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X1V
RESUMEN

Se realizaron dos experimentos utilizando camarones L. vannamei cultivados bajo dos
protocolos; larvicultura tradicional sin uso de probidticos y larvicultura con uso del
probidtico Vibrio alginolyticus (cepa Ili). En cada protocolo se utilizaron B-1,3-glucanos,
administrados en etapa temprana (Zoea II), etapa media (PL12), etapa tardia (15 dias pre
infeccion) y un control sin B-glucanos. Los desafios se realizaron administrando papilla
conteniendo el WSSV, los desafios tuvieron una duracion de 15 dias y se realizaron a
temperatura ambiente. En el ensayo I se utilizaron post-larvas de 0,10 = 0,03 g. Los
resultados del andlisis de las curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) no mostraron
diferencias significativas en ninguno de los tratamientos. Los resultados del ANOVA de
medidas repetidas indicaron una mayor supervivencia (p < 0,01) con uso de probidticos en el
periodo 0 a 52 h post desafio, durante el periodo 56 a 156 h post desafio, el efecto de los -
glucanos aplicados en etapa temprana (Zoeall) y media (PL12) sin probidticos presentaron
las mayores supervivencias, durante el periodo 164 a 292 h post desafio no se presentaron
diferencias significativas en la supervivencia final. En el ensayo II se utilizaron los
camarones pertenecientes a los mismos grupos utilizados en el primer experimento pero con
peso promedio de 2,64 + 0,93 g. Los parametros inmunitarios evaluados fueron anién
superoxido (Oy), actividad fenoloxidasa (PO), proteinas plasmaticas (PP), actividad
antibacteriana (AA), nimero de hemocitos totales (NHT), conteo diferencial de hemocitos
(CDH) e indices inmunitarios. La prueba de PO no mostr6 diferencias significativas para
ningln tratamiento. Los probidticos incentivaron una mayor generacion de O, (p < 0,01),
disminuyeron la concentraciéon de PP (p = 0,03), aumentaron la AA (p < 0,01), promovieron

una mayor cantidad de NTH (p < 0,01), principalmente hemocitos granulosos (p < 0,01) y
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semigranulosos (p < 0,01), y aumentaron los indices inmunitarios (p < 0,01). Los efectos de
la aplicacion de B-glucanos estuvieron en dependencia del tiempo de aplicacion. La
aplicacion de f-glucanos disminuyd la generacion de O, especialmente la
inmunoestimulacion temprana (Zoeall) (p = 0,04), aumento la cantidad de PP, especialmente
cuando la inmunoestimulaciéon fue temprana (Zoeall) (p < 0,01), aumentdé la AA con
inmunoestimulacion temprana (Zoeall) (p < 0,01), tuvo un efecto negativo en la produccion
de hemocitos hialinos, (exceptuando la inmunoestimulacion temprana-Zoeall) y present6é un
efecto negativo en los indices inmunitarios (exceptuando la inmunoestimulacion tardia 15
dias). En términos inmunitarios, los mejores resultados se consiguieron aplicando
probidticos en la larvicultura e inmunoestimulando en etapa tardia (15 dias pre desafio). Esta
combinacion aument6 la cantidad de proteinas plasmaticas (anulando el efecto negativo del
probidtico), aumento la generacion de anion superoxido (contrarrestando el efecto negativo
del B-glucano), presento alto nimero de hemocitos totales iniciales y finales, especialmente
con hemocitos granulosos y semigranulosos, presentando ademas el indice inmunitarios mas

alto al final del experimento.



1. INTRODUCCION

La inmunidad es el conjunto de procesos de defensa que se manifiestan ante la presencia
de moléculas extrafias (Vasquez et al., 1998). Durante la evolucion se han seleccionado
dos sistemas que proveen defensa interna contra agentes infecciosos: el sistema inmune
innato (natural) y el adquirido (adaptativo) (van de Braak et al., 1996). Los decapodos
tienen un sistema circulatorio abierto mediante el cual son distribuidos nutrientes,
oxigeno, hormonas y poseen solamente inmunidad innata (Vasquez et al.,1998). La
inmunidad adquirida es filogenéticamente joven, se encuentra solamente en vertebrados y
opera a través de los linfocitos (Lee y Soderhéll, 2002). El sistema inmune innato se ha
encontrado en todos los animales multicelulares expresado como dos mecanismos de
accion: los mecanismos de mediacion celular, que consisten en reacciones tales como
fagocitosis, encapsulacion, citotoxicidad coagulacion etc. y los factores humorales entre
los que se pueden contar; proteinas de coagulacion, aglutininas (Ej. lectinas), enzimas
hidroliticas y péptidos antimicrobianos, los cuales a menudo son producidos por los

factores celulares. (van de Braak et al., 1996; Johansson et al., 2000)

Aunque el camardn cuenta con un sistema bastante completo de defensa inmunitario, su
cultivo ha experimentado un descenso dramatico debido a la presencia de patdgenos.
Aguirre y Ascencio (2000) han elaborado una lista exhaustiva de las principales
enfermedades asociadas al cultivo del camaroén, identificando una amplia gama de
patogenos que incluyen protozoarios, hongos, bacterias y virus; entre éstos ultimos se

conocen cerca de veinte diferentes tipos de virus capaces de infectar a los camarones.



Los patogenos de importancia por sus efectos negativos en la industria incluyen al virus
de la mancha blanca (WSSV), el virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y
hematopoyética (IHHNV) y el virus del sindrome del taura (TSV) (Lightner, 1996;

Aguirre y Ascencio, 2000).

La metodologia tradicional y ampliamente extendida de levantamiento larvario de
camarones peneidos asi como del cultivo en piscinas, involucra el uso de antibidticos de
forma regular durante gran parte del cultivo, con la finalidad de combatir patdgenos
importantes como; Vibrio harveyi, Vibrio vulnificus, Vibrio parahemolyticus
frecuentemente asociados a procesos infecciosos (Le Moullac et al., 1998). El uso de
antibidticos representa un riesgo debido a la creciente resistencia de las bacterias a éstos.
Por otra parte, no se pueden descartar efectos secundarios negativos como la depresion

del sistema inmune, reportado en peces tratados con oxitetraciclina (Le Moullac et al.,

1998).

Una estrategia de mucha aceptacion es la utilizacién de probiodticos. Se considera que
una microflora benéfica ademds de impedir la colonizacion de bacterias patogenas podria
incidir sobre la salud de los animales, induciendo a un mejor desarrollo de los tejidos

inmunitarios en los estadios de desarrollo larvario (Moriarty, 1999; Berger, 2000).

Por otra parte, un método alterno o sinérgico a los probidticos podria ser el suministro en

larvicultura de inmunoestimulantes tales como los B-glucanos. Larvas saludables con sus



tejidos inmunes bien desarrollados podrian enfrentar con ventaja los desafios microbianos
en los estanques, 6 responder mejor a tratamientos de inmunoestimulacion.

Al respecto Arala-Chavez y Sequeira (2000) concluyen que los invertebrados a pesar de
tener una muy baja diversidad de receptores para inmunoestimulantes comparado con los
vertebrados, pueden generar respuestas inmunes. Los B-glucanos aplicados oralmente
han estimulado una mayor produccion de O, (Song y Hsieh, 1994; Chang et al., 2003),
promovido la activacion de los hemocitos circulantes en Astacus astacus y Carcinus
maenas (Smith y Soderhill, 1983), Penaeus monodon (Le Moullac et al., 1998; Chang et
al., 2000; van de Braak et al., 2002), L. vannamei (Lopez et al., 2003), e incrementado
significativamente la actividad de la PO en juveniles de P. monodon (Le Moullac et al.,

1998) y L. vannamei (Lopez et al., 2003).

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la inmunoestimulacion
temprana con [-glucanos administrados a postlarvas de L. vannamei, cultivadas sin
probioticos y utilizando el probiotico V. algynoliticus cepa 1li. Se analiz6, en un primer
ensayo, la supervivencia de postlarvas PL-75 (aproximadamente 0,10 + 0,03 g) sometidas
a desafio con el virus de la mancha blanca en un periodo de quince dias. En un segundo
ensayo se cuantificd la respuesta inmune mediante hemogramas, produccion de anidén
super 6xido (Oy), actividad fenoloxidasa (PO), proteinas plasmaticas (PP) y actividad
antibacteriana del plasma (AA), de juveniles de 2,64 + 0,93 g desafiados con el virus de

la mancha blanca.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. INMUNIDAD

Los sistemas inmunes se han desarrollado para proteger a los organismos multicelulares
de la invasion de particulas extrafias. Durante la evolucion se han desarrollado dos tipos
de sistemas inmunes para detectar dichas sustancias; el sistema innato (natural) y el
adaptativo (adquirido) (Lee y Soderhidll, 2002). Los crustaceos no pueden producir
inmunoglobulinas, células receptoras T, c€lulas de memoria T (Thornqvist y Séderhill,
1997; Arala-Chavez y Sequeira, 2000) y por ende no tienen memoria inmune. Poseen un
sistema inmune innato rapido y eficiente para reconocer y destruir material no especifico,

incluyendo patogenos (van de Braak et al., 1996).

Aunque existen muchos trabajos sobre los mecanismos de defensa interna de los
crustaceos, hay un consenso entre los diversos investigadores acerca de la clasificacion
de los mecanismos de defensa, siendo su funcionamiento muy similar en todas las

especies de crustaceos (Jones, 1999; Johansson ef al., 2000; Sierra et al., 2001).

2.1.1. Mecanismos celulares de defensa

La fagocitosis es la mas comuin de las reacciones de defensa celular y junto con los
componentes humorales, constituye la primera linea de defensa una vez que el patégeno
ha sobrepasado la barrera fisica de la cuticula (Bayne, 1990; Séderhill y Cerenius, 1992).
Consiste en el reconocimiento, ingestion y degradacion de particulas extrafias como
bacterias, esporas o células envejecidas del propio organismo (Vazquez et al., 1998). Las

particulas o microorganismos se internalizan dentro de una vacuola digestiva llamada



fagosoma, donde se liberan enzimas degradativas y se generan radicales intermediarios
de oxigeno reactivo (ROIs) (Soderhéll y Cerenius, 1992), en un proceso conocido como
choque respiratorio (Mufioz et al., 2000). El primer ROI generado durante este proceso
es el anion super 6xido (Oy), reacciones subsecuentes producirdn otros intermediarios
reactivos de oxigeno como peroxido de hidrégeno (H,0O,), radicales hidroxilo (OH') y

oxigeno (O;) (Anderson, 1996; Rodriguez y Le Moullac, 2000).

La formacion de nodulos y la encapsulacion son respuestas multicelulares para eliminar
las particulas extrafias, que por su tamafio, no pueden ser fagocitadas o destruidas por los
procesos humorales (Vasquez et al., 1998). Cuando la invasién se produce por una
excesiva cantidad de microorganismos, que no pueden ser fagocitados, los hemocitos
proceden a formar nodulos o bien encapsularlos (Bayne, 1990). Los microorganismos
quedan atrapados dentro de éstos nodulos formados por varias capas de hemocitos
altamente melanizados debido a la actividad fenoloxidasa del hospedero (Soderhill y
Cerenius, 1992). Estos dos procesos eliminan al patégeno por medio de la disminucién
de la concentracion de oxigeno, la accidon de hidrolasas ¢ quinonas toxicas (Persson y

Soderhall, 1987).

El sistema profenoloxidasa ( proPO) que al ser activado produce una serie de reacciones
enzimaticas en cascada. EIl producto final de éstas reacciones es la melanina, un
pigmento pardo negro con propiedades inhibitorias de la actividad de enzimas bacterianas
y flngicas, este mecanismo es conocido como melanizacion (Soderhill et al., 1996;

Gollas-Galvan et al.,1999).



2.1.2. Mecanismos humorales de defensa

Las proteinas con funciéon de comunicacion o adhesion celular, capaces de reconocer
carbohidratos como los lipopolisacaridos (componentes de la pared celular de
microorganismos). Un ejemplo es la peroxinectina que puede actuar como aglutinina u
opsonina (van de Braak et al., 1996), la que se encuentra asociada al sistema
profenoloxidasa (proPO) y cumple una doble funcion: adhesion celular durante los
procesos de fagocitosis, nodulacién y/6 encapsulacion y actividad peroxidasa. Estas
proteinas se sintetizan en los hemocitos, se almacenan en los granulos secretores en

forma inactiva y se liberan en respuesta a un estimulo (van de Braak, 2002).

También se han encontrado proteinas con actividad antimicrobiana como las peneidinas,
aisladas originalmente en L. vannamei las que estdn constituidas por tres miembros
principales Pen 1,2 y 3 (5,48 — 6,62 kDa) expresadas constitutivamente en los hemocitos,
encontrandose los péptidos maduros en los granulos citoplasmaticos de hemocitos
granulares (Destoumieux et al., 2000). La tasa de produccién de peneidinas puede
incrementarse bajo desafios microbianos (Mufioz et al., 2002). Otras proteinas que
presentan actividad antimicrobiana son la hemocianina que es un pigmento respiratorio y
representa entre el 60% al 93% del total de la proteina en la hemolinfa de crustaceos
(Cheng et al., 2002). Se ha reportado que el fragmento c-terminal de ésta proteina posee
propiedades microbicidas (Destoumieux et al., 2001), y la callinectina una proteina
aislada del cangrejo Callinectes sapidus la cual presenta una estructura similar a las
peneidinas, formada por dos dominios; una secuencia N-terminal rica en prolina y un

dominio C-terminal ciclico con seis residuos de cisteina, estos residuos presentan



actividad antimicrobial para bacterias Gram-positivas y hongos filamentosos y

propiedades aglutinantes para bacterias Gram-negativas (Bachére et al., 2000).

2.1.3. Mecanismos de coagulacion

Finalmente se encuentran los mecanismos de coagulacion cuya funcion es atrapar el
material extrafio y prevenir la pérdida de hemolinfa. Un ejemplo es la reaccion de
coagulacién dependiente de la transglutaminasa (TGasa), la cual es inducida cuando se
libera la TGasa desde los hemocitos, mediante reacciones Ca’" dependientes

(Sritunyalucksana y Séderhéll, 2000).

2.2. INMUNOESTIMULANTES Y RESPUESTA INMUNE

Los niveles de respuesta inmune varian entre las diferentes especies de crusticeos
(Vasquez et al., 1998), por lo cual se considera que ciertos factores tanto ambientales
como fisiologicos contribuyen de manera importante en la inmunidad de estas especies.
Estos factores son: condiciones de estrés (Jussila ef al., 2001), aclimatacion (Lignot et al.,
2000; Sanchez et al., 2001; Lemaire et al., 2002), condiciones ambientales y sustancias
toxicas o contaminantes (Lee et al., 1999; Celso, 2000; Chen y Chen, 2000; Le Moullac y
Haffner, 2000), estadio de desarrollo y cercania a la etapa de ecdisis (Vasquez et al.,

1998; Okumura y Katsumi, 2000).

Se ha encontrado que la aplicacion de 3-1.3-glucanos activa los hemocitos de crustaceos
in vitro e in vivo, causando una rapida y marcada reduccion en el nimero de hemocitos

circulantes, concomitante con el inicio de las reacciones de defensa celular en los



cangrejos A. astacus (Smith y Soderhill, 1983) y C. maenas (Smith y Soderhill, 1983;
Smith et al., 1984). Los B-glucanos también incrementan la generacion de Oy
intracelular (Song y Hsieh, 1994; Chang et al., 2000), estimulan la resistencia
aumentando la supervivencia de postlarvas (Chang et al., 1999) y reproductores de P.
monodon desafiados con el WSSV (Chang et al., 2000; Chang et al., 2003).
Montesdeoca et al. (2002) encontraron que la respuesta inmunitaria de L. vannamei
desafiado con WSSV se incrementd cuando la aplicacion de B-glucanos se realizo antes
de la infeccion con dosis de 75 mg/Kg de alimento. Los resultados de produccion en
piscinas experimentales manejadas por el CENAIM fueron de 1.330 Kg /ha durante el
periodo de enero a abril del 2003 (12 camarones/m?) utilizando juveniles provenientes de
larvicultura manejada con probiodticos y aplicando B-glucanos de acuerdo a los ciclos
lunares (J. Rodriguez, comunicacion personal, Fundacion CENAIM-ESPOL, Guayaquil,

Ecuador).

Otra estrategia de estimulacion involucra el uso de bacterias probidticas. Rengpipat et al.
(2000) utilizando la bacteria probiotica (Bacillus S11) demostraron incrementos
significativos (p < 0,05) en la supervivencia, el crecimiento, la actividad fagocitaria y la
actividad fenoloxidasa de Penaeus monodon desafiado con la bacteria patdégena V.

harveyi.

Gullian (2001) evaluando el efecto inmunoestimulante de bacterias probioticas asociadas
al cultivo de L. vannamei, concluyd que las bacterias benéficas aisladas de la microflora

autdctona del hepatopancreas (HP) son competidoras potenciales de bacterias patogenas.



De las 80 cepas bacterianas aisladas del HP de camarones silvestres, dos (Vibrio P62 y
Bacillus P64), cumplieron con los requisitos de alcanzar altos porcentajes de colonizacion
(> 50%) en camarones de 1 g e inhibir tanto in vivo como in vitro, el crecimiento de V.

harveyi (Gullian, 2001).

2.3. TECNICAS INMUNITARIAS

Los estudios para evaluar los parametros celulares y humorales como indicadores de la
condicion del camardn se llevan a cabo con la intencién de desarrollar criterios para
inspeccionar la sanidad y realizar programas de seleccion para camarones con alta
resistencia a patogenos (Gullian, 2001). Varios procedimientos cuantitativos han sido
adaptados para evaluar la expresion de la respuesta inmune de los peneidos. Un primer
paso es la medicion in vitro de los pardmetros inmunitarios tales como: Hemogramas,
consistentes en el conteo del nimero total de hemocitos (NTH) (Perazzolo et al., 2002) y
conteo diferencial de los tipos de hemocitos, cuantificacion de la actividad fenoloxidasa
(PO) (Sritunyalucksana y Soderhdll, 2000); medicion de intermediarios reactivos de
oxigeno (ROIs) (Mufoz et al., 2000) con especial énfasis en la produccion del anién
super oxido (O;") (Anderson et al., 1992), cuantificacion de la actividad antibacteriana
del plasma (AA) (Alabi et al., 2000), cuantificacion de la concentracion de proteina

plasmatica (PP) (Rodriguez y Le Moullac, 2000).
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2.4. GENERALIDADES SOBRE ELL WSSV

El agente responsable de la enfermedad de la macha blanca es un virus de ADN de doble
hebra. Los reportes iniciales lo catalogaron como un baculo virus de no-oclusion, pero
subsecuentes analisis de su secuencia genética no apoyaron esta afirmacion (Lightner,
1996). Otros investigadores como van Hulten et al. (2001) lo han catalogado como un
grupo nuevo llamado Nimaviridae. La literatura sin embargo le ha nombrado de
diferentes maneras, la mas generalizada de ellas como Virus de la Mancha Blanca 6

WSSV por sus siglas en inglés (OIE, 2000).

El virus de la mancha blanca tiene un espectro amplio de hospederos. La primera
epidemia se reportd en Japon, en granjas que cultivaban Penaeus japonicus, subsecuentes
infecciones se han observado en poblaciones de Penaeus chinensis, Penaeus indicus,
Penaeus merguiensis, Penaeus monodon, Penaeus setiferus, Penaeus stylirostris, L.

vannamei, Penaeus aztecus, Penaeus duorarum 'y Penaeus setiferus (OIE, 2000).

Los primeros reportes del virus de la mancha blanca se dieron en Japon, Taiwan y China
continental entre 1991 y 1993 (OIE, 2000). Posterior a esta fecha se ha reportado
practicamente en todo el este y sureste asiatico (Chang et al., 1999). En el continente
americano se reportd por primera vez en Texas, EE.UU. (Lightner, 1996). Para el afio de
1999 al menos ocho paises de Latinoamérica lo han reportado, Colombia, Ecuador,

Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Panama y Peru (Subasingue et al., 2001).
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3. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron camarones cultivados en las instalaciones del CENAIM (15,000 larvas por
tanque de 15 m’ de capacidad), levantadas mediante dos protocolos (Tabla 1). En el
primer protocolo no se incluyd la utilizacion de probioticos. Para la aplicacion del B-
glucano las larvas se separaron en cuatro grupos. El primer grupo no recibio B-glucanos,
el segundo grupo recibié inmunoestimulacion temprana, utilizando -glucanos aplicados
desde Zoea II hasta PL18 administrados utilizando rotiferos y Artemia enriquecidos con
levadura de pan (levapén®) y alimento artificial Cenaim 50 (150 mg /Kg alimento), el
tercer grupo recibidé inmunoestimulacion media desde PL12 hasta PL18 utilizando f-
glucanos con alimento artificial Cenaim 50 y el cuarto grupo recibié inmunoestimulacion
tardia utilizando B-glucanos con el alimento artificial Cenaim 50 unicamente durante

los15 dias previos a la infeccion.

Para el segundo protocolo se utilizé el probidtico Vibrio alginolyticus (cepa Ili) aislado
en un laboratorio del Ecuador (J. Rodriguez, comunicacion personal, Fundacién
CENAIM-ESPOL, Guayaquil, Ecuador) y usado intensivamente como probidtico en
larvas de camar6n (Zherdmant et al., 1997) adicionado al agua desde estadio nauplio 6
hasta PL12 a una concentracion en crecimiento exponencial de 10" UFC/mL. La
concentracion final del probidtico en el agua de los tanques fue de 10° UCF/mL. La
aplicacion del B-glucano se realizé siguiendo el mismo procedimiento empleado en el

primer protocolo.
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Tabla 1:Tratamientos utilizados en el presente estudio

Tratamiento Combinaciones
TI Con probiodticos, sin B-glucanos
T2 Con probiodticos, B-glucanos Zoea Il a PL18
T3 Con probidticos, B-glucanos PL12 a PL18
T4 Con probioticos, B-glucanos 15 dias pre infeccion
T5 Sin probioticos, sin B-glucanos
T6 Sin probioticos, B-glucanos Zoea Il a PL18
T7 Sin probioticos, B-glucanos PL12 a PL18
T8 Sin probioticos, B-glucanos 15 dias pre infeccion

3.1. ENSAYO I. DESAFIO CON EL WSSV Y EVALUACION DE LA
SUPERVIVENCIA

3.1.1. Diseiio experimental

El primer ensayo consistid en evaluar la supervivencia en los animales provenientes de
los ocho tratamientos sometidos a desafio con el WSSV. El experimento se llevo a cabo
en el laboratorio #1 (CENAIM) durante el periodo comprendido del 20 de marzo del
2003 al 04 de abril del 2003 (15 dias). Las unidades experimentales fueron recipientes de
vidrio de 4 L de capacidad (carameleras). Las unidades observacionales fueron los

camarones de aproximadamente 0,10 + 0,03 g.

Se utilizé un disefio completamente aleatorio con 16 réplicas (unidades experimentales)
por tratamiento y 10 unidades observacionales (n = 10) por réplica. Quince dias antes del
desafio los animales de todos los tratamientos, exceptuando el T1 y TS5, recibieron una
nueva dosis de B-glucanos (150 mg/Kg), administrados via una dieta elaborada en el

Centro (CENAIM 40).
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El desafio se realizé por el método de ingestion. El extracto viral fue preparado en el
CENAIM siguiendo el protocolo descrito por Chou et al. (1998). Se realizaron dos
aplicaciones de la papilla a intervalos de 4 h cada una. Se administrd aproximadamente
el 10% de la biomasa por unidad experimental. Luego de 1 h post aplicacion se procedid

a recambiar el agua a fin de evitar muertes por degradacion de la calidad del agua.

El experimento se dividi6 en tres fases y durante cada fase se anot6 el numero de
camarones muertos por unidad experimental. La primera fase abarco observaciones
individuales por unidad experimental cada 2 h durante las primeras 52 h del experimento.
En la segunda fase las observaciones se realizaron cada 4 h cubriendo el periodo entre las
56 y 156 h de experimentacion. La tercera fase consistio en observaciones cada 8 h hasta

completar la finalizacion del experimento a las 164 a 292 h.

Se establecié como hipdtesis de trabajo que las postlarvas de 0,10 + 0,03 g de peso
cultivadas con probidticos e inmunoestimuladas con [-glucanos, estarian mejor
preparadas para enfrentar desafios virales. Los animales inmunoestimulados desde las
fases tempranas de larva tendrian mejores supervivencias que los animales
inmunoestimulados en la fase media de post larvas, 6 los animales inmunoestimulados en

fase tardia 15 dias pre desafio 6 los animales no inmunoestimulados.

3.1.2. Analisis estadistico

El comportamiento de la supervivencia se analizé usando la metodologia de Kaplan-

Meier (1958).
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Se utilizé la herramienta de analisis de varianza de medidas repetidas de dos factores
(probioticos x B-glucanos 6 factores entre grupo) y un factor (tiempo 6 dentro grupo), a
un nivel de confianza del 95%. El disefio contempl6 el factor probioticos (A) con dos
niveles; con probidticos (a;), sin probidticos (a;) y el factor B-glucanos (B) con cuatro
niveles; sin B-glucanos (b), B-glucanos desde Zoeall (bs), B-glucanos desde PL12 (bs) y

B-glucanos 15 dias pre infeccion (by).

Cuando el ANOVA detectd diferencias significativas debido a efectos principales
(factores) ¢ interacciones de primer orden (factores entre grupo) se procedid a realizar
analisis de medias post-hoc, utilizando el criterio de diferencias significativas minimas

(LSD) en una prueba de Scheffé con un nivel a = 0,05 (Rao, 1998).

Se comprobaron los supuestos basicos del modelo mediante el andlisis exploratorio de
residuales (normal probability plot) para normalidad, prueba de Bartlett para
homogeneidad de varianza (Zar, 1999). Para comprobar la independencia de muestras se
realizé un analisis de correlacion de los promedios vs. la desviacion estandar segin los
procedimientos sugeridos para medidas repetidas (Rao, 1998; Zar, 1999). Los datos de
supervivencia se transformaron con la funcion arcoseno (\y). Los calculos estadisticos
se realizaron con la ayuda del paquete Statistica® 4.1 (1994-2000, StatSoft, Oklahoma,

EE.UU.).
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3.2, ENSAYO II. DESAFIO CON WWSV Y EVALUACION DE LA RESPUESTA
INMUNE

3.2.1. Diseiio Experimental

Se utilizaron los camarones pertenecientes a los mismos grupos utilizados en el primer

bioensayo, con la Unica diferencia de tener mas edad y peso (2,64 + 0,93 g).

El desafio con WSSV se realizod en el laboratorio #23 (CENAIM), durante el periodo
comprendido entre el 5 de junio del 2003 y el 20 de junio del 2003 (15 dias). El
experimento se realizd en 24 tanques de 250 L (unidades experimentales). Los animales
se distribuyeron de forma completamente aleatoria, con tres réplicas por tratamiento y 30

animales por réplica (unidades observacionales n = 30).

Quince dias antes del desafio los animales de todos los tratamientos, exceptuando el T1 y
T35, recibieron una nueva dosis de B-glucanos (150 mg/Kg), administrados via una dieta

elaborada en el Centro (CENAIM 40).

El desafio con el WSSV se realizé siguiendo el protocolo descrito en el ensayo I.

Se tomaron 10 muestras de camarones por réplica, en tres muestreos independientes
considerando los siguientes muestreos:

e T; (0 h inicio del experimento) Respuesta de base

e Ty (24 h post infeccion). Respuesta a la infeccion

e T; (360 h 615 dias post infeccion). Respuesta de los supervivientes
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Se tomd la hemolinfa de los camarones muestreados utilizando jeringuillas de insulina
(100 u), previamente cargadas con una solucion anticoagulante de citrato de sodio al 10%
estéril en relacion 1:1 v:v (Muioz ef al., 2002). La muestra se dividid en tres alicuotas
las que se utilizaron para: hemogramas (Muioz et al., 2002) y cuantificacion del anion
super 6xido (Mufioz et al., 2002). La hemolinfa restante se centrifugo6 y el pellet sirvid
para la deteccion de la actividad fenoloxidasa (Tapia, 1997) y el sobrenadante se utilizé
para la cuantificacion de proteinas plasmaticas (Lowry et al., 1951) y la actividad

antibacteriana (Tapia, 1997).

El célculo del indice inmunitario se basé en el procedimiento descrito por Gullian (2001).
Se consideraron los resultados obtenidos en las pruebas inmunitarias (a excepcion de la
PO) y la férmula para transformar los resultados fue la siguiente:

0.2
Vt=(a-b)x —=
(a=b)x k

Donde:Vt = Valor transformado
a = valor obtenido por réplica en cada prueba inmunoldgica
b = valor minimo del rango
k = rango de cada prueba
0.2 = correspondiente al 20%
El indice inmunitario global fue el resultado de la suma de los resultados parciales de
cada prueba.
Indice = vt(NTH) + vt(NBT) + vt(PO) + vt(AA) + vt(PP)
Donde:vt(NTH) = valor transformado del nimero total de hemocitos

vt(NBT) = valor transformado del anion super 6xido
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vt(PO) = cuantificacion de la actividad fenoloxidasa
Vt(AA) = cuantificacion de la actividad antibacteriana del plasma

vt(PP) = cuantificacion de las proteinas plasmaticas

La actividad fenoloxidasa no pudo realizarse en el Gltimo muestreo por la insuficiente
cantidad de hemolinfa recolectada en los camarones supervivientes al desafio. Se decidio
entonces eliminar esta prueba del indice, bajo la premisa de que al ser una férmula

aditiva, el eliminar una prueba no afectaria sensiblemente el resultado del indice global.

Se establecié como hipdtesis de trabajo que los juveniles de 2,64 + 0,93 g cultivados con
probidticos e inmunoestimulados con [-glucanos, estarian mejor preparados para
enfrentar desafios virales. Los animales inmunoestimulados en las fases tempranas de
larva tendrian una mejor respuesta inmunitaria que los animales inmunoestimulados en la
fase media, 0 los animales inmunoestimulados en la fase tardia, 6 los animales no

inmunoestimulados.

3.2.2. Analisis Estadistico

Se utiliz6 la herramienta de analisis de varianza de medidas repetidas descrita en el
ensayo I.. Cuando el ANOVA detectd diferencias significativas debido a efectos
principales (factores) ¢ interacciones de primer orden (factores entre grupo) se procedio a
realizar analisis de medias post-hoc, utilizando el criterio de diferencias significativas

minimas (LSD) en una prueba de Scheffé con un nivel o = 0,05 (Rao, 1998).
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Se comprobaron los supuestos basicos del modelo mediante el andlisis exploratorio de
residuales (normal probability plot) para normalidad, y prueba de Bartlett para
homogeneidad de varianza (Zar,1999). Para comprobar la independencia de muestras se
realizé un analisis de correlacion de los promedios vs. la desviacion estandar segin los

procedimientos sugeridos para medidas repetidas (Rao, 1998; Zar, 1999)

Para cumplir con la homogeneidad de varianza los datos de proteinas plasmaticas, conteo
total de hemocitos y conteos diferenciales de hemocitos se transformaron usando log
(X+1). Los calculos estadisticos se realizaron con la ayuda del paquete Statistica® 4.1

(1994-2000, StatSoft, Oklahoma, EE.UU.).

Los datos en las tablas y figuras se presentaron como media + desviacion estdndar sin

transformarse para facilitar su interpretacion.
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4. RESULTADOS

4.1. ENSAYO I, ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA

El desafio se realiz6 a temperatura ambiente registrandose un promedio de temperatura

de 28,7 + 0,3 °C con una fluctuacion entre los tratamientos menor a un grado Celsius.

El andlisis de los percentiles de supervivencia indicd que el 25% de la poblacion total
(todos los tratamientos) muri6 durante el intervalo entre 0 y 14 h post infeccion. El 50%
de la poblacion total muri6 en el intervalo comprendido entre las 0 y 36 h post infeccion
y el 75% de la poblacién murié en el intervalo comprendido entre las 0 y 92 h post
infeccion. La estimacion de las curvas de supervivencia por método de Kaplan-Meier no

detectd diferencias significativas entre los tratamientos (Fig.1).

Kaplan-Meier
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Figura 1: Tiempos de supervivencia del ensayo I de juveniles de L. vannamei desafiados
con el WSSV.

Para el periodo 0 a 52 h el andlisis de varianza de medidas repetidas detectd diferencias
significativas para el efecto probioticos (p = 0,03). Encontrandose que los tratamientos

con inmunoestimulaciéon y probiodticos tuvieron mayores supervivencias durante este
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periodo. También se encontraron diferencias significativas para el factor tiempo (p <
0,01) y la interaccion probidticos-p-glucanos-tiempo para los tratamientos con

inmunoestimulacion temprana (Tabla 2).

Tabla 2: Resultado del ANOVA de la supervivencia en el Ensayo I (0 — 52 h)

Efecto Efecto Efecto Error Error F p
@) (€M)’ (@) (CM)

Probidticos 1 5,5083 120 0,6335 8,6950 <0,01
B-glucanos 3 1,6976 120 0,6335 2,6796 0,05
Tiempo 24 8,2062 2.880 0,1590 514,9955 <0,01
Prob x B-glucanos 3 0,1964 120 0,6365 0,3102 0,82
Prob x tiempo 24 0,0101 2.880 0,0159 0,6370 0,91
B-glucanos x tiempo 72 0,0171 2.880 10,0159 1,0712 0,32

Prob x B-glucanos x tiempo 72" 0,0291 2.880 0,1593 1,8283 <0,01
* o] = grados de libertad, "CM= Cuadrado medio

Para el periodo 56 a 156 h los tratamientos de inmunoestimulacion temprana (Zoeall) y
media (PL12) sin probidticos presentaron las mayores supervivencias (p < 0,01).
También se encontraron diferencias significativas para el factor tiempo (p < 0,01) y la

interaccion probidticos-B-glucanos-tiempo (p < 0,01) (Tabla 3).

Tabla 3: Resultado del ANOVA de la de supervivencia en el Ensayo I (56 — 156 h)

Efecto Efecto Efecto Error Error F p
@)’ (€M)’ (@) (M)

Probioticos 1 0,0850 120 1,8970 0,0451 0,83
B-glucanos 3 0,5533 120 11,8970 0,2917 0,83
Tiempo 26 1,3955 3.120 0,0143 97,2934 <0,01
Prob x B-glucanos 3 1,0290 120 11,8970 0,5424 0,65
Prob x tiempo 26 0,0210 3.120 0,0143 1,4466 0,67
B-glucanos x tiempo 78 0,0438 3.120 0,0143 3.0523 <0,01

Prob x B-glucanos x tiempo 78" 0,0339 3.120 10,0143 2,3590 <0,01
* ol = grados de libertad, "CM= Cuadrado medio
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Durante el periodo 164 a 292 h post desafio la mortalidad fue significativa hasta las 188 h
la interaccion probioticos-fB-glucanos-tiempo fue significativa (p <0,01) y no se

encontraron diferencias significativas en términos de supervivencias finales (Tabla 4).

Tabla 4: Resultado del ANOVA de la supervivencia en el Ensayo I (164 —292 h)

Efecto Efecto Efecto Error Error F p
@) (€M)’ (@) (CM)

Probidticos 1 0,7093 120 11,5516 0,4572 0,50
B-glucanos 3 1,8029 120 11,5516 1,1620 0,33
Tiempo 16 0.0120 1920 0,0011 11,1456 <0,01
Prob x B-glucanos 3 0,7925 120 11,5516 0,5108 0,68
Prob x tiempo 16 0,0003 1920 0,0011 0,2672 0,99
B-glucanos x tiempo 48 0,0004 1920 0,0011 0,4168 0,99

Prob x B-glucanos x tiempo 48" 0,0017 1920 0,0011 1,6207 <0,01
% o] = grados de libertad, "CM= Cuadrado medio

4.2. ENSAYO II: ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNE

El segundo ensayo se realizd a temperatura ambiente, la que se registré diariamente en
todas las réplicas. Hubo pocas variaciones durante la mayor parte del experimento (23,0
+0,2 °C). La temperatura al inicio fue de 22,8 + 0,3 °C increment6 un grado al dia 5y se
mantuvo asi hasta el dia 12. El dia 13 descendi6 mas de un grado. Durante los dos

ultimos dias hubo una recuperacion paulatina finalizando en 23,0 + 0,1 °C.

4.2.1. Cuantificacion del anion superoxido (O,)

El analisis de varianza de medidas repetidas encontrd que la interaccion probidticos-3-
glucanos fue significativa (p = 0,03). En presencia de los probioticos, la tasa de

produccion de O, fue mayor cuando la inmunoestimulacion se realizo en etapa tardia (15
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dias preinfeccion) y temprana (Zoeall) (p = 0,03), no hubo variaciones significativas con

la inmunoestimulacion media (PL12) y sin inmunoestimulacion (Fig. 2).
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Figura 2: Efecto de la interaccion probidticos-p-glucanos en la tasa de O, de juveniles
de L. vannamei desafiados con el WSSV.

La produccion de O, en el periodo 0 h post infeccion fue significativamente menor en los
tratamientos sin probiodticos T6 (Zoeall) y T8 (15 dias pre infeccion) (p < 0,01) indicando
una disminucion de la capacidad de produccion de O, cuando la inmunoestimulacion con
B-glucanos se realizd en fase temprana 6 tardia sin uso de probidticos. En el periodo de
infeccion (24 h) no se presentaron diferencias significativas. La respuesta de los
supervivientes (360 h) fue de disminucion de los niveles de produccion de O,. Es
importante mencionar que Unicamente el tratamiento con probidticos T4 (15 dias pre
infeccion) increment6 significativamente la tasa de produccion durante este periodo (p <
0,01), reflejando el hecho que los animales estimulados con probidticos y B-glucanos en

fase tardia fueron capaces de generar una eficiente respuesta inmune (Tabla 5).
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Tabla5: Tasa de produccion de O, de juveniles de L. vannamei desafiados con el

WSSV
Tratamientos Periodo de muestreo
0h 24 h 360 h

Tl 1,282+ 0,148 1,336 + 0,190 1,085 + 0,225
T2 1,228 + 0,059 1,438 +0,161° 0,801 +0,307*
T3 1,256 + 0,142 1,179+ 0,061*" 1,191 + 0,389
T4 1,346 £ 0,143%° 1,056 + 0,050*" 1,722 + 0,093
T5 1,359+ 0,140°° 1,181+ 0,166 1,179 +0,169*"
T6 1,025+ 0,036" 1,105+ 0,062*" 0,954 + 0,321
T7 1,239+ 0,221 1,135+0,012*" 1,131 +0,143"
T8 1,103 £ 0,075 1,128 + 0,070*" 0,984 + 0,038

Datos en una misma fila con diferente letra son significativos (Scheffé 95%)
Datos en una misma columna con diferente cantidad de (*) son significativos

4.2.2. Cuantificacion de la actividad fenoloxidasa (PO)

Debido al nimero reducido de camarones supervivientes no fue posible realizar la Gltima
cuantificacion de la actividad fenoloxidasa (360 h). Se decidio utilizar la limitada
cantidad de hemolinfa extraida de los supervivientes en las cuatro pruebas restantes. El
analisis de varianza no detectd diferencias significativas entre ninguno de los

tratamientos (Tabla 6).

Tabla 6: Actividad PO (D.O) de juveniles de L. vannamei desafiados con el WSSV

Tratamientos Periodo de muestreo
Oh 24 h
Tl 0,209 + 0,059 0,137 £0,095

T2 0,268 £ 0,069 0,282 £0,107
T3 0,255+ 0,070 0,206 = 0,047
T4 0,156 £ 0,027 0,253 +0,042
T5 0,198 £ 0,096 0,157 £0,021
T6 0,195 £ 0,146 0,270 £ 0,092
T7 0,307+ 0,116 0,232 + 0,049
T8 0,372 £ 0,036 0,213 £+ 0,088
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4.2.3. Cuantificacion de proteinas plasmaticas (PP)

El andlisis de varianza de medidas repetidas detectd diferencias significativas para la
interaccidon probidticos-p-glucanos (p = 0,03). Cuando se aplicaron probiodticos la
concentracion de PP aument6 con la inmunoestimulacion tardia (15 dias preinfeccion) ( p
= 0,03) y disminuyd con la inmunoestimulacién temprana (Zoeall) media (PL12) y sin
inmunoestimulacion (p = 0,03) (Fig. 3).
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Figura 3: Efecto de la interaccion probioticos-p-glucanos en la concentracion de PP de
juveniles de L. vannamei desafiados con el WSSV.

Durante el periodo inicial (0 h) la concentracion de PP no fue significativamente
diferente entre los tratamientos. En respuesta a la infeccion (24 h) los tratamientos sin
probidticos incrementaron significativamente la concentracion de PP comparado con los
tratamientos que utilizaron probidticos (p< 0,01). En este mismo periodo el tratamiento
con probidticos T4 (15 dias pre infeccion) también incrementd significativamente la
concentracion de PP (p < 0,01) este resultado demostré que la aplicacion de B-glucanos
en etapa tardia pudo contrarrestar el efecto negativo de disminuciéon de PP provocado por

los probidticos. En los supervivientes (360 h) los tratamientos con probidticos
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recuperaron significativamente la concentraciéon de PP (p < 0,01), aunque la mayor

concentracion se registrd en el TS (sin probioticos, sin B-glucanos) (p = 0,03) (Tabla 7).

Tabla 7:  Concentracion de PP (mg/mL) de juveniles de L. vannamei desafiados con el

WSSV
Tratamientos Periodo de muestreo
0h 24 h 360 h
Tl 76,2 +16,3°" 67,0+ 182" 95,0+ 16,9
T2 88,9 +27.4% 61,9+ 13,8 89,7+17,0°
T3 76,0 + 26,8 67,4+ 17,1 71,6 +28,8"
T4 65,5 +16,9° 923 +15,5°" 92,0 +23,1"
T5 67,9 + 13,4 98,6+ 18,0°" 117,4+19.9
T6 75,5+ 19,0 93,0+ 19,8 91,9 +21,5*
T7 844+ 15,7 84,4+ 19,9 81,5+22.4"
T8 712 144" 883+17,7°" 83,7+ 114"

Datos en una misma fila con diferente letra son significativos (Scheffé 95%)
Datos en una misma columna con diferente cantidad de (*) son significativos

4.2.4. Cuantificacion de la actividad antibacteriana del plasma (AA)

El andlisis de varianza de medidas repetidas detectd diferencias significativas para la

interaccidn probidticos-p-glucanos (p < 0,01). Cuando se aplicaron probiodticos la AA

disminuy6 con la inmunoestimulacion tardia (15 dias preinfeccion) (p < 0,01) y aumentd

con la inmunoestimulacion temprana (Zoeall), media (PL12) y sin inmunoestimulacién

(p <0,01) (Fig. 4).
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Figura 4: Efecto de la interaccion probioticos-f-glucanos en el porcentaje de AA de
juveniles de L. vannamei desafiados con el WSSV.

La AA durante el periodo 0 h post infeccion fue significativamente menor en los
tratamientos con probiodticos e inmunoestimulacion en etapa temprana (Zoeall) y etapa
media (PL12) (p < 0,01). En respuesta a la infecciéon (24 h) hubo un incremento
significativo de la AA en todos los tratamientos (p < 0,01) observandose los mas altos
porcentajes de inhibicion bacteriana en los tratamientos con probidticos T1(sin B-
glucanos), T2 (Zoeall) y sin probioticos T6 (Zoeall) (p < 0,01). La actividad
antibacteriana durante el periodo 360 h aumentd en el tratamientos con probidticos T3
(PL12) (p < 0,01) y disminuy6 los tratamientos sin probidticos T6 (Zoeall) y T7 (PL12)

(p <0,01) los tratamientos restantes no presentaron variaciones significativas (Tabla 8).
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Tabla 8: Actividad antibacteriana del plasma (%) de juveniles de L. vannamei

desafiados con el WSSV
Tratamientos Periodo de muestreo
0h 24 h 360 h
T1 0,410 + 0,241 0,921 +0,089°"" 0,847 + 0,122
T2 0,090 + 0,120° 0,921 +0,114° 0,952 +0,055°""
T3 0,088 +0,142%" 0,764 +0,146°" 0,985 + 0,018
T4 0,178 £ 0,151 0,574+ 0,201°" 0,581 + 0,186

T5 0,329 + 0,256 0,650 + 0,141°" 0,784 + 0,140°""
T6 0,197 + 0,255 0,915 +0,105°"" 0,606 + 0,161
T7 0,280 + 0,173*"" 0,769 + 0,158°" 0,581 + 0,168
TS 0,238 + 0,219 0,745+ 0,165°" 0,784 + 0,069°"
Datos en una misma fila con diferente letra son significativos (Scheffé 95%)
Datos en una misma columna con diferente cantidad de (*) son significativos

4.2.5. Numero total de hemocitos (NTH)

El anélisis de varianza de medidas repetidas detect6 diferencias significativas para la
interaccion probidticos-B-glucanos (p < 0,01). Con probidticos el NTH no varié cuando
la inmunoestimulacién fue temprana (Zoeall) e incrementd con la inmunoestimulacion

media (PL12), tardia (15 dias preinfeccion) y sin inmunoestimulacion (p < 0,01) (Fig. 5).
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Figura 5: Efecto de la interaccion probidticos-p-glucanos en el NTH de juveniles de L.
vannamei desafiados con el WSSV.
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El anélisis de los hemocitos totales en el tiempo reveld que al inicio del experimento (0 h)
el NTH fue mayor en los tratamientos que no recibieron probidticos (p < 0,01). En
respuesta a la infeccion (24 h) hubo un incremento significativo del NTH en los
tratamientos que utilizaron probidticos (p<0,01) a excepcion del T4 (15 dias pre
infeccion) y una disminucion en los tratamientos que no utilizaron probioticos (p < 0,01)
el T6 (Zoeall) fue el Unico tratamiento sin probidticos que no perdid de manera
significativa hemocitos a las 24 h. Para este periodo los valores mas altos de hemocitos
totales se produjeron en los tratamientos con probidticos T1 (sin B-glucanos), T2
(Zoeall), (p = 0,02). Los supervivientes (360 h) incrementaron significativamente el
NTH sin importar el tipo de inmunoestimulacion recibida (p = 0,02). aunque en los
tratamientos sin probidticos T7 (PL12) y T8 (15 dias pre infeccion) este incremento fue

menor comparado con los demads tratamientos (p = 0,02) (Tabla 9).

Tabla9: Numero total de hemocitos (10° cel/mL) de juveniles de L. vannamei

desafiados con el WSSV
Tratamientos Periodo de muestreo
Oh 24 h 360 h
T1 7,03+3,10° 13,54+ 6,457 16,62+ 7,82

T2 585+2,07" 12,41 +6,11°" 20,23 +8,39"
T3 6,37 1,87 10,09 + 5,05 23,13 +2,70""

T4 10,92 +3,12°" 6,55 +2,82" 19,67 + 7,49
T5 9.45+3,76°" 725+2,67 16,40 + 7,86
T6 11,33 + 4,10 10,02 + 523" 16,88 +3,05°"
T7 11,14 + 425 511 +2,49" 14,16 + 4,98
TS 8,51 +£3,69°  6,66+3,67° 11,20+4,32%

Datos en una misma fila con diferente letra son significativos (Scheffé 95%)
Datos en una misma columna con diferente cantidad de (*) son significativos
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4.2.6. Conteo diferencial de hemocitos granulosos (G)

El andlisis de varianza de medidas repetidas detectd diferencias significativas para la
interaccidon probidticos-p-glucanos (p = 0,01). Cuando se aplicaron probioticos el
nimero de hemocitos granulosos aumenté con la inmunoestimulacion media (PL12),
tardia (15 dias preinfeccion) y sin inmunoestimulacion (p < 0,1). La inmunoestimulacion

temprana no presentd variaciones significativas (Fig. 6).
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Figura 6: Efecto de la interaccion probioticos-f-glucanos en el numero de hemocitos
granuloso de juveniles de L. vannamei desafiados con el WSSV.

No hubo diferencias significativas en el nimero de hemocitos granulosos al inicio del
experimento (0 h). En respuesta a la infeccion (24 h) los tratamientos que recibieron
probidticos presentaron un aumento significativo en el nimero de hemocitos granulosos
(p = 0,02) excepto el tratamiento con probidticos T4 (15 dias pre infeccion). Los
supervivientes (360 h) aumentaron la cantidad de hemocitos granulosos en los
tratamientos sin probioticos (p = 0,02) mientras que en los tratamientos con probidticos el
aumento fue significativo solo para los tratamientos T3 (Zoeall) y tardia T4 (15 dias pre

infeccion) (p = 0,02) (Tabla 10).
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Tabla 10: Numero de hemocitos granulosos (10° cel/mL) de juveniles de L. vannamei

desafiados con el WSSV
Tratamientos Periodo de muestreo
0h 24 h 360 h
T1 1,61 + 0,84 2,84 +3,09°" 2,15+ 1,74
T2 1,28 +0,75° 2,21 +2,13°" 2,17+ 141"
T3 1,00 + 0,46 2,09 + 1,32 3,67 +0,81°"
T4 1,77 £0,83%" 1,01 £0,64" 4,20+2,50°"
T5 1,11+£0,75 0,95+0,46" 2,81+ 1,90
T6 1,39+ 1,03 1,78 +1,42% 2,54+ 1,24
T7 1,94+ 126" 0,77 +0,46" 2,40+ 0,67°
TS 1,24 40,77 1,44+ 123" 1,44+0,.83"

Datos en una misma fila con diferente letra son significativos (Scheffé 95%)
Datos en una misma columna con diferente cantidad de (*) son significativos

4.2.7. Conteo diferencial de hemocitos semigranulosos (SG)

El anélisis de varianza detectd diferencias significativas para la interaccion probioticos-f3-
glucanos (p <0,01). Con la aplicacion de probidticos el numero de hemocitos
semigranulosos aument6 con la inmunoestimulacion tardia (15 dias preinfeccion) (p <
0,01). Sin variaciones con inmunoestimulacion temprana (Zoeall), media (PL12) y sin
inmunoestimulacion (Fig. 7).
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Figura 7: Efecto de la interaccion probioticos-B-glucanos en el numero de hemocitos
semigranulosos de juveniles de L. vannamei desafiados con el WSSV.
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El nimero de hemocitos semigranulosos durante el periodo inicial (0 h) fue mayor en el
tratamiento sin probioticos T7 (PL12) (p = 0,02). En respuesta a la infeccion (24 h) hubo
un aumento del numero de hemocitos semigranulosos en los tratamientos que recibieron
probidticos (p < 0,01), excepto el T4 (15 dias pre infeccion), los tratamientos que no
recibieron probidticos experimentaron un descenso del numero de hemocitos
semigranulosos (p < 0,01). Los supervivientes (360 h) incrementaron de forma
significativa (p < 0,01) la produccion de hemocitos semigranulosos, los tratamientos con
mayor nimero de hemocitos fueron aquellos que recibieron inmunoestimulacion tardia

(15 dias pre infeccion) con probidticos (T4) y sin probioticos (T8) (p <0,01) (Tabla 11).

Tabla 11: Numero de hemocitos semigranulosos (10° cel/mL) de juveniles de L.

vannamei desafiados con el WSSV

Tratamientos Periodo de muestreo
0h 24 h 360 h
Tl 2,13+ 1,46 7,05 43,68 537+3,65
T2 2,60+ 1,21% 6,67 +4,00° 5,68 +3,40°
T3 2,77+ 1,19 493 +3,80° 11,13 + 6,49
T4 5,73 £2,46° 3,06+ 1,66 11,60+5,60"
T5 4,81 +2,52" 327+1,67" 6,17 4,09
T6 3,72 2,68 431+248 6,43 +3.40
T7 6,80 +3,76° 233+ 1,19 6,30 +3,39"
T8 3,67 £2,42%° 2.84+205 4,53+1,99"

Datos en una misma fila con diferente letra son significativos (Scheffé 95%)
Datos en una misma columna con diferente cantidad de (*) son significativos

4.2.8. Conteo diferencial de hemocitos hialinos (Hi)

El analisis de varianza de medidas repetidas no encontr6 diferencias significativas para la

interaccion probidticos-B-glucanos.
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El nimero de hemocitos hialinos en el periodo 0 h post infeccion fue mayor en el
tratamiento sin probidticos (T6) (Zoeall) (p = 0,02). En respuesta a la infeccion (24 h) no
se presentaron incrementos significativos. El T6 (Zoeall) perdié hemocitos hialinos. Los
supervivientes (360 h) presentaron un alto niimero de hemocitos hialinos en todos los

tratamientos (p < 0,01) (Tabla 12).

Tabla 12: Numero de hemocitos hialinos (10° cel/mL) de juveniles de L. vannamei

desafiados con el WSSV

Tratamientos Periodo de muestreo
0h 24 h 360 h

Tl 2,04+ 1,42" 3,56 +2,19°" 9,02 +3,30°"
T2 1,75+ 1,20 3,51 +231°" 12,26 + 4,47
T3 2,56 + 1,00 3,06+ 1,14 8,33 +427°
T4 3,33+ 1,727 2,01+ 1,04 3,87 +0,23"
T5 3,47+ 1,53 2,71 + 1,80*" 7,34 + 4,44°"
T6 6,11 +3,02° 3,48 +1,95" 7,80+ 3,23
T7 2,37+ 1,58 1,87+ 1,82" 547+298"
TS 3,33+ 1,70° 2,11+ 128" 5,10 +4,12°

Datos en una misma fila con diferente letra son significativos (Scheffé 95%)
Datos en una misma columna con diferente cantidad de (*) son significativos

4.2.9. Conteo diferencial de hemocitos amorfos (Am)

El andlisis de varianza de medidas repetidas detectd diferencias significativas para la
interaccion probioticos-f-glucanos (p = 0,02). Cuando se aplicaron probidticos el
numero de hemocitos amorfos aumenté en los animales sin inmunoestimulacion (p =
0,02), disminuyendo en los animales que recibieron inmunoestimulaciones temprana

(Zoeall), media (PL12) y tardia (15 dias preinfeccion) (p = 0,02) (Fig. 8).
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Figura 8: Efecto de la interaccion probioticos-B-glucanos en el numero de hemocitos
amorfos de juveniles de L. vannamei desafiados con el WSSV.

La mayor cantidad de hemocitos amorfos en el periodo inicial (0 h) se registr6é en el
tratamiento con probidticos sin B-glucanos (T1) (p < 0,01). La respuesta a la infeccion
(24 h) fue de un incremento en el nimero de hemocitos amorfos para los tratamientos sin
probidticos (p = 0,02) y una disminucién en los tratamientos con probioticos (p = 0,02).
Exceptuando el incremento significativo del tratamiento con probidticos T2 (Zoeall) los
supervivientes (360 h) de los demds tratamientos disminuyeron significativamente el
niamero de hemocitos. El menor numero de hemocitos amorfos se observd en los
animales de inmunoestimulacién media (PL12) con probidticos (T3) y sin probiodticos

(T7) y en el tratamiento con probidticos T4 (15 dias post infeccion) (Tabla 13).
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Tabla 13 Hemocitos amorfos (10° cel/mL) de juveniles de L. vannamei desafiados con

el WSSV
Tratamientos Periodo de muestreo
0h 24 h 360 h

T1 1,25+ 0,85 0,09 +0,29° 0,07 +0,10*
T2 0,22 +0,22° 0,01 +0,51*" 0,11 +0,23"
T3 0,05+ 0,11 0,01+0,04 0

T4 0,93 +0,21 0,41+041" 0¥

T5 0,05+ 0,13 0,32+0,25°" 0,07+ 0,27
T6 0,11 +0,19°" 0,45+ 0,43 0,11 +0,23"
T7 0274011 0,14+0,17° 0

TS 0,27 £0,28"° 027+0.35" 0,16 +0,22%

Datos en una misma fila con diferente letra son significativos (Scheffé 95%)
Datos en una misma columna con diferente cantidad de (*) son significativos

4.2.10. Indices inmunitarios

El anélisis de varianza de medidas repetidas detect6 diferencias significativas para la

interaccion probidticos-B-glucanos (p < 0,01). La adicidon de los probidticos incrementd

los indices inmunitarios cuando la inmunoestimulacion se realiz6 en etapa media (PL12),

tardia (15 dias preinfeccion) y sin inmunoestimulacion (p < 0,01), no se encontraron

variaciones significativas con la inmunoestimulacion temprana (Zoeall) (Fig. 9).
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Figura 9: Efecto de la interaccion probioticos-B-glucanos sobre el indice inmunitario de
juveniles de L. vannamei desafiados con el WSSV.
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Durante el periodo 0 h post infeccién los menores indices inmunitarios se registraron en
los tratamientos con probidticos e inmunoestimulacion media T3 (PL12) e
inmunoestimulacion tardia sin probidticos (T8) (15 dias pre infeccion) (p = 0,02). La
respuesta a la infeccion (24 h) estuvo caracterizada por un aumento significativo en los
indices inmunitarios, los mayores valores se registraron en los tratamientos con
probidticos T1 (sin B-glucanos), y los dos tratamientos de inmunoestimulacion temprana
con probiodticos T2 (Zoeall) y sin probidticos T6 (Zoeall) (p = 0,01). Los indices se
mantuvieron altos al final del ensayo (360 h), entre los supervivientes, los mayores
indices se presentaron en los tratamientos con probidticos (T1, T2, T3, T4) y el

tratamiento sin probidticos TS (sin B-glucanos) (p < 0,01) (Tabla 14).

Tabla 14 Indices inmunitarios de juveniles de L. vannamei desafiados con el WSSV

Tratamientos Periodo de muestreo
0h 24 h 360 h
Tl 0,21+ 0,06 0,36 +0,08"" 0,38 + 0,09
T2 0,16 + 0,05 0,35+0,06°" 0,39 + 0,04
T3 0,14+ 0,05 0,27+0,06° 0,43 +0,06°"
T4 0,20 £ 0,04 0,23 £0,05* 0,45 +0,04°"

T5 0,21 £0,06°" 0,28 £0,05" 0,42+0,08°"
T6 0,17 £0,06° 0,32+0,08"" 0,30 +0,04™
T7 0,20 £ 0,07 0,27 £0,05" 0,28 + 0,05
T8 0,134£0,06" 0,28+0,05"" 029+0,04"
Datos en una misma fila con diferente letra son significativos (Scheffé 95%)
Datos en una misma columna con diferente cantidad de (*) son significativos
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5. DISCUSION

5.1. ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA DE LAS POST LARVAS DESAFIADAS
CON EL WSSV

En la hipétesis de trabajo se postuld que los animales inmunoestimulados con probidticos
y B-glucanos en etapas tempranas (Zoeall) y media (PL12), estaban mejor preparados
para enfrentar desafios virales que los animales inmunoestimulados 15 dias pre desafio o

no inmunoestimulados y por ende deberian tener mejores supervivencias.

El andlisis de la supervivencia por el método Kaplan-Meier no detectd diferencias
significativas entre los tratamientos. Las primeras mortalidades se observaron a las 12 h
post infeccion, registrandose una mortalidad acumulada del 50% a las 36 h. Se considera
que hubo una reaccion viral muy fuerte durante este periodo ya que generalmente en los
experimentos de laboratorio utilizando el WSSV las mortalidades inician entre las 24 a
48 h post infeccion (Chou et al., 1995; Lightner et al., 1998). Los resultados de los
analisis de PCR anidado (datos no presentados) detectaron una alta carga viral, con
indices de infeccion de 3 (en escala de 0 a 3) confirmando un fuerte proceso de
replicacion del virus. Al respecto Chou et al. (1998) sostienen que el WSSV tiene su
pico de replicacion en el periodo 24 a 48 h post infeccion, y es capaz de infectar la
totalidad de los organos diana (Chang et al., 1996). Aunque los resultados del PCR
demostraron la fuerte actividad de replicacion viral, este hecho por si solo no es
suficiente para justificar la pérdida tan prematura del 50% de la poblacién. Se considera
que hubo otros factores que ayudaron a maximizar el proceso infeccioso y por ende

aumentar las mortalidades, a continuacion se discuten los mas relevantes.
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El método de infeccion utilizado que consistid6 en la administracion de papilla
provenientes de animales infectados con el WSSV. Aunque existen diversos métodos de
infeccion tales como inmersion en agua conteniendo extracto viral (Chou et al.,1998) 6
por inyeccién de tejido infectado (Chang et al., 2003), se escogid el método de papilla 6
macerado (Lightner ef al., 1998) porque es la ruta dominante de infeccion una vez que la
epidemia ha comenzado en los estanques (Lotz y Soto, 2002). La desventaja de este
método es que no se puede controlar la carga viral ya que se administra el tejido infectado
directamente (Soto ef al., 2001) en contraste con los métodos de inmersion 6 inyeccidon en
donde la carga viral puede ser manipulada (Chou et al, 1998; Vidal et al., 2001;
Echeverria et al., 2002), e incluso disminuida (Chang et al., 1999). Otro factor que
incidi6 en la mortalidad del presente ensayo fue el canibalismo el cual se observo durante
todo el desafio pese al esfuerzo por retirar los caddveres en cada muestreo. El consumo
de los animales muertos implicé una maximizacion del proceso infeccioso y una mayor
diseminacion del virus via reinfeccion. Este efecto aditivo de cohabitacion y canibalismo
se ha reportado también en experimentos realizados con Macrobrachium rosembergii
desafiados con el WSSV, encontrandose un aumento significativo en el canibalismo y la
tasa de mortalidad debido a la presencia de animales muertos (Pramod-Kiran et al.,

2002).

Para evaluar los efectos de la inmunoestimulacion, mediante el ANOVA de medidas
repetidas, se dividi6 el ensayo en tres periodos. El primer periodo 0-52 h correspondié a
la fase inicial y de méaxima replicacion del virus, durante este periodo el camardn es mas

sensible a la infeccion (Chou et al., 1995). Se observd una mayor supervivencia en los
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tratamientos que recibieron probidticos (38%) comparada con los tratamientos que no
recibieron probioticos (33%). Durante este ensayo s6lo se observd la mortalidad y no se
midieron otros pardmetros inmunitarios, sin embargo podria suponerse que la mayor
supervivencia observada en este periodo estaria relacionada con un aumento de la
respuesta inmunitaria de los animales que recibieron probidticos (Rengpipat et al., 2000;
Gullian, 2001) en especial a una mayor actividad de los hemocitos hialinos los que no son
infectados por el WSSV (Wang et al., 2002) y pudieron estar comprometidos en procesos
de fagocitosis, encapsulacion 6 nodulacion de particulas virales justo al inicio de la

infeccion como una respuesta celular inmediata (Montesdeoca, 2001).

Durante el periodo 56 a 156 h el cual estd caracterizado como un periodo de infeccion
aguda (Lotz y Soto, 2002) la mortalidad aumenté y el efecto probidtico dejé de ser
significativo. En esta etapa las combinaciones sin probidticos y B-glucanos en Zoeall y
PL12 presentaron las mayores supervivencias. Una explicacion seria que la alerta
inmunitaria inicial en los tratamientos con probidticos y B-glucanos no pudo sostenerse
por mucho tiempo debido a su alto costo energético (Sanchez et. al, 2001). Otra
explicacion seria que la carga viral se haya visto favorecida por las altas densidades a las
que se realizaron los ensayos, por los procesos de reinfeccion debidos al canibalismo o
por la concentracién viral de la papilla misma, todos estos factores pudieron haber
aumentado tanto la carga viral que finalmente super6é la capacidad inmunitaria del

hospedero (Lightner et al., 1998).
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En la tercera fase, durante el periodo 164 — 292 h post infeccion, la mortalidad disminuyo
y finalmente se estabiliz6 a las 188 h, las supervivencias finales no fueron

significativamente diferentes y variaron entre un 9 a 17%.

En términos generales hay muy pocos camarones supervivientes en desafios de
laboratorio con el WSSV (Lotz y Soto, 2002). Al respecto Chou et al. (1995); Lightner
et al. (1998) reportan supervivencias finales entre 0 y 2,9 % en desafios virales utilizando
3% de biomasa de camarones infectados con el WSSV en un periodo de 12 dias.
Resultados similares de bajas supervivencias finales (12 %) son reportados en desafios de
15 dias de duracion utilizando postlarvas (PL 15) de P. monodon desafiadas con el
WSSV e inmunoestimuladas con dosis de B-glucanos de 2 g/Kg de alimento (Chang et

al., 1999)

52 ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNITARIA DE LOS JUVENILES
DESAFIADOS CON EL WSSV

En la hipdtesis de trabajo se postuld que los animales inmunoestimulados con probidticos
y B-glucanos en etapas tempranas (Zoeall) y media (PL12), presentarian mejores
pardmetros inmunitarios para enfrentar desafios virales, que los animales

inmunoestimulados 15 dias pre desafio o no inmunoestimulados.

Las tasas de produccion de O, fluctuaron desde un minimo de 0,801 a un méaximo de
1,359 (Tabla 3) estos valores se ubican dentro del rango aceptable de respuesta inmune
inicial de camarones estimulados con B-glucanos (Chang et al., 2003). EIl andlisis de

varianza detectd diferencias significativas de mayor produccion de O, cuando se
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utilizaron probidticos. Las producciones iniciales fluctuaron entre 1,025 a 1,359 esta
respuesta a la inmunoestimulacion es comparables con los resultados reportados por
Muiioz et al. (2000); Song y Hsieh, (1994); Chang et al. (2003). Durante el periodo de
24 h (respuesta a la infeccion) las tasas no fueron significativamente diferentes sin
embargo disminuyeron al final del experimento, esta reduccion podria atribuirse a la
accion de los mecanismos de defensa antioxidante (Anderson, 1996). Aunque el O, se
produce en las vacuolas fagociticas, una importante cantidad puede traspasar al ambiente
extravacuolar y extracelular causando dafios en las células.(Campa-Cordoba et al., 2002).
Los mecanismos de defensa antioxidantes tienen la funcion de proteger a las células de
los dafios causados por estos compuestos a través de la reduccion del anion superdxido a
peroxido de hidrogeno, mediante la accion de la superdxido dismutasa (SOD), el
peroxido de hidrégeno luego de cruzar la membrana es removido por la accion de
catalasas y la glutation peroxidasa (Anderson, 1996). Este mecanismo de proteccion ha
sido reportado por Campa-Coérdova et al. (2002) quienes obtuvieron producciones de
superdxido dismutasa (SOD) 1,5 veces mayores que el control cuando aplicaron (-

glucanos oralmente a juveniles de L. vannamei.

El incremento de la produccion de O, al inicio del experimento y como respuesta a la
infeccion con el WSS sugiere que el choque respiratorio podria ser un importante
mecanismo antiviral que involucraria la participacion de los hemocitos hialinos
circulantes encargados de encapsular las particulas virales elimindndolas dentro de la

capsula por medio de la liberacion de O, (Holmblad y Soderhill, 1999) 6 por hemocitos
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hialinos infiltrados en el 6rgano linfoide capaces de encapsular y fagocitar particulas

virales (Montesdeoca et al., 2002).

La cuantificacion de la actividad fenoloxidasa no mostr6 diferencias significativas entre
los tratamientos. Los valores encontrados al inicio del experimento fluctuaron desde un
minimo de 0,156 a un maximo de 0,372 D.O estos valores fueron considerados bajos ya
que en experimentos similares utilizando P. monodon estimulado con B-glucanos y
desafiado con el WSS los valores de PO reportados se ubicaron entre 0,8 y 1,4 D.O
(Chang et al., 2003). Estos mismos autores senalan que los resultados de la PO 24 h post
infeccion disminuyeron significativamente a valores menores de 0,5 D.O. Esta
disminucién en la actividad PO en respuesta a la infeccion con el WSSV reportada por
Chang et al. (2003) junto con los bajos niveles encontrados en el presente experimento
son coincidente con el hecho que el WSSV infecta tanto los hemocitos granulosos como a
los semigranulosos (Wang et al., 2002) que son las células que contienen las enzimas
necesarias para la activacion del sistema PO (S6derhill y Cerenius, 1992), 6 por el hecho
que no hubo una activacion del sistema proPO para producir melanina durante la

encapsulacion de las particulas virales (Montesdeoca et al., 2002).

En el presente estudio las proteinas plasmaticas fluctuaron desde 61,9 a 117,4 mg/mL.
La respuesta a los inmunoestimulantes no fue significativamente diferente encontrandose
que las concentraciones iniciales estuvieron por debajo los valores normales de 100
mg/mL (Cheng et al., 2002). En respuesta a la infeccion los animales estimulado con
probidticos y B-glucanos disminuyeron la concentracion de proteinas, esta disminucion

pudo deberse a que parte de las proteinas hayan sido utilizadas en la activacion del
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sistema profenoloxidasa. Adachi et al. (2003) encontraron que camarones estimulados
con B-glucanos fueron capaces de convertir la hemocianina en una enzima capaz de
activar el sistema proPO, de igual forma Vargas-Albores ef al. (1996) demostraron que
los B-glucanos fueron capaces de incentivar la produccion de BGBP una proteina
monomérica (100 kDa) de reconocimiento especifica de B-glucanos capaz de incentivar
la activacion del sistema proPO. Por otra parte, al ser la hemocianina la mayor
constituyente del plasma en camarones (90 a 95%) (Khayat et al., 1995), la disminucién
de la concentracion de las proteinas plasmaticas en respuesta a la infeccion pudo deberse
a la utilizacion de ésta proteina para combatir la infeccion. Al respecto los estudios de
Destoumieux et al. (2001) demostraron que los camarones enfrentados a desafios

microbianos son capaces de transformar la hemocianina en un péptido antimicrobiano.

La actividad antibacteriana del plasma en respuesta a la infeccion incremento
significativamente en todos los tratamientos observandose los mas altos valores en los
tratamientos con probidticos sin B-glucanos y los tratamientos con inmunoestimulacion
en Zoeall con y sin uso de probioticos. Estos resultados indican que los camarones
responden positivamente a la inmunoestimulacion (Alabi, et al., 2000). Al comparar el
nivel de actividad antibacteriana del plasma a las 24 h con la concentracion de proteinas
plasmaticas para este mismo periodo, se puede observar que cuando la actividad
antibacteriana aumenta las proteinas plasmaticas disminuyen en los animales
inmunoestimulados con probidticos. Estos datos suponen que la actividad antibacteriana
del plasma se debe principalmente a la movilizacién de hemocianina la cual es convertida

en péptido antimicrobiano (Destoumieux ef al., 2001).
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Los hemocitos en los crustidceos juegan un papel preponderante en la respuesta inmune
del hospedero (Anderson et al., 1992). Debido a su extraordinaria versatilidad en la
respuesta inmune no especifica, el conteo del nimero total de hemocitos (NTH) ha sido
una prueba inmunitaria evaluada constantemente en la mayoria de los estudios de
inmunoestimulacion y desafios virales con el WSSV (Jones, 1999; Chang et al., 2000;

Wang et al., 2002; Yip y Wong, 2002; Chang et al., 2003; Lopez et al., 2003).

Los resultados encontrados en el presente trabajo reflejaron un incremento promedio del
NTH para los tratamientos con probidticos en respuesta al desafio (10,64 + 3,11x10°
cel/mL) y en los supervivientes (19,9 + 2,67x10° cel/mL). Estos resultados difieren de
los reportados por diversos autores quienes sefialan una disminucién del nimero total de
hemocitos en animales inmunoestimulados con [-glucanos durante las 24 h. post
infeccion con el WSSV (Smith y Soderhéll, 1983; Smith et al., 1984; van de Braak et al.,
2002; Chang et al., 2003). Sin embargo los resultados obtenidos en el presente ensayo
son coincidentes con los resultados encontrados por Maldonado (2003). Con la finalidad
de dilucidar esta diferencia se analizaron los (NTH) agrupandolos en tratamientos sin
probioticos-B-glucanos y tratamientos con probiodticos-f-glucanos. Los resultados
mostraron que los tratamientos sin probioticos perdieron hemocitos como respuesta a la
infeccion, esta disminucion de las poblaciones hemocitarias en respuesta a desafios ha
sido reportada por diversos autores (Smith y Soderhill, 1983; Le Moullac ef al., 1998;
Mufioz et al, 2000). El ANOVA de medidas repetidas encontrd6 un incremento

significativo del NTH con las interacciones probidticos-B-glucanos permitiendo a los
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supervivientes tener muchos hemocitos capaces de migrar hacia los sitios en donde se

presente la infeccion (van de Braak et al., 2002).

Los resultados antes descritos deben observarse con especial cuidado. Es importante
recordar que los hemocitos comprenden tres grupos bien definidos y con funciones
distintas las que actuando en forma concertada, imprimen mayor efectividad a la
respuesta celular inmune no especifica. Debido a esta versatilidad en sus funciones el
analisis de los conteos diferenciales de hemocitos (CDH) se hace necesario para

interpretar correctamente estos cambios.

Los hemocitos granulosos y semigranulosos siguieron el mismo comportamiento
observado en el andlisis de los NTH. Los tratamientos con probidticos-f-glucanos
incrementaron su nimero en respuesta a la infeccién, mientras que los tratamientos sin
probidticos-B-glucanos disminuyeron. El andlisis estadistico confirmé los efectos
positivos de incremento del numero de hemocitos granulosos con la adicién del
probidtico. Resultados similares de aumento en el nimero de hemocitos se observaron en
P. monodon estimulado con el probidtico Bacillus S11 y desafiado con V. harveyi en

desafios de 10 dias de duracion (Rengpipat et al., 2000).

Al inicio del experimento el mayor niimero de hemocitos hialinos se observo en el
tratamiento de inmunoestimulacién temprana (Zoeall) sin probidticos, en respuesta a la
infeccion no hubo incrementos significativos y al final del experimento los supervivientes

incrementaron significativamente el nimero de hemocitos hialinos. Estos resultados
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indicaron que para este ensayo en particular, los hemocitos hialinos no se vieron
afectados por la infeccion ya que no proliferaron o disminuyeron a las 24 h post
infeccion, su respuesta basicamente obedecid al efecto de inmunoestimulacion. Al
respecto las investigaciones hechas con Penaeus merguiensis infectado con el WSSV,
demostraron que efectivamente los hemocitos hialinos no son infectados por el virus

(Wang et al., 2002).

Los hemocitos amorfos se presentan siempre asociados a eventos de infeccién causados
por el WSSV vy sirven para propdsitos practicos ya que representan la evidencia fisica de
destruccion celular por necrosis 6 apoptosis (J. Rodriguez, comunicaciéon personal,
FUNDACION CENAIM-ESPOL, Guayaquil, Ecuador). Los resultados del ensayo
indicaron una baja cantidad de hemocitos amorfos en la mayoria de los tratamientos y
una disminucion significativa en el tiempo. La poca destruccion celular observada en
este ensayo en particular podria atribuirse a que la presencia de los probidticos hayan
contribuido a evitar un alto nivel de infeccion celular, 6 que la presencia de los B-
glucanos hayan hecho mas reactivos a los hemocitos, 6 que los probidticos o la
combinacion probidticos-fB-glucanos hayan conferido mayor resistencia a los hemocitos,
estas suposiciones necesitan ser confirmadas a través de nuevos ensayos que permitan

demostrar con rigurosidad cientifica estas suposiciones.

Con el uso de probioticos los indices inmunitarios iniciales fueron mas altos. Como

respuesta a la infeccion (24 h) y en los supervivientes (360 h), los indices inmunitarios se
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incrementaron o no al menos no disminuyeron cuando se combinaron probioticos y -

glucanos.

Los resultados de la presente investigacion demostraron que el uso de probidticos y -
glucanos generd una variedad de respuestas inmunes sobre los juveniles de L. vannamei
desafiado con el WSSV. Los efectos del uso de probioticos se reflejaron en un aumento
de la supervivencia de juveniles desafiados con WSSV durante las primeras 48 h post
infeccion. Ademads en términos de parametros inmunitarios, los probidticos incentivaron
una mayor generacion de anioén superdxido, de igual manera aumentaron los indices
inmunitarios y promovieron una mayor cantidad de hemocitos totales circulantes
principalmente hemocitos granulosos y semigranulosos, los probidticos también
aumentaron la actividad antibacteriana del plasma y disminuyeron la cantidad de
proteinas plasmaticas. Los efectos de la aplicacion de B-glucanos estuvieron en
dependencia de la estrategia de inmunoestimulacion. Los B-glucanos produjeron un
efecto positivo en la supervivencia durante el periodo 56 — 156 h post infeccion, este
efecto beneficioso se prolongé hasta las 188 h post infeccion, la aplicacion de los B-
glucanos en etapas de Zoeall y PL12 disminuyeron la generacion de anioén superodxido en
los supervivientes al desafio, los B-glucanos también aumentaron la concentracion de
proteinas plasmaticas en los tratamientos sin probidticos, de igual forma aumentaron la
actividad antibacteriana del plasma aunque disminuyeron la producciéon de hemocitos
hialinos en respuesta a la infecciéon. Los B-glucanos aumentaron los indices inmunitarios
de los tratamientos sin probidticos en respuesta a la infeccion, sin embargo no lograron

aumentar los indices en los supervivientes en estos mismos tratamientos.
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Si se utilizan los probioticos y B-glucanos combinados, la mejor estrategia en términos
inmunitarios se consigue aplicando probidticos en la etapa de larvicultura e
inmunoestimulando con B-glucanos 15 dias pre desafio. Esta combinacion aument6 la
cantidad de proteinas plasmaticas (anulando el efecto negativo del probidtico), de igual
manera esta combinacion incremento la generacion de anion superoxido (contrarrestando
el efecto negativo del B-glucano), esta combinacion también incentivé la produccion de
hemocitos totales iniciales y finales, especialmente con hemocitos granulosos y
semigranulosos. En ausencia de probidticos podria explorarse la aplicacion de -
glucanos desde Zoeall, ya que estos tratamientos de inmunoestimulacion temprana
mostraron una alta capacidad de reaccion a las 24 h post infeccion y altas concentraciones
de hemocitos hialinos al final del ensayo indicando una alta capacidad proliferativa del

organo hematopoyético (Johansson et al., 2000; Mufioz et al., 2002).
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6. CONCLUSIONES

La supervivencia final de post-larvas de L. vannamei desafiadas con WSSV no se

incremento con el uso de probidticos y/6 B-glucanos.

El ANOVA de medidas repetidas encontr6 que las supervivencias de los
tratamientos que usaron probidticos incrementaron significativamente la
supervivencia de post larvas de L. vannamei desafiadas con el WSSV durante el

periodo 0 — 52 h post infeccion

El ANOVA de medidas repetidas encontré que los B-glucanos tuvieron un efecto
positivo en la supervivencia durante el periodo 56 — 156 h post infeccion,
prolongandose hasta las 188 h post infeccion cuando los B-glucanos se

administraron en etapas de Zoeall y PL12.

La utilizacion del probidtico V. alginolyticus (cepa ILI) en la larvicultura de L.
vannamei tuvo un efecto benéfico de incremento en la respuesta inmune de los

camarones desafiados con el WSSV.

La estrategia de inmunoestimulacion que presentd mayor beneficio en términos de
incremento de la respuesta inmune en los camarones desafiados con el WSSV fue

la combinacion que utilizé probidticos y B-glucanos15 pre infeccion
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda la utilizacion del probiotico Vibrio alginolyticus (cepa 1li) en la
larvicultura dados sus efectos benéficos como inmunoestimulante.

De igual manera se recomienda realizar mas desafios virales con la combinacioén
probidticos y B-glucanos administrados en fase tardia con la finalidad de obtener
la suficiente consistencia estadistica que reafirme los beneficios de esta estrategia
de inmunoestimulacion ante desafios con el WSSV.

Con las muestras de camarones recogidas durante los muestreos del segundo
ensayo se recomienda realizar analisis histologicos y de hibridacion in situ para
confirmar la infiltracion de los hemocitos granulosos y semigranulosos en los
tejidos infectados por el WSSV.

Para futuros desafios con el WSSV se recomienda que junto a las pruebas
inmunitarias se realice electroforesis de proteinas a fin de confirmar la presencia
de los fragmentos C terminales de hemocianina con actividad antibacteriana, estos
resultados confirmarian la probable relacion entre el aumento de la actividad
antibacteriana del plasma y la disminucién de las proteinas plasmaticas.
Finalmente se recomienda realizar desafios con el WSSV en donde ademas de
cuantificar el NTH , CDH, y generacion de O, medir el indice fagocitario de los
hemocitos hialinos de tal forma que se pueda establecer en que medida éstos
hemocitos estdn comprometidos en los procesos de fagocitosis , encapsulacion y

posterior eliminacion de las particulas virales en desafios con el WSSV.
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