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Investigadores notan mayor supervivencia y signos histolégicos de
regeneracion de hepatopancreas en pruebas en Vietham con INVE

Este estudio demostré que los tratamientos con probidticos comerciales
tuvieron efectos beneficiosos para el camarén blanco del Pacifico,
incluyendo una mayor supervivencia y signos histolégicos de
regeneracion de hepatopancreas.
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El sindrome de la mortalidad temprana (EMS) es un sindrome de gestion. Una combinacién de factores adversos en la
nutricién, la bioseguridad, la fisiologia del huésped, y especialmente la gestién microbiana conduce a una situacién en la
que los agentes patdégenos oportunistas tales como Vibrio parahaemolyticus pueden florecer y dominar la microbiota
alrededor y dentro de los camarones. Cuando factores de virulencia adicionales, tales como la colonizacion del estémago
y la produccién de toxina se afiaden a esta situacion, las enfermedades como la necrosis aguda del hepatopancreas
(AHNPD) causaran pérdidas graves.

INVE Aquaculture ya ha estado trabajando en este tema desde hace mas de una década, en el contexto de la vibriosis
“tradicional.” Por ello, era un paso légico el extrapolar nuestros tratamientos pro- y metafilacticos establecidos para esta
nueva variante de Vibrio. Al aplicar nuestros probidticos en el campo, como parte de un protocolo de intervencion integral,
se ha recolectado una cantidad significativa de datos empiricos de la accidn beneficiosa de Bacillus probiéticos durante
el cultivo de camarones. En este estudio nuestro objetivo fue medir los efectos de los probiéticos Sanolife en un modelo
de desafio a AHPND estandarizado en condiciones controladas de laboratorio.

Camarones de Ensayo

Camarones blancos del Pacifico (Litopenaeus vannamei) fueron criados y cuidados en el criadero de camarones y vivero
de la Facultad de Acuacultura y Pesca, Universidad de Can Tho. Las poblaciones de camarén estaban bajo vigilancia para
WSSV, YHV (1Q2000 YHV/GAV) y Vibrio de AHPND para mantener el estatus SPF.

Para este estudio, se utilizaron camarones de las etapas PL20-25, con un peso corporal promedio alrededor de 1 g, la
edad y el tamafio mas afectados por EMS / AHPND bajo condiciones de cultivo. Agua de mar natural se utiliz6 en todos
los experimentos, esterilizada y diluida a 25 g/L, una salinidad tipica de engorde de L. vannamei. Este estudio fue
publicado originalmente en Aquaculture Asia Pacific 11(6):14-17.

Bacteria

Designamos la cepa bacteriana utilizada en este estudio como LTS14. Fue originalmente aislada de camarones
diagnosticados con (histo)patologia de AHPND en Vietnam en mayo de 2014 y almacenada a -80°C en TSB suplementado
con NaCl al 1,5 por ciento y 25 por ciento de glicerol. La bacteria fue identificada como V. parahaemolyticus, por las
colonias verdes en TCBS, pruebas bioquimicas convencionales APl 20E y PCR con cebadores LTH. Ademas, el aislado fue
positivo en PCR con cebadores AP3.

Antes del estudio, la virulencia de LTS14 se evalu6 extensivamente por desafios en vivo, y se comparé con otras cepas. La
dosis de desafio se afiné con el fin de obtener una curva de mortalidad LDsg-¢0 Sub-aguda reproducible (Figura 1).
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Fig. 1: Curvas de mortalidad acumulada de las valoraciones in vivo de V.
parahaemolyticus LTS14. Cada dosis se administr6 a 6 tanques
replicados con 10 camarones. Basado en este experimento, se
seleccioné la dosis de 2 x 105 CFU/ml para desafios adicionales, debido
a su curso sub-agudo.

Desafio

Los cultivos bacterianos se criaron por 24 horas en TSB suplementado con 1,5 por ciento de NaCl a 28°C. Sobre la base
de la curva estandar determinada para la cepa, la suspension bacteriana se diluyé en agua de mar a una DO
correspondiente a 108 células/ml. Los camarones se sumergieron durante 15 minutos en este cultivo bacteriano con
aireacion continua, y luego ambos solucién bacteriana y camarones se transfirieron a los acuarios con agua de mair,
reduciendo la concentracion bacteriana a 105, 2 x 105, 105, 2 x 108 células/ml. No se recambio el agua de mar hasta dos
dias después del desafio, cuando se renové el 20 por ciento de agua diariamente.

Diseno experimental

Los camarones del experimento fueron sembrados a una densidad de 30 individuos por acuario con 30 litros de agua y
aireacién continua, y los pardmetros del agua se mantuvieron constantes a 29+1°C, pH 7,7 £ 2, NH3 <0,1 mg/LyOD a 4
mg/L con intercambio de agua diariamente.

Los siguientes cinco tratamientos por triplicado, se compararon:
Descripcion de Desafio con V.

tratamiento parahaemolyticus
Control 3 a
negativo (NC)

Control 3 4

positivo (PC)

Control doxiciclina
antibiético  2gkg?'  +

(AB) alimento

Sanolife PRO- 10g kg™
2 (PRO-2) alimento
Sanolife PRO- ;
5mgl’ +
W (PRO-W) g
Las aplicaciones de alimento fueron recubiertas con cada racion y se afiadio la aplicacién de Sanolife PRO-W al agua del
acuario una vez al dia. La dosis de Sanolife PRO-2 fue de 2 x 108 UFC de Bacillus por g de alimento, y la dosis de Sanolife
PRO-W fue de 2,5 x 10° UFC de Bacillus por ml de agua. Aparte del NC, todos los camarones fueron desafiados con 2 x
10° UFC/ml de LTS14 y un seguimiento clinico se realizé durante 15 dias después de la exposicion.

La evaluacion de los tratamientos se basé en la comparacion estadistica de: (1) la gravedad y el momento de aparicién de
los signos clinicos; (2) la mortalidad acumulada; y (3) la gravedad de la puntuacién en la histopatologia.

Gravedad de los signos clinicos AHPND

Se observaron signos clinicos tales como anorexia, letargo y coloracién palida del cuerpo y hepatopancreas en 75 por
ciento de los animales en el grupo de control positivo tan pronto como 24 horas después del desafio. Los camarones en
los grupos AB y Sanolife PRO-W también mostraron sintomas de AHPND, pero con anorexia menos pronunciada, y en un
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grupo reducido de animales (50 por ciento). Menos de 20 por ciento de los camarones que recibieron Sanolife PRO-2 se
registraron con sintomas de AHPND, y con un retraso significativo de 72 horas después del desafio. Fotos representativas
de sintomas generales se muestran en la Figura 2.

Fig. 2: Sintomas generales 48 horas después del desafio con 2 x 105
UFC/ml de V. parahaemolyticus LTS14. (A) camarones control negativo
(NC); (B) camarones control positivo (PC); (C) camarén tratado con
Sanolife-2 PRO. Sintomas generales de AHPND: ausencia de alimento en
el intestino, decoloracién palida y atrofia del hepatopancreas se pueden
observar claramente en los camarones PC. Signos de la enfermedad
fueron retardados y atenuados en los animales tratados con Sanolife
PRO-2.

Mortalidad reducida

La mortalidad comenzé en el grupo PC 1 dpi (dias después de la inoculacién) y alcanzé una mortalidad acumulada de 52
+ 10 por ciento después de 10 dias (Figura 3). En los grupos AB y Sanolife PRO-W, la mortalidad también se inicié a 1 dpiy
la mortalidad acumulada alcanzo6 32 + 12 por ciento y 34 + 5 por ciento, respectivamente. Un retraso en la mortalidad de 4
dias se observo para el grupo Sanolife 2-PRO, con una mortalidad acumulada parando en 17 + 3 por ciento después de 9
dias. El resultado de Sanolife PRO-2 fue estadistica y significativamente mas bajo que el PC, pero también mas alto que el
3 + 3 por ciento del NC.
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Fig. 3: Curvas de mortalidad acumulada de los grupos de tratamiento
después del desafio con 2 x 105 UFC/mI de V. parahaemolyticus LTS14.
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NC: control negativo, PC: control positivo, AB: 2 g de doxiciclina/kg de
alimento, Sanolife PRO-2: 10 g/kg de alimento, Sanolife PRO-W: 5 mg/L
de agua de cria.

Histopatologia

Imagenes representativas de analisis histopatoldgico de camarén en los diferentes tratamientos.

Fig. 4A: Control negativo: histologia normal de hepatopancreas, con
tipos de células diferenciadas, células B-notables con vacuolas.
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Fig. 4B: Control positivo (4 dpi): Redondeo y descamacion de las células
del epitelio del hepatopancreas debidos a toxina de V. parahaemolyticus
(punta de flecha) en un tudbulo necrotizante, rodeado de espesa
encapsulacion hemocitica.
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Fig. 4C: Control positivo (10 dpi): infiltraciéon hemocitica severa alrededor
de tdbulos de hepatopancreas, desprendimiento de células del
hepatopdncreas al estbmago combinada con la pérdida de tipos de
células (células B-, F-y R-).
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Fig. 4D: Sanolife PRO-2 (10 dpi): se observé redondeo y descamacion de
las células del epitelio del hepatopancreas en forma esporddica (punta
de flecha D2). La altura del epitelio se redujo respecto al NC, pero la
pérdida de la diferenciacion celular tipo era menos pronunciada
(principalmente menos células B). La infiltracién hemocitica era menos
profusa, con el espacio intersticial pareciendo mas fibroso.
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Perspectivas

El modelo de desafio a AHPND desarrollado y estandarizado para este estudio resulté en una curva de mortalidad del
control positivo que alcanza su maximo después de varios dias, y que no acaba con todos los camarones inoculado. Esto
estd mas en linea con los brotes de AHPND en las granjas de camarén y también ofrece una mejor oportunidad para
evaluar las posibles intervenciones terapéuticas que muchos modelos reportados de proteccién que usan
imposiblemente altas concentraciones bacterianas y que resultan en mortalidad hiper-aguda.

Los resultados de nuestro estudio de laboratorio muestran que tratamientos de Sanolife PRO-2 y de probidticos Sanolife
PRO-W por si mismos tienen efectos beneficiosos, como una mayor supervivencia y signos histolégicos de regeneracion
de hepatopdancreas. Sin embargo, similar a los tratamientos con antibiéticos, los tratamientos de probiéticos no son
suficientes para proteger completamente al camaroén de la enfermedad. Para ello, es necesario un enfoque holistico,
apoyando y corrigiendo el sistema de cria y el estado de salud del camarén en todos los niveles.
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