion leve.
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Por otra parte, en esta muestra se observaron tejidos internos infectados, sugiriendo que
una vez dentro del animal el virus manifiesta tropismo por ciertos tejidos como OL y
nodulos hematopoyéticos. Segin Van de Braak et al. (2002), el OL en los peneidos es el
responsable de la remocién de material extrafio de la hemolinfa, donde son inmovilizados
antes de llegar al sistema circulatorio abierto de estos organismos; asi cuando las
particulas extrafias son detectadas, los hemocitos se establecen en primer lugar en el OL
para fagocitarlas. Lo anterior explicaria que desde las 24 h, se detectaran lesiones
caracteristicas de WSD en el OL. Sin embargo la presencia de esferoides en el OL en la
poblacién inicial y el resultado positivo para WSSV por PCR sugieren que existié una
infeccion previa, que pudo ser la responsable de la presencia de las lesiones en tejidos
internos a las 24 h p.i después del desafio provocado en nuestro estudio. También el virus
manifestd preferencia de forma muy temprana por el tejido hematopoyético, situacion de
potencial peligro para la respuesta inmune del hospedero. Utilizando el método per os, en
otros trabajos realizados en CENAIM (Sonnenholzner et al., 2002; Céardenas, 2004

comunicacion personal) se reportaron infecciones en tejidos internos a partir de las 72 h

p.i.

Adicionalmente a las 24 h p.i se detectd sefial con los anticuerpos anti-WSSV en las
glandulas tegumentales del borde del labio y en otras tegumentales del cuerpo, pero no
en todo el tejido glandular como ya ha sido observado por (Cardenas 2004, comunicacion
personal), en infecciones per 0s. Estos resultados sugieren que las glandulas tegumentales
de la regidn oral constituyen una puerta de entrada del WSSV, independientemente del
método de infeccion y que la infeccidn temprana de este tejido estaria mas relacionada
con el tipo de glandula tegumental que con la ubicacion de las mismas en los apéndices

bucales.
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También a las 24 h se detectd el mayor nivel de células apoptoticas, estas se observaron
principalmente en los tejidos méas expuestos al medio ambiente (glandula antenal y
epitelios) sugiriendo que este proceso celular funcionaria como un mecanismo temprano
para frenar la invasion viral en infecciones por bafio, considerando estos tejidos como
otras rutas de ingreso al virus. Observaciones histologicas tanto rutinarias como de
animales desafiados experimentalmente sefialan a la glandula antenal como unos de los
tejidos iniciales de infeccion con WSSV, sin embargo este tejido por lo general no llega a
niveles severos de WSD (Panchana, comunicacion personal) y en el caso que nos
concierne a las 24 h p.i no presentaron lesiones pero si se presentaron en los camarones
con infeccion aguda, estos ultimos presentaron menos apoptosis en este tejido. En los
camarones con infeccion leve los tejidos con apoptosis no mostraron sefial de infeccién
con WSSV. En este sentido nuestros resultados concuerdan con los de Granja et al.
(2003), quienes encontraron mayor indice de células apoptéticas en camarones
mantenidos a 32 °C en los cuales el porcentaje de camarones positivos al virus por H&E
fue bajo con respecto a aquellos que permanecieron a 25 °C, los cuales desarrollaron la

enfermedad.

Otro signo histoldgico de WSD encontrado en nuestro estudio fue la necrosis que
presentaron las muestras de los camarones con infeccion leve (24 h), pero en menor grado
que la observada en los camarones muertos-agudos. Segin Wongteerasupaya et al.
(1995), los camarones infectados por WSSV exhiben una necrosis variable en la mayoria

de los tejidos de origen ectodérmico y mesodérmico.

Mohan y Shankar (1998), clasificaron el brote de WSD en los peneidos en tres tipos

segun la manifestacion de los signos clinicos: Tipo I, fase sub-aguda, cuando la severidad
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de la infeccion en los tejidos es moderada a alta, las mortalidades significativas ocurren
entre los dias 7 y 10 p.i y los camarones muestran manchas blancas en el exosqueleto.
Tipo 11, aguda, cuando los camarones afectados presentan coloracion rojiza, el nivel de
severidad de la infeccién en los tejidos es muy alta y ocurren mortalidades masivas entre
los dias 2-3 p.i. Tipo Ill, (crénica), con baja severidad de lesion en los tejidos, las
manchas blancas y la coloracidn rojiza estan ausentes y las mortalidades se extienden

durante 15-28 dias.

Todos los camarones que desarrollaron una infeccion aguda, murieron presentando WSD
en grado 4 en la mayoria de sus tejidos y coloracion rojiza del cuerpo. En los mismos, el
epitelio de estobmago, seguido de la glandula antenal mostraron grados muy severos de
infeccion. Las células de estos camarones mostraron la apariencia de estar vacias; Al
respecto Wang et al. (1999), observaron bajo el microscopio de luz, que durante la etapa
final de la infeccion, el ndcleo de todas las células se desintegra resultando en espacios
vacios. Estos camarones presentaron ademas un alto grado de necrosis, lo cual esta de
acuerdo a los resultados de Wang et al. (1999), quienes reportaron que la mayoria de los
drganos y tejidos de camarones fuertemente infectados por WSSV muestran una necrosis
focal que conduce a la pérdida de la estructura tisular. Los resultados sugieren que los
camarones mueren con un a infeccion avanzada en los tejidos, por tanto no podriamos
afirmar que la muerte de los camarones fue ocasionada por apoptosis, apoyando las
conclusiones de Khanobdee et al. (2002), en un estudio realizado en animales infectados
por YHV, ya que los animales agudos sufren un extensivo y complejo deterioro de sus
tejidos y érganos (lesiones avanzadas de WSD, necrosis, apoptosis) comprometiendo las

funciones vitales. Rajan et al. (2000), sefialan que un extenso dafio observado en los
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tejidos puede ser suficiente para reducir la eficiencia fisiologica y funcional de los

hospederos, provocando que aumenten los signos clinicos de la epizootia por WSSV.

Entre el color rojizo de los camarones que mueren y los indices tanto de WSD como de
necrosis fue encontrada una asociacion significativa. La infiltracion de hemocitos no

mostrd asociacion con el color rosado de este grupo.

Por otra parte los camarones que murieron presentaron tres tipos de esferoides en el
érgano linfoide de los cuales los de Tipo A y C fueron observados en porcentajes
similares. Sin embargo este grupo presenté mayor porcentaje de esferoides Tipo C que
los camarones crénicos, en los cuales fue mayor el porcentaje de esferoides de Tipo A.
La relacion de estos esferoides con la infeccion con WSSV merece ser investigada en el
futuro. Hasson et al. (1999a) en su estudio sobre TSV sefialan que los esferoides tipo A
corresponden a una infeccion viral indetectable o a la eliminacion del virus por un
mecanismo desconocido. Sin embargo el porcentaje observado de esferoides tipo B en
los crénicos de 7 d p.i sugiere la presencia del virus no confirmado mediante las técnicas
necesarias para esto. Ademas, segun Hasson et al. (1999a), los esferoide Tipo C
corresponden a la ultima etapa de la infeccion, mientras que el final de la fase cronica de
TSV depende de la competencia entre dos procesos: la replicacion y la eliminacion viral,
Considerando la hipoétesis de estos autores, la aparicion de tdbulos normales en el érgano
linfoide de los camarones cronicos sugiere el final de la fase cronica de la infeccion por

WSSV vy la regeneracion celular.

Esferoides ectdpicos han sido reportados por Hasson et al. (1999b), en apéndices que

contienen glandulas tegumentales, mientras que Maldonado (2003), reporta estos
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esferoides entre los tubulos del hepatopancreas, epitelio del estomago y apéndices de la
familia F1 (resistente) y también en corazon de la F12 (susceptible). Nuestros resultados
mostraron estos esferoides en el tejido conectivo de los apéndices bucales de manera
similar a lo reportado por Hasson et al. (1999b), pero con la diferencia que se detectaron
mayoritariamente en tejidos conectivos del cuerpo los cuales no pudieron ser asociados a

la presencia de glandulas tegumentales.

Al contrario de lo reportado por Mohan y Shankar (1998), en nuestro estudio, los
camarones que manifestaron manchas blancas sobre el exoesqueleto (las cuales se
hicieron mas intensas con el transcurso de los dias), desarrollaron una infeccién cronica;
Segun Lightner (1996), las manchas manchas pueden desarrollarse en la fase cronica o
de recuperacion de la infeccién. Ademaés estos camarones manifestaron el aspecto opaco
reportado por otros autores (Lightner, 1996; Rajan et al. (2000), y de manera similar a lo
observado por (Mohan y Shankar, 1998; Lightner, 1996), no presentaron coloracién

rojiza en el cuerpo.

Wang et al. (1999), observaron que los puntos blancos siguen el mismo patron de
distribucion de los poros de las glandulas tegumentales, sugiriendo que durante
infecciones virales, estas glandulas son necrosadas y melanizadas; Ademaés ciertas zonas
de la cuticula podrian deteriorarse debido al bloqueo del transporte de las sustancias para
su mantenimiento desde las células epiteliales, lo cual seria la razon para que la cuticula
presente los puntos blancos que estarian compuestos de material estructural melanizado
de las glandulas tegumentales, lesiones cuticulares deterioradas embebidas en la cuticula,

células muertas y exudados cuticulares que se han quedado bloqueados en la interfase
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células epiteliales-cuticula (Wang et al., 1999). En ocasiones la histologia de nuestro

estudio mostro glandulas tegumentales muy cercanas a la cuticula (datos no mostrados).

Los resultados de estos autores nos harian pensar que las lesiones melanizadas observadas
en los camarones cronicos de nuestro estudio estarian relacionadas con un deterioro de la
cuticula como consecuencia del dafio en las capas subcuticulares al entrar el virus por
otras regiones, asi la cuticula se tornaria fragil y facilmente dafiada ante los golpes del
animal contra las paredes de los recipientes causando estas lesiones. Esto explicaria que
no se encontro asociacion entre las lesiones melanizadas respecto a los indices de WSD y

necrosis.

El aspecto lechoso no mostré asociacion con el indice de WSD. Seria adecuado
determinar las causas de esta condicion en los camarones ya que como se aprecio en el
estudio, este signo aparecié temprano, aument6 rapidamente ain cuando los signos
internos no se habian detectado y ademé&s se mantuvo en niveles muy altos en la
poblacion que ya no presento lesion interna de WSD. Por otra parte, en nuestro estudio
las manchas blancas siguieron un patrén ordenado y simétrico dando a los animales el
aspecto segmentado. Referente a la cola roja este signo no presentd relacion con los

indices de WSD y necrosis.

Los animales crénicos de los 7 d manifestaron lesiones leves por WSD, pero con
excepcion del hepatopancreas, ya no presentan necrosis; Tampoco presentaron apoptosis,
y mostraron la infiltracion mas alta de hemocitos. Los animales cronicos de 14 d no

mostraron lesiones de ningln tipo mostrando una extensiva infiltracion.
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Van de Braak et al. (2002), sefialan que durante una infeccion por WSSV, los hemocitos
dejan la circulacion y migran a los tejidos donde estan presentes muchas células
infectadas. Al respecto, Sonnenholzner et al. (2002), observaron infiltracion a partir del
segundo dia p.i, con un méximo a los cuatro dias en camarones mantenidos a 33 °C
(supervivientes a la infeccion); Nuestros resultados indican que los camarones pueden
ofrecer este tipo de respuesta inmune ante infecciones leves realizadas a 28 °C. Los
animales que no respondieron de esta manera pertenecieron a aquella pequefia fraccion de
la poblacion que desarrollé una infeccion aguda, sugiriendo una posible relacion inversa

entre severidad de infeccidn y ausencia de hemocitos en los tejidos.

También en los camarones crénicos de 14 d los anticuerpos mostraron que los fagocitos
fijos del corazén serian hemocitos pequefios y grandes hialinos. En tanto que los
hemocitos grandes hialinos estarian presentes en el tejido conectivo del estbmago, en los
espacios hemales del hepatopéancreas y estarian implicados en la formacion de esferoides.
Los tabulos del 6rgano linfoide fueron marcados por el anticuerpo anti-hemocitos
pequefios hialinos sugiriendo la presencia de estas células en el estroma de este 6rgano,
sefialado por la literatura por su capacidad para filtrar particulas virales de la hemolinfa
(Van de Braak, 2002). Este anticuerpo también marc6 los podocitos de la glandula
antenal, otro tejido implicado en la filtracion de particulas circulantes en la hemolinfa.
Esta localizacion de hemocitos concuerda con las observaciones de Ruiz y Céardenas
(2004, comunicacion personal), en infecciones per os con WSSV sugiriendo que la
diferencia durante los procesos infecciosos (bafio vs per 0s), estd dada por la intensidad

de la infeccion y no por la localizacion de las poblaciones hemocitarias.
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En conclusion se logré infectar a los animales, obteniéndose una alta supervivencia sin
utilizar hipertermia. Consideramos que esto fue el producto de varios factores: 1) La
infeccidn se desarroll6 de manera sub-letal, 2) Se utiliz6 una temperatura adecuada para
una buena respuesta de L. vannamei a las infecciones virales, 3) Las condiciones
experimentales garantizaron que no se produjera reinfeccion por canibalismo, 4) La
poblacion no era SPF y la presencia previa de agentes virales en animales en buenas
condiciones fisioldgicas (ya que estaban a 28 °C) podria haber desencadenado alguna

forma de respuesta inmune adaptativa.

Referente a los mecanismos de defensa celular se evidencia que la apoptosis puede ser
considerada una de las primeras respuestas de los camarones ante las infecciones virales,
aunque este mecanismo no parece ser muy eficaz para frenar la entrada del virus en aquel
porcentaje susceptible dentro de la poblacion. Sin embargo en aquellos camarones que
presentan mejores condiciones, el proceso de apoptosis al inicio seguido de infiltracién de
hemocitos hacia todos los tejidos del animal, regeneracion del OL y esferoides Tipo A,
serian los mecanismos que utilizarian los camarones para defenderse del WSSV a una
temperatura de 28 ° C. Un modelo resumen de las vias de entrada del virus y la respuesta

celular de los camarones a la infeccion por WSSV es presentado en el Anexo V1.

Los resultados sugieren ademas que la mayor parte de la poblacién puede enfrentar al
WSSV vy eliminarlo de sus tejidos en menos de 14 dias. Sin embargo una pequefia
fraccion de los animales (en nuestro caso 8 %) es altamente susceptible y mueren en
etapas tempranas de la infeccion. Estos podrian incrementar la carga viral del medio y

servir de papilla reinfecciosa; por ende, en las piscinas este pequefio porcentaje de la
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poblacion es de potencial peligro; Seria interesante estudiar los mecanismos de deteccién

y eliminacion de estos animales de los sistemas de cultivo.

Al extrapolar nuestros resultados a las condiciones naturales de las piscinas podriamos
asumir que en infecciones sub-letales y con temperaturas adecuadas para el buen
funcionamiento fisiol6gico del camardn las mortalidades pueden ser muy bajas, como se

observa en el invierno ecuatoriano.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados de histologia (4/5) y supervivencia (92%), a las 24 h p.i
confirmaron que la infeccion sub-letal se realiz6 exitosamente en nuestras

condiciones experimentales.

A las 24 h p.i se detectd WSSV en tejidos expuestos al medio (branquias y
epitelios) y en algunos tejidos internos sugiriendo que el virus manifiesta un
temprano tropismo por ciertos tejidos (6rgano linfoide, tejido hematopoyético),

en infecciones por bafio.

A las 24 h se detectd sefial con los anticuerpos anti-WSSV en las glandulas
tegumentales del borde del labio, sugiriendo que estas constituyen una puerta de

entrada del WSSV en infecciones por bafio.

El mayor nivel de células apoptoticas se detect6 en los animales con infeccion
leve 24 h p.i en glandula antenal y epitelios. Estos tejidos no presentaron lesiones

tipicas de WSD.

Los camarones que murieron presentaron coloracion rojiza del cuerpo, apoptosis,
WSD en grado 4, necrosis en la mayoria de sus tejidos, bajo indice de infiltracion
y el mayor porcentaje de esferoide Tipo C. En glandula antenal y epitelios

presentaron apoptosis y lesiones de WSD.
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Los camarones que sobrevivieron manifestaron manchas blancas, nunca
presentaron coloracion rojiza en el cuerpo, mostraron esferoides Tipo A y alto

indice de infiltracion de hemocitos. Estos limpiaron el WSSV de sus tejidos.

La apoptosis de tejidos expuestos (epitelios, glandula antenal, region oral) puede
ser considerada una respuesta temprana de los camarones ante la agresion por

WSSV transportado por el agua.

Los anticuerpos indicaron que los fagocitos fijos del corazdn serian hemocitos
pequefios y grandes hialinos. Los hemocitos grandes hialinos estarian presentes
en el tejido conectivo del estbmago y entre los tibulos del hepatopéncreas;

También estarian implicados en la formacion de esferoides

El anticuerpo que reconoce los hemocitos pequefios hialinos marcaron el estroma
de los tubulos del érgano linfoide y los podocitos de la glandula antenal. Ambos

tejidos estan implicados en la filtracion de particulas circulantes en la hemolinfa.

Esferoides ectdpicos fueron observados en el tejido conectivo de los apéndices
bucales (algunos asociados a las glandulas tegumentales). Los esferoides
ectopicos del tejido conectivo de otras zonas del cuerpo no pudieron ser

asociados a la presencia de glandulas tegumentales.

La coloracion rojiza y las manchas blancas mostraron asociacion con el indice
de WSD vy necrosis. La infiltracion de hemocitos no estuvo asociada a la

coloracidn rojiza. El aspecto lechoso y segmentado, las lesiones melanizadas y
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la cola roja no fueron asociadas al indice de WSD. La probabilidad de detectar
las manchas blancas blancas, el aspecto lechoso y lesiones melanizadas

incrementaron con el transcurso del tiempo de infeccion.

Apoptosis al inicio de la infeccion seguida de infiltracion de hemocitos hacia
todos los tejidos del animal y esferoides serian los mecanismos que utilizarian

los camarones para defenderse del WSSV a una temperatura de 28 ° C.
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7. RECOMENDACIONES

1. Considerando el riesgo que implica el agua como vehiculo de transmision en los
sistemas de cultivo de camarones seria importante realizar investigaciones para

determinar la dosis infectiva teniendo en cuenta la temperatura para el estudio.

2. Investigar la relacion entre los esferoides con la infeccion por WSSV.

3. Establecer mecanismos de deteccion y eliminacion de los animales méas susceptibles

dentro de los sistemas de cultivo para evitar que sirvan como medio de reinfeccién

en el sistema.
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9. ANEXOS

ANEXO I. Ejemplo de elaboracién de indices histologicos y de respuesta inmunitaria.
Elaborado por Maldonado (2003).

* Indice de WSSV

A ciertos 6rganos de cada uno de los cinco camarones muestreados se les asign6 un peso

en base a la importancia del tejido en el proceso de infeccion viral.

Descripcion del peso de los tejidos en el indice de infeccion por WSSV

Tejidos Peso
‘Glandula Antenal y Epitelio Cuticular T

Estomago y Tejido Conectivo 2

Organo Linfoide, Tejido Hematopoyético y Corazén 3

Ejemplo para elaborar el indice histolégico para WSSV

Tejido Grado Normalizacion Peso Norm * Peso Total
“Glandulaantenal 4 44=1 1 1x1 1

Tejido conectivo 4 4/4=1 2 1x2 2

Organo linfoide 4 4/4=1 3 1x3 3
“Suma 6

* Indice patologico para Piknosis-Karriorexis y el Indice inmunitario infiltracion

Se elabora sin dar un peso a los tejidos. Por ejemplo un grado 4 (escala de 0 a 4)

encontrado en cualquier tejido seria dividido para 4, de esta manera la escala vade 0 a 1.
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ANEXO II. Pruebas de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad de varianzas
(Levene) para los indices histologicos. Estadisticos de Kruskal Wallis y ANOVA
Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Sara Blake Grey.

Ila. Indice WSSV:

[ = = Levene's Test for Homgeneity of Variances [IWSSV] - Hl
STATISTICA| Levene's Test for Homgeneity of Mariances
GEMERAL TAMOVA on absolute within-cell deviation scores)
MAMOYA Degrees of freedom for all F's: 2,16
M5 =
war-iahle siEfrEeinit s el A B Lol g —helpusl
S5y Jd249152 B3 2654 3. 342804 B4357448
= - KRUSKAL WALLIS ANOVA BY RANKS [IWS5V] Hi
STATISTICA| KRUSKAL WALL 1S AHOYA BY RAHKS
HOMFARARM Dependent: |HSSY Independent: TIEMFPO
STATS Kruskal-Hallis test: H { 32, M= 28} = 15.268597 p =.86817
Malid Sum of
Code M Ranlk.=
L 1 2 25 . BEEEE
| z2 2 Q8 . GEEEE
o ] 2 44 GEEEE
Cid 4 (=] 28 BEEEE

I1b. Indice Necrosis:

[] == Levene's Testfor Homgeneity of Variances [necrosis] = £
STATISTICA| Lewvene's Test for Homgeneity of Yariances
GEMERAL (AMOYA on absolute within-cell deviation scores)
MAMHOYA Degrees of freedom for all F's: 2,16
M5 i }=
variable Effect Error F p-level
HECROS |5 HEZOTEE HEZ2SEE 2.654216 H2373EY
[ = - summary of all effects; design: [necrosis] = H]
STATISTICA| summary of all effects; design:
GEMERAL 1-TIEHMFO
MAMOYA
df M5 df M5
Effect Effect Effect Error Error F p-lewel
1 2 LH2ESEEE 16 BE5258E 4 .56680868 6171631




[0 == TukeyHSDtest;variable NECROSIS [necrosis] = El

STATISTICA Tukey HSOD test; wvariagble HECROSIS
GEHERAL Probabilities for Post—hoc Tests
MAHOYA MAIH EFFECT: TIEHMFOD

113 123 13} 143}
TIEMPO 1 BEEEEE 22008600 | 1686868600 (5486868
L 11} LA173273 1 .B88E8E 5355778
M 12} 117327 LA1732Y 8116529
C7 13} 1.8888688 1173273 L3367 TE
Cli4 14} L3567F B116529 63567

llc. Indice de infiltracion:
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[[] = Levene's Testfor Homgeneity ofVariances [linfilira] = El
STATISTICA| Lewvene's Test for Homgerneity of Yariances
GEHERAL (ANOYA on absolute within-cell deviation scores)
MAHDYA Degrees of freedom for all F's: 3,16
M5 M5
wvar iable Effect Error F p-level
| IHFILTH LH165152 «HE1 592 15 44534 HEEESSE
[4] = KRUSKAL WALLIS ANOVA BY RANKS [ linfiltra] = - El
STATISTICA| KRUSKAL WALL IS AHOYA BY RAHKS
HOMPARAM Dependent: | IHFILTR | ndependent: TIEMPO
STATS Kruskal-Halliz test: H { 3, H= 28} = 2.768181 p =.6327
Malid Sum of
Code M Ranks
L 1 2 27 EEE0E
M 2 2 25 08808
T? ] = 75 OEE0E
Ti4 4 =] o2 . BEEEE
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ANEXO IIl. Tablas de contingencias para la relacion entre los signos externos y la

variable indice de WSSV. Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Sara

Blake Grey

Rows are levels of
Columns are levels of

No Selector

[o] 1
1 14 o
70 (0]
2 1 (0]
S o
4 (¢] 5
o 25
total 15 5
75 25

table contents:
Count

total

14
70

20
100

Percent of Table Total

20.00

Chi-square =
p < 0.0001

Fisher’s Exact statistic applies only to 2 by 2 tables

Rows are levels of WSSV
Columns are levels of LECHOSO
No Selector

o 1 total

1 5 9 14
25 45 70

2 o 1 1
o 5 5

4 3 2 5
15.0 10 25

total 8 12 20
40 60.0 100

table contents:
Count
Percent of Table Total

Chi-square = 1.607 with 2 df
p =0.4477

Fisher’s Exact statistic applies only to 2 by 2 tables

Rows are levels of
Columns are levels of

No Selector

1
1 14
70

2 1
5

4 5
25

total 20
100

table contents:
Count

Percent of Column Total

Chi-square =
p = @

Fisher’s Exact statistic applies only to 2 by 2 tables

total

14
70

20
100

0.0000

Rows are levels of WSSV
Columns are levels of  segmentado
No Selector

(o] 1 total

1 7 7 14
35 35 70

2 1 (6] 1
5 6] 5
4 5 (0] 5

25 (0] 25
total 13 7 20
65 35 100

table contents:
Count
Percent of Table Total

Chi-square = 4.615 with 2 df
p = 0.0995

Fisher’s Exact statistic applies only to 2 by 2 tables
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Rows are levels of WSSV
Columns are levels of L. MELANIZ
No Selector

(o] 1 total
1 12 2 14

60.0 10 70

2 1 0 1
5 0] 5
4 3 2 5

15.0 10 25

total 16 4 20
80 20 100

table contents:
Count
Percent of Table Total

Chi-square = 1.786 with 2 df

p = 0.4095

Fisher’s Exact statistic applies only to 2 by 2 tables

Rows are levels of WSSV
Columns are levels of cola r
No Selector
(o] 1 total
1 8 6 14
40 30.0 70
2 1 0 1
5 0 5
4 5 0 5
25 0 25
total 14 6 20

70 30.0 100

table contents:
Count
Percent of Table Total

Chi-square = 3.673 with 2 df

p =0.1593

Fisher’s Exact statistic applies only to 2 by 2 tables
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ANEXO IV. Tablas de contingencias para la relacion entre los signos externos y las

variables indices de necrosis e infiltracion. Resultados de la presente investigacion.

Elaborado por Sara Blake Grey.
IVVa. necrosis

Rows are levels of

Rows are levels of

necrosis necrosis

Columns are levels of lechoso Columns are levels of M. BLANCA
No Selector No Selector

(o] 1 total 1 total
1 5 10 15 1 15 15

25 50 75 75 75
2 2 [0} 2 2 2 2

10 (o} 10 10 10
3 2 1 3 3 3 3

10 S 15.0 15.0 15.0
total 9 11 20 total 20 20

45 55.0 100 100 100
table contents: table contents:
Count Count
Percent of Table Total Percent of Table Total
Chi-square = 3.838 with 2 df Chi-square = 0.0000 with 0] df
p=0.1467 p=-e
Fisher’s Exact statistic applies only to 2 by 2 tables Fisher’s Exact statistic applies only to 2 by 2 table]
Rows are levels of necrosis Rows are levels of necrosis
Columns are levels of rosado Columns are levels of L. MELANIZ
No Selector No Selector

[o] 1 total o 1 total
1 14 1 15 1 13 2 15

70 S 75 65 10 75
2 (¢] 2 2 2 2 (0] 2

(¢] 10 10 10 (0] 10
3 1 2 3 3 3 (0] 3

5 10 15.0 15.0 0 15.0
total 15 5 20 total 18 2 20

75 25 100 90 10 100
table contents: table contents:
Count Count
Percent of Table Total Percent of Table Total
Chi-square = 11.47 with 2 df Chi-square = 0.7407 with 2 df

p = 0.0032

Fisher’s Exact statistic applies only to 2 by 2 tables

p = 0.6905

Fisher’s Exact statistic applies only to 2 by 2 tables




Rows are levels of necrosis
Columns are levels of cola r
No Selector

(o] 1 total
1 10 5 15

50 25 75
2 2 0 2

10 0 10
3 2 1 3

10 5 15.0
total 14 6 20

70 30.0 100

table contents:
Count
Percent of Table Total

Chi-square = 0.9524 with 2

p=0.6211

Fisher’s Exact statistic applies only to 2 by 2 tables

df

IVb.
Rows are levels of I INFLT.
Columns are levels of ROSADO
No Selector
(o] 1 total

1 12 5 17

60.0 25 85.0
2 3 (0] 3

15.0 (0] 15.0
total 15 5 20

75 25 100
table contents:
Count
Percent of Table Total
Chi-square = 1.176 with
p=0.2781

Fisher Exact Test:
= 0.5395

1

df
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ANEXO V. Tejidos positivos con los anticuerpos de WSSV, hemocitos hialinos

des (41B12). Elaborado por Sara Blake

INOS gran

(40E10) y hemocitos hiali

pequefios

Grey.

Tejidos positivos con los anticuerpos de WSSV, hemocitos hialinos pequefios (40E10) y hemocitos hialinos grandes (41B12)

Muesira

WaSY

HIALINOS E.ﬁ-..mESz

HIALINOS GRANDES

Noinfectados

Infectados leves 24 h

Cromcos 4 d

Mo se analizd

Ceca posterior

T. conectivo de estomago
Apendices bucales

Glandulas tegumentales orales
Corazon

Ceca anterior

Cédmara de estomago
Espacios hemales de hepatop.

No se analizo

Organo linfoide

Apendices bucales
Anténula

Celosoma de g. antenal
Branquias

T. hematopoyético
Mandibula

Corazin

T. conectivo de estomago
Tubulos del OL

Espacios hemales

Hemocitos
Espacios hemales

Tibulos normales del OL

Esferoides del OL
Epitelio de estomago
T. conectivo estomago

Mo se analizo

Corazon

T. conectivo de estomago
Epitelio de estomago
Esferoides del OL
Glindulas tegumentales
Espacios Hemales
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ANEXO VI. Modelo de respuesta celular en los animales con infeccion leve y aguda.

Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Sara Blake Grey

Tejidos por los que ingresaria el virus

ML s

Gladulas
tegumentales Glandula

antenal

Branquias

Respuesta celular en los animales de infeccion leve

goo3et
Respuesta 1: @ COCS

Apoptosis (No

replicar el virus) @

Respuesta 2.

Hemociros

Infiltracion se incrementa en
Tejido conectivo
subcuticular, branquias,
Apéndices bucales, OL,
hepatopancreas

Respuesta 3.
Crecimiento del OL,
Grandes hialinas —
Esferoides (filtrar
particulas virales)



Respuesta celular en los animales con infeccion aguda

Apoptosis,
Replicacion viral
Necrosis

Hemocitos

Infiltracion : Practicamente Respuesta 3.

Inexistente Crecimiento del OL,
Grandes hialinas —
Esferoides (filtrar
particulas virales)
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