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RESUMEN

Se evalué el efecto de la infeccién experimental de Aeromonas salmonicida sobre el
namero total (NTH) y diferencial (NDH) de hemocitos en hembras adultas de Cryphyops
caementarius . Se emplearon 60 hembras adultas de C. caementarius, en estado de muda
C y/o D, con un peso y longitud promedio de 2,90+0,16 a 5,05+1,44 gy 4,52+0,31 a
5,53+0,52 cm respectivamente. El disefio experimental fue completamente aleatorio con
dos tratamientos (CONTROL y EXPERIMENTAL) y 6 ejemplares en cada tratamiento para
cada tiempo a las 0 (Basal, antes de la infeccién), 12, 24, 48 y 72 h después de la
infeccién. Los ejemplares del tratamiento EXPERIMENTAL fueron inoculados 0,050 ml de
la suspensién de células viables de 5x10” CFU.ml"! de A. salmonicida en el sinus ventral a
través de la base del primer pleépodo del segmento abdominal. Los ejemplares del
tratamiento CONTROL fueron inoculados con 0,050 ml de SSF estéril. Las muestras de
hemolinfa fueron tomadas del sinus pericardico para determinar el NTH y NDH. El NTH
en hembras adultas de C. caementarius infectados experimentalmente con A. salmonicida,
disminuye significativamente a las 12 h y a las 48 h, con un aumento a las 24 h, sin
diferencias significativas, en relacién al basal, pero siendo significativamente diferente
(p<0,05) alas 12, 48 y 72 horas. Los semigranulocitos mostraron los mayores valores a las
24 horas en relacién a los hialinos y granulocitos, sin existir diferencias significativas a las
12h, 48h y 72h. El hemocitograma (NTH y NDH), es considerado como un parametro
inmunitario indicador del estado de salud y que se presenta como una opcién viable
importante en el diagnéstico de enfermedades bacterianas en el camarén de rio.

Palabras clave: Cryphyops caementarius, Aeromonas salmonicida, hemocitograma
(NTH y NDH).

ABSTRACT

It was evaluated the effect of experimental infection of Aeromonas salmonicida on the total
number (NTH) and differential (NDH) of hemocytes in adult female Cryphyops
caementarius. It were used 60 adult females C. caementarius, molt state C and / or D ,
weight and average length of 2.90 + 0.16 to 5.05 = 1.44 g and 4.52 = 0.31 to 5.53 +
0.52 cm respectively . The experimental design was completely randomized with two
treatments (control and experimental) and 6 specimens in each treatment for each time at
0 (Basal, before infection), 12, 24, 48 and 72 h after infection. The specimens of the
experimental treatment were inoculated 0,050 ml of the suspension of 5x107 CFU.ml !
viable cells A. salmonicida in the ventral sinus through the base of the first pleopod the
abdominal segment. Copies of CONTROL treatment were inoculated with 0,050 ml of
sterile PSS. Hemolymph samples were taken from the pericardial sinus to determine the
NTH and NDH. The NTH in adult females of C. caementarius experimentally infected with
A. salmonicida, significantly decreased at 12 h and 48 h , up to 24 h , with no significant
differences relative to baseline, but still significantly different (p < 0.05) at 12 , 48 and 72
hours. The semigranulocitos showed the highest values at 24 hours relative to granulocytes
and hyaline, with no significant differences at 12h, 48h and 72h. The hemocitograma
(NTH and NDH), is considered as an immune parameter indicator of health status and is
presented as an important viable option in the diagnosis of bacterial diseases in shrimp
river.

Keywords: Cryphyops caementarius, Aeromonas salmonicida, hemocitograma (NTH
and NDH).
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I. INTRODUCCION

En las dltimas décadas, la intensificacién del cultivo de especies de crustaceos ha estado acomparnada
por el desarrollo de enfermedades infecciosas virales, bacterianas y, en algunos de casos, de hongos
(Aguirre v Asencio, 2000) como consecuencia de factores estresantes y condiciones ambientales
adversas, muchas veces iniciadas por lesiones fisicas o lesiones por parasitos (Ponce et al., 2005).
Especies de Pseudomonas, Aeromonas y Vibrio conforman la microbiota heterotréfica normal de
camarones en criaderos de Malasia (Kennedy, et al, 2006). Sin embargo, Canas et al. (2001)
observaron que la presencia de bacterias epibiénticas en Macrobrachium se asocian a “la
enfermedad del caparazén” cuando ocurren danos mecénicos y mala calidad del agua de cultivo. A
esta enfermedad se le conoce también como, necrosis bacilar o mancha negra, producida por
diferentes especies de Pseudomonas y/o Aeromonas. Por otro lado, se ha observado que Vibrio
harvey, causante de la denominada “enfermedad bacteriana luminiscente”, provocd graves pérdidas
de camarones juveniles en los criaderos en Filipinas (Tuyet, et al,1999). Asi mismo, Tonguthai
(1997) observé la ocurrencia de enfermedades en larvas del camarén M. rosenbergii bajo
condiciones ambientales adversas, conocida como “necrosis bacteriana”, causada por Leucothrix,
provocando una decoloracién inicial a nivel de su cuticula vy luego dejan de alimentarse, se debilitan
y caen al fondo de la cisterna, llegando a presentar manchas marrones en las antenas y apéndices
cefalotoracicos.

En crustaceos, los mecanismos de defensa innata se basan en componentes celulares y humorales del
sistema circulatorio, que se interrelacionan para detectar y eliminar patégenos extrafios (Van de
Braak, 2002; Rendén y Balcazar, 2003) regulando el mecanismo de defensa y la reparacién del
dano (Vazquez et al. 1998). Los componentes celulares, los hemocitos, tiene su rol en las reacciones
de defensa (Maldonado et al., 2003) siendo capaces de realizar fagocitosis y encapsulacién; formar
nédulos y producir citotoxicidad (Lee, 2001; Van de Braak, 2002; Rendén y Balcazar, 2003). En C.
caementarius se han detectado tres tipos de hemocitos circulantes: los hemocitos hialinos o
hialinocitos (H), los hemocitos semigranulosos (SG) que contienen granulos pequenos, son los mas
abundantes y los hemocitos granulosos (G) con granulos grandes (Azafnero et al 2006). Estos
Ultimos, intervienen en la fagocitosis, encapsulacién, melanizacién (por la liberacién del sistema
profenoloxidasa proPO), y sintetizan y liberan péptidos antimicrobianos tales como las peneidinas
(Martin y Hose, 1992; Johansson et al., 2000; Rendén y Balcazar, 2003).

En general, un indicador de la salud en diferentes especies de invertebrados se refleja por una
funcién inmunoldgica adecuada, relacionado con el estado de salud, lo cual es facil de cuantificar.
Los estudios han sido realizados teniendo en cuenta los cambios en los pardmetros de la hemolinfa,
utilizados para detectar las variaciones fisiolégicas. Muchas variables, tales como el contenido total de
proteinas de plasma, la concentracién de glucosa, fosfatasa alcalina, tiempo de coagulacién, recuento
de hemocitos, la actividad de profenoloxidasa (proPQO), el indice de fagocitosis, la liberaciéon de
intermediarios reactivos del oxigeno vy la actividad antibacteriana, han sido considerados como
marcadores potenciales para la salud o la enfermedad en los crustdceos (Van de Braak, 2002;
Rodriguez y Le Moullac, 2000).

C. caementarius es una especie de importancia econémica en el Peri ya que se sustenta en una
pesqueria comercial y los estudios para establecer un cultivo estan siendo conducidos por diversas
instituciones. Una vez en cultivo, esta especie no seria la excepciéon de verse afectada por
enfermedades infecciosas; sin embargo, no existen reportes de estudios realizados en relacién a
enfermedades infecciosas y mas aun relacionados con los mecanismos de defensa, por lo que una
mejor comprensién de la respuesta inmunolégica en estos crustdceos permitira establecer disefnos de
estrategias mas eficientes para el control de las enfermedades.

Por consiguiente, en este trabajo se ha investigado el efecto de la infeccién experimental de

Aeromonas salmonicida sobre el nimero total (NTH) y diferencial (NDH) de hemocitos en hembras
adultas de Cryphyops caementarius.
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Il. MATERIAL Y METODOS
2.1 Objeto de estudio

El objeto de estudio en esta investigacién estuvo constituido por 60 hembras adultas de C.
caementarius, procedentes del rio Pativilca (10° 49’ 59” S y 77° 43’ 09” O) distrito de Pativilca,
Provincia de Barranca, Departamento de Lima, Perq, los cuales fueron trasladados al laboratorio de
Acuaristica de la Universidad Nacional del Santa, para su aclimatacién por una semana.

El experimento se realizd en el Laboratorio de Investigacién en Patologia e Inmunologia de
Organismos Acuéticos de la Universidad Nacional del Santa, Pera.

2.2 Equipos, instrumentos y materiales consumibles

Se utilizaron los siguientes equipos, materiales e instrumentos:

- Filtros Bio-Sponge Filter y Aquarium Pump para aclimatar las hembras adultas de C. caementarius.
- Camara de Neubauer y un microscopio Leica DM LS2 de luz convencional de campo luminoso
provisto de contraste de fases para la identificacién de los tipos de hemocitos del camarén (Azanero
et al, 2006) vy la determinacién del nimero total (NTH) y diferencial (NDH) de hemocitos.

- Sistema microbiolégico automatizado VITEX 2 BIOERIEUX para la identificaciéon de A.
salmonicida.

- Oximetro digital Hach LDO10= 0,01 mg I para la medicién del oxigeno disuelto.

- Test colorimétricos Nutrafin + 0,05 mg I}, para la determinacién de NO; (mg L!) y NH, (mg L™).

- Alimento balanceado para camarén (AquaFa con 25% de proteina cruda).

2.3 Métodos y técnicas

Una vez aclimatados las hembras adultas de C. caementarius, fueron distribuidos y mantenidos en
dos acuarios de vidrio control y experimental de 120 | debidamente aireados con filtros Bio-Sponge
Filter y Aquarium Pump vy colocados individualmente en recipientes de plasticos polipropileno
circulares transparentes de 14cm de didmetro y 6¢cm de profundidad, correspondiente a 154 cm2
como area de la base. Las paredes de cada recipiente tenian aberturas y un tubo de PVC de 2 cm de
diametro. (Fig. 1).

Fig. 1. Sistema de crianza de hembras adultas de C. caementarius mediante disposicién de recipientes en
crianza individual

Durante el tiempo de la experiencia cada camarén fue alimentado Ad Libitum utilizando alimento
balanceado para camarén (AquaFa con 25% de proteina cruda) a razén del % del peso total, y dos
veces al dia 8:00 am y 6:00pm. La limpieza de los acuarios se realiz6 diariamente por sifoneo de los
desechos metabdlicos sélidos y de los restos de alimento no consumido. Asi mismo, durante la
experiencia se determiné la temperatura (°C), O, disuelto (mg L) (Oximetro digital Hach LDO10=+
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0,01 mg I'Y), pH (pH-metro + 0,01 unidades), NO; (mg L!) y NH, (mg L?) (Test colorimétricos
Nutrafin = 0,05 mg 1?).

2.3.1. Activacién y preparacién del inoculo de A. salmonicida

Para la infeccién experimental se empleé un cultivo de A. salmonicida aislada de larvas enfermas de
C. caementarius e identificada por sistema microbioldgico automatizado VITEX 2 BIOERIEUX, el
cual fue conservado en medio TSA a 4°C en el laboratorio de Microbiologia y Bioquimica de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa. La activaciéon de A. salmonicida se hizo
mediante el sembrado en agar TSA en frascos de penicilina, los cultivos fueron incubados por 24 h a
30°C. A partir de los cuales se preparé el inoculo, realizando una suspensién en solucién salina
fisiolégica estéril y determinando la concentracién de UFC. ml?! mediante turbidimetria, utilizando el
tubo N° 3 del Nefelémetro de Mc Farland, (9x102 bacterias.ml).

2.3.2. Infeccién experimental de A. salmonicida en hembras de C. caememtarius

De los acuarios de mantencién se seleccionaron 12 ejemplares en estado de muda C y/o D segin
Reyes & Lujan (2003) y con un peso vy longitud promedio de 2,900+0,1581 a 5,050+1,4391 gy
4520+0,3114 a 5,533+0,5164 cm, respectivamente. A cada uno de los 6 ejemplares (grupo
EXPERIMENTAL) fueron inoculados con 0,050 ml de la suspensiénde células
viables de 5x10” CFU.mlI! de A salmonicida en el senoventrala travésde Ila
base del primer pleépodo del segmento abdominal, previamente desinfectados con alcohol de 70°
(Fig. 2), los otros 6 ejemplares (Grupo CONTROL) fueron inoculados con 0,050 ml de SSF estéril.
Los ejemplares de cada grupo post inoculacién fueron distribuidos en 2 acuarios de vidrio con 351, e
individualmente en depésitos plasticos circulares debidamente acondicionados (Fig. 3). Se tomaron
cada vez otros 12 ejemplares para ser evaluados a las 12, 24, 48 y 72 horas post-inoculacién,
respectivamente. Como basal, tiempo 0, se tomaron 12 ejemplares pre-inoculacién, distribuidos con
6 ejemplares para el grupo control y 6 para el grupo experimental.

Fueron evaluados los signos clinicos teniendo en cuenta los cambios en el comportamiento y las
caracteristicas externas de los organismos; y la supervivencia en relacién a la mortalidad.

Fig. 2. Inoculacién experimental de A. salmonicida en el seno ventral a través de la base del primer pleépodo
del segmento abdominal.
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Fig. 3. Hembras adultas de C. caementarius distribuidos individualmente en depositos plésticos circulares
debidamente acondicionados. A) Grupo control. B) Grupo experimental.

2.3.3. Determinacién del NTH y NDH en hembras de C. caementarius

Post inoculacién, y segin el tiempo de evaluacién, cada camarén tanto del grupo control y
experimental fueron extraidos de los acuarios y se colocaron sobre una toalla secante con el fin de
eliminar el agua en exceso. La hemolinfa fue obtenida del seno pericardico usando una jeringa de 1
ml, segin Jussila et al. (1997). Para la determinacién del nimero total (NTH) y diferencial (NDH) de
los hemocitos, se tomé un volumen de hemolinfa diluida 1/10 con anticoagulante Alsever modificado
y se utilizé una cadmara de Neubauer v un microscopio Leica DM LS2 de luz convencional de campo
luminoso provisto de contraste de fases. La identificacién se hizo teniendo en cuenta los tipos de
hemocitos, segin Azafero et al (2006) (Fig. 4). El NTH y NDH fue expresado en 10° células.ml?,
teniendo en cuenta la formula segin dJussila (1999).
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Fig. 4. Hemocitos de C. caementarius. Microscopia de Luz convencional de campo luminoso (lzquierda) y
microscopia Luz convencional de contraste de fases (Derecha). Hemocito granuloso (A), hemocito semigranuloso (B)
y hemocito hialino (C). Preparacion en fresco. 40X.
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[ll. RESULTADOS

El nimero total (NTH) y diferencial (NDH) de hemocitos en hembras adultas de C. caementarius
infectados experimentalmente con A. salmonicida se muestran en la tabla 1. El NTH en relacién al
tiempo 0, disminuye significativamente a las 12 h y a las 48 h, con un aumento a las 24 h, pero sin
diferencias significativas. Se incrementa a las 24 horas post infeccién, siendo este el mayor valor
(p<0,05) significativamente diferente a los valores a las 12, 48 y 72 horas (fig. 5). No se observan
diferencias significativas en el grupo control.

Tabla 1: Numero total (NTH) y diferencial (NDH) de hemocitos promedios (+DE) de hembras adultas de C.
caementarius infectados experimentalmente con A. salmonicida

LONGITUD NUMERO DE HEMOCITOS
TEN O TRATAMIENTO Nro. PESO () (cm) o) NDH (celx10)
G SG H
Control 6 33 =04 42 +05 331 *121 031 =005 280 *121 0,20 +0,08
0 Experimental 6 35 =06 47 =04 324 =073% 044 +009% 247 +0,77% 031 *0,08°
12 Oo.nh'ol 6 29 =01 45 =03 134 10,37bC 0,07 i0,0Bch,74 tO,ZSb 053 =021
Experimental 6 30 =01 50 =02 144 =054~ 005 *0,04™088 +049" (51 tO,ng
" Control 6 38 11 52 *05 135 i0,70ad 011 i0,06a 054 i0,32a 0.70 i0,40bd
Experimental 6 41 +09 52 *04 408 *223 063 *029 218 *145 127 =*0,73
48 Control 6 51 +14 55 05 175 tl’lobc 0,07 i0,09bc 0,90 10,82b 0,79 ioﬁ‘uac
Experimental 6 49 =*14 55 =05 148 =153 0,16 *023 090 =1,15 042 =015
29 Control 6 45 +10 53 04 160 t0,82r:lc 014 t0,11a00’94 10,74b 052 i0,34ac
Experimental 6 43 =11 53 #04 146 *221 027 *056 090 *140 029 *026

Los valores con las letras a y b, c y d difieren estadisticamente para p<0.05 segin prueba de Duncan
: Inoculados con 0, 05ml de SSF estéril
: Inoculados con 0,05ml de suspensién de 5x107 CFU.ml* de Aeromonas salmonicida

Control
Experimental
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ad
%‘. 4,08
s 4
*
= 331 394
(%]
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-]
£
£
v bc bc
- 2 1,75
£ 1,34 144
=]
2
g 1
£
S
=
0 T T T T
0 12 24 48
Tiempo (h)
(p< 0,05)
Fig. 5. Nuimero total de hemocitos (NTH) (x10°ml?) promedios de C caementarius infectados

experimentalmente con A. salmonicida.
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En la fig. 6, se observa la curva del NTH en relacién al tiempo de infeccidn, se ve a las 24 horas en el
grupo experimental una tendencia ascendente bien marcada, significativamente diferentes a los otros
tiempos, pero igual con el basal. Posteriormente se ve una disminucién a las 48 horas y mantenerse
significativamente iguales las 72 horas, pero ligeramente por debajo del grupo control, siendo en
estos valores significativamente iguales.

=w=CONTROL

=== EXPERIMENTAL

Niimero total de hemocitos (x105ml?)

Tiempo (h)

(p< 0,09)
Fig. 6. Nimero total de hemocitos (NTH) (x10°ml?) en relacién al tiempo de C. caementarius infectados
experimentalmente con A. salmonicida.

En la tabla 1 se observa que los semigranulocitos muestran los mayores valores en relacién a los
hialinocitos y granulocitos respectivamente. Se observa en la Fig. 7 y 8, que los granulocitos y
semigranulocitos disminuyen a las 12 horas y 48 horas con diferencias significativas (p<0,05) en
relacién al tiempo 0, pero aumentan a las 24 horas, sin diferencias significativas (p>0,05). Se observa
ademas, que a las 72 horas los granulocitos no presentan diferencias significativas, pero si con los
semigranulocitos en relacién al basal. Los hialinocitos, menores que los granulocitos y semigranulocitos
aumentan progresivamente a 12 y 24 horas, siendo estos significativamente diferentes a los del basal,
para luego disminuir a las 48 y 72 horas sin diferencias significativas. (fig. 9).

O CONTROL W EXPERIMENTAL
1,0
- ad
E 0,63
(=]
-
= a
8 05 0,44
=
3
S 031 acC
] 0,27
5 bc
0,16
e o 0,14
0.07 555 0,07 l
0,0 L. . .
0 12 24 48 72
Tiempo (h)
(p< 0,05)

Fig. 7. Numero de granulocitos (x10°ml!) promedio de C. caementarius infectados experimentalmente con A.
salmonicida.
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ECONTROL B EXPERIMENTAL

3 280 a
: 2,47 ac

Semigranulocitos {x105mk1)
N
]

0 12 24 48
Tiempo (h)

(p<0,05)

Fig. 8. Numero de semigranulocitos (x10°ml?) de C. caementarius infectados experimentalmente con A.
salmonicida.

EICONTROL B EXPERIMENTAL

bd

0,79

bc

a 0,53 0,51

Hialinocitos (x10°ml1)
=

0,52 ac

24 48
Tiempo (H)

(p<0,05)
Fig. 9. Numero de hialinocitos (x10°ml?) promedio de C. caementarius infectados experimentalmente con A.
salmonicida.

En relacién a los signos clinicos se observaron ciertas manifestaciones post infeccién con A.
salmonicida en algunos de los ejemplares camarones hembras adultas de C. caementarius, como, un
ligero oscurecimiento del cuerpo a las primeras 12 y 24 horas de la infeccién, asi como observar el
cuerpo ligeramente encorvado. Durante las primeras 12 y 24 horas se mostraron poco activos frente
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al tacto. Tanto en el grupo control y experimental durante las 12, 24, 48 y 72 horas post inoculacién
no se presenté mortalidad.

Los parametros bésicos de calidad de agua tanto de los grupos control y experimental se encontraron
dentro de los rangos de valores considerados normales (Tabla 02).

Tabla 02: Parametros fisicos y quimicos (media * desviacién estandar) del agua de los acuarios durante la
experiencia con C. camentarius infectados experimentalmente con A. salmonicida

Parametro de calidad de agua

Grupo
T (°C) O, (mgl™) pH NO, (mgl") NH; (mgl™)
Control 2498+0,76 6,44+0,08 7,66+0,04 0,38+0,29 0,15+0,1
Experimental 25+0,42  6,66+0,07 7,71+0,01 0,2+0,12 0,15+0,1
IV. DISCUSION

La infeccién con A. salmonicida en hembras adultas de C. caementarius provocé a las 12 horas un
descenso significativo del NTH, en relacién al tiempo 0 basal, para luego incrementar a las 24 horas,
siendo este el mayor valor (p<0,05) significativamente diferente a los valores a las 12, 48 y 72 horas
post infeccién; sin embargo, no hubo diferencias significativas con los del grupo control (Fig. 5). Asi
mismo, en la fig. 6, se observa la curva del NTH en relacién al tiempo de infeccién, en la cual se ve a
las 24 horas en el grupo experimental una tendencia ascendente bien marcada, significativamente
diferentes a los otros tiempos, disminuyendo a las 48 horas y manteniéndose significativamente igual
a las 72 horas, pero ligeramente por debajo del grupo control, siendo estos valores significativamente
iguales.

Supamattaya et al/ (2005) en individuos sanos de P. monodon determinaron un ndmero total de
hemocitos de 10* a 10° células/mm?® mientras que los mantenidos en una ambiente desfavorable (por
ejemplo, contenido bajo de oxigeno), o con infecciones bacterianas o virales, muestran una marcada
disminucién en el conteo de hemocitos, segin nuestros resultados, tabla 1, esto coinciden a las 12
horas, pero difieren ya que se observa que el NTH, fue mayor a las 24 horas en el grupo
experimental en relacién a los del grupo control; sin embargo, Gullian (2001) frente a la inoculacién
de bacterias vivas en cultivos de Penaeus vannamei, demostré que el mecanismo celular no se
mantiene activado, ya que la tasa de estimulacién no difiri6é significativamente del control 12 horas
después del ultimo inéculo; esto es probable, que el mecanismos celular posea un pico de activacién
horas después del ingreso de alta carga antigénica, para luego disminuir en relacién al agotamiento
enzimético. Probablemente una de las razones de la disminucién del NTH a las 12 horas en
hemolinfa es que tras la inoculacién los hemocitos se estarian infiltrando en la zona de inoculacién,
para luego aumentar a las 24 horas y bajar y mantenerse sus niveles.

Tal como se observa la fig. 6 el nimero de hemocitos de C. caementarius, frente a la infeccién con A.
salmonicida aumento desde las 12 horas hasta las 24 horas post infeccién, esto debido a que el LPS
presente en las bacterias Gram negativas como Salmonella typhimurium, Escherichia coli y A.
salmonicida, estaria estimulando la fagocitosis, similar a lo observado en las células sanguineas de la
langosta y el pargo rojo (Supamattaya et a/, 2005). Tal como se conoce, los hemocitos presentan en
sus membranas proteinas como la Lipopolysaccharide Binding Protein (LPSBP) quien reconoce los
lipopolisacéridos (Rendon y Balcazar, 2003; Cooper, 2002), esta proteina fue descrita como una
aglutinina v es capaz de aglutinar bacterias, una vez que reacciona con el LPS o bacterias, esta
proteina se une a los hemocitos y estimula la fagocitosis.
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Segln nuestros resultados, en lo que respecta al NDH, en la tabla 1 se puede observar que los
semigranulocitos muestran los mayores valores en relacién a los hialinocitos y granulocitos
respectivamente. Los granulocitos y hialinocitos a las 24 horas en los grupos experimentales
mostraron un incremento con diferencias significativas (p<0,05) en relacién a los otros tiempos (fig. 7
y fig. 8, respectivamente); sin embargo, los semigranulocitos mostraron valores significativamente
iguales (p>0,05) entre los diferentes tiempos (fig. 9).

Los hemocitos presentes en la hemolinfa de los crustdceos presentan péptidos antimicrobianos
(peneidinas) que constituyen proteinas con actividades antibacterianas y antifungales, estos en los
hemocitos son sintetizados y almacenados dentro de granulos citoplasmaéticos (Rendon y Balcazar,
2003). Lo anterior estaria relacionado con nuestros resultados debido a que dichos granulos
presentes en los semigranulocitos y granulocitos, principalmente en los semigranulocitos, tal como se
observa, en las figuras 7, 8 y 9, estarian cumpliendo dicha funcién lo cual se demuestra con el
aumento a las 24 horas.

Jones, (1999) manifiesta que la importancia relativa de los mecanismos de defensa celular y humoral
en langostas atin no se ha determinado; sin embargo, parece ser que los hemocitos, semigranulocitos
y granulocitos circulantes desempefian un papel central a través de su participacion en
inmunoreconocimiento y en los procesos de neutralizacién y eliminacién de agentes extrafos, esto
por emisién de pseuddépodos y participacion de factores humorales, tal como ocurre en respuesta a
Vibrio sp., siendo la fagocitosis el principal mecanismo de defensa observado. En nuestra
experiencia, A. salmonicida, una bacteria Gramnegativa, estaria siendo fagocitada por los hemocitos
durante las primeras 12 horas hasta las 24 horas, tal como se observa, evitando su diseminacién
posterior.

Cheng et al, (2003) observaron que la inyeccién de bacterias en Carcinus maenas causa
haemocytopenia marcado in vivo, con altas cargas de bacterias que se esta eliminando réapidamente
de la circulacién; asi mismo, el conteo de hemocitos de P. japonicus posterior a la inyeccién del
material bacteriano o extrafio es compensada por la proliferacién de hemocitos circulantes. Por otro
lado, el NTH de M. rosenbergii, 6 h después de la inyeccién con suspensiones de carbono polvo o
Enterococcus aumentd, pero disminuyé significativamente después de 30 h, aumentando a las 54 y
66 h de la inyeccién. El aumento 6 h después de la inyecciéon de material extrafio se considera
debido a la movilizacién de la reserva de hemocitos, y la disminucién después de 30 h y 42 h de la
inyeccién con material extrafio se considera que se relaciona con los hemocitos que fagocitan
particulas extranas, y luego migran a los érganos especificos del cuerpo (por ejemplo: branquias,
intestino y hepatopancreas) o para formar numerosos nédulos pequenos en el sitio de inyeccidn, sin
embargo, la recuperaciéon después de 54 h y 66 h de inyeccién puede ser compensado por un
aumento en la proliferacién de hemocitos circulantes. Lo anterior se relaciona con lo ocurrido en el
caso del comportamiento del NTH y NDH en especial con los semigranulocitos, segin se observa en
las figuras 5, 6, 7, 8y 9.

Las enfermedades en acuicultura, vienen provocando anualmente pérdidas millonarias, por lo que la
prevencion y control encierra la mayor importancia a este problema. Gran parte de las enfermedades
son causadas por virus y bacterias (Rendon y Balcazar, 2003). Una de las principales causas de
pérdidas en la crianza intensiva del camarén de agua dulce Macrobrachium rosenbergii se da por una
infeccién por agentes bacterianos quitinoliticos, representados por especies de la familia Vibrionacea,
presentes en agua dulce y saladas. Estos en condiciones ambientales adecuados no son patégenos,
pero son oportunistas pudiendo instalarse a partir de lesiones del exoesqueleto. Asi mismo, otros
factores agravantes son una calidad inadecuada del agua, acumulacién de restos alimenticios y
detritos en los estanques, superpoblaciéon y alimento alterado. Estas bacterias quitinoliticas, como
Aeromonas sp., Pseudomonas sp. y Vibrio sp. causan la enfermedad conocida como necrosis
bacteriana o “black spot” (Hipolito, et al. 1996). En nuestra experiencia, las condiciones ambientales
y alimentacién se mantuvo en condiciones éptimas y debidamente controladas durante toda la
experiencia, la infeccién experimental con A. salmonicida en machos adultos de C. caementarius no
provoco lesiones ni cambios graves evidentes en los ejemplares infectados, solo mostraron
comportamientos y un ligero oscurecimiento en las primeras 12 horas.
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Asi mismo, Aguirre y Asencio (2000) reportan que Benekea spp. Pseudomonas spp., Aeromonas
spp., Spirillum, spp son bacterias asociadas con enfermedad quitinolitica bacteriana, enfermedad de
la concha, marrén, quemado, o enfermedad de las manchas negras y la enfermedad de la roya. Estas
bacterias podrian afectar a todas las especies de peneidos sometidos a cultivos. El exoesqueleto de
los organismos infectados se erosiona, necrotiza e inflama, y se melaniza, semejando a una vibriosis.

Jones, (1999) manifiesta que el exoesqueleto de la langosta es una barrera efectiva que evita la
entrada de agentes infecciosos, asi como proporcionan anclaje muscular y proteger el tejido blando
subyacente. Esto es muy dificil de penetrar, incluso para los agentes patégenos que secretan
quitinasas extracelulares. Tras una lesién del exoesqueleto, se requiere el sellado rapido para evitar la
pérdida de hemolinfa y minimizar la invasién oportunista. Las reacciones que conducen a la herida
en la reparacién langostas consisten de una rapida acumulacién de hemocitos vy la agregacién en la
zona de la herida seguida por una coagulacién intravascular.

Segin Supamattaya et a/ (2005) los problemas de enfermedades son comunes en P. monodon,
siendo las enfermedades méas importantes y conocidos causadas por el virus de la mancha blanca, el
virus de la cabeza amarilla, y vibriosis, especialmente la enfermedad luminiscente causada por Vibrio
harveyi, mostrando el efecto de estas tres enfermedades en camarones una reduccién en el recuento
de hemocitos y actividades fagociticas en comparacién con P. monodon saludables como control. Tal
como se observé en nuestra experiencia el NTH y NDH, principalmente los semigranulocitos
aumento. Esta claro que las enfermedades infecciosas tienen un gran efecto en la composicién de la
hemolinfa y la funcién del sistema inmune en P. monodon ya que estos parametros se ven alterados
notablemente cuando se comparan los camarones infectados y sanos.

La infeccién experimental, no produjo mortalidad durante el tiempo que durd la experiencia, esto
debido a la resistencia de los ejemplares, ya que se trabajé con adultos, siendo estos mas resistentes a
diferencia de los estadios larvales los cuales son mas susceptibles, siempre y cuando se mantengan
buenas condiciones de cultivo y una nutricién adecuada.

Trujillo, et al. (2005) estudiaron la mortalidad en camarones expuestos a una concentracién de 10°
ufc ml! de UVibrio sp. o V. parahaemolyticus, presentandose diferencias significativas en su
susceptibilidad a las diferentes cepas de Vibro empleadas, lo que sugiere que existen diferencias en la
patogenia generada por las diferentes especies y cepas de Vibrio, llegdndose a generar la muerte de
los organismos a las 240 h Post exposicién (PE), observandose los sintomas de la enfermedad desde
las 72 h PE. Dependiendo de la cepa, genera distintos porcentajes de mortalidad, lo que indica que
la resistencia a los agentes patégenos puede estar relacionada con la especie de crustaceo, estadio y
edad que se esté empleando. Por otro lado, es importante tomar en cuenta que las condiciones de
laboratorio difieren de las condiciones obtenidas durante el cultivo. Ellos, utilizaron concentraciones
de V. harveyi para infectar juveniles de Penaeus monodon, v reportaron mortalidades superiores al
50%. Infectaron con Vibrio sp. (107 ufc ml) larvas de Marsupenaeus japonicus, Artemia sp. y
Palaemon paucidens, obteniendo sobrevivencias del 70-100%, lo que sugiere que la dosis bacteriana
a la cual los camarones estdn expuestos puede ser un elemento significativo en términos de la
patogenia. Por lo anterior, el cultivo de A. salmonicida a la dosis empleada de células
viables de 5x10” CFU.ml"! no resulto ser patégena para los ejemplares adultos machos de C.
caementarius.

Los parametros de calidad de agua durante la experiencia estuvieron dentro de los rangos normales,
esto como se conoce para evitar el estrés, tal como lo manifiesta Supamattaya et a/ (2005), los
parametros importantes de calidad del agua en el cultivo de P. monodon incluyen parametros fisicos
(como la transparencia y la temperatura), los parametros quimicos (pH, oxigeno disuelto (OD), la
dureza, salinidad, requerimientos de cal para el suelo, alcalinidad, nitrito (NO%), nitrato (NO%),
amoniaco (NH3')), los factores biolégicos (por ejemplo, la ecologia, las especies microbianas,
composicidon y abundancia de plancton).
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Teniendo en cuenta que el cultivo de camarén ha tenido un impresionante crecimiento de
importancia econémica v social, en muchos paises en desarrollo; sin embargo, ha sido afectada por
enfermedades infecciosas, principalmente de etiologia bacteriana y viral causando gran pérdida de
produccién. La sostenibilidad de la industria del camarén depende del control de la enfermedad vy el
estado de salud de los camarones; desde este punto de vista, el sistema inmunolégico es una
herramienta de valor para evaluar la salud del camarén. Varios autores han estado trabajando en la
cuantificacién de diferentes parametros celulares y humorales de la respuesta inmune del cultivo de
especies de camardn, tales como: el recuento de hemocitos, reactivos intermediarios del oxigeno
(ROI), cuantificacion de la actividad de fenoloxidasa (PO), medicién de la actividad antibacteriana,
determinacién de la concentracién de proteina plasmatica, y anticuerpos especificos contra varias
proteinas humorales. Para la aplicaciéon de estos criterios inmunes en programas de control de la
salud vy de seleccién genética, es importante identificar los marcadores bioldgicos inmunes de
resistencia a las enfermedades, por lo que es importante tener un modelo de infeccién experimental
lo cual permita la correlacién de los parametros inmunolégicos con la resistencia a las enfermedades;
sin embargo, para llevar a cabo la vigilancia de la salud, es necesario controlar las actividades
acuicolas, conociendo las condiciones ambientales y los valores normales y anormales de la respuesta
inmune de camarones (Rodriguez y Le Moullac, 2000). La interpretacién de resultados de las
pruebas inmunes, debe hacerse considerando factores que interfieren directamente sobre cada uno
de estos parametros. En los camarones, estan principalmente la edad, sexo, estado de muda, estrés
(ambiental, nutricional o séptico) y condiciones sanitarias (presencia o ausencia de enfermedad); en
el agua de cultivo estd principalmente la temperatura, salinidad, pH, oxigeno disuelto y presencia de
substancias toxicas (de origen quimico o biolégico). (Morales y Cuellar, 2008).

Por lo tanto, el uso de criterios de resistencia abre muchas posibilidades de investigacién: los
sobrevivientes de infecciones experimentales y camarones con alto nivel de expresién de marcadores
de resistencia podria ser utilizada en la seleccién de los reproductores. Ademas, es importante para
iniciar estudios sobre la heredabilidad de los pardametros inmunes. La aplicacién de los conocimientos
fundamentales de la inmunologia y otras areas de investigacién, como la epidemiologia v la genética,
podrian contribuir a la mejora de las practicas de gestiéon en acuicultura y en la domesticacién de
camarones adaptado a las condiciones de cria (Rodriguez y Le Moullac, 2000).

V. CONCLUSIONES

1. El NTH en hembras adultas de C. caementarius infectados experimentalmente con A.
salmonicida, disminuye significativamente a las 12 h y a las 48 h, con un aumento a las 24
h, sin diferencias significativas, en relacién al basal, pero siendo significativamente diferente
(p<0,05) alas 12, 48 y 72 horas.

2. Los semigranulocitos mostraron los mayores valores a las 24 horas en relacién a los hialinos
y granulocitos, sin existir diferencias significativas a las 12h, 48h y 72h.

3. El hemocitograma (NTH y NDH), es considerado como un pardmetro inmunitario indicador
del estado de salud y que se presenta como una opcién viable importante en el diagnéstico
de enfermedades bacterianas en el camarén de rio.
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