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RESUMEN
En el presente trabajo se planteé estudiar la variabilidad del ndmero de animales
susceptibles (no infectados), infectados, enfermos y muertos en una poblacién de
camarones juveniles Penaeus vannamer afectada con la enfermedad de la Mancha Blanca
(WSD), en funcién de la temperatura, carga viral y ruta de transmisién viral. Se realizaron
tres bioensayos desafiando los animales (0.3 — 1.2 g) con el virus del sindrome de la

Mancha Blanca (WSSV).

El Bioensayo 1, fue disefiado para obtener a través de infecciones individuales, niveles
letales (LDso ¥ LDgo) de concentracién de WSSV. Sin importar la ruta de transmisién
(ingestién o inmersién) o concentracién de carga viral (5 concentraciones de material
infectado), los individuos que fueron desafiados en forma aislada presentaron muy bajas

mortalidades (< 16.7 %). Por lo tanto, no fue posible obtener las dosis letales de WSSV.

En el Bioensayo 2, al comparar la mortalidad, en desafios por ingestién, entre individuos
aislados e individuos desafiados colectivamente, se observé que consistentemente con los
resultados del Bioensayo 1, los individuos desafiados en forma aislada presentaron una
baja mortalidad (< 5 %). Mientras que, la mortalidad en los individuos desafiados
colectivamente fue superior (hasta el 100 %) y estuvo relacionada con la carga viral. Los
resultados de ambos bioensayos sugieren que los animales pueden controlar la
enfermedad si ellos no son reinfectados. Mientras que, la agrupacién de individuos
aumentaria las posibilidades de transmisién secundaria e incrementaria los niveles de

infeccidn.



xix

En el Bioensayo 3 fue diseflado para estudiar la relacién de la carga viral, ruta de
transmisidn y temperatura sobre la transmisién, patogenicidad y virulencia. A través del
anlisis de PCR (transmisi6n) e histologia (patogenicidad), se encontré que la infeccién y
la enfermedad de juveniles Specific Pathogen-Free (SPF) estuvieron relacionadas con la
ruta de transmisién viral y la temperatura, siendo significativamentes mas efectivas por
inmersién que por ingestién. Con respecto a la temperatura, se observé significativamente
mayores prevalencias en los individuos desafiados a 29 °C. En tanto que, se encontré
mayores ocurrencias de infeccién y de enfermedad a 33 que a 31 °C. Sin embargo, el
indice histologico, que combiné la ocurrencia y el grado de enfermedad en una sola
variable, mostré una tendencia lineal decreciente relacionada a la temperatura. Asi, en
términos de severidad, los animales desafiados a 33 °C estuvieron menos enfermos que
los desafiados a 29 o 31 °C. Por otro lado, se encontrd similares porcentajes de infeccién
y de enfermedad usando diferentes concentraciones de carga viral, sugiriendo que la
minima carga viral efectiva que se usd, fue suficiente para producir la infeccién y el
desarrollo de la enfermedad. La mortalidad estuvo directamente relacionada con los
niveles de carga viral e inversamente relacionado con la temperatura. Las mayores
mortalidades se encontraron a 29 °C, en tanto la mortalidad a 33 °C fue inexistente a todas

las concentraciones empleadas.

Los resultados obtenidos en el Bioensayo 3 permitieron determinar las probabilidades de
transmisién, patencia y mortalidad. Esta informacidn sirvi6 para desarrollar un modelo
dindmico de la epidemia de WSD, el cudl al ser evaluado, presenté valores predictivos
satisfactorios. El modelo propuesto resulta en una contribucién al modelo epidémico de la
enfermedad de la Mancha Blanca, al asumir que sus principales parimetros

(susceptibilidad, patogenicidad y virulencia) no son constantes, sino dependientes de las



variables previamente estudiadas. Se pretende ademas, que el modelo propuesto sirva en
el futuro como un prototipo para el desarrollo de modelos tedricos para otras

enfermedades infecciosas en camarones P. vannamei,



1. INTRODUCCION

La produccién camaronera, en todas sus fases de cultivo, es atrayente para la inversién
economica debido a los altos niveles de ganancias y a la creciente demanda del mercado
internacional. Esto se ha visto reflgjado en el crecimiento acelerado durante las Wltimas
tres décadas de la produccién de camarones peneidos de cultivo (FAQ, 2003). En la
década de los 80, la produccién mundial experiment6 un especial crecimiento, debido
principalmente al incremento del drea de cultivo. Sin embargo, a partir de los 90, la
produccién se vid afectada por problemas graves relacionados con brotes de
enfermedades infecciosas, lo que junto a la disminucién de los precios en los mercados

internacionales ha conllevado a serias pérdidas econdmicas (Chamberlain, 2001).

La enfermedad de la Mancha Blanca (WSD, por sus siglas en inglés), producida por el
virus del sindrome de la Mancha Blanca (WSSV, por sus siglas en inglés), es considerada
como una de las enfermedades virales de mayor patogenicidad en los camarones peneidos
(Lo et al, 1996). Desde 1999, el WSSV ha afectado los niveles productivos del camarén
blanco Penaeus vannamei en varios paises del hemisferio occidental (Jory y Dixon 1999).
En Ecuador, la produccién decreci6 de un promedio anual de 1900 Ib ha en 1998 a
menos de 600 Ib ha! entre el 2000 y 2001, con niveles de supervivencia promedios enfre
0y 20 % (CORPEI, 2001). Actualmente, en Ecuador las mortalidades ocasionadas por el
WSSV han decrecido, en parte debido a las practicas de manejo emprendidas por los
productores. No obstante, todavia ocurren brotes de Mancha Blanca, incluso en los meses
calidos, que repercuten negativamente en la produccién final. En general, existen muchos
vacios de conocimiento relacionados con el efecto de los determinantes basicos sobre la

dindmica de una epidemia de WSD. En tal sentido, una de las metodologias que la



epidemiologia humana y veterinaria utiliza para profundizar en el entendimiento de la
dinadmica de las epidemias y para predecir su ocurrencia en diferentes circunstancias, es el

desarrollo de modelos tedricos.

Como una contribucién al conocimiento sobre la dinimica de la enfermedad de la
Mancha Blanca, en esta tesis se plantea como objetivo general estudiar la variabilidad en
el iempo de los componentes de una poblacién de camarones P. vannamei afectada por la
enfermedad: ammales susceptibles 6 no infectados, infectados, enfermos v muertos, en
funcién de tres determinantes béasicos de WSD: temperatura, ruta de transmisién viral y
carga viral. Como objetivos especificos se plantet: i) estudiar el efecto de las variables de
estudio sobre los pardmetros de transmisién, patogenicidad y virulencia de WSSV, i)
determinar la ruta de transmisién viral que produce un mayor porcentaje de animales
infectados, y iii) determinar la combinacién de temperatura y carga viral que produce un
mayor porcentaje de animales enfermos. La metodologia usada para cumplir los objetivos
fue el desarrollo de un modelo tedrico de la epidemia de Mancha Blanca en funcién de los
tres determinantes previamente mencionados. Es importante resaltar que, el modelo
propuesto es una simplificacién de la enfermedad, ya que debido a la naturaleza
multifactorial de la WSD, es un hecho que muchas ofras variables estin asociadas con la
dindmica de la epidemia. Sin embargo, se ha privilegiado utilizar las tres variables en
mencién a otras tales como, edad del animal, resistencia genética, estrés, u otros, por la
mayor facilidad de manipulacién y porque la literatura muestra que son claves para la
dindmica de la epidemia. As{, al momento se conoce que, la temperatura es el
determinante mas importante de la enfermedad. Por ejemplo, determinadas zonas
productivas latinoamericanas, tales como la zona camaronera del Caribe Colombiano, no

han sido gravemente afectadas por el virus, lo que ha sido relacionado con temperaturas



de cultivo entre 28 y 29 °C. Ademés, estudios realizados en el CENAIM han demostrado
que animales infectados pueden sobrevivir al virns, si son cultivados a temperaturas de 33
°C (Sonnenholzner et al, 2002), mostrando que la temperatura juega un papel
predominante en la disminucién del impacto de la enfermedad (Vidal ez al., 2001). Otros
estudios, realizados en el CENAIM, sugieren que la transmisién viral por inmersién es
una importante ruta de transmisién horizontal, la que inclusive podria producir mayores
niveles de infeccién que la transmision por ingestion (Blake 2004), explicando en parte,
la alta prevalencia del virus en los camaroneras ecuatorianas. De acuerdo a Durand y
Lightner (2002), la carga viral de los tejidos de camarén infectado es uno de los mas
importantes factores en la progresién y transmisién de la enfermedad. Mientras que otros
autores coinciden en que se obtienen diferencias significativas en la mortalidad de
acuerdo a la concentracién de carga viral y que ademas distintas rutas de transmisién viral
producen diferentes niveles de mortalidad en animales desafiados con WSSV (Wu et al,

2001 y Prior et al, 2003).

El modelo desarrollado en esta tesis constituye el segundo modelo epidémico de WSD
para camarones P. vannamei, luego del propuesto por Lotz y Soto (2002), donde los
autores definen a los pardametros de transmisi6n, patogenicidad y mortalidad como
constantes fijas y dependientes tinicamente del tamafio de la poblacidén. Por tanto, el
modelo propuesto resulta en una contribucién significativa al modelo epidémico de
Mancha Blanca, al asumir que tales parametros no son constantes, sino dependientes de
las variables previamente estudiadas. Se pretende ademas, que el desarrollo de este
modelo sirva en el futuro como un prototipo para el desarrollo de modelos tedricos para

otras enfermedades infecciosas en camarones P. vannamel.



2. REVISION BIBLIQGRATICA

2.1. PRINCIPIOS DE UNA ENFERMEDAD

El término enfermedad se refiere a una alteracién del estado normal de salud,
cuantificable en términos de la reduccién de la supervivencia o crecimiento (Kinne 1980).
En el caso de enfermedades infecciosas, un organismo o agente patégeno (virus,
rickettsias, bacterias, hongos, protozoarios o anélidos) infecta otro organismo
(hospedero). La infeccion constituye la entrada, desarrollo y multiplicacién del agente
dentro del organismo del hospedero. Segun de Blas et al. (in press), 1a evolucién temporal
de una enfermedad determina ciertos patrones conocidos como: enfermedades endémicas
(la enfermedad ocurre en forma constante con un equilibrio entre el agente y el
hospedero), Aiperendémica (la enfermedad ocurre en forma endémica pero afectando a un
elevado porcentaje de la poblacién), epidémica (aumento abrupto de la enfermedad, con
desequilibrio a favor del agente), pandémica (epidemia de gran propagacién geografica),
mixta (patrones epidémicos y endémicos), esporddica (brotes irregulares de una

enfermedad) 6 anadémica (originada por un tinico foco comun).

2.2, DETERMINANTES DE LA ENFERMEDAD

La presencia del agente patdégeno es una causa necesaria, pero no suficiente para que
ocurra una enfermedad infecciosa. Ademas del agente etioldgico se conocen otros dos
determinantes de una enfermedad. Por un lado, estin las condiciones de susceptibilidad
(fisiologicas y genéticas) del hospedero, y por otro lado, las caracteristicas del ambiente

(ambiente fisico y manejo). Este Gltimo es muy importante en la acuicultura, ya que la



intensificacion, practica comun en los sistemas de produccién animal, origina complejas
interacciones entre los determinantes de la enfermedad. En tales condiciones, aun un
pequefio cambio en algunos de estos factores puede provocar suficiente estrés para causar
la expresién de la enfermedad. Los tres determinantes conforman lo que se ha
denominado la triada epidemiolégica (Martin ef al., 1988). Segiin ¢l concepto de la
triada, la enfermedad ocurre cuando se presenta una combinacién de los tres
determinantes (Figura 1). Por ejemplo, en el caso de la Mancha Blanca (WSD), la
enfermedad es causada por condiciones propicias del camaron, el agente (WSSV) y el
ambiente presente en las piscinas de cultivo (Figura 1). Dependiendo de la gravedad de la
enfermedad se registrarin distintos niveles de morbilidad, 6 probabilidad de que los
individuos de una poblacién adquieran la enfermedad en un momento (el término
morbilidad es referido como incidencia) o periodo de tiempo, en éste caso, el término
corresponde exactamente a la prevalencia de la enfermedad. Mortalidad se refiere ala
probabilidad de que los individuos de la poblacién mueran como consecuencia de una
determinada enfermedad en un periodo de tiempo, que impactar4 en mayor o menor grado
en la produccién,

En las enfermedades simples, el agente infeccioso es el determinante principal y los
determinantes ligados al hospedero y al ambiente son de menor importancia. En las
enfermedades complejas, predomina una naturaleza multifactorial con interacciones entre

¢l agente, el hospedero y el ambiente (Thrusfield 1995).



Hospedero

Enfermedad

Figura 1. Triada epidemiolégica conformada por los tres determinantes (agente,
hospedero y ambiente) de una enfermedad. Ejemplo para el caso de la
enfermedad de la Mancha Blanca,

2.2.1. Determinantes del agente

Los agentes patdgenos poseen ciertas caracteristicas que determinan una enfermedad. Asi,
la contagiosidad o habilidad del agente para propagarse en una poblacidén estd
directamente relacionada con la incidencia o tasa de ataque (nuevos enfermos o
infectados con respecto al total de individuos susceptibles) (Thrusfield 1995; de Blas et
al, in press). La infecciosidad, es la capacidad de un agente patégeno de introducirse,
multiplicarse y transmitirse en los tejidos del hospedero, lo que est4 directamente
relacionado con la dosis de infeccion, o nivel umbral de carga infecciosa que debe
superarse para que se produzca una infeccion efectiva. La infeccién puede ser inaparente
(infeccion sin sintomas o signos clinicos) o aparente (cuando se observan signos
clinicos). Esta tltima puede ocurrir en distintas intensidades: leve, moderada, aguda,
crénica o grave (de Blas et @/, in press). La patogenicidad es 1a capacidad de un agente
patdégeno de multiplicarse en el organismo y desarrollar 1a enfermedad y es estimada por

el nimero de individuos infectados que enferman (de Blas ef al, in press). La virulencia



es el potencial de un agente para producir cuadros agudos y/o graves (de Blas ez al, in
press) y puede ser estimada a partir de la Jetalidad (calculada como el nimero de
animales enfermos que mueren), donde las dosis de niveles letales de concentracion viral
(1.Dso y LDog), que matan al 50 y 90 % de la poblacién, son los parametros utilizados para
su estimacién. La estabilidad corresponde al tiempo durante el cual el agente puede
mantener su infecciosidad fuera del hospedero. Mientras que, la antigenicidad es la
capacidad del agente para producir una respuesta defensiva (inmune) en el hospedero (de

Blas etal.,, inpress, Thrusfield 1995).

2.2.2. Determinantes del hospedero

Las caracteristicas del hospedero tales como: especie, raza, sexo, edad, tamaiio, anatomia,
estado fisioldgico, caracteristicas genéticas y capacidad reproductiva constituyen los
determinantes intrinsecos del individuo. Estos estin relacionados con la susceptibilidad,
que es la sensibilidad del individuo a infectarse tras la exposicidn al agente patégeno. La
susceptibilidad est4 fuertemente condicionada por el estado inmunitario del individuo,
pudiendo variar con las especies y el estadio de vida del hospedero (Thrusfield 1995;
Wang ef al, 1999). Por otro lado, la receptividad, que es la posibilidad de que un
hospedero permita la entrada y multiplicacién de un agente patdgeno en sus tejidos,
también estd relacionada findamentalmente con las caracteristicas intrinsecas de los
individuos (de Blas ef al, in press). Segun el teorema del umbral minimo, debe existir
una determinada proporcién de animales susceptibles, denominada, /istén de Kendall,

para que ocurra la enfermedad (de Blas et al, in press).



2.2.3. Determinantes ambientales

Los determinantes ambientales o extrinsecos son las caracteristicas del medio que pueden
actuar como causa, generalmente como inductores de estrés (respuesta no especifica del
organismo ante cnalquier demanda que se le imponga, Selye 1936), 6 como medio de
transporte de los agentes causales (de Blas et al, in press). Los determinantes
ambientales incluyen la localidad, el clima, la nutricién, factores sociales o de
comportamiento (territorialidad, gregarismo, etc) y las practicas de manejo. Por ejemplo,
se ha probado en camarones, que la alta densidad y determinadas condiciones ambientales
de cultivo son factores estresantes y predisponen al animal a las enfermedades
infecciosas (Lightner y Redman 1998). La temperatura del agua es probablemente la
variable ambiental més importante en la mayoria de las especies, dado que afecta
directamente al metabolismo animal. Asi, la temperatura influye sobre el consumo de

oxigeno, crecimiento, muda, supervivencia, y en general en el desarrollo de las

enfermedades en peneidos (Chen ef @/, 1995; Hennig y Andreatta 1998).

Seglin Halloran (1998), en toda enfermedad infecciosa, las lineas temporales de la
infecciosidad (Figura 2) incluyen: i) el periodo de latencia, que es el intervalo de tiempo
entre la infeccidon y el desarrollo de la infectividad, ii) el periodo de infectividad o
infectante del hospedero, que es el periodo de tiempo durante el cual el hospedero puede
infectar a otros hospederos y; iii) periodo #e infeccioso o no infectante, al que se llega por
recuperacién de la infeceidn, por el desarrollo de inmunidad o por la muerte. Mientras
que, las lineas temporales de la enfermedad (Figura 2) incluyen: i) el periodo de

incubacion o periodo de tiempo desde la infeccidén hasta la presentacién de signos



clinicos de la enfermedad, ii) el periodo sintomdtico o de enfermedad, que es el periodo
durante el cual se presentan los signos clinicos caracteristicos de la enfermedad y; iii)
periodo de no enfermedad, cuando eventualmente el hospedero deja el estado sintomético
por recuperacion de los sintomas o por la muerte (Figura 2). Si el hospedero se recupera
de los sintomas pero mantiene su capacidad de infectar otros hospederos se convierte en

un portador infeccioso.

Dindmica dela

infecciosidad
Prepatencia | Periodo infectante | Periodo no infectante
—> » —-—
I | Tiempo
Inicio de la Inicio de la Fin de la
infeccién capacidad de infeccidn
infeccién
Dinamica dela
enfermedad
Incubacién | Sintomdtico | No enfermo
T | | Tiempo
Iniciode la Desarrollo de Finde los
infeccién los sintormas sintomas

Figura 2. Din4mica de la infecciosidad y enfermedad (Halloran 1998)

La configuracién de las lineas temporales de la infecciosidad, la enfermedad y, su
relacién entre una y otra, son especificas para cada agente y tienen implicaciones
determinantes para implementar medidas de control y prevencién de una enfermedad

(Halloran 1998). Por ejemplo, en el caso de humanos, la varicela, producida por el
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herpesvirus de la varicela-zoster, tiene un periodo latente més corto que el de incubacién.
La transmisi6n ocurre principalmente previo al desarrollo de los sintomas, por lo que, en
términos de disminuir la transmisién de la enfermedad, no tiene mucho sentido no enviar
a los nifios a la escuela cuando se comienzan a manifestar los sintomas. Por el contrario,
la malaria tiene un periodo de incubacién de 14 dias, tras el que se inicia el periodo
infectivo, que dura aproximadamente 10 dias. En este caso, los esfiuerzos para reducir la
transmision, una vez detectados los sintomas, son importantes para evitar un brote de la
enfermedad. Al respecto, existen tres tipos de medidas de prevencién y control de
enfermedades: primarias, secundarias y terciarias. Las medidas primarias son actividades
de prevencién de la enfermedad, realizadas durante ¢l periodo latente y van dirigidas a
prevenir la exposicién a factores causales. Las medidas secundarias son ejecutadas entre
la deteccién del patdgeno y la ocurrencia de la enfermedad clinica. Mientras que las
medidas terciarias (de terapia o de control) son ejecutadas una vez que se ha producido la
enfermedad clinica. Puesto que es mas econdémico prevenir que curar, el énfasis en el

control sanitario debe ser dado a la implementacién de medidas primarias y secundarias.

2.4, MECANISMOS DE TRANSMISION

Lios mecanismos de transmisidn constituyen las formas en que el agente patégeno se pone
en contacto con el portal de entrada de los individuos susceptibles, lo que estid muy
relacionado con el portal de salida de los infectados (Figura 3). Los portales
coiresponden a los sitios, a través de los cuales el agente infeccioso logra entrar al

hospedero y, a través de los cuales sale al medio (Thrusfield 1995).
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Rutas de transmision

R
Mecanismos de transmision (~ ¢ R
] AR TR - |
“Stisceptible
Portal de salida Portal de enfrada

Figura 3. Esquema representando los mecanismos de transmisi6n, rutas de infeccién y los
portales de entrada y salida de los agentes patdgenos,

Los mecanismos de transmisién se clasifican en transmisién horizontal y vertical:

Transmision horizontal: Es la que se produce entre dos segmentos de una poblacién. A su
vez, puede ser clasificada como i) transmision directa, correspondiente al caso de las
enfermedades contagiosas, donde el hospedero contrae la infeccién por contacto fisico
directo con el infectado (por ejemplo, a través del canibalismo) o por las secreciones y
excreciones infectadas (vémitos, heces) y; ii) transmisién indirecta, correspondiente a las
enfermedades transmisibles, donde la transmisién es producida por un vehiculo animado
o inanimado intermediario, que a su vez es clasificado como: fomites (vehiculos
inanimados, por ejemplo un carro, calzado, instrumentos, etc.), reservorios (vehiculos
animados, especialmente animales refractarios a la enfermedad, en los que el agente es
localizado en el pico, aparato digestivo, patas, etc.) y vecfores, que hace referencia a
todos los seres vivos, pero especialmente utilizado para los invertebrados, donde ademas
el vector puede ser pasive (el agente no se multiplica dentro del vector) o biolégico (el

agente evoluciona al interior del vector).

Transmision vertical: Es la transmisién producida por los individuos de una generacién a

su descendencia y puede ser de dos tipos: i) kereditaria, donde el agente patdgeno es
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aportado directamente en el genoma de los progenitores y ii) congénita, donde la
transmisién se produce en fases préximas al nacimiento, pudiendo ser principalmente
germinativa (infeccién en capas superficiales del ovario o del 6vulo), embrionaria (el
embridn de los mamiferos es infectado) y trasplacentaria (infeccién del embridn a través

de la placenta).

2.5. RUTAS DE TRANSMISION

Las rutas de transmision son las vias de entradas y salida del agente patégeno (Figura 3),
pudiendo ser: i) oral: cuando el agente patdgeno entra al hospedero por via oral en forma
directa o indirecta (a través del agua y de los alimentos ingeridos), ii) respiratoria: por
inhalacion de material orgdnico (transmisién aeredgena) y iii) superficies corporales:
cuando el agente entra en contacto con los epitelios del hospedero a través de distintas
vias tales como, percutdnea (el agente se introduce y se elimina directamente a través de
la piel), inoculacién (el agente se introduce a través de heridas) y urogenital (el agente
penetra a través del aparato urinario o genital, 1v) iatrogénica: 1a infeccién se produce
accidentalmente por una practica médica y iv) a Jarga distancia: ligada alos intercambios
comerciales, al transporte de individuos v a la propagacién de agentes patdgenos a través

del viento.
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2.6. PATOGENOS DEL CAMARON DE CULTIVO

La expansion mundial de la industria del cultivo de camarén ha provocado el incremento
de las enfermedades en los sistemas de produccién, afectando tanto la supervivencia
como el crecimiento de los animales durante los ciclos de produccién. Desde hace
algunos afios, las enfermedades son consideradas el mayor limitante para el desarrolio de
la industria (Subasinghe 1997). Las enfermedades de camardn cultivado pueden ser
infecciosas o no infecciosas (Lightrier y Redman 1998). Como se menciond previamente,
las enfermedades infecciosas son provocadas por un agente patégeno; mientras que, las
enfermedades no infecciosas son originadas por factores abidticos, tales como, quimicos
toxicos, ambiente desfavorable, desbalances nutricionales o factores genéticos. Las
enfermedades infecciosas, especialmente las de origen bacterial y viral, han provocado
los principales problemas en el cultivo del camarén, ocasionando las pérdidas econdmicas
mas graves. En el caso de las enfermedades virales, su manejo se ve dificultado porque el
camardn carece de un sistema inmune antigeno-anticuerpo. Por consiguiente, las vacunas,
que tradicionalmente se utilizan en otras especies, no son aplicables. Al momento, se
conocen mas de 30 enfermedades de etiologia viral que afectan a los crusticeos,

incluyendo a los peneidos (Sangamaheswaran y Jeyaseelan, 2001).

La epidemia mundial causada por el WSSV provocéd la peor crisis de la industria
camaronera mundial, causando la quiebra econémica de productores en todo el mundo
(Jory y Dixon 1999). La pandemia marcé un periodo critico sin precedentes en la
industria camaronera, provocando derrumbamientos espectaculares de las industrias
acuicolas en varios paises, tales como, China, Tailandia, Indonesia, Taiw4n y Ecuador

(Chamberlain, 2001).
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A pesar de que en los pasados 20 afios se ha realizado un progreso considerable en
describir y entender una gama de enfermedades bacterianas (Anderson ef a/,, 1988;
Lightner 1988; Lavilla-Pitogo ef al, 1990) y virales (Johnson 1983; Lightner 1985,
Lightner y Redman 1990; Owens ef @/, 1991: Lightner et af,, 1992; Boonyaratpalin ef @/,
1993, Owens 1993; Takahashi ef al, 1994; Flegel et al, 1995, Hasson ef al, 1995;
Lightner 1996; Spann et al, 1997), se conoce poco acerca de la dinimica de las

epidemias de etiologia viral,

2.6.1. Yirus en los camarones peneidos

Los mayores grupos de virus reportados en crustdceos incluyen las familias: Reoviridae,
Picornaviridae, Parvoviridae, Togaviridae, Baculoviridae, Paramyxoviridae,
Rhabdoviridae e Iridoviridae (Bonami y Lightner 1991). Se conocen aproximadamente
veinte virus que afectan a los camarones peneidos (Tabla 1), la mayor parte de los cuales
han sido descubiertos a raiz de sus efectos negativos sobre la acuicultura (Lightner 1996).
De acuerdo a Lightner y Redman (1998) al menos 13 enfermedades virales de los
camarones peneidos de cultivo estin reconocidas, de las cuales segin Lightner (1999),
unicamente cuatro tienen importancia econémica para la industria acuicola: el virus de la
cabeza amarilla (YHV), el virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoydtica

(IHHNV), elvirus del sindrome de Taura (TSV) y el WSSV,
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Tabla 1. Listado de virus que afectan a los camarones peneidos en los sistemas de cultivo

(Lightner y Pantoja, 2001).

Virus ADN

Referencias

Parvovirus (Parvoviridae)

IHHNV: virus de la necrosis infecciosa hipodérmica vy
hematopoyética

HPV: parvovirus hepatopancredtico

SMV: virus de la mortalidad de camarones aislados en desove

LPV: virus similar al parvovirus linfoidal

Lightner et af,, 1983
Bonami et al.,, 1990

Lightner y Redman, 1985
Fraser ¥ Owens, 1996
Owens et al, 1991

Baculovirus y virus similares a los baculovirus

Tipo B: virus del tipo de baculovirus penaei (especies del tipo
PvSNPV). Lineas de Bp del Golfo de México, Hawai y Pacifico Este
Tipo-MBV: baculovirus del tipo Penaens monodon (especies del tipo
PmS8NPV). Lineas de MBV del Este y Sudeste Asidtico v la region

Indopacifica

Tipo-BMN: virus del tipo baculovirus necrético del tracto intestinal
medio BMN = de P. jgponicus en Japén

TCBV: baculovirus del tipo C de . monodon.

PHRV: virus hemocitico infeccioso no ocluido similar al baculovirug

Couch, 1974a, 1974b
Bonami et al., 1995
Lightner et ¢/, 1983
Wang et al, 1996

Momoyama ¥ Sano, 1989
Arimoto gt al., 1995

Mari et al., 1993

Chang et af., 1993
Owens, 1993

Virus del Sindrome de la Mancha Blanca

SEMBYV: virus sistémico ectodérmico y mesodérmico similar al
baculovirus

RV-PJ: virus con forma de bastén del 2. japonicus

PAV: virus de la viremia aguda de los Peneidos

HHNV: virus necrético epidérmico y hematopoyético similar al
baculovirus, agente del SEDS (enfermedad epidémica explosiva del
camarén)

WEBV: virus de laMancha Blanca similar al baculovirus

PRDV: virus de DNA en forma de bastén de los peneidos

WSV virus de laMancha Blanca

Iridovirus:

IRIDQ: iridovirus del camarén

Wongteerasupaya et al., 1995
Takahashi et af,, 1994

Huang ef al., 1995

Wang ef af, 1995, 1998
Loetal, 1996, 1997a, 1999
Durand et al., 1996, 1997
Chou et al.,, 1995

Kimura et al, 1995
Kasornchandra ef al., 1995
Van Hulten et l., 2000

Lightner ¥ Redman, 1993

Virns RNA

Picornavirus (Picornaviridae)

TS8V: virus del sindrome de Taura

Lightner et al., 1995
Brock et al., 1995, 1997
Hasson et al,, 1995
Bonami et al.,, 1997
Mari et al., 1998
Nunan et @l., 1998

Reoviruses

REOQ-IO-IV: virus similar al REO del tipo Iy IV

Tsing ¥ Bonami, 1987
Adams ¥ Bonami, 1991

Viras similar al TOGA

Virus de vacuolizacion del érgano linfoide

Bonamiet al,, 1992
Lightner, 1996

Rhahdovirus:

Rhado virus de los camarones peneidos

Nadala et /., 1992
Lu y Loh, 1994

Grupo de Virus de Cabeza Amarilla

YHV/YBV: virus de cabeza amarilla del 2. monodon
GAYV: virus asociado a las branquias del P. monodon
LOV: virus del érgano linfoide de £. monodon

Chantanachookin ef al., 1993
Boonyaratpalin ef af., 1993
Wongteerasupaya et al., 1997
Tang ¥ Lightner, 1999

Flegel et al., 1995
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2.7. LA ENFERMEDAD DE LA MANCHA BLANCA

E1 WSD es hasta el momento la mas devastadora enfermedad reportada para camarones
peneidos cultivados (Lightner 1996; Flegel 1997). El WSSV fire reconocido al principio
de la década de los 90 ¢n €l este y suroeste de Asia, propagandose ripidamente por todo
el mundo. En Ecuador, se detecté en junio de 1999 en la provincia de Esmeraldas y
ripidamente se propagé al resto de las provincias costeras ecuatorianas (Calderén et al.,

1999).

Los animales afectados con la enfermedad muestran un decrecimiento en el consumo de
alimento, comportamiento letargico, coloracién rojiza y en ocasiones manchas blancas
(0.5 2 2.0 mm de diametro) sobre la superficie interna de la cuticula (Wang ez al,, 1999b).
Como toda enfermedad infecciosa, la Mancha Blanca presenta tres aspectos relevantes: i)
intervienen dos organismos diferentes, esto es el hospedero y el agente infeccioso, ii) la
ocurrencia del evento infeccioso en un individuo depende de la ocurrencia en otros
miembros de la poblacidn y iii) la prevalencia de la infeccidn y el curso de la enfermedad
estdn determinados por las interacciones entre ¢l animal, el agente infeccioso y el medio

circundante al animal.

2.7.1. Determinantes del WSSV

2.7.1.1. Determinantes del agente

El WSSV presenta altos niveles de infecciosidad, contagiosidad, patogenicidad y

virulencia. Con respecto a la infecciosidad se ha encontrado que entre las 24 y 35 h post
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infeccién (p.i.) el virus se multiplica 140 veces en los tejidos del individuo (Tang y
Lightner, 2000). Los cuadros aparentes de infeccién aguda causan alta mortalidad en las
primeras 2 semanas de infeccién en especies P. monodon, Penaeus indicus y Penaeus
penicillatus (Nakano ef al, 1994; Chou ef al, 1995). El WSSV presenta una baja
especifidad y virtualmente puede ser transmitido a cualquier especie de crusticeos, los
cuales se comportan, en la mayoria de los casos, como portadores asintomaticos (Lo et al.
1996; Supamattaya et al., 1998). Sin embargo, es extremadamente patogénico y virulento
en camarones. La literatura reporta que, la patogenicidad, en contraste a la transmision, es
afectada por la temperatura, siendo este un factor critico para la supervivencia de una
poblacién de camarones de cultivo (Vidal et al, 2001; Sonnenholzner et al, 2002;
Rodriguez et al., 2003). En condiciones de laboratorio, los brotes de mortalidad ocurren
entre los 3 y 10 dfas a partir de que se observan los primeros sintomas produciendo una

letalidad de hasta el 100 % (Chou et al, 1995; Wongteerasupaya et @l., 1995).

La informacién disponible al momento sobre Mancha Blanca indica que los periodos de
latencia y de incubacién son muy cortos, con un periodo latente ligeramente més corto
que el de incubacién. Asi, en condiciones experimentales, se ha observado que el periodo
latente se extiende hasta 1.5 o 2 dias luego de la infeccién (Sonnenholzner ef al., 2002).
Posteriormente, se presenta el periodo infeccioso y, casi inmediatamente, el periodo
sinfomético y de lesiones histolégicas. En el campo, en un experimento parcelando una
piscina con mallas larveras se observé que luego de la siembra de animales negativos para
WSSV, los animales se infectaron con el virus entre los dias 33 y 39, al mismo tiempo en
casi todas las parcelas (Bayot et al, 2005), indicando que el periodo latente fue muy
corto, dando paso inmediatamente al periodo infeccioso. El periodo de incubacién pudo

haber tenido una duracién muy cercana al periodo latente, ya que hasta el dia 43 se
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presentaron mortalidades de hasta el 80 %. Mientras que en los dias 43 y 47 se present el
méximo porcentaje (100 %) de animales infectados. Por tanto, se presenté un desfase
entre los picos de mortalidades y prevalencia, con un adelanto en la mortalidad con
respecto al de la prevalencia. En tales condiciones, los animales menos resistentes
pudieron sucumbir més rdpidamente y ser el detonante para que la epidemia ocurra con
una prevalencia del 100 % a los dias 43 y 47. Un segundo brote epidémico a los 106 dias
de cultivo apoya la idea de la resistencia. En el experimento, los animales més resistentes
pudieron sobrevivir a un primer brote epidémico, pero no al segundo. En el mismo
experimento se observé que luego de que el 100 % de la poblacidn se infecté con el virus
(dias 43 y 47), la prevalencia decrecid hasta un 4 %, sefialando evidencias a favor de la
hipétesis de una limpieza del virus (Granja ef al, 2003; Rodrignez ef al, 2003;
Momoyama ef al., 1994). La ocurrencia en Ecuador de brotes severos de WSD de P.
vannamei ocurren principalmente en los primeros 47 dias de cultivo, con méximas

frecuencias de ocurrencia entre 29 y 41 dias (Bayot ef al, 2004).

2.7.1.1. Determinantes del hospedero

El WSSV tiene una gran diversidad de hospederos, ya que todos los crustaceos sometidos
a pruebas de desafio han mostrado ser susceptibles de infectarse con el virus (Wang et al,
1997, Corbel et al., 2001; Jiravanichpaisal et al, 2001), pudiendo actuar como vectores y
o reservorios (Wang ef @/, 1997). La susceptibilidad y mortalidad pueden variar de
acuerdo a las especies y el estado de vida del hospedero (Wang et al, 1999; Sahul et al,
2000). Asi, se han observado infecciones inaparentes en Macrobrachium sp., cangrejos y
langostas silvestres (Wang ef al, 1998). Se han reportado mortalidades entre los 3y 6 d
pA. en post-larvas de Penaeus aztecus, Penaeus duorarum y P. vannamei. Mientras que,

se ha observado mortalidades acumuladas del 100 % en juveniles de Penaeus setiferus y
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P. vannamei a los 8 d p.i.; en contraste P. aztecus ha demostrado ser mas resistente,
observandose un 27 % de mortalidad acumulada durante el mismo tiempo de infeccién
(Lightner y Redman, 1998). En tanto que, en cangrejos Liocarcinus pubery Liocarcinus
depurator, se presenta 100 % de mortalidad entre los 8 y 9 d p.i., respectivamente (Corbel

etal, 2001).

Los animales en estadios tempranos (larvas y postlarvas) pueden ser infectados, pero la
literatura reporta infecciones con prevalencias y mortalidades bajas. Sin embargo, las
mortalidades ocurren en juveniles y preadultos. Mientras que, los animales adultos
(reproductores) no mueren al ser desafiados con WSSV (Guevara 2003). Esto explica por
que los problemas se presentan en las granjas y no en los laboratorios de cultivo de larvas.
No se conoce suficientemente porque las larvas infectadas no desarrollan la enfermedad.
Al respecto, se ha sugerido que el virus no se replica o tarda en replicarse en estadios
tempranos y por tanto no se desarrolla la enfermedad (Yoganandhan et al, 2003)
Mientras que, se menciona que el sistema inmune de los adultos es maduro con respecto a
juveniles, lo que le confiere una mayor capacidad para hacerle frente a las infecciones de

diferente tipo.

Otro argumento usado para explicar la menor prevalencia en animales pequefios se refiere
a que los animales pequefios comparado con los animales grandes, presentan una mayor
frecuencia de muda (Cadena, 2000). La probabilidad de replicacién del virus al interior
del organismo serfa menor ¢on una mayor frecuencia de mudas porque el virus no tendria
oportunidad de encontrar facilmente las vias de acceso, ya que los hemocitos estarian
migrando para proteger al epitelio cuticular (Echeverria et a/, 2002). La presencia de la

cuticula conferiria cierta proteccién frente al ingreso de WSSV, En contraste, cuando
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ocuire la muda yano se contaria con tal proteccién, lo que facilitaria el ingreso de agentes
patdgenos al interior del hospedero. Es muy probable que esta sea la causa por la que los
camarones infectados con WSSV mueran en post-muda (Echeverria ef al, 2002). Lo que
implica que el camarén seria més susceptible durante la premuda tardia (Echeverria ef al,

2002).

2.7.1.3. Determinantes ambientales

La temperatura ha mostrado afectar la susceptibilidad de los peneidos a la exposicién a
WSSV (Chou ef al, 1995; Vidal et al, 2001; Sonnenholzner ef al, 2002), aunque en
investigaciones realizadas en el CENAIM por Guevara (2003) no se encontré diferencias
significativas en cnanto a supervivencia en animales sometidos a temperaturas de 27 y 33
°C. En P. vannamei la susceptibilidad al virus seria mayor a temperaturas bajas (inferiores
a 29 °C); asi, se ha encontrado que la estacién fifa / seca es un importante factor de riesgo

en la ocurrencia de brotes de WSD en Ecuador (Rodriguez e al., 2003).

En ensayos de desafio a diferentes temperaturas se ha detectado resistencia a la
manifestacion de la enfermedad en condiciones de hipertermia (Vidal et ¢/, 2001;
Sonnenholzner ef al., 2002). Granja et al. (2003) plantean que se produce un mayor indice
de apoptosis en juveniles de P. vannamei mantenidos a 33 °C respecto a los que
permanecen a temperatura ambiente (25 °C), lo cual apoya la hipétesis de que la apoptosis
controla la propagacién del virus en condiciones de hipertermia. Sin embargo, la
apoptosis no es suficiente para eliminar el virus, ya que cuando disminuye la temperatura
del agua se observa mortalidades elevadas. Blake (2004) sugiere que la apoptosis puede

ser considerada como una de las primeras respuestas de los camarones ante las
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infecciones virales, aunque este mecanismo no parece ser muy eficaz para frenar la
entrada del virus en los animales que son mds susceptibles al virus. No obstante, los
camarones mas resistentes, ademas de la apoptosis, contarian con otros mecanismos de
defensa frente a WSSV, tales como, infiltracién de hemocitos hacia los tejidos,

regeneracién del érgano linfoide y formacién de esferoides Tipo A (Blake 2004).

Por otro lado, las condiciones de estrés agravan la magnitud de una epidemia de WSD. En
tal sentido, se ha mencionado que una mayor densidad y/o mimero de animales determina

que una epidemia sea mas agresiva (Bayot ef al, 2005).

2.7.2. Mecanismos vy rutas de infeccién del WSSV

Existen varios métodos para desafiar de manera experimental a crusticeos en condiciones
experimentales, tales como: inyecci6én de un extracto de tejido infectado, inmersién en
agua conteniendo extracto viral (Chou et al., 1995) e ingestién de tejido infectado
(Lightner y Redman 7998). El método de infeccién por ingestién es el més usado por que
recrea las vias de transmisién natural del virns durante los brotes epidémicos (Lotz y

Soto, 2002).

Se ha comprobado que el virus utiliza un mecanismo de transmisién horizontal, a través
del contacto con el medio acutico (Flegel 1997, Flegel et al, 1998) e ingestién oral
(Mohan et al, 1997 y Chou et al., 1998). La transmisién vertical ha sido probada por Lo
et al. (1997b) y Mohan ef al (1997). De acuerdo a Wang ef al. (1999a) los oocitos
pueden ser infectados con WSSV pero son incapaces de desarrollarse y mueren antes de

la maduracién. Mds recientemente, Maeda et @/ (2003) plantean que los cultivos in vitro
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primarios de celulas ovaricas de Marsupenaeus japonicus son altamente sensibles a la
infeccién por WSSV. Varios autores (Lotz y Soto, 2002; Wu ef af, 2001 y Chou et al,
1998) plantean que la transmisién oral es la forma predominante de transmisién, debido
principalmente al comportamiento canfbal de los animales, siendo esﬁmado en un orden
de magnitud superior a la transmisién por cohabitacién (Lotz y Soto, 2002). Un trabajo
reciente en el CENAIM encontré que la transmisién por contacto con el agua produce
una prevalencia de WSSV superior con respecto a la transmision por ingestién (Blake,

2004).

2.7.3. Meétodos de diagnéstico

Las técnicas de diagnéstico de enfermedades para camarones peneidos se basan en
métodos fradicionalmente usados en el diagnéstico de enfermedades en peces y humanos.
En el caso del WSSV, las técnicas de diagnéstico més utilizadas son: el andlisis de
reaccion de polimerizacién en cadena (PCR), PCR anidado, reacciones con sondas
moleculares (hibridacion in situ, inmunchistoquimica) y observaciones histologicas con

microscopios opticos y microscopios electrénicos de transmisién.

Las observaciones histolégicas han encontrado que en determinadas circunstancias los
camarones con severas infecciénes muestran una marcada necrosis en el érgano linfoide,
muy similar a la observada en infecciones por YHV (Pantoja y Lightner, 2003). Se
considera que es muy probable la ocurrencia simultinea de ambas infecciones (Durand et
al., 2000). La similitud de las lesiones provocadas por ambos virus, observadas mediante
histologfa en tejidos como el 6rgano linfoide, han causado errores de diagnéstico;

hemocitos con picnosis y cariorrexis han sido relacionados con ambos virus (Pantoja y
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Lightner, 2003). La lesién causada por WSSV se caracteriza por la hipertrofia de los
miicleos en células infectadas, similar a los cuerpos de inclusién eosinéfilos denominados
Cowdry A, observados en la etapa temprana de la infeccién (Momoyama et al, 1994;
Lightner y Chen, 2000), los cuales son muy frecuentes en el tejido conectivo del
estdmago (Pantoja y Lightner, 2003). Cuando la infeccién es avanzada estos cuerpos de

inclusién son basofilos (Lightner y Chen, 2000).

Los métodos de andlisis moleculares, tales como, las reacciones con sondas moleculares y
amplificacién del ADN por el PCR son conmunmente aplicados para el diagnéstico de
ciertas enfermedades infecciosas de camarones peneidos (Lightner y Pantoja, 2001).
Cuando se conoce las secuencias especificas de los dcidos nucleicos del ADN (virus,
bacterias, etc.) es posible sintetizar iniciadores. Con el PCR es posible detectar cantidades
muy pequefias de ADN, que no podrian ser detectadas por otros medios. Esto se logra
usando iniciadores de oligonucleétidos especificos disefiados para hibridar en la
secuencia del ADN que se desea amplificar. El producto resultante del PCR puede
entonces ser comparado con un esténdar conocido, usando electroforesis en un gel de
agarosa. También se puede realizar una reaccién con una sonda de ADN especifica de los
productos de PCR impregnados en una membrana de nitrocelulosa en pruebas de tipo

“Southern transfer” (Innis et af, 1990; Perkin 1992).

Existen programas de computacién que ayudan a seleccionar los iniciadores 6ptimos,
cuando la informacién de la secuencia del ADN que se desea detectar estd disponible
(Innis et al., 1990; Perkin 1992). La técnica de PCR ha sido aplicada a la investigacién y
deteccién de patdgenos en la mayoria de los virus de importancia en el cultivo moderno

del camarén (Wang ef al, 1996; Nunan etal, 2000, Lightner 1999).
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El PCR ha demostrado ser una herramienta de diagnéstico de gran alcance para la
deteccién temprana de la infeccién con WSSV debido a su sensibilidad alta (Lo ef al,
1996, Wongteerasupaya ef @/, 1996). El sentido préctico de 1a tecnica de PCR la hace
ideal como método de diagnéstico rutinario para la deteccién rapida de WSSV (Tang et
al., 2001). Presentando ademds 1a ventaja de tratarse de una prueba confirmatoria.

Debido a la carencia de lineas de cultivo de tejidos de camarén, no ha sido posible la
cuantificacién de las particulas virales de WSSV, El método cuantitativo de PCR en
tiempo real ha sido desarrollado y aplicado en la cuantificacién de numerosos virus
humanos como el virus del herpes simple (Ryncarz et al, 1999), Epstein—Barr virus
(Kimura, et al, 1999), cytomegalovirus humano (Nistche ef af, 1999), virus de la
hepatitis B (Cane et al, 1999), virus de la inmunodeficiencia humana (Lewin ef al,
1999}. El método de PCR en Tiempo Real esta basado en la actividad exonucleasa 5°- 3°
de la TagDNA Golden polimerasa que resulta en el corte de las sondas fluorescentes
marcadas durante el PCR. La intensidad de la fluorescencia es entonces medida por el
Sistema de Deteccién Secuencial. La sonda Tagman es localizada entre dos iniciadores
del PCR y tiene una temperatura de fusién (10 °C) mayor que la de los iniciadores. La
unién de la sonda TagMan y los iniciadores es crucial que se realice con anterioridad,
porque sin ella los productos del PCR se formaran sin generacién de intensidad
fluorescente y sin ser detectados. La sonda TagMan presenta dos marcadores
fluorescentes unidos a ella. Uno de ellos es un reportero tefiido, 6 — carboxifluoresceina,
el cual presenta un espectro de emisién apagado por la proximidad de otro tefiido por 6 —
carboxi-tetrametil rodamina. La degradacién de la sonda TaqMan por la accién de la Tag
DNA polimerasa, libera al reportero tefiido de la actividad como apagador del 6 ~
carboxi-tetrametil rodamina, incrementandose la fluorescencia con el incremento del

hendido de la sonda, el cual es proporcional a la cantidad de productos del PCR que se
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forman (Leutenegger 2001). La cuantificacién de la cantidad de blanco en muestras
desconocidas es compuesta por la medida y empleo de una curva estindar para
determinar el mimero inicial de copias (Durant et al., 2003). Este método ha sido aplicado
para medir el contenido de WSSV de indculos empleados para desafiar camarones en

bioensayos per os, inmersién e inyeccién (Durand y Lightner 2002; Blake 2004).

2.7. MODELOS EPIDEMICOS

Debido a la gravedad del impacto de las epidemias en Ia industria acuicola mundial y a la
gran cantidad de vacios de conocimientos sobre las enfermedades, es importante
emprender estudios que permitan un mejor entendimiento de estas epidemias y de las
herramientas mateméticas para su control. En tal sentido, los modelos tedricos que
cuentan con una adecuada cantidad de informaci6n experimental pueden reproducir una
epidemia bajo distintas circunstancias. Esto se consigue a través de imitaciones o
analogias, donde se simula e] fenémeno en cuestidén (siempre mas simple que la realidad),
que puede ser manipulado por el usuario. Si el modelo es representado con herramientas

matemiticas, se lo conoce como modelo matematico (Juarez y Navarro 1998).

Se han formulado numerosos modelos matematicos describiendo la dindmica de
enfermedades infecciosas en poblaciones humanas (Anderson y May 1979, May y
Anderson 1990; de Jong 1995, Hethcote, 2000, Gerbier et al., 2002; Koella y Antia,
2003, entre otros). Por el confrario, existen pocos estudios similares para especies
acuaticas (Reno 1998, Ogut, 2001, Murray y Gaughan, 2003). Hasta la fecha, se han
elaborado modelos mateméticos para las enfermedades de los sindromes de Taura, de la

Mancha Blanca y de la hepatopancreatitis bacterial (NHPB) en camarones P. vannamei y
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P. setiferus (Soto et al., 2001, Soto y Lotz, 2001, Lotz y Soto, 2002, Soto y Lotz, 2003,

Lotz et al., 2003, Vincent y Lotz, 2006).

En general, todo modelo matematico se construye con ciertos pasos secuenciales: i)

concepcién de un problema proveniente del mundo real, 1i) establecimiento de un marco
teérico y de las hipbtesis asociadas al modelo, que puedan ser probadas en forma
matematica, iii) identificacién de las variables de entrada (independientes) y respuesta
(dependientes), iv) aplicacién de los procedimientos mateméticos disponibles, para
obtener variables de respuesta a partir de las variables de entrada, v) validacién y
verificacion de las variables de respuesta predichas por el modelo y las observadas en el

mundo real y vi) retroalimentacién del modelo.

El modelo deterministico clésico de una epidemia (Modelos SIR) categoriza la poblacién
en tres grupos: susceptibles (8), infectados (I) y removidos (R) (Anderson y May 1979).
Otros grupos pueden ser incorporados a un modelo dependiendo de las particularidades
de cada enfermedad, del nivel de complejidad al que se quiere llegar o, de la informacién
disponible. Por ejemplo, la expresién (1) muestra una representacién sencilla de una
epidemia, donde el 100 % de una poblacién N (f) a un tiempo t se clasifica entre los

animales S, I y enfermos (E).

N =8 +L+E ¢y
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2.8.1. Modelo epidémico de la Mancha Blanca

El primer intento de reproducir una enfermedad de camarén en un contexto matemdtico
fue realizado por Lotz y Soto (2002). Estos autores continuaron abordando ¢l modelo
propuesto y lo extendieron al virus del sindrome de Taura (TSV) (Lotz et al., 2003; Soto
y Lotz, 2003). Con anterioridad estos autores habfan establecido los coeficientes de
transmisién para WSSV en P. vannamei y P. setiferus, tanto por cohabitacién, como por
ingestién (Soto y Lotz 2001). Para Soto y Lotz la transmisién depende tGnicamente del
nimero de animales susceptibles e infectados, por tanto, consideran que la transmisién es
constante ¢ independiente de otros factores, tales como la temperatura o la carga viral

presente en el medio.

Segiin el modelo de Lotz y Soto (2002) los animales de una piscina pueden ser
clasificados en:

1) animales susceptibles (8): animales no infectados por el virus, pero capaces de
infectarse en cualquier momento del ciclo de produccién, ii) animales latentes (I)
infectados con el virus, iii) animales enfermos (E) de forma aguda por WSSV, iv)
muertos (M) alo largo del ciclo de produccién y v) muertos removidos, correspondiente a
animales muertos que dejan de ser infecciosos, por descomposicién, o por que son

comidos por otros animales.

La dindmica de la epidemia sigue el esquema mostrado en la Figura 4. Donde los
animales susceptibles pasan a ser latentes de acuerdo a la probabilidad de transmision del
virus (B). Una vez que el animal es infectado, tiene una probabilidad (y), denominada

patencia, de que la infeccidn se convierta en aguda o crénica. Una vez que el animal esta
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enfermo tiene una probabilidad de morir (o), denominada virulencia. Finalmente, existira
una probabilidad (8) de que un camarén infeccioso muerto se convierta en no infeccioso

po:

ERemocion

Transmisién Patencia Virulencia

I.éiféh_tes o
& infecla_d_os_'

usceptibles o
no infectados

Figura 4. Dindmica simplificada de la enfermedad de 1a Mancha Blanca (WSD) durante
el curso de una epidemia. Los 6valos representan los posibles estados de un
animal durante un ciclo de produccién en una piscina. Las probabilidades de
paso de un estado a otro estin representadas por letras griegas (3, v, c., 8).

El resultado final del modelo es la variacion en el tiempo del mimero de animales
susceptibles, infectados, enfermos y muertos. Para llegar a obtener tal variacién es
necesario cuantificar las principales caracteristicas que definen la dinmica de la
epidemia. Esto se consigue determinando la transmisién, patencia, virulencia (letalidad) y
remocion, las mismas que estan en funcidn de las probabilidades B, y, o ¥ 8. Soto y Lotz
(2001) a través de varias experimentaciones, determinaron que los valores de las
probabilidades f3, ¥, oty & para transmisién por cohabitacién eran iguales a 0.5, 0.5, 0.27 y

0.1, respectivamente. Segtin su modelo estos valores son fijos v por tanto las soluciones

son las mismas para distintas condiciones de temperatura o carga viral (Figura 5).
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Figura 5. Modelo conceptual propuesto por Lotz y Soto (2002), representando la
dindmica de una epidemia de Mancha Blanca. Las variables o grupos de
poblacién (animales susceptibles, latentes (infectados), agudos (enfermos),
muertos infecciosos y muertos acumulados est4n representados por
cuadrados. Los pardmetros o probabilidades de paso de un estado a otro estan
representados por circulos (probabilidades de transmisién, patencia,
virulencia y remocidn, 3, y, o, 3, respectivamente). La transferencia de
material (susceptibilidad, patogenicidad, letalidad y remocién) estd
representada por tubos. La transferencia de informacién esta representada por
flechas curvas. El modelo ha sido simulado en Stella 8.1.1.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

En este estudio se realizaron 3 bioensayos con juveniles de la especie P. vannamei
originarios de un lote de 600000 nauplios (Specific Pathogen-Free, SPF) provistos por
Shrimp Improvement System (Forida, USA). Un lote de 200000 nauplios fue cultivado en
un tanque de fibra de vidrio (5000 L) en la sala de aislamiento (set 16) del CENAIM
siguiendo un protocolo disefiado para mantener la condicién SPF (Anexo 1). El cultivo
se realizé con agua de mar filtrada (filtros de piola y de polipropileno), esterilizada por
luz ultravioleta (300000 uWs) y con un sistema cerrado, hasta zoea 3. Después de zoea 3
se realiz6 un recambio diario (1 al 15 %). La salinidad del agna se mantuvo alrededor de
35 °/oo y 1a temperatura del agua oscilé entre 30 y 31 °C. Los animales fueron alimentados
cada 2 a 3 horas con una mezcla de fitoplancton, Artemia sp. y alimento artificial (Molino
50™9. A partir de PL15 los animales fueron alimentados sélamente con alimento
artificial. La mayoria de los animales de este lote fueron utilizados por el Area de
Virologia del CENAIM y al momento de inicio de los experimentos de este estudio se
conté con un remanente de aproximadamente 1000 animales SPF. Debido al escaso
numero de animales SPF se prefirié reservarlos para el experimento central de este
estudio (Bioensayo 3). Mientras que, los Bioensayos 1 y 2 se realizaron con animales
provenientes de un lote de 200000 nauplios SPF originarios del lote inicial de nauplios
proporcionados por Shrimp Improvement Systems, pero que luego fueron expuestos
previamente por el Area de Virologia a un tratamiento de WSSV inactivado con
formalina en los primeros estadios larvales de: zoea 1, zoea 2, zoea 3 y mysis I, siguiendo

el protocolo de Melena et al. (in press). Las suspensiones con WSSV inactivado fueron
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aplicadas por inmersion y adicionadas al tanque de cultivo de 1000 L (set 16) a razén de
1ml L, En cada ocasién, las larvas fireron expuestas durante 6 horas, ralizando luego un
recambio de agua del 100 %. El protocolo de cultivo de estos animales fue igual al

utilizado en los animales SPF.

3.2. CONTROL DE LA CONDICION SPF

Durante el periodo de larvicultura, se colectd muestras aleatorias de animales para
controlar la condiciéon SPF. En cada ocasién se colectd 100 nauplios/zoeas, 40
mysis/PL1/PL10 y posteriormente 20 PL (hasta PL42), signiendo el protocolo descrito por
Melena ef al. (in press). Los animales fueron fijados en una solucién de etanol al 95 %
para posterior determinacién de WSSV mediante PCR anidado, usando los iniciadores
disefiados por Kimura ef a/. (1996). Previo al inicio del Bioensayo 1, se colecté en forma
aleatoria 96 individuos del tanque conteniendo los animales SPF (tamafio de muestra
necesario para detectar con un 95 % de confianza al menos un animal positivo de una
poblacion de 1000 animales con una prevalencia estimada del 3 %). Los andlisis de PCR
se realizaron en forma individual. La PCR mostré que todas las muestras procesadas

fueron negativas para WSSV,

3.3. OBTENCION DE BIOMASA INFECTADA

Para la preparacion de la biomasa infectada se utilizaron animales provenientes de la
estacion experimental del CENAIM ubicada en la localidad de Palmar (Provincia del
Guayas), a 150 Km de Guayaquil, al oeste de la carretera costera que conecta Santa Elena

con Puerto Lépez, a 2° 007 51.40” S, 80" 43/ 21.17” W. Los desafios fieron realizados en el
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set 22 (sala de cuarentena) del CENAIM. Se hicieron dos desafios virales
con aproximadamente 340 individuos de 10.0 g de peso promedio por desafio. Los
animales fueron colocados en gavetas plasticas de 50 L de agua de mar filtrada, a razén de
10 animales por gaveta y mantenidos a temperatura ambiente y sin alimento durante las 24
h previas a la infeccion. Tejido de camarones P. vannamei (exoesqueleto y apéndices)
infectados con WSSV (mantenido como stock de papilla viral madre en CENAIM) fue
suministrado como papilla al 10 % de la biomasa en cada una de las gavetas, Para
incrementar la susceptibilidad al WSSV en los animales del segundo desafio se aplicé un
estrés de temperatura alas 12 h p.i., provocando un descenso brusco de temperatura desde
28 a 23 °C. En ambos desafios, los animales moribundos y muertos entre las 24 y 48 p.i.
fueron retirados y desechados. Para la preparacién de la papilla infectada, se colectd entre
las 48 y 120 h pi. los animales muertos o moribundos que presentaban signos externos
severos de WSSV, Mientras que, los animales observados en estado de descomposicién
fueron rechazados. Los animales colectados fueron conservados a —80 °C y los
sobrevivientes luego de las 120 h p.. fueron desechados. En cada ocasién, una muestra (10
animales escogidos en forma aleatoria) de la biomasa colectada fue sometida a PCR
anidado usando los iniciadores de Kimura et ol (1996), siendo diagnosticados
posteriormente como positivos a WSSV en grado severo. Ademas, se verifict la calidad

del ADN de las muestras colectadas usando un control interno (Tang y Lightner, 2000).
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3.4. SOLUCION DE INOCULO VIRAL MADRE PARA LA INFECCION POR

INMERSION

La solucién viral para la infeccidn por inmersién fue preparada siguiendo el protocolo del
CENAIM. Se utilizaron los camarones enteros colectados como papilla viral, a los que se
les eliminé los hepatopancreas para evitar la degradacién del producto por sus enzimas.
Los camarones fueron macerados y homogeneizados en tampén TN 1X (20 mM Tris-HCL,
0.4 M NaCl, pH 7.4) en una relacién 1:5. El homogenizado fue centrifugado a 1780 g por
10 minutos. El sobrenadante fue filtrado a través de una membrana de celulosa de 0.45
pm (Advantic). Durante unos minutos la solucién fie mantenida en hielo hasta el
momento de la inoculacién y preservada a —-80 °C para experiencias posteriores. Las
infecciones por inmersién se hicieron en funcién de la dilucién requerida de solucién de

inéculo viral madre (1:5) con respecto al volumen del medio empleado en cada unidad

experimental.

En los desafios por ingestién se utilizé papilla preparada con diluciones de tejido de
material infectado y animales SPF no infectados. Los materiales fueron mezclados y
homogenizados antes de proporcionarlos a los animales de experimentacidn. Se utilizé 5
diluciones del indculo viral madre: 1:1, 1:5, 1:10, 1:50 y 1:100, que correspondieron a
proporciones de 100, 20, 10, 2 y 1 % de material infectado con respecto al total del
alimento suministrado. En cada caso, se utiliz6 musculo (sin cuticula) debido a la facilidad
de homogenizacién y porque la literatura reporta que la transmisién de WSSV por

ingestién de la cola es similar a la de la cabeza (Soto et al., 2001). Para incrementar las
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posibilidades de que los camarones desafiados consuman la papilla suministrada se

someti6 a los animales a un régimen sin alimentacién por 48 horas.

3.6. AREAS EXPERIMENTALES Y SISTEMAS DE CALEFACCION

Los bioensayos se realizaron en los sets experimentales 1 y 2 del CENAIM, cuya

disposicién interna se muestra en las Figuras 6y 7.
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Figura 6. Distribucién de las unidades experimentales al interior del set 1 compuestas por
frascos de vidrio de 2 L (cfrculos), los cuales se encontraron distribuidos en 23
bandejas (cuadrados), a razén de 16 frascos/bandeja. Cada frasco contuvo 1
camardn. Bioensayos 1, 2 y 3.
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Figura 7. Distribucién de las wnidades experimentales (acuarios de 50 L) del set 2
compuestas de acnarios de 50 L de capacidad. Bioensayos 2 y 3,
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Las unidades experimentales del set 1 estuvieron compuestas por frascos de vidrio
(carameleras) de 2 L, los cuales se enconfraron distribuidos en 23 bandejas (Figura 6).
Cada una de las bandejas contuvo 16 frascos. Las bandejas utilizadas en los bioensayos de
este estudio fueron llenadas con agna dulce a temperatura ambiente; por tanto los frascos
de vidrio estuvieron asentados en un Bafio Maria con el agua de las bandejas. Se trabajé
con el agua de las bandejas a temperatura ambiente y para las bandejas que correspondian
a tratamientos con temperatura superior a la del ambiente se utilizd un sistema de
recirculacién de agua, que llevd agua dulce de un reservorio (calentada por gas y regulada
por un termostato a 32 °C) a cada una de las bandejas. Las temperaturas de los
tratamientos fueron obtenidas regulando el flujo de entrada de agua caliente en cada una
de las bandejas. Una vez obtenida la temperatura deseada al interior de las bandejas, el
flujo de agua dulce se mantuvo constante. Previo al inicio de los experimentos se
determiné que la temperatura del agua al interior de los frascos de vidrio fue
aproximadamente igual a la del agua de las bandejas. Durante los experimentos, la
temperatura de las bandejas fue observada cada 2 horas. Los valores de temperatura de
agua al interior de las bandejas durante los experimentos mostraron una aceptable
precisién y exactitud alrededor de las temperaturas de tratamientos, siendo reportados en
esta tesis como: media + desviacién estandar de la media. Cada uno de los frascos se

mantuvo con aireacién constante y tapados para evitar contaminacién ambiental.

Las unidades experimentales del set 2 fueron 21 acuarios de 50 I, de capacidad, provistos
de aireacién constante (Figura 7). Las temperaturas de experimentacién se obtuvieron con
calentadores de barra eléctricos de 100 W (Visi-Therm), que permitieron regular la
temperatura del medio de experimentacién con una aceptable precisién y exactitud

alrededor de los valores de las temperaturas de tratamientos. La desinfeccidn de las 4reas
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y unidades experimentales se realizd antes y después de cada bioensayo con jabén neutro,

agua clorada durante 24 h a 100 ppm y declorada durante 48 h. El agua de mar fue

esterilizada con filtros de piola (0.25 pum) y luz ultravioleta.

La escasez deinformacién sobre niveles de concentraci6n viral durante brotes de WSD en
las piscinas de producci6én de camarones evidencid la necesidad de determinar niveles de
concentracién viral que produjeran distintos valores de mortalidad. Por tal motivo, el
objetivo de este bioensayo fue determinar niveles letales de concentracién viral (LDso v
LDgg) que mataran al 50 y 90 % de la poblacién desafiada con WSSV en las dos rutas de
transmision viral (ingestién e inmersién) utilizadas en este estudio. Los niveles de
concentracién viral que produjeran altas (LDsp), medianas (LDsp) y bajas mortalidades
(< LDsp) en la exploracion de los niveles de carga viral serfan utilizados en el Bioensayo
3 (Transmisién y Patogenicidad de WSSV). El experimento se basé principalmente en la
experiencia de Prior ef @l (2003) para determinar dosis infectivas letales de WSSV y

TSV en camarones juveniles P. vannamei.

3.7.1. Material biolégico

Debido ala escasa cantidad de animales SPF se decidi6 usar en ¢l Bioensayo 1, animales
SPF que en sus primeros estadios larvales habian recibido un tratamiento previo con
WSSV inactivado. Para el efecto, se utilizaron 360 animales (0.3 = 0.1 g) que fieron
sembrados en el set 1 (Figura 6) a razén de 1 animal por frasco y aclimatados durante 48
h en las unidades experimentales. Durante las 24 horas previas al desafio no se suministré

alimento a los animales para garantizar la ingestién de la papilla, en el caso de los
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desafios por ingestién, y para mantener la calidad del agua, en el caso de los animales

desafiados por inmersién.

3.7.2. Disefio del experimento

Las unidades experimentales estuvieron constituidas por los frascos (carameleras) de 2 L,
llenados con 500 mL de agua de mar filtrada y esterilizada por UV (set 1). La variable de
respuesta fue la mortalidad final alos 5 d p.i., registrada en cada individuo como variable
dicotémica (vivo o muerto). Se utilizé dos variables explicatorias: i) carga viral con 5
mveles (obtenidos con proporciones de material infectado y animales SPF no infectados)
y ii) ruta de transmisién con 2 niveles (ingestién e inmersién). En los desafios por
ingestion se utilizaron diluciones de tejido de material infectado y SPF no infectado (1:1,
1:5, 1:10, 1:50 y 1:100), correspondiendo a proporciones de 100, 20, 10, 2 y 1% de
material infectado con respecto al total del alimento suministrado. En los desafios por
inmersion, 5 dosis de la solucién de indculo viral madre (1:5) fueron adicionadas a los
frascos de vidrio conteniendo 500 mL de agua de mar filtrada y esterilizada, para obtener
las diluciones: 1/800, 1/1000, 1/1250, 1/3000 y 1/6000 ml. En este trabajo, las diluciones
finales son expresadas como mL de inéculo viral por mL™” de medio de cultivo (1.25x
102 1.0x 107, 8.0 x 10%, 3.3 x 10* y 1.7 x 10“ mL L'"). Se emplearon 30 réplicas por
tratamiento. La asignacién de los tratamientos a las unidades experimentales se realiz6 de
forma completamente aleatoria. Ademé4s, como control negativo se cont6 con 6 animales
por cada uno de los § tratamientos, teniendo 30 animales de control negativo por ruta de
transmision, lo que totalizé 60 animales de control negativo (ingestién e inmersién). Al
momento del desafio, los animales que sirvieron como control negativo para la ruta por
ingestién fueron alimentados con tejido de animales SPF. En tanto que, los animales que

sirvieron como control negativo por inmersién fueron inoculados con soluciones de



40

iguales diluciones utilizadas en los tratamientos por inmersién, pero preparadas con tejido
de animales SPF, siguiendo el protocolo de la preparacién de la solucién de indculo viral
madre. La temperatura de todas las carameleras durante el experimento fue 27.0 + 0.3 °C.

Serealizaron chequeos de mortalidad cada 2 h.

3.7.3. Desafio con WSSV

En los desafios por ingestién se suministré 10 % de la biomasa promedio de los animales
desafiados. En el caso del desafio por inmersién, las cantidades de inéculo viral madre
fueron proporcionadas en base a la proporcién del inéculo viral madre con respecto al
medio (500 mL). A las 6 h p.i. se realiz6 un recambio de agua del 100 %. Para evitar la
reinfeccién y asegurar que todos las réplicas reciban igual carga viral los animales fueron

desafiados en forma individual.

3.7. BIOENSAYO 2. EFECTO DEL DESAFIQ INDIVIDUAL/COLECTIVO SOBRE

LA MORTALIDAD DE WSSV

Las bajas mortalidades obtenidas en el Bioensayo 1 condujeron a investigar si los bajos
niveles eran consecuencia de la forma de desafio individual. Por tanto, se ejecuté el
Bioensayo 2 para comparar las mortalidades en dos tipos de desafio (animales sembrados
en forma individual vs en forma colectiva) mediante un ensayo de mayor duracién (10 d).
Debido a la disposicién de los sets experimentales, que no permitia combinar unidades
experimentales de distinta capacidad, se utiliz6 los sets 1 (desafio individual) y 2 (desafio
colectivo) simultaneamente. Con un andlisis estadistico se compararon los resultados

obtenidos en ambos sets,
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3.8.1. Material bioldgico

Se utilizaron 400 animales SPF (0.3 0.1 g) que en sus primeros estadios larvales habian
recibido un tratamiento previo con WSSV inactivado. La mitad de los animales fueron
sembrados individualmente en los frascos de 2 L del set 1; mientras que, la otra mitad fue
sembrada en acuarios de 50 L del set 2. Todos los animales fueron aclimatados durante

48 h en sus respectivas unidades experimentales.

3.8.2. Disefio del experimento

Las unidades experimentales estuvieron constituidas por frascos (set 1) y acuarios (set 2).
La variable de respuesta fue la mortalidad de cada individuo, registrada cada 2 h como
variable dicotémica (vivo o muerto) durante el periodo que duré el experimento (10 d).
La variable explicatoria fue definida como el tipo de desafio: forma individual (set 1) vs
forma colectiva (set 2). Cada uno de los dos desafios tenia tres niveles de carga viral. El
desafio se realiz6 por ingestién. Cada uno de los niveles conté con 60 réplicas. En cada
tipo de desafio se contd con un control negativo conformado por 20 réplicas. La cantidad
de réplicas utilizadas en los tres niveles del factor estudiado y los controles negativos

totalizé 200 individuos por tipo de desafio.

Desafio individual (set 1): La unidad experimental fue el frasco (caramelera) de 2 L
conteniendo 500 mL de agua de mar filtrada y esterilizada por UV (200 frascos). Los
niveles de carga viral faeron definidos por diluciones de tejido de material infectado y
material SPF no infectado (1:1, 1:5 y 1:10), correspondiendo a proporciones de 100, 20 y
10 % de material infectado con respecto al total del alimento suministrado. Se emplearon
60 réplicas por tratamiento. Ademas, 20 individuos actuaron como control negativo del

desafio individual, para lo cual fueron alimentados con papilla de tejido SPF no
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infectado, preparado de manera similar a Ia papilla usada para los tratamientos infectados.
La asignacién de los tratamientos a las unidades experimentales se realizé en forma
completamente aleatoria. Se realizaron observaciones periédicas del estado de los
animales cada 2 horas, retirando los animales muertos de las botellas. La temperatura
media durante e} transcurso del experimento fue de 26.9 = 0.1 °C.

Desafio colectivo (set 2): Las unidades experimentales fueron los acuarios (10 acuarios)
de 50 L, teniendo un volumen de 20 L. de agua de mar filtrada y esterilizada por UV, con
una distribucién de 20 individuos por acuario. Al igual que en el desafio individual, los
tres niveles de carga viral fueron definidos por diluciones de tejido de material infecta'do
y SPF no infectado (1:1, 1:5 y 1:10), correspondiendo a proporciones de 100,20 y 10%
de material infectado con respecto al total del alimento suministrado. Se utilizaron tres
acuarios por cada nivel de carga viral, lo que totalizé 60 réplicas por cada nivel. Se
realizaron observaciones periddicas del estado de los animales cada 2 horas retirando y
contabilizando los animales muertos de los acunarios durante el periodo que durd el
experimento. La temperatura media durante el transcurso del experimento fue de 26.9 =
0.3 °C. La asignacién de los animales a las unidades experimentales se realizé en forma
completamente aleatoria. Un décimo acuario sirvié como control negativo, donde se
colocaron 20 individuos que al momento de la infeccidn fueron alimentados con tejido

congelado de animales SPF no infectados.

3.8.3. Desafio con WSSV

Se realizé un desafio por ingestién suministrando una racién del 10 % de la papilla viral
con respecto a la biomasa promedio de los animales en cada una de las unidades

experimentales. La infeccién se realizé a temperatura ambiente (26.89 £0.14 °C). A las 6



43

h p.i se realizd un recambio de agua del 100 % eliminando los residuos. Durante las 24 h
previas al desafio no se suministré alimento a los animales de la experimentacién para

garantizar la ingestién de la papilla viral.

El objetivo principal del Bioensayo 3 fue determinar los pardmetros que definen una
epidemia en una poblacién infectada con WSD: 1) transmisién (Beta, B: probabilidad de
transmision del virus de un animal infectado a un susceptible, dado un contacto efectivo)
y ii) patencia (Gamma, y: probabilidad de que una infeccidén se convierta en aguda o
cronica), en funcién de la temperatura, la carga viral y la ruta de transmisién. El protocolo
del bioensayo se bas6 principalmente en un trabajo previo de Soto y Lotz (2001), donde
determinaron las probabilidades P yy sélamente en funcién del mimero de animales
suscepiibles e infectados. Debido a la escasez de animales SPF se decidié determinar los
dos pardmetros en base a un solo experimento de tres dias de duracién. El criterio que se
usé para determinar el tiempo de duracién del experimento se baséd en: i) los animales
infectados al dfa 1 o 2 p.i., también lo estarian al dia 3 p.i., e incluso, la deteccién del
virus por PCR seria mas facil al presentar mayor carga viral debido a un incremento de la
replicacién del virus y ii) se considerd que mas alla de los 3 dias se podria incrementar la
posibilidad de que algiin porcentaje de animales infectados se limpien del virus, con lo
que se subestimaria el valor real de los pardmetros estudiados.

El Bioensayo 3 se desarroll6 en 2 fases. La fase 1 {desafio con WSSV) fue corrida en el
set 2. Mientras que la fase 2 (aislamiento) se realizé en el set 1. Al momento de la

cosecha, los animales fueron cortados en forma longitudinal. La mitad de cada animal fue
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fijado con etanol para posterior analisis de la presencia de la infeccién con WSSV por
PCR y la otra mitad fue preservada con solucién Davidson para posterior anélisis

histolégico para la determinacién de infecciones agudas 6 crénicas.

3.9.1. Material biolégico

Se utilizaron 320 animales SPF de un peso promedio 1.2 + 0.6 g. Los animales fueron
sembrados (72 h antes del desafio) en 20 acuarios de 50 L del set 2 a razén de 16
camarones por acuario. Los acuarios contenian 20 L de agua de mar filtrada y
esterilizada. Durante las 48 h previas al desafio no se suministré alimento a los animales
de experimentacidn, para garantizar la ingestién de la papilla en el caso de los desafios
por ingestion y para mantener la calidad del agna en el caso de los animales desafiados
por inmersién. En los tratamientos con hipertermia los calentadores fueron encendidos 24
h antes del desafio para obtener un incremento gradual de temperatura durante ese

periodo de aclimatacién.

3.9.2. Disefic del experimento

Fase 1 (set 2). Desafio con WSSV El desafio se llevé a cabo por ingestidn e inmersién en
los acuarios del set 2 llenos con 20 L de agua de mar esterilizada, con 16
animales/acuario. En el caso del desafio por ingestion, todos los acuarios de este factor
fueron infectados con papilla viral equivalente 2 3 juveniles de peso aproximado al
promedio de los animales de experimentacién. Se utilizd esta cantidad para incrementar
las posibilidades de que se establezcan contactos efectivos entre cada uno de los 16
animales susceptibles y la papilla infectada. En el caso del desafio por inmersién se
utilizo una serie de diluciones similares a las utilizadas en el desafio por ingestién, con lo

que se garantizé la comparacién de la carga viral entre las dos rutas de transmisién. En
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este estudio se utiliz6 como referencia la carga viral proporcionada en el desafio por
individuo desafiado, donde se asume que la carga viral fue proporcionalmente distribuida
a todos los individuos desafiados. La unidad de observacién fue el animal. Cada
tratamiento estuvo conformado por 16 animales. Los tratamientos fueron definidos como
la combinacién de 2 niveles de ruta de transmisién (ingestién e inmersién), 3 niveles de
temperatura (29, 31 y 33 °C) y 3 concentraciones virales (1:1, 1:5 y 1:10), resultando un
total de 18 tratamientos. Ademas se contd con 16 animales como control negativo para el
desafio por ingestién y otros 16 animales como control negativo para el desafio por
inmersién. La asignacién de los 18 tratamientos a las 18 unidades experimentales se
realizé en forma completamente aleatoria. El periodo de desafio fue de 14 h, siendo
similar al utilizado por Soto ef al (2001). A las 14 h p.i. se trasladaron los animales del

set 2 al 1, donde se desarrollé la etapa de aislamiento.

Fase 2 (set 1). Aislamiento: Luego de cumplido el periodo de desafio de 14 h en el set 2,
los animales fueron aislados en el set 1 en frascos de 2 L. (caramelera) para evitar
reinfecciones. Por tanto, la unidad experimental del set 1 fie el frasco de 2 L. Asi, los 288
animales desafiados en el set 2, ademas de los 32 animales que sirvieron como controles
negativos fueron trasladados del set 2 al set 1. Previamente, la temperatura del agua de las
bandejas en el set 1 habia sido elevada a los niveles de tratamiento, por lo que los
animales no experimentaron cambios de temperatura en el trasiado. Las temperaturas de
tratamiento fueron asignadas aleatoriamente a las bandejas (6 bandejas por cada nivel de
temperatura). Los tratamientos formados por la combinacién de rutas de transmisién y
carga viral (6 tratamientos) fueron asignados aleatoriamente a las bandejas que
previamente habian sido blogueadas por los tratamientos de temperatura. Cada animal

trasladado desde el set 2 al set 1 pasé a constituirse en una unidad experimental. Cada 2
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horas se realizaron observaciones de mortalidad. Los animales muertos fueron
preservados en etanol (95 %) para posterior andlisis de PCR. La fase de aislamiento duré
58 h. A partir de las 72 h p.i., los animales empezaron a ser muestreados. La cosecha se
realizd en dos dias. En el momento del muestreo los animales fueron cortados
longitudinalmente. Una mitad fue preservada en etanol al 95 % para la deteccitn de
WSSV mediante PCR, mientras que la otra mitad fue preservada en solucién Davidson

para posterior andlisis de histologia.

3.7.3. Diluciones v carga viral del material infeccioso

Para determinar la dilucién final de la papilla viral en el desafio por inmersién (columna 2
en tabla 2) se calculé la relacidén de material infectado en el volumen final del medio de
cultivo. Por ejemplo, en el segundo nivel de dilucién se utilizé 3.62 g de papilla (3 veces
el peso promedio de los individuos), que correspondié a 0.72 g de tejido infectado
(dilucién 1:5), lo que fue diluido en una solucién de inéculo viral madre (1:5) que
posteriormente fue diluida en 20 L de agua de mar, produciendo una dilucién final de
in6eulo viral madre de 1:5525 (Tabla 2). Las cargas virales de las 3 diluciones de tejido
de material infectado y SPF no infectado fueron cuantificadas por PCR en tiempo real en
el Laboratorio de Patologia Acuicola de la Universidad de Arizona (Arizona, USA), de
acuerdo con Tang y Lightner (2001) y Durand y Lightner (2002). El an4lisis del material
viral indic6 la presencia de WSSV en las muestras de las 3 diluciones, tal como se
reporta en la columna 3 de la tabla 2. La conversién de los resultados de PCR en tiempo
real (réplicas virales pg” ADN) a gramo de papilla (réplicas virales g, en los desafios
por ingestion) se realizé en base a la ecuacién (2) (columna 4 en tabla 2) (Tang y

Lightner, 2001) y Durand y Lightner, 2002).
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R=(AxB)/C @
Donde,
R = No. de réplicas virales de desafio g™
A = lectura de PCR en tiempo real (réplicas virales ug”' ADN) en 150 ng de ADN
B = Volumen total de ADN extraido, en este caso correspondi6 a 100 pl

C = Masa (g) de tejido empleado en la extraccién del ADN, que en promedio fue 0.3 g

Para determinar la carga viral por L de medio (desafio por inmersién) se determiné la
relacion de carga viral en el volumen final del medio de cultivo (colummna 5 en tabla 2).
En este estudio, se utiliz6 como referencia la carga viral que le correspondia por
individuo desafiado (réplica virales/individno), ya que esta unidad describe la carga viral
independientemente de la ruta de transmisién (columna 6 en tabla 2). Los calculos
utilizados estin descritos en la ecuacién (3)

CV=362xR/E 3)
Donde,
CV = carga viral proporcionada en el desafio por individuo (réplicas virales/individuo)
E =No. de camarones desafiados

R.=No. de réplicas virales de desafio g

En los niveles de dilucién de los desafios por inmersién se utilizaron iguales proporciones
de material infectado de las papillas por ingestién, de tal manera que la cantidad de

particulas virales faeran comparables enfre rutas de transmisién viral (Tabla 2).
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Tabla 2. Dosis de diluciones de tejidos de material infectado y SPF no infectado vy
cuantificacién de la carga de WSSV (por anélisis de PCR en tiempo real en
muestras de ADN extraidas de las papillas del desafio) en el Bioensayo 3. En cada
uno de los tres niveles de dilucién (concentraciones de tejido de material infectado
y SPF no infectado: 1:1, 1:5 y 1:10) del desafio por ingestién (16 animales), se
proporciond 3.62 g de papilla. En los niveles de dilucién de los desaflos por
inmersion se utilizé iguales proporciones de material infectado de las papillas por
ingestidn, de tal manera que la cantidad de particulas virales foeran comparables
entre las dos rutas de transmisién viral.

Dilucidn dela  Ditucién de mL Carga de WSSV Carga de WSSV por  Carga de WSSV por  Carga de WSSV
papiilaviral=  de indculo viral (réplicas virales ug’! ADN) g de papillaenel L de agua de mar en por camarén
tejido de madre (1:5) por desaffo poringestidn el medio de desafio desafiado
material mL? de medio (réplicas virales g’ por inmersidn (réplicas virales
infectado: SPF cultive (20 L de (réplicas wirales L']) por individuo)
no infectado agua de mar)
(desafto por (desafic por
ingestida) inmersidn)
11 1:1105 1.20x 107 6.00x 10° 1.08x 10° 1.35x 10°
15 i:5525 2.60x% 10° 1.30x 10° 2.34x 107 2.93x 107
1:10 1:11049 6.00z 10° 3.00x 107 5.40% 10 6.75x 10°

3.9.4. Diagnéstico de la infeccion de WSSV

Para el diagnéstico de la infeccion de WSSV se analizaron por PCR las muestras de los
animales muertos entre las 0 y 72 h pi. y los animales sobrevivientes. Los animales
sobrevivientes fueron cortados longitudinalmente. L.a mitad de cada animal fue preservado
en etanol (95 %) para anélisis de PCR anidado, con iniciadores de Kimura et al, (1996) y
control interno de ADN (Tang y Lightner, 2000). Los tejidos que se usaron para el
diagnéstico fue una seccién de la parte anterior del cefalotérax, que incluyé: branquias,
tejido hematopoyético, glandula antenal, tejidos conectivo epitelial y sistema nervioso

ceniral.
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3.9.5. Diagnostico de animales enfermos

Un total de 288 animales fueron fijados y cortados en secciones de 4 um para detectar y
diagnosticar patologias a mivel histolégico. Los cortes fueron fijados y tefiidos con

Hematoxilina y Eosina (HyE) segtin Bell y Lightner (1988).

J.9.6. Indice histologico de WSSV

Para cuantificar el grado de lesiones agudas y crénicas provocadas por WSSV se
construyd un indice histolégico (IH) de WSSV para cada uno de los 18 tratamientos,
utilizando la metodologfa descrita por Maldonado (2003). El indice se construy6 en base
a dos consideraciones: i) para cada uno de los camarones del tratamiento se asigné un
peso a ciertos tejidos / érganos afectados con WSSV, basados en la importancia del tejido
en el proceso de infeccién viral. (Tabla 3) y; 1i) se otorgd un puntaje (entre 0 y 4) al grado
de infeccién por cada 6rgano / lesién afectado, donde el grado 4 represents una lesién
mds avanzada. La tabla 4 muestra un ejemplo de la construccién del indice histolégico de
WSSV para un animal infectado por WSSV. Segin el ¢jemplo, el animal tiene un indice
histolégico de 5.00. El valor final que se asignd a cada tratamiento correspondi al
promedio de los valores de indice histolégico para los 16 animales que conformaron el

tratamiento.

Tabla 3. Peso otorgado a los drganos / tejidos
afectados por WSSV en el indice histolégico

de WSSV
Tejido/Organo Peso
Gléndula antenal y epitelio cuticular i
Estémago y tejido conectivo 2

Organo linfoide, tejido hematopoyético y corazén 3
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Tabla 4. Ejemplo para la construccion del indice histoldgico para WSSV

Grado de  Normalizacion Peso  Normalizacién

Tejido/Organc Total
infeccién x Peso

Glédndula antenal 2 2/4=0.50 1 0.50x1 0.50

Tejido conectivo 3 3/4=0.75 2 0.75x2 1.50

Organo linfoide 4 4/4 =1.00 3 1.00x 3 3.00

Suma 5.00

3.9.7. Analisis de mortalidad

La escasez de ammales SPF impidié efectuar un cuarto experimento para la
determinacién de la mortalidad durante un periodo post-infecciéon relativamente largo.
Por tanto, se utilizaron los datos de mortalidad del Bioensayo 3 obtenidos durante ¢l
periodo de post-infeccidén de 3 d. Con estos resultados se determing la probabilidad de

virulencia (Alpha, o).

3.7. ANALISIS DE DATOS

Para el Bioensayo 1, la relacién entre la mortalidad acumulada alos 5 dias p.i. con WSSV
(variable dicotémica: vivo o muerto) y ruta de desafio (variable nominal: ingestién e
inmersién) o carga viral de infeccién (variable nominal con niveles de infeccién) fue
analizada a través de tablas de contingencia, utilizando la prueba exacta de Fisher al 95

% de confianza. Las diferencias en la distribucion de supervivencias de los animales entre
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rutas de desafio fueron comparadas a través del andlisis de supervivencias de Kaplan-

Meir, utilizando como estadistico de comparacién el logaritmo del rango (log rank).

En el Bioensayo 2, la mortalidad acumulada a los 10 d p.i. con WSSV (variable
dicotdémica: vive o muerto) fue comparada entre tipo de desafio (variable nominal:
individual vs colectivo) y dentro de cada tipo de desafio (3 niveles de dilucién) a través

de tablas de contingencia y utilizando el estadistico de Chi-cuadrado ().

En el Bioensayo 3, para el analisis de la transmisién viral y por consiguiente para la
determinacién de la probabilidad de transmisién (Beta, f3), se realizé un anélisis de la
prevalencia final (definida como el porcentaje de animales infectados con WSSV, segtin
el diagnostico por PCR, en un determinado tratamiento) luego de 3 d p.i., a través de
tablas de contingencia. Asi, se comparé la prevalencia final, utilizando el estadistico de
Chi-cuadrado (), entre: niveles de temperatura (29, 31 y 33 °C), ruta de transmisién
viral (ingestién e inmersidn) vy carga viral (1.35 x 108, 2.93 x 107, 6.75 x 10° réplicas
virales/individuo). Utilizando esas mismas tablas se calcularon los riesgos relativos (RR)
de infeccién entre los niveles de las tres variables de estudio. El RR se definié como la
prevalencia de infeccién en un determinado nivel de estudio, dividido para la prevalencia
en el nivel de referencia. Donde intervalos de confianza mayores a 1 indicaron la
presencia de riesgo significativo de infeccién en el nivel de estudio (nivel de riesgo),
comparado con el nivel de referenc.ia (nivel de proteccién). Mientras que, intervalos de
confianza menores a 1, excluyéndolo, indicaron la presencia de proteccidn significativa a

la infeccién en el nivel de estudio comparado con el mivel de referencia.
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La probabilidad de transmisién (Beta, ) fue calculada utilizando la ecuacién 4 (Soto e?

al., 2001).

B=1-exp[ln(S1/So)/Is] 4

Donde:

(} = coeficiente o probabilidad de transmisién viral definido en el capitulo 2,
S1=numero de animales susceptibles en el iempo t =72 horas

3o =mnumero de animales susceptibles en el tempo t= 0 (antes de la infeccion)

Iy =nimero de animales infectados en el tiempo t= 0 (antes de la infeccidén)

Las variables significativamente asociadas a la infeccién, en el anélisis de las tablas de
contingencia, fueron utilizadas para una regresién lineal multiple entre ellas (variables
explicatorias) y Beta (variable de respuesta). La ecuacién resultante del analisis de
regresion multiple fue utilizada para modelar la probabilidad de transmisién (Beta) en el

modelo epidémico,

Para el estudio de la enfermedad, y por tanto, para la determinacion de la probabilidad de
patencia (Gamma, ¥), se increment6 la calidad del diagnéstico de la enfermedad a través
de la estrategia de combinar dos diagnésticos en una prueba en serie (Thrusfield 1995).
Asf, en un primer paso, se escogi6 los animales positivos por PCR. En un segundo paso,
se consider6 los animales de este grupo que fueran diagnosticados como positivos por
anélisis de histologia. Solo se consider6 como animales enfermos aquellos casos que
resultaron positivos por ambas técnicas de diagnéstico. También fueron incluidos en el

grupo de animales enfermos los animales muertos antes de la cosecha, que resultaron
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positivos por PCR. Con este método se pretendié reducir los falsos positivos con el
consiguiente aumento de la especificidad y del valor predictivo positivo, permitiendo una
mejor confirmacién de la enfermedad. Las ocurrencias de la enfermedad, tal como fue
descrito con anterioridad fueron analizadas a través de tablas de contingencia, donde se
compar6 la morbilidad entre: niveles de temperatura (29, 31 y 33 °C), ruta de transmisién
viral (ingestién e inmersidn) y carga viral (1,35 x 108, 2,93 x 107, 6,75 x 10° réplicas
virales / individuo) utilizando el estadistico de Chi-cuadrado (x?). Los riesgos relativos
entre los niveles de las variables también fueron calculados. Las variables
significativamente asociadas a la enfermedad en el analisis de las tablas de contingencia
fueron utilizadas para un andlisis de regresién logistica entre ellas (variables
explicatorias) y la ocurrencia de la enfermedad (variable dicotémica de respuesta). A
partir de los pardmetros de la ecuacién de regresiéon logistica (5), se despejd la

probabilidad de ocurrencia de un evento (6).

nodd = In| 28 =a+b, X, +b,X, (5)
1-P(x)
a+b X +b X,
P(X) = 1+ expqulwz X, (6)

Donde: by y by son los coeficientes de la regresidn logistica asociadas a las variables
explicatorias X; y Xp, siendo iguales al odds ratio (OR}, que es un parametro de riesgo,
defimdo como la oportunidad de riesgo para la ocurrencia de un suceso (en este caso la
enfermedad) en el nivel de una determinada variable, comparado con un nivel de
referencia. La ecuacién resultante del analisis de regresidn logistica (6) fie utilizada

para modelar la probabilidad de enfermedad Gamma (y) en el modelo epidémico.



54

Adicionalmente, se calculé el IH de WSSV para todos los supervivientes de cada
tratamiento y luego se calcul6 un valor promedio por tratamiento. El valor promedio
por tratamiento considerd informacién de los amimales muertos que fueron
diagnosticados positivos por PCR. En estos ultimos casos, que no fie posible realizar
anélisis de histologia y por tanto no fie posible obtener un valor real de IH, se asumié6
un valor arbitrario de 13.25, que correspondié al maximo IH encontrado en los
animales sobrevivientes. De esta manera el IH no obvié a los enfermos agudos de WSD

que murieron durante el transcurso del experimento.

Para el analisis de la virulencia, las mortalidades fileron analizadas a través de tablas de
contingencia, donde fueron comparadas entre: niveles de temperatura (29, 31 y 33 °C),
ruta de transmision viral (ingestién e inmersion) y carga viral (1.35 x 10%,2.93 x 107, 6.75
x 10° réplicas virales / individuo) utilizando el estadistico de Chi-cuadrado (xz). Las
variables significativamente asociadas a la mortalidad, en el analisis de las tablas de
contingencia, fueron utilizadas para un andlisis de regresion logistica entre ellas (variables
explicatorias) y la ocurrencia de la mortalidad (variable dicotémica de respuesta). La
probabilidad de ocurrencia de la mortalidad fue obtenida a partir de los parametros de la
ecuacion de regresion logistica con una ecuacién similar a la ecuacién 6, y luego utilizada
para modelar la probabilidad de mortalidad Alpha (o) en el modelo epidémico.
Adicionalmente, se realizd un analisis de supervivencias de Kaplan-Meir utilizando el
esﬁdistico del logaritmo del rango para comparar las distribuciones de supervivencia a
los 3 niveles de temperatura, ajustados por los niveles de carga viral. Todos los an4lisis
estadisticos se realizaron en el programa SPSS version 11.0. En cada una de las celdas de
las tablas de contingencia, se observaron los residuos normalizados de Pearson, donde

valores mayores a 1.96 y menores a -1.96 mostraron evidencias a favor del rechazo de la
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hipétesis nula que las frecuencias observadas y esperadas en un determinado nivel de la
variable explicatoria son iguales, sugiriendo una asociacién entre ocurrencia de la

enfermedad y el nivel de la variable en cuestion.

La estructura del modelo epidémico de WSD desarrollado en esta tesis se basd en el
modelo desarrollado por Lotz y Soto (2002) (ecuaciones 7 a 10). La dindmica del modelo
se bas6 en los modelos de cadena de Reed Frost (Abbey 1952; Black y Singer 1987). El
cambio en tiempo del nimero de animales en cada una de las categorias fue expresado

con las siguientes ecuaciones de diferencias:

St =Si—S:[1-(1- B)Y] 7
= L+S[(1-A-PY -AL ®
Ewmi=E+AL -ak, )
Mui =M.+ a E (10)
Donde:
B.Aya= Probabilidades de transmisi6én, patencia y virulencia,
respectivamente,
(1- B)It= Probabilidad de que un susceptible no adquiera una infeccién
después de la exposicién a todos los individuos infecciosos
[E-(1- [S)It] = Probabilidad de que un individuo susceptible se infecte
despues de la exposicion a todos los individuos infecciosos
S, Eiy My = No. de animales susceptibles, infectados, enfermos y muertos

al iempo t=1t
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St+1, i+ 1, Et+1y Mywu= No. de animales susceptibles, infectados, enfermos y muertos

al tiempo t=t+ 1.

La expresion 4, utilizada para determinar la probabilidad de transmisién (Beta, ) se
obtiene despejando 3 de la ecuacidn (7):

La solucién del modelo se obtuvo resolviendo las ecuaciones 7 a 10. Para lo cual se
defini6 los parametros bésicos de la epidemia (B, A v &) a través de las ecuacién 4 y de las
3 regresiones mencionadas con anterioridad. Puesto que, §, A y o en esta tesis son una
funcién de la temperatura, ruta de transmisién y carga viral, estas 3 variables fueron
agregadas al sistema, obteniendo un modelo de tipo deterministico, ya que estuvo
representado por las expresiones matematicas (ecuaciones 7 a 10) de un modelo de Reed-
Frost, y también de tipo probabilistico debido a las regresiones utilizadas. La simulacién
del modelo se realizé en Stella Research 8.1.1 (High Performance System). El modelo se

formul bésicamente con las siguientes componentes:

o Qo Tay b
1) Variables 0 compartimientos deterministicos, construidos con todos los grupos
de la poblacién (S, L, By, y My). Estuvieron representados por “stocks™ que son
dibujados como rectingulos y representan la acumulacién de material.
1) Pardmetros y variables, que son elementos fijos determinados por el usuario y
representados como circulos. El modelo desarrollado en esta tesis contiene tres
pardmetros, determinados por las 3 regresiones definidas en el modelo, por las

probabilidades de paso de un estado a otro (B, v, o). Mientras que, el modelo
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contiene 3 variables (ruta de transmision, temperatura v concentracion de la
carga viral),

Tubos de flujos, representan la transferencia de material en un periodo de
tiempo especifico. Para el caso de este, los grupos (S, I, B, vy My) de la
poblacién, cambian en el tiempo a medida que la poblacién fluye de un
compartimiento a otro. Los compartimientos estdn conectados uno al otro a
través de estos tubos, similar a lo que sucede con la llave de un lavabo, con
nubes conectando las fuentes y los sumideros, es decir los compartimientos de
enfrada y de salida. La cabeza de la flecha indica la direccién del flujo. En el
modelo los flujos son definidos o regulados por la susceptibilidad (S, [1 - (1 -
AL, la patogenicidad (Ly) y 1a virulencia (E,c).

Conectores, conecta la informacién que se necesita para controlar el cambio

del estado del sistema

La validacién del modelo epidémico se realiz6 en dos etapas:

i

Se evalu6 la concordancia entre los resultados reales a los 3 d pi. del
Biocensayo 3 y los predichos por el modelo, para lo cuil se determiné los
atributos del modelo: sensibilidad (probabilidad de detectar correctamente a
un individuo enfermo = a / a + ¢), especificidad (probabilidad de detectar
correctamente a un individuo sano = d / b + d), valor predictivo positivo
(probabilidad de que un individuo pronosticado como positivo sea realmente
positivo = a / a + b) y valor predictivo negativo (probabilidad de que un
individuo pronosticado como negativo sea realmente negativo =d / ¢ + d).
Estos pardmetros son obtenidos a través de un andlisis de tablas de

contingencia (Dohoo et al., 2003), tal como se muestra en la Tabla 5.
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1) Se evalué la habilidad predictiva del modelo con datos procedentes de un
experimento realizado por Somnenholzner et a/. (2002), donde se estudid la
supervivencia, infeccién y estado patolégico de juveniles P. vannamei (0.8 —
1.5 g) desafiados por via oral con WSSV (dia 0) y sometidos a diferentes
condiciones de temperatura durante 16 dias (4 tratamientos, 100 animales por
tratamiento, 3 réplicas). Los datos iniciales del experimento de Sonnenholzner
y colaboradores fueron corridos utilizando el modelo desarrollado en esta
tesis. Posteriormente, se compararon los datos reales del experimento con las
predicciones del modelo a través del céleulo de la sensibilidad, especificidad y

valores predictivos positivos y negativos.

Tabla 3. Tabla de contingencia usada para evaluar la concordancia entre las predicciones
del modelo y los datos reales.

Datos reales
P ositives (enfernios) Negativos (sanos)

Verdaderos positivos Falsos positivos Total de positivos

Moddo [Positives () (b) (a+b)
Falsos negativos Verdaderos negativos Total de negativos

Negativos (c) {d) (c+d)

Total de enfermos Total de senos Total
(a+c) (b+d) (N=a-+b+c+d)
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4. RESULTADOS

4.1. BIOENSAYOQ 1

Las mortalidades acumuladas a los 5 d p.i. en todos los tratamientos fueron inferiores al
50 %, por tanto no fiie posible obtener niveles letales (LDse y LDgg) de concentracién de
WSSV (Tabla 6). La mayor mortalidad se obtuvo a través de la ingestién de tejido
infectado al 100 % (dilucién de tejido de material infectado y SPF no infectado en
relacién 1:1), que provocd una mortalidad del 16.7 % (5/30) del total de individuos
desafiados a esa concentracidén (Tabla 6), no mostrando diferencias significativas (p =
0.195, prueba exacta de Fisher) con respecto a lamortalidad (3.3 % = 1/30) registrada en
el fratamiento de ingestién de un 20 % (dilucién 1:5) de tejido infectado. No se
observaron mortalidades en el resto de los niveles de concentracidn viral experimentados
en los desafios por ingestién (Tabla 6). Tampoco se observaron mortalidades en las
concentraciones mas altas y baja del desafio por inmersién (1.25 x 102, 1.0x 107, 1.7 x
10 mL inéculo viral por mL de medio de cultivo) (Tabla 6). Se registré un amimal
muerto en cada una de las concentraciones de 8.0 x 107 y 3.3 x 10 mL inéculo / mL de
medio de cultivo, lo que representd un 3.3 % (1/30) de mortalidad para cada una de los
niveles mencionados (Tabla 6). La mortalidad acumulada, considerando todos los
animales muertos en los 5 niveles de concentraci6on viral, fue igual a 4.0 y 1.3 % para los
desafios por ingestién e inmersién, respectivamente. Tales valores mostraron no ser
estadisticamente significativos (p = 0.282, prueba exacta de Fisher). Mientras que, la
mortalidad final considerando los animales muertos en las dos rutas de desafio fue del
2.7 % (Tabla 6). No se observé ninguna mortalidad (0/60) en los controles negativos de

ingestién o inmersién. En el mismo sentido, no se encontraron diferencias significativas
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en el tiempo en morir de los animales desafiados por ambos tipos de desafios (log rango =

2.1,gl=1, p=0.1507).

Tabla 6. Porcentajes de mortalidad acumulada (%) al dia 5 p.i. con
WSSV y tiempo en morir de Penaeus vannamei
desafiados por ingestién (5 diluciones de tejido de material
infectado y SPF no infectado: 1:1, 1:5, 1:10, 1:50 y 1:100)
e inmersién (5 diluciones de indculo viral de WSSV: 1.25
x10%1.0x10%,80x 104,33 x 107y 1.7 x 10* mL de
in6eulo viral por mL™' de medio de cultivo). Para cada
nive] de dilucién n = 30, totalizando 150 camarones por
cada ruta de desafio. Bioensayo 1.

Dilucién de tejido de Mortalidad  Tiempo en morir
Ruta de camardn infectado y no % de cada individuo
desafio infectado (desafio por {nimero de (horasp.i.)
ingestion) y mL de indculo animales
viral por mL"' de medio de muertos)
cultivo (desafic por
inmersi6n)
1:1 16.7(5/30) 27,48, 48, 66, 66
Ingestion 1:5 3.3{1/30) 60
1:10 0.0 (0/30) -
1:50 0.0 (0/30) -
1:100 0.0 (0/30) -
1.25x 107 0.0 (0/30) -
Inmersia 1.0x 10° 0.0 (0/30) -
mersion 4
8.0x 10 3.3 (1/30) 57
33x 10" 3.3 (1/30) 70
1.7x10* 0.0 (0/30) -
4.1. BIOENSAYO 2

4,.1.1. Desafio individual

Tal como se observd en el Bioensayo 1, las mortalidades finales de los animales
desafiados con WSSV en forma individual en el Bioensayo 2 fueron bajas (Tabla 7 y
Figura 8). Asi, la mortalidad en cada una de las concentraciones estudiadas fue menor al 5
% (Tabla 7). Mientras que, la mortalidad acumulada en todos los desafios individuales

fiue igual al 5 % (9/180) (Tabla 7), corroborando los resultados obtenidos en el desafio
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individual del Bioensayo 1. La mayor mortalidad se produjo entre los camarones
desafiados con 100 % de tejido infectado (dilucién de tejido de material infectado v SPF
no infectado en relacién 1:1). Las mortalidades en el desafio individual se reportaron en

el intervalo entre las 57 y 89 horas p.i.

4.2.2. Desafio colectivo

Todos Jos animales (60/60) desafiados colectivamente con la primera concentracién de
papilla viral (dilucién de tejido de material infectado y SPF no infectado en relacién 1:1)
murieron en los 10 dias de experimentacién (Tabla 7). Mientras que, 20 individuos de la
segunda concentracién de papilla viral murieron (dilucién de tejido de material infectado
¥ SPF no infectado en relacién 1:5) y ningtin animal desafiado en forma colectiva con la
tercera concentracion de papilla viral muri6 en este bioensayo (Tabla 7); 1o que evidencia
una relacién entre la mortalidad de los animales y la concentracién del material infectado
(¢ =126.0,gl=2,p= 0.000). Las mortalidades en el desafio colectivo ocurrieron en
forma gradnal entre 47 y 232 h p.i., sin mostrar grandes picos epidémicos (Figura 8).
Tabla 7. Porcentajes de mortalidad final acumulada (%) al
dia 10 p.i. con WSSV de Penaeus vannamei
desafiados por ingestién (3 diluciones de tejido de
material infectado y SPF no infectado: 1:1, 1:5 ¥
1:10) en forma individual o colectiva (n = 60 por
cada desaflo, totalizando 180 camarones por cada

tipo de desafio). Bioensayo 2.
Tipode  Dilucidn de tejido de camarén Mortalidad

Desafic  infectade y no infectado % {nimero de
(desafio por ingestion) animales)
Tndividual 1 5 (3/60)
1:5 2 (1/60)
1:10 2 (1/60}
1 100 (60/60)
Colectivo 1:5 33 (20/60)

1:10 0 (0/60)
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Figura 8. Mortalidad acumulada (%) de animales Penaeus vannamei desafiados
con WSSV por ingestién en forma individual (180 animales
sembrados individualmente en frascos de 2 L) y en forma colectiva,
con 3 diluciones de tejido de material infectado y SPF no infectado
(1:1, 1:5, 1:10) (180 animales sembrados a razén de 20 animales
por acuvario de 20 L y 3 acuarios por cada nivel de dilucidn.
Bioensayo 2.

4.2.3. Analisis conjunto de los desafios (individual - colectivo)

Se encontré una mortalidad significativamente superior en los desafios colectivos
comparados con los individuales (x* = 86.6, gl = 1, p = 0.000). Considerando los tres
niveles de concentracién viral, la mortalidad acumulada al final de los 10 d p.i. de los
animales desafiados en forma colectiva fue del 44.4 % (80/180) comparado con un 2.7 %
(5/180) registrado en los desafios individuales. En el mismo sentido, el anélisis de
supervivencia mostré que los tiempos de supervivencia en los desafios individuales
fueron significativamente superiores (log rango = 84.88, gl = 1, p = 0.000) comparados
con los obtenidos en los desafios colectivos. Este efecto se observé, inclusive, al

considerar 1os niveles de concentracidn viral.
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4.3 BIOENSAYO 3

4.3.1. Analisis de la transmisién viral

Luego de 3 d p.i. los animales mantenidos a 29 °C mostraron la mayor prevalencia
(68/96) de infeccién de WSSV (Tabla 8). Mientras que, los animales a 31 °C presentaron
la menor prevalencia (26/98) en ambas rutas de transmisién viral (Figura 9). Se encontrd
evidencias a favor de la presencia de diferencias estadisticas significativas en la infeccién
entre niveles de temperatura (%2 =38.11, g1 =2, p =0.000). Asi los animales mantenidos
a 29 °C tuvieron 2.7 (68/96 / 26/98) y 1.46 (68/96 / 45/93) veces més riesgo relativo de
ser infectados comparado con los animales mantenidos a 31 y 33 °C, respectivamente
(Tabla 8). Los animales desafiados por inmersién presentaron una significativa (%2 =
5.87,g1=1, p=10.015) mayor prevalencia (80/144) que la encontrada en los animales
desafiados por ingestién (59/143) (Tabla 8 y Figura 9). El riesgo relativo fue 35 %
superior en los animales desafiados por inmersién que por ingestién (80/144 / 59/143)
(Tabla 8). Mientras que, no se observaron diferencias significativas en la ocurrencia de

infeccién en funcién de la carga viral de infeccién (x2 = 1.65, g1 =2, p = 0.438).
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Tabla 8. Tablas de contingencia entre infeccién a WSSV (Datos del an4lisis de
PCR con iniciadores de Kimura) a los 3 dias p.i. y ruta de infeccién
(ingestion e inmersién), niveles de temperatura (29, 31 y 33 °C) y
concentracién de WSSV (1.35 x 10%, 2.93 x 107 y 6.75 x 10° réplicas
virales/animal). Bicensayo 3.

Variable Nivel Estadistico No. animales No. Total
no infectados animales
infectados
Ingestién n 84 59 143
Porcentaje 387 41.3
Ruta de Residuos 2.42 -2.42
infeccibn  Inmersién n 64 80 144
Porcentaje 44.4 55.6
Residuos -2.42 242
Total 148 139 287
29°C n 28 68 96
Porcentaje 29.2 70.8
Residuos -5.38 5.38
31¢°C n T2 26 98
Temperatura Porcentaje 73.47 26.53
°C) Residuos 5.35 -5.35
33°C n 48 45 93
Porcentaje 51.6 484
Residuos 0.01 -0.01
Total 148 139 287
1.35x10° «n 44 51 935
Porcentaje 46.3 537
Residuos -1.3 1.3
Cargaviral 2.93x10° 1 53 43 96
{réplicas Porcentaje 53.2 44.8
virales / Residuos 0.9 -0.8
camarén)  g75x10° n 51 45 96
Porcentaje 53.1 46,9
Residuos 04 -0.4
Total 148 139 287
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Carga viral
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.93 x 107 réplicas virales/individuo
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X
s

Infeccidn de WSSV por ingestion Infeccién de WSSV porinmersitn

Figura 9. Porcentaje de animales infectados con WSSV (por anslisis de PCR con
iniciadores de Kimura) alos 3 d p.i. en funcién de la ruta de transmisién viral,
temperatura y carga viral de infeccién. Bioensayo 3.

La probabilidad de transmisién (B), calculada de acuerdo a la expresién 4, para los

tratamientos formados por las combinaciones de temperatura y ruta de transmisién viral

2

varié en promedio entre 0.08 y 0.40 (Tabla 9). En estos tratamientos no se observé
diferencias en los valores de Beta calculados para los tres niveles de carga viral (datos no
mostrados). Las mayores transmisiones de WSSV ocurrieron a 29 °C por inmersién.
Mientras que, las menores transmisiones se registraron por ingestién a 31 y 33 °C.

Tabla 9. Probabilidad de transmisién (Beta, ) para distintos
niveles de temperatura y ruta de transmisién viral.
Cada probabilidad es el promedio de los valores
obtenidos a las 3 concentraciones de carga viral (1.35 x
108, 2.93 x 107 y 6.75 x 10° réplicas virales/animal).
Bioensayo 3.

Ruta de fransmisién viral Temperatura  Probabilidad de transmisién

(°C) (Beta, )
Ingestion 29 0,29
31 0,08
33 0,14
Inmersion 29 0,40
31 0,11

33 0,26
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Los resultados del analisis de las prevalencias mostraron diferencias significativas en la
infeccién entre niveles de temperatura y ruta de transmisién viral, no observandolas por
efecto de la carga viral. Tales observaciones condujeron a estudiar 1a variabilidad de Beta
en funcioén de estas dos variables a través de un modelo de regresién miltiple. El modelo,
resumido en la tabla 10, muestra evidencias de que la temperatura esth significativamente
asociada a Beta. La ruta de transmisién viral no mostré una significancia mayor del 90 %
(Tabla 10), pero su contribucién sobre la variabilidad de Beta es del 10 % (coeficiente
estandarizados de la regresién multiple, dato no mostrado). Por tal motivo, se decidi6
construir el modelo de regresién multiple con las dos variables predictoras (ecuacién 11).
La temperatura fue el factor que més influyé en la infeccién final (coeficiente
estandarizado = -0.513). Mientras que, la ruta de transmisién viral mostré un coeficiente
estandanizado = 0.353. El modelo mostrado en la expresién 11 explics el 39 % de la
varianza observada en la variacién de Beta (R®). Sin embargo, segiin el modelo lineal,
por cada incremento en 1 °C se presenta tan s6lo un decrecimiento de 0.0377 en la
probabilidad de infeccidn. Un incremento de 0.08485 en la probabilidad de infeccién fue
observado en la transmisién viral por inmersién, con respecto a la transmisién por
ingestién.
Tabla 10. Modelo de regresién multipe que explica la contribucién de la

temperatura y la ruta de transmisién viral a la variabilidad de la
probabilidad de transmisidn (Beta, [3) en los datos del Bioensayo 3.

Variable Coeficiente no  Error estandar t P-valuye
estandarizados  del coeficiente
Constante 1.256 0467 2.691 0.017
Temperatura -0.0377 0.015 -2.540 0.023

Ruta de transmision 0.084385 0.048 1.750 0.101
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Probabilidad de transmisién (Beta, ) =

=1.256 — (0.0377 Temperatura) + (0.08485 Ruta de transmisién) (1)

4.3.2. Analisis de la patogenicidad

El menor ntmero de individuos que enfermaron después de ser infectados se obtuvo en el

tratamiento, a través de la ingestién a 33 °C y 6.75 x 10° réplicas virales / individuo
(Figura 10). El mayor nimero de camarones enfermos se obtuvo a través de la ruta
inmersién, a 29 °C y 1.35 x 10%réplicas virales / individuo (Figura 10).

(E]ga T?six 10* réplicas viralesfindividuo

2.93 x 107 réplicas virales/individuo
Bl .75 x 10 réplicas viratesfindividuo

g ® 33°C

Deszafio por ingestidn Desafio por inmersidn

Figura 10. Porcentajes de animales enfermos con WSD (por anélisis de histologia) en
funcién de la ruta de transmisi6n viral, temperatura y carga viral de infeccién
alos 3 d p.i. Bioensayo 3.

Los resultados obtenidos a través de las tablas de contingencia (Tabla 11) mostraron que

la temperatura (2 = 24.171, g 1 = 2, p=0.000) y laruta de infeccién (x2 = 7.125,gl=

1, p = 0.008) estuvieron relacionadas con el estado de enfermedad de los animales de

experimentacién. Los animales desafiados por inmersién manifestaron una prevalencia de

WSD (62/144) significativamente mayor que los desafiados a través de la ingestién
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(40/143) (Tabla 11). Implicando que los individuos desafiados por inmersién presentaron
54 % mayor riesgo relativo (62/144 / 40/143) de padecer WSD comparado con los
individuos desafiados a través de la ingestién (Tabla 11). Una vez que la infeccién
ocurrid, los camarones sometidos a una temperatura ambiental de 29 °C, tuvieron 2.65
veces (51/96 / 19/98) mas riesgo relativo de enfermar con WSD comparados con los
mantenidos a 31 °C y 1.56 (51/96 /32/93) veces mas riesgo comparados con los
mantenidos a 33 °C (Tabla 11). Por el contrario, la carga viral no presenté relacién con el

estado de enfermedad de los camarones desafiados (¥2=4.66, gl=2, p = 0.097) (Tabla 11).
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Tabla 11. Tablas de contingencia entre ocurrencia de la enfermedad de Mancha
Blanca (determinada a través del an4lisis de histologia) a los 3 dias pi.y
ruta de infeccién (ingestién e inmersién), temperatura (29,31 y33°C) y
concentracién de WSSV (1.35 x 108, 2.93 x 107 y 6.75 x 10° réplicas
virales/animal). Bioensayo 3.

Variable  Nivel Estadistico No. animales  No. animales Total
SAN0S enfermos
Ingestion n 103 40 143
Porcentaje 72.0 28.0
Ruta de Residuos 2,7 =27
infeccidon Inmersion n 82 62 144
Porcentaje 56.9 43.1
Residuos -2.7 2.7
Total 185 102 287
29°C n 45 51 96
Porcentaje 46.9 53.1
Residuos 4.4 4.4
Temperatura 31°C n 79 19 98
°C) Porcentaje 73,47 19.4
Residuos 4.1 -4.1
33°C n 61 32 93
Porcentaje 65.6 344
Residuos 0.3 -0.3
Total 185 102 287
1.35x10° n 53 42 95
Porcentaje 55.8 44.2
Cargaviral Residuos -2.2 2.2
(réplicas 2.93x10° n 66 30 96
1:;3":332 ) Porcentaje 68.8 31.3
Residuos 1.1 -1.1
6.75%10° n 66 30 9
Porcentaje 68.8 31.3
Residuos L1 -1.1

Total 185 102 287




70

El modelo de regresién logistica construido con las variables temperatura y ruta de
infeccién viral (Tabla 12) defini6 la funcidn de la probabilidad (Gamma, y) de que los

individuos desafiados se enfermen (ecuacién 12).

Tabla 12. Influencia de la temperatura, ruta de transmisién viral sobre la enfermedad alos
3 d p.i. en el Bioensayo 3. Resultados del andlisis de regresién logistica.

Variables en la Coef Error Estadistico gl P-value Exp IC 95 % para
ecuacidn estdndar  de Wald {Coef’) Exp (Coef) =OR
del OR Lim. Lim.
Coef inferior  Superior
Temperatura ' -0.215 0.079 7435 1 0.006 0.806 0.691 0.941
Rutade transmisién®  -0.682  0.255 7.167 1 0.007 0.506 0.307 0.833
Constante 6.385 2.447 6.809 1 0.009

" La temperatura fue ingresada como variable continua en la regresién logistica.
? Laruta de transmisién por inmersién es el nivel de referencia
Coef. = coeficiente, OR = odds ratio, IC = intervalo de confianza

Probabilidad de — Gamma ('Y) — reXD 6.385 - (0.215 Temperatura) — {0.682 Ruta) ] (12)
ocurrencia de [1+ exp 6,385 - (0,215 Temperatura) — (0.682 Ruta) }

la enfermedad

El empleo del indice histoldgico para WSSV de Maldonado (2003) sobre los resultados
de la histologia mostré implicaciones importantes en cuanto a la magnitud de los dafios
producidos en los tejidos. En la Figura 11, se observa una tendencia decreciente de la
patogenicidad con respecto a la carga viral en el desafio. Ademas, a pesar de que los
analisis previos mostraron en general que en la infeccidén y la enfermedad los animales
desafiados con WSSV a 33 °C tuvieron mayor prevalencia que a 31 °C, la magnitud de las
lesiones a 33 °C fueron menores que a 31 °C (Figura 11). Observandose ademas que, la
magnitud de las lesiones provocadas por el WSSV fueron mas similares en los animales

desafiados 2 29 y 31 °C que entre 31 y 33 °C (Figura 11).
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Figura 11. Indice Histolégico (IH) en los camarones enfermos de WSD en el
Bioensayo 3, en funcién de la temperatura y la carga viral de
infecci6n.

4.3.3. Analisis de la virulencia

El anélisis grafico de la mortalidad en el Bioensayo 3 mostrd que la mayor mortalidad
estuvo asociada alos desafios a 29 °C (Figura 12). La mortalidad ocurrié también a 31 °C,
pero a 33 °C sélo se reportd un animal muerto (1/93) (Figura 12 y Tabla 13). Con
respecto ala carga viral, se observé que las mayores mortalidades ocurrieron en la carga
viral de mayor concentracién (1.35 x 108 réplicas virales por individuo) (Figura 12). No
se observé una tendencia clara en la mortalidad de los individuos en relacién a la ruta de

transmisién viral (Figura 12 y Tabla 13).
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Figura 12. Mortalidad (%) a los 3 d p.i. en funcién de la ruta de transmisién viral,
temperatura y carga viral de infecci6én a los 3 d p.i. Bioensayo 3.

Los resultados obtenidos a través de las tablas de contingencia realizadas para analizar la
relacién entre las variables de estudio y la mortalidad mostré que la carga viral de desafio
(%2 =19.049, gl = 2, p = 0.000) y la temperatura (x2 = 14.502, g 1 = 2, p = 0.001)
estuvieron relacionadas con la mortalidad de los camarones desafiados (Tabla 13). Los
animales desafiados a una carga viral de 1,35 x 10° réplicas virales por individuo,
manifestaron una mortalidad significativamente mayor (21/95), que los desafiados a 2.93
x 107 réplicas virales / individuo (6/96) y superior también a los desafiados a 6.75 x 10°
réplicas virales / individuo (4/96) (Tabla 13). Lo cual implicé que, los individuos
desafiados con una carga viral equivalente 2 1,35 x 10°® réplicas virales / individuo
presentaron 3.5 y 5.3 veces més riesgo relativo de morir por WSD comparados con los
animales desafiados a 2.93 x 107 y 6.75 x 10%réplicas virales / individuo, respectivamente
(Tabla 13). Los animales sometidos a una 29 °C tuvieron 35 % (17/96 / 13/98) veces mas

riesgo relativo de morir por WSD que los animales mantenidos a 31 °Cy 15.36 (17/96 /
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1/93) veces mas riesgo que los mantenidos a 33 °C (Tabla 13). La ruta de transmisién

viral no mostré relacién significativa (%2 = 0.349, g1 =1, p = 0.554) con la mortalidad

(Tabla 13).

Tabla 13. Tablas de contingencia entre mortalidad a los 3 dias p.i. y ruta de infeccién
(ingestién e inmersidn), niveles de temperatura (29, 31 v 33 °C) vy
concentracién de WSSV (1.35 x 108, 2.93 x 107 y 6.75 x 10° réplicas
virales/animal). Bioensayo 3

Variable  Nivel Estadistico No. animales No. animales Total
vivos muertos
Ingestiéon n 126 17 143
Porcentaje 88.11 11.89
Ruta de Residuos -0.6 0.6
infeccién  fnersion o 130 14 144
Porcentaje 90.28 9.72
Residuos 0.6 -0.6
Total 258 31 287
29°C n 79 17 96
Porcentaje 82.29 1771
Residuos -2.7 2.7
31°C n 85 13 98
Temgg)ahx " Porcentaje 86.73 13.27
Residuos -1 1
33°C n 92 1 93
Porcentaje 98.92 1.08
Residuos 3.7 3.7
Totat 256 31 287
135x10° n 74 21 95
Porcentaje 77.89 2211
. Residuos 2.2 2.2
Cargaviral 543997 4 90 6 96
(re;)l:cas v ales Porcentaje 93.75 6.25
camaron) .
Residuos 1.8 -1.8
6.75%x10° n 92 4 96
Porcentaje 95.83 4.17
Residuos 2.6 2.6
Total 258 31 287
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El analisis de los resultados de la regresion logistica construida con las variables
temperatura y carga viral (Tabla 14) permitié definir la funcién de la probabilidad de que

los individuos desafiados mueran (ecuacién 13).

Tabla 14. Modelo de regresién logistica que explica la contribucién de la temperatura, y la
carga viral sobre la mortalidad alos 3 d p.. en el Bioensayo 3.

Variable en la Coef Error Estadistico gl P-value Exp(Coef) IC 95 % para
ecuacion estandar del de Wald =0R Exp (Coef)
Coef Lim. Lim.
Inf, Sup.
Temperatura ' -0.493844 0.145 11.552 1 0.001 0.61¢ 0459 0811
Carga viral ! 0.3243848 0.082 15.586 1 0.000 1.383 1177 L.625
Coef 11.8521 4.367 7.359 1 0.007

' La temperaturay la carga viral fileron ingresadas como variables continuas en la regresion logistica.
Coef. = coeficiente, OR = odds ratio, IC = intervalo de confianza

Probabilidad = fexn 11.8521 - (0.4938 temperatura) + (0.324 carga \tiraf)} (13)
de mortalidad [1+ exp 11. 8521 - (0.4938 temperatura) + ¢0.324 carga viral)]
Alpha ()

Ademds, el analisis de supervivencia de Kaplan-Meier basado en los valores de
mortalidad en funcién de la temperatura (estratificada por carga viral) mostré diferencias
significativas en la distribucién de la supervivencia (log rango = 14.15, gl =2, P =
0.0008). Asi, en los fres niveles de carga viral, 1a distribucién de la supervivencia a 33 °C
fue diferente a la observada a 29 y 31 °C. Mientras que, en estos dos tltimos tratamientos

no se observaron mayores diferencias (Figuras 13, 14 y 15).
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Figura 13. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier con relacién a la
temperatura. Carga viral de infeccién = 1.35 x 10° réplicas
virales/individuo. Bioensayo 3.
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Figura 14. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier con relacién a la
temperatura. Carga viral de infeccién = 2.93 x 107 réplicas
virales/individuo. Bioensayo 3.



76

Carga viral = 6.75 x 10 6 réplicas virales/ind

1,10
1,00 ] —*
g R Temperatura ( C)
.8
2,907 * 33,00
4
g *  33,00-censurado
Q‘ E |
& 80 " 31,00
* 31,00-censurado
701 T
® 29,00
,60 e ¥ 29,00-censurado

40 50 80 70 80

Tiempo (horas post infeccidn)

Figura 15. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier con relacién a la

temperatura. Carga viral de infeccién = 6.75 x 10° réplicas
virales/individuo. Bioensayo 3.

4.3.3. Modelo epidémico de WSD

4.3.3.1. Estructura del modelo
El modelo para una epidemia de WSD se construyé con las signientes componentes:

i) Las clases de individuos que ocurren durante una epidemia: susceptibles (S),
infectados (I), enfermos (E), muertos (M). En la Figura 16 estos grupos son
representados por cuadrados. Para las condiciones iniciales de los
tratamientos, los valores iniciales fueron: § =16 animales, [=0, E=0, M =3,

1) Los pardmetros bsicos de una epidemia: las probabilidades de transmisidn
(Beta, [3), de patencia (Gamma, y) y de virulencia (Alpha, o), que fueron

definidos en los modelos estadisticos desarrollados en la seccién previa
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(ecuaciones 11, 12 y 13). Segtn la hipétesis de este estudio, estos parametros
basicos dependen de tres variables (temperatura, ruta de transmisién y carga
viral). En la Figura 16, los parAmetros y las variables estan representados por
circulos.

Probabilidad de transmision (Beta, B)= 1.256 — (0.0377 Temperatura) + (0.08485 Ruta)

Probabilidad de enfermedad (Gamma, y) = Fexp 6285 - (0215 Temperature) ~ (0,682 Ruts) |
[1+ exp 638 - Q215 Tanparohice) — Q682 Ru) |

Probabilidad de mortalidad (Alpha, o) = [exp ! 1852 - (04538 Terporstucy + (0324 Canga viray
[1_§_ exp 11, 8521 - (04938 Temperatura) + (6,324(:“@?;,&])}

La transferencia de material o €l paso de individuos de un estado a otro (por
gjemplo, grupos de animales que pasan de estar infectados a enfermos) estan
representados por la susceptibilidad, patogenicidad y virulencia. En la Figura
16 estén representados por los tubos de flujo.

Susceptibilidad =S,[1 - (1 - B) }]

Patogenicidad =\ 1,

Virulencia = o E;

Para que la evolucién de la epidemia sea dinamica, se conectaron las
componentes del sistema, de tal manera que las variables explicatorias
(temperatura, ruta de transmisién y carga viral) fueron conectadas a los
pardmetros de la epidemia (B, Ay ). A su vez, estos pardmetros conectan a
las caracteristicas bésicas de la epidemia (susceptibilidad, patogenicidad y
virulencia). Los grupos de individuos fueron colocados en el orden 16gico del
desarrollo de una epidemia. Asi en primer lugar, se colocd la caja que contiene
los individuos susceptibles, luego los infectados, los enfermos y, finalmente

los muertos. Las cajas fueron conectadas siguiendo este orden.
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Figura 16. Esquema del modelo epidémico de WSD desarrollado con los resultados del
estudio. Simulacién corrida en Stella 8.1.1.

El esquema planteado determina que la dindmica sea establecida mendiante la suma y

resta de las enfradas y salidas de individuos de un estado a otro.

Asi, los susceptibles en el iempo t + 1 serdn iguales a los susceptibles en el tiempo t,
menos los susceptibles que dejaron de serlo para pasar a ser infectados, representada en la

ecuacion 7

S =8 =S [1-1-PY @,

Los infectados en el tiempo t + | serdn iguales a los infectados en el tiempo t, mas los
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individuos susceptibles que se infectaron en el tiempo t, menos los individuos infectados
que pasaron a formar parte de los enfermos. Esta dinamica fue representada en la
ecuacién 8.

Lir= L+ S [1-(A-BL-A1 (8)

Los individuos enfermos en el tiempo t + 1 serdn iguales a los enfermos en el tiempo t,
mas los infectados que se enfermaron en el tiempo t, menos los individuos enfermos que
murieron en el tiempo t (ecuacién 9)

Et+1 = Et"*" A Ir," o Et (9)

Los individuos muertos en el iempo t + 1 serdn iguales a los muertos en el tiempo t, mas
los individuos enfermos que mueren (ecuacién 10)

M1 =M+ ot E; (10)

4.3.4.2. Resultados de la simulacién

Los datos iniciales de los 18 tratamientos conformados por la combinacién de los 3
niveles de temperatura, 2 niveles de ruta de transmisién y 3 niveles de carga viral fueron
corridos con el modelo propuesto en la Figura 16. Los resultados son mostrados en las
Figuras 17, 18 y 19 e indican que a las 3 temperaturas (29, 31 y 33 °C) el modelo predice
con bastante exactitud la mortalidad real en las 2 cargas virales inferiores. Se observan
mayores diferencias en la concentracién viral més alta por ingestioén a las 3 temperaturas
de experimentacién. Esto sucede porque el modelo subestima la mortalidad real cuando la
concentracidén viral es la mas alta. Una observacién interesante es que €l méaximo mimero

de animales infectados ocurre al dia 2 en todos los tratamientos a 29 y 31 °C y, en
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ingestion a 33 °C. Sin embargo, el maximo nimero de animales infectados a 33 °C, en el
desafio por inmersién, ocurre al dfa 3 p.i. Este hecho parece ocurrir debido a que en los
animales desafiados por inmersién a 33 °C la probabilidad de enfermarse fue més baja, lo

que cornlleva a que haya mayor disponibilidad de animales infectados al dia 3.
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Figura 17. Variacién en tiempo de la dindmica de WSD producida por desafios por
ingestién (graficos en panel izquierdo) y por inmersidn (graficos en panel
derecho) a 29 °C. Datos pronosticados por el modelo desarrollado a partir
de los resultados del Bioensayo 3. La simulacién fue realizada con Stella
Research 8.1.1.



ingestién (graficos en panel izquierdo) y por inmersidn (gréficos en panel
derecho) a 31 °C. Datos pronosticados por el modelo desarrollado a partir
de los resultados del Bioensayo 3. La simulacién fue realizada con Stella

Research 8.1.1.
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Figura 19. Variacién en tiempo de la dinmica de WSD producida en desafios por
ingestion (graficos en panel izquierdo) y por inmersidn (graficos en panel
derecho) a 33 °C. Datos pronosticados por el modelo desarrollado a partir
de los resultados del Bioensayo 3. La simulacién fue realizada con Stella
Research 8.1.1.
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4.3.4.3. Validacién del modelo

El andlisis de concordancia entre las predicciones del modelo y la informacién real del
Bioensayo 3 mostré que la prediceién del modelo tuvo una sensibilidad del 68 %, una
especificidad del 87 %, un valor predictivo positivo del 78 % y un valor predictivo
negativo del 81 %. Estos valores resultan en una evaluacién favorable para la habilidad
predictiva del modelo. Un andlisis por separado de las predicciones sobre los animales
susceptibles infectados, enfermos y muertos mostrd lo siguiente:

Para los animales susceptibles: sensibilidad 54 %, especificidad 100 %, valor predictivo
positivo 100 %, valor predictivo negativo 64 %.

Para los animales infectados: sensibilidad 100 9, especificidad 55 %, valor predictivo
positivo 33 %, valor predictivo negativo 100 %.

Para los animales enfermos: sensibilidad 69 %, especificidad 97 %, valor predictivo
positivo 83 %, valor predictivo negativo 84 %.

Para los animales muertos: sensibilidad 36 %, especificidad 100 %, valor predictivo
positivo 100 %, valor predictivo negativo 83 %.

La concordancia para los 18 tratamientos en los cuatro grupos de animales es descrita en

la tabla 15.
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Tabla 15. Habilidad predictiva del modelo epidémico de WSD para los individuos
susceptibles, infectados, enfermos y muertos de los 18 tratamientos del
Bioensayo 3.

Grupo Valor
Temperatura Carga viral Sensibilidad Especificidad predictivo  Valor
Ruta de eC) (réplicas / (%) (%%) positivo  predictivo
infeccién individuo) (%) negativo (%)
Susceptibles Ingestion 29 1.35x 10° 60 160 100 85
2.93x 10" 50 100 100 77
6.75 x 10° 50 100 100 77
31 1.35x 10° 36 100 100 42
2,93 x 10 31 100 100 25
6.75 x 10° 31 100 100 25
33 1.35x10° 70 100 100 63
2.93 x 107 80 100 100 78
6.75x 10° 80 100 100 71
Inmersion 29 1.35x10% 100 100 100 100
2.93x 107 33 100 100 71
6.75 x 10° 67 100 100 93
31 1.35x 108 27 100 100 38
2.93 x 107 25 100 100 36
6.75 x 10° 25 100 100 36
33 1.35x 10° 67 100 100 83
2.93x 10 67 100 100 80
6.75 x 10° 67 100 100 75
Infectados Ingestion 29 1.35 x 108 100 60 14 100
2.93 x 10’ 100 69 43 100
6.75 x 10° 100 60 14 100
31 1.35 x 10° - - . -
2.93x 10" - - - -
6.75 x 10° 100 60 14 100
33 1.35 x 10° . - - -
2.93x 107 100 7 43 100
6.75 x 10° 100 73 57 100
Inmersién 29 1.35x 10° 100 47 11 100
2.93 x 10 100 47 11 100
6.75 x 10° 100 64 56 100
31 1.35x 10° - - . -
2.93% 10 100 50 30 100
.75 x 10° 100 47 20 100
33 1.35x 10° 100 40 100 100
2.93 x 10 100 42 22 100
6.75 % 10° 100 43 20 100
Enfermos  Ingestién 29 1.35x 10% 80 100 100 92
2.93x 107 86 100 100 90
6.75 x 10° 86 100 100 90
31 1.35x 10° 100 80 25 100
2.93 x 10 100 86 50 100
6.75 x 10° - - - -
33 1.35x 10° 50 100 100 85
2.93x 10’ 75 100 100 93
6.75 x 10 75 100 50 92
Inmersion 29 1.35x 10° 43 100 100 69
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2.93 x 10’ 67 100 100 83
6.75 x 10° 63 100 100 73
31 1.35x 10% 100 87 33 100
2.93x 10 - - - .
6.75 x 10° 100 93 75 100
33 1.35x 10° 22 100 100 50
2.93x 10 33 100 100 67
6.75 x 10° 29 100 100 64
Muertos  Ingestion 29 1.35 x 10° 40 100 100 79
2.93 x 107 . - - -
6.75 x 10¢ 50 100 100 93
31 1.35x 10° 20 100 100 73
2.93 x 107 . - . .
6.75 x 10° - - - -
33 1.35 % 10° - - - -
2.93x 107 - . - -
6.75 x 10° - - - -
Inmersion 29 1.35x 10° 50 100 100 86
2.93x 10 33 100 100 87
6.75 x 10° - - - -
31 1.35x 10° 25 100 100 80
2.93x 107 - - . .
6.75 x 10° - - - -
33 1.35x 10° - - . -
2.93x 10 . - - -
6.75 x 10° - - - -

- No se pudo realizar el calculo debido 2 que dos celdas de la tabla de contingencia tuvieron 0

conteos
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5. DISCUSION

La variabilidad en el tiempo del nimero de animales susceptibles, infectados, enfermos y
muertos, en funcién de la temperatura, la carga viral y la ruta de transmisidn viral, durante
una epidemia, ha sido analizada en el transcurso de los 3 bioensayos realizados en este
trabajo. Los resultados encontrados corroboraron la hipétesis inicial de trabajo referente a
que la dindmica de una epidemia de WSD est4 relacionada con la concentracién viral, la

ruta de transmisién y la temperatura.

Adicionalmente, se encontraron otros resultados relacionados con el impacto de una
epidemia de WSD. Asi, en el proceso de busqueda bibliografica, sobre concentraciones
letales de WSSV que produjeran distintos valores de mortalidad, observamos que no
habian sido publicados trabajos que trataran sobre dosis letales (LDso y LDgg) de WSSV,
basados en rutas naturales de transmisién. Wu et a/ (2002) en P. japonicus y Prior et al.
(2003) en P. vannamei citan el empleo y la obtencién de LDsy en desafios con
homogeneizados de tgjidos infectados con WSSV via inyeccién, lo gue al no ser una ruta
de transmisién natural no pudo ser utilizada como niveles de carga viral de referencia
para el Bioensayo 3. Prior y colaboradores intentaron sin éxito encontrar dosis letales de
WSSV por inmersién. Por tales motivos, a falta de informacién relevante en la literatura,
el Bioensayo 1 fue corrido para encontrar niveles de carga viral que pudiesen ser
utilizados posteriormente en el Bioensayo 3. Aunque las mortalidades acumuladas a los 5
d p.i. en todos los tratamientos del Bioensayo I fueron inferiores al 50 %, y por tanto no
fue posible obtener niveles letales (LDsg v L.Dgg) de concentracion de WSSV, se encontrd
que, sin importar la ruta de transmisién o concentracién de carga viral, los individuos que

fueron desafiados en forma aislada presentaron muy bajas mortalidades.
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Coincidentemente, tales resultados fueron similares a los desafios individuales realizados
por Wu ef al. (2001) y por Prior ef al. (2003). Los bajos niveles de mortalidad obtenidos
en el desafio individual, contrastados con los niveles altos de mortalidades en condiciones
de cultivo, cuando los animales se encuentran agrupados en grupos, resalté la relevancia

de la transmisién secundaria sobre la mortalidad ocasionada por el WSD.

Los resultados del Bioensayo 2 permiti6 confirmar {a relevancia del impacto dela

transmisién secundaria, a través de la comparacién entre desafios individuales y
colectivos. Se corroboraron las bajas mortalidades de los animales desafiados en forma
individual, contrastadas con altas mortalidades observadas en los desafios en conjunto.
Esto, sumado al hecho de haber encontrado una relacién significativa entre la
concentracién de carga viral y la supervivencia en el Bioensayo 2, confirma que la
transmisién secundaria es un factor importante para las altas mortalidades producidas por
el WSD en las poblaciones de cultivo. Al respecto, Wu ef a/. (2001) aducen un mayor
estrés y més altas posibilidades de transmisién horizontal entre los individuos desafiados

de forma colectiva.

Posiblemente, lo que ocurre durante una epidemia, es que casos secundarios {(individuos
susceptibles que son infectados por los casos primarios) e inclusive, los casos terciarios
(casos producidos por contacto con los casos secundarios), pueden incrementarse en
tiempo por efecto del canibalismo y la transmisién de patdgenos liberados por los
animales infectados al medio. Esto darfa paso a que ocurra un brote epidémico. En este
contexto, la contagiosidad o habilidad del patégeno para propagarse en una poblacién,
puede ser un término més importante para la dinamica de WSD que la transmisién viral.

Por otro lado, los resultados obtenidos con los desafios individuales sugieren que los
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animales pueden controlar la enfermedad si ellos no son reinfectados. Por tanto,
estrategias conducidas a decrecer la carga viral en las larvas antes de la siembra en la
piscina o, conducidas a decrecer la contagiosidad, a nivel de casos secundarios y

terciarios, pueden ser potenciales estrategias de control para el WSD.

Las concentraciones virales (diluciones 1:1, 1:5 y 1:10) empleadas en el Bioensayo 2, que
a través de los desafios en forma conjunta por ingestién produjeron mortalidades del 100,
33 y 0 %, fueron utilizadas en el Bioensayo 3, excluyendo de estudiar las diluciones

inferiores probadas en el Biocensayo 1 que no produjeron ninguna mortalidad.

Para la completa comparacién de la infeccidn, enfermedad y mortalidad provocada por
las dos rutas de transmision viral (inmersién e ingestién), se utilizé ignal cantidad de
tejido infectado en ambas rutas de infecciédn, resultando en las diluciones mostradas en la
tabla 2 del capitulo 3. Esto permitié observar que la infeccidn estuvo relacionada con la
ruta de transmisién viral, siendo mas efectiva por inmersién que por ingestién. Tales
resultados se oponen a la afirmacién de Lotz y Soto (2002), que plantean que la ruta mas
importante durante una epidemia es la ingestién, Por otro lado, el hecho de que similares
porcentajes de infeccién fueran observados usando diferentes cargas virales puede ser
facilmente explicado si la minima carga viral efectiva que se usé fue suficiente para
producir un nivel de infeccidn fuerte. Probablemente, para infectar a un individuo bastd
con un mimero bajo de réplicas virales para iniciar la replicacién al interior del organismo
y para que posteriormente aparezcan los sintomas caracteristicos de la enfermedad.
Acorde con esto, seria suficiente aplicar una dilucién de papilla viral 1:10, o lo que seria
equivalente a una dilucién de indculo viral madre (1:5) por mL™ de medio de cultivo de

1:11049, para conseguir el nivel umbral de carga infecciosa suficiente para producir una
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infeccidn efectiva. Dosis superiores no garantizarian una diferencia significativa en el

porcentaje de animales infectados.

Tal como se esperaba, se encontrd que la infeccién estuvo relacionada con la temperatura,
observandose significativamente mayores prevalencias en los individuos desafiados a
29°C. Sin embargo, se encontrd un nimero mayor de individuos infectados a 33 que a
31°C, lo cudl estd en contraposicién con la tendencia 1égica esperada. Al respecto, vale
destacar que, Sonnenholzner et al. (2002) previamente encontraron prevalencias altas de
infeccién en animales sometidos a 33 °C. Por otro lado, 1a cosecha de los animales del
Bioensayo 3 se prolongé dos dias y la mayoria de los animales desafiados a 33 °C fueron
colectados en el segundo dia de cosecha, pudiendo ser una mayor replicacion viral la
causante de mayores niveles de transmisién en los animales desafiados a 33 °C
comparados con los animales a 31 °C. A. pesar de esto, los animales desafiados a 29 °C
presentaron mayores infecciones que los animales desafiados a 33 °C, mostrando el riesgo

alto de infeccién a esa temperatura.

La prevalencia de la enfermedad también present6 iguales patrones que la infecciémn, con
la ruta de transmisién viral y la temperatura afectando la presentacién de la enfermedad.
Asi, a 29 y a 31 °C se presentd una cantidad significativamente mayor de animales
enfermos y sanos, respectivamente. Mientras que a 33 °C no se observé ningtin patrén
claro (igual cantidad de enfermos y sanos). Un anilisis mas profundo mostré que las
prevalencias de la enfermedad y la infeccién fiieron mayores a 33 que a 31 °C en el
desafio por inmersién (Figura 10). Sin embargo, al considerar tanto la ocurrencia como la
magnitud de la enfermedad, expresada a través del indice histologico, se observd una

relacion inversa entre el indice histolégico y la temperatura, sugiriendo que a pesar de una
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mayor prevalencia de infeccidn y enfermedad, los animales a 33 °C pudieron manejar
mejor la enfermedad (Figura 11). Segin Blake (2004), existe relacién significativa entre
el indice histoldgico para WSD y los signos clinicos externos de los animales que mueren
y el curso de la infeccién. Este planteamiento asociaria los mayores indices histologicos
con el curso més grave de WSD, que en el caso del Bicensayo 3 ocurri6 principalmente a

29 °C y luego a 31 °C.

Tal idea fué reforzada por el hecho de que casi el 100 % de los animales infectados a
33°C sobrevivieron, mostrando una diferencia altamente significativa con respecto a los
animales desafiados a 29 e inclusive a 31 °C. Mientras que, no se observé ninguna
diferencia significativa de mortalidad entre los animales desafiados a 29 y 31 °C. Esto
corrobora, los resultados encontrados por Granja ef ¢/ (2003) y Vidal et al. (2001),
respecto a que el nivel critico de temperatura estd alrededor de 32 °C. De acuerdo a ellos,
temperaturas bajas en los cultivos permiten al WSSV propagarse y causar severas
epidemias a partir del segundo dia posterior a la disminucién de este parametro, en tanto
que la mortalidad es inhibida en los camarones de la especie P. vannamei cuando las
temperaturas son superiores a los 32 °C. Sin embargo los resultados de esta tesis muestran
que WSD puede ser un problema, inclusive en cultivos con invernaderos, debido a que la

hipertermia no protege a los animales de la infeccién.

Sonnenholzner ef al (2002) plantean que la supervivencia guarda relacién con el grado de
infeccién, pero no con la prevalencia, la cual en su estudio fue del 100 % en los animales
sometidos a todas las temperaturas estudiadas después de las 24 h p.i., sugiriendo que el
virus conserva su capacidad de infeccién a cualquier temperatura. Nuestros resultados no

mostraron una prevalencia tan elevada como la reportada por Sonnenholzner ef al. (2002),
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debido 2 que en nuestro estudio las reinfecciones fueron evitadas, y que nuestro
diagnéstico de infeccién (PCR), no estuvo basado en un método cuantitativo. Sin
embargo, es evidente que la respuesta del hospedero, o las condiciones para que se
produzca esta respuesta, fueron superiores a 33 °C. Los resultados de Vidal ez al. (2001) y
Sonnenholzner ef al. (2002) indicaron que las temperaturas elevadas no inactivan el virus.
pero es mayor la respuesta al estrés termico de los camarones, la cual puede detener las
mortalidades Se ha encontrado que P. monodorn producen proteinas de estrés térmico (hsp
= heat shock protein) a temperaturas superiores a 32 °C, indicando que los animales se
enfrentan a situaciones de estrés a esa temperatura (de la Vega et al., 2005). Lo que
explicaria la paradoja encontrada en nuestros resultados de que a pesar de que a 33 °C se
presente una mayor prevalencia que a 31 °C, la mortalidad fue casi inexistente. Esto
conlleva a desarrollar la hip6tesis de que la hipertermia, a partir de una temperatura
situada en el intervalo entre 31 y 33 °C, deja de actuar como factor de proteccién con
relacién a la infeccién. Temperaturas superiores a 31 °C podrian ser un factor limitante
para los camarones. Asi, Venkataramiah et al, (1974) han observado que la tasa de
crecimiento de el P. azfecus declina cuando la temperatura se incrementa por encima de
31 °C. El estudio del efecto protector frente a WSSV de temperaturas entre 31 y 33 °C

debe ser mvestigado.

La linea temporal de la dindmica de la infeccidn y de la enfermedad mostr6 que la ruta de
transmisién y la temperatura influyeron sobre la variabilidad del nimero de animales
infectados vy enfermos. Mientras que la temperatura y la carga viral modificaron la
supervivencia, independientemente de la ruta de transmisién. La mortalidad en el desafio
con la dilucién méas concentrada (1:1) mostrd ser estadisticamente diferente a las otros

dos diluciones en los tres dias que duré el experimento. Consistente con esta observacion,
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se obtuvieron iguales resultados en el desafio colectivo del Bioensayo 2. Por tanto, es
importante destacar que, a diferencia de los resultados encontrados en la infeccién, donde
se obtuvo similares valores de infeccién con los tres niveles de carga viral, la
supervivencia, estuvo condicionada a mayores niveles de carga viral. Las infecciones
provocadas por un mimero pequefio de réplicas virales serfan mas fciles de contrarrestar
que las producidas por un alto mimero de réplicas virales. La mortalidad al estar
estrechamente relacionada con la carga viral, determina que los camarones sean capaces
de sobrevivir cuando la infeccién es producto de una baja carga viral. Blake (2004),
obtuvo bajos niveles de mortalidases a través de infecciones subletales con WSSV en
desafios por inmersidn. Lo cual es consistente con los resultados del Bioensayo 3, donde
se obtuvo un nimero significativamente mayor de animales infectados y enfermos, a
través de la inmersién viral. Sin embargo, la mortalidad resulté independiente de la ruta

de transmisién viral,

El modelo epidémico publicado sobre el WSD se ha basado en el criterio histolégico para
definir la probabilidad de transmisién (Soto et al, 2001, Soto y Lotz, 2001, Lotz y Soto,
2002, Soto y Lotz 2003). Al considerar que la histologia no hace més que observar y
cuantificar los signos clinicos de la enfermedad en los tejidos, de acuerdo a la
metodologia que se emplee, consideramos que existe una diferencia sustancial dentro de
la dinamica de la enfermedad apreciada por el modelo de Lotz y Soto (2002) con la que
aplicamos en el modelo desarrollado en ¢l presente trabajo, ya que éste 1iltimo muestra un
mayor nivel de complejidad al diferenciar a los individuos infectados de los enfermos y

calcular probabilidades para los dos casos.
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Las predicciones del modelo desarrollado en esta tesis mostraron una aceptable exactitud
con respecto a los valores reales, con valores mas altos de especificidad, que de
sensibilidad. Pero, con valores predictivos positivos y negativos altos, lo que significa que

la habilidad predictiva del modelo fue aceptable.

Para validar el modelo desarroliado en esta tesis, se corrieron los datos iniciales de un
experimento realizado por Somnenholzner ef al. 2002. En este experimento se estudié
durante 16 dias la supervivencia, infeccién y estado patolégico de juveniles P. vannamei
(1.2 g, en promedio) desafiados por via oral con WSSV y sometidos a diferentes
condiciones de temperatura. Para la validacién del modelo, se escogieron los datos del
experimento a 27 °C, ya que los otros tratamientos incluyeron cambios de temperatura,

que el modelo desarrollado en esta tesis no considera.

En el tratamiento 27-27-27 °C de Sommenholzner y colaboradores, los animales fueron
infectados a 27 °C y mantenidos a esa temperatura hasta el final del experimento. Al dia
0, antes de la infeccién, toda la poblacién inicial (N) de 105 animales era susceptible (S).
Un pequefio porcentaje se infecté el primer dia (Figura 20). Al dia 1.5 casi toda la
poblacién estaba infectada con el virus (estimado en 94 %), por lo que quedaron muy
pocos susceptibles (Figura 20). Esto determiné un decrecimiento exponencial en el
tiempo de los animales susceptibles, tal como ocurre en otras enfermedades infecciosas.
En el caso del experimento de Sonnenholzner y colaboradores, el decrecimiento fue
brusco, ya que a partir del dia 2 no se enconftrdé ningin susceptible (Figura 19). Este
comportamiento es tipico para el caso de epidemias con una contagiosidad alta, donde el
nimero promedio de infecciones secundarias que ocurre cuando un ammal infectado es

introducido en una poblacién completamente susceptible es alto (Ro, Numero basico
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reproductivo). Al correr la simulacién en el modelo (Figura 21), se obtuvo como
diferencia fundamental que el modelo predice un mimero ligeramente superior a la
mortalidad del total de la poblacién original a los 16 dias p.i. y por ende reporta un menor

mimero de animales infectados.

S (Datos reales)
weremig=s] (Dalos real e5)
=]\ {Dates reales)
704d 4 O TAN e e 3 (Prediccidn}
— s -1 (Prediccién)

— —o— -M (Prediccién)

Nimers de arimales

01 2 3 4 5 ¢ 7 & & 10 11 12 13 14 15 16
Dias post-infeccion con WSSV

Figura 20. Datos reales mostrando el desarrollo de la epidemia de WSD durante 16 dias
de post-infeccién en el tratamiento 27-27-27 °C (promedios de 3 réplicas)
(Sonnenholzner et af 2002). Se muestra ademéas los resultados de la
simulacién corrida a 27 °C con los mencionados datos iniciales. § =
Susceptibles, I = Infectados; M = Muertos.

La dindmica de la epidemia no presenté diferencias muy pronunciadas entre la ocurrencia

real de los eventos y su prondstico. En el dia 16 p.i., la sensibilidad del modelo con

respecto a la mortalidad real fue del 100 %. Mientras que, la especificidad fue del 44.4 %

y el valor predictivo positivo fue del 83.9 %. El mayor poder predictivo positivo (100 %)

estuvo dado en cuanto al mimero de infectados, donde ademds se obtuvo una sensibilidad

del 44.4 % y especificidad del 100 %. Los intervalos de registro de informacién en el

desafio de Sonnenholzner y colaboradores fueron irregulares a partir del dia 6 p.i. Por lo
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que, al evaluar la prediccion del modelo con los datos reportados hasta el dia 6, este
mostré un mayor ajuste, reflejado en el niimero de individuos infectados (sensibilidad 100
%, especificidad 98.08 %, valor predictivo positivo 98.1 %). Con respecto a la mortalidad
al dia 6 p.., se obtuvo: sensibilidad 98.08 %, especificidad 100 % y valor predictivo

positivo 100 %.

En la Figura 21 se observa que el ajuste de la mortalidad y de los animales infectados
enfre los datos reales del experimento de Sonnenholzner y colaboradores con la
prediccion de Soto y Lotz presenta una mayor diferencia en el iempo, mostrando que el
modelo desarrollado en esta tesis se ajusta mejor que el modelo de Soto y Lotz (2002).
Al respecto, es importante destacar que, tanto el bioensayo de Sonnenholzner y
colaboradores, como los experimentos de Soto y Lotz, se desarrollaron a 27 °C, lo que
explicaria similitudes entre ambos datos. Pero, el modelo de Soto y Lotz mostrard los
mismos resultados a cualquier nivel de temperatura, puesto que segiin ese modelo, los
parametros de la epidemia son fijos, sin mostrar variacién por efecto de variables

explicatorias.
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Figura 21. Datos reales del experimento de Sonnenholzner et al., {2002) mostrando el
desarrollo de la epidemia de WSD durante 16 dias de post-infeccién en el
tratamiento 27-27-27 °C y predicciones del modelo epidémico de Soto y Lotz
(2002) corrido a 27 °C con los mencionados datos iniciales. 3 = Susceptibles; I
= Infectados; M = Muertos.

La complejidad de los sistemas biol6gicos hace que el mejoramiento de los modelos

epidémicos sea un esfuerzo dialéctico que necesita los aportes de diversos campos de

especializacién, permitiendo que el ajuste de las predicciones a los eventos de la dindmica
de las enfermedades en los cultivos sea mayor a medida que se incrementan los
conocimientos sobre los patdgenos, sus hospederos y la dindmica de la enfermedad. El
resultado de este trabajo es una contribucién al mejoramiento de los conocimientos sobre
la dinamica de WSD, con relacidén a varios de los determinantes de la enfermedad mas
importantes. El modelo desarrollado en tesis es factible de mejorarse ampliamente para

que se convierta en un instrumento predictivo mucho mas 1itil para el manejo de los

culttvos de camarén.



97

6 CONCLUSIONES

. No se obtuvo la LDsg y LDgo en desafios con WSSV por vias naturales.

La mortalidad en los desafios colectivos estuvo estrechamente relacionada con la
carga viral con la que se realizd el desafio y fue independiente de la ruta de

transmision.

. Enlas infecciones individuales, las mortalidades fueron bajas, sin importar que la
carga viral sea elevada. Esto, se observé a ambas rutas de transmisién viral

(ingestién e inmersidn).

La mortalidad en los desafios colectivos fue cuantitativamente mayor que en los
desafios individuales, debido a las reinfecciones por efecto de una mayor

transmisién secundaria via ingestidén o por inmersién.

. La infeccién de los camarones P. vannamei susceptibles a WSSV estuvo
significativamente relacionada con la ruta de infeccién empleada y la temperatura

del medio, e independiente de la carga viral.

. El menor nmimero de infecciones se obtuvo a la temperatura de 31 °C, a través de
la ingestién a las concentraciones virales de 2.93 x 107y 6.75 x 10° réplicas virales

por individuo.
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. El mayor mimero de individuos infectados se obtuvo a 29 'C, con la concentracién

de 1.35 x 10 réplicas virales / individuo a través de la inmersién.

. El paso de los camarones P. vannamei, infectados, al estado de enfermedad estuvo
significativamente relacionado con la temperatura del medio y la ruta de

infeccidn.

. El menor niimero de enfermos se obtuvo a la temperatura de 33 °C, a través de la
ingestién a las concentraciones virales de 2.93 x 10’y 6.75 x 10 réplicas virales

por individuo.

Il . " v ° r
. El mayor mimero de individuos enfermos se obtuvo a 29 C, con la concentracion

de 1.35 x 10® réplicas virales / individuo a través de la inmersion.

. La temperatura y la concentracién viral influyeron significativamente sobre la

supervivencia.

. La mayor mortalidad se produjo a la temperatura de 29 °C y ala concentracién
viral equivalente 1.35 x 10®réplicas virales / individuo, independientemente de la

ruta de transmisidn viral.

. La mortalidad a 33 °C fiie minima o no existié, a todas las concentraciones

empleadas.
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El modelo presentd una aceptable habilidad predictiva determinada por valores
relativamente altos de sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos y

negativos.

. El modelo desarrollado es capaz de simular una epidemia en funcién de la

temperatura y carga viral para dos rutas de transmision viral.
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7. RECOMENDACIONES

. La relacién de los niveles de infeccién en los tejidos de los animales desafiados con
respecto a las variables manejadas es una importante ruta de investigacién que queda

abierta posterior a este trabajo,

. El efecto de la hipertermia en el rango entre 31 a 33 °C debe ser estudiado en
profundidad, para determinar los valores de temperatura que presentan verdaderos

efectos protectores para el cultivo de camarén.

. Desarrollar estrategias de control de WSD conducidas a decrecer la contagiosidad a
nivel de casos secundarios y terciarios y a decrecer la carga viral de las larvas

sembradas en la piscina.

. Continuar el desarrollo del modelo dinamico de la epidemia de WSD dada su

aplicacién e importancia.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. PROTOCOLO CENAIM DE MANTENIMIENTO DE POSTLARVAS

DE PENAEUS VANNAMEI EN CONDICION DE SALUD SPECIFIC PATHOGEN

FREE (SPF)

Exterior del set
1. Desinfectar el calzado de uso diario sumergiéndolo en el pediluvio ubicado a la
entrada del set 16.
2. Apagar lalampara de luz uitravioleta (UV) presente al interior del 4rea de cambio
de calzado.

3. Ingresar al set.

Interior del set

1. Cambiar el calzado diario por botas en el 4rea destinada para este propésito.

2. Retirar la cortina de pléstico negro que separa al 4rea de cambio de calzado de los
tanques ubicados (4) al interior del set,

3. Lavar con jabén liquido y agua dulce (toma ubicada en la pared opuesta a la
entrada) las manos y brazos hasta la altura del codo.

4. Lavar con agua dulce el filtro y la manguera de Iplg que se emplean para hacer el
51f6n de cada tanque.

5. Lavar con agua dulce la manguera de 3/8plg para hacer el sifén de los restos de

alimento que se acumulan en €l fondo de los tanques.
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6. Lavar con agua dulce un colector de larvas (balde amarillo con malla en el
costado) para recolectar en €l las larvas de camarén durante el proceso de sifon de
los restos de alimento.

7. Introducir el filtro y la manguera en cada tanque y realizar el sifén, elimmando al
menos el 40 % del volumen de agua contenido originalmente.

8. Ingresar el agua de mar tratada (filtrada y esterilizada por UV) para recuperar el
volumen perdido por el sifén.

9. Enjuagar con abundante agua dulce los materiales descritos después de limpiar
cada tanque y al culminar el trabajo.

10. Alimentar cada tanque con Ziegler a razén de 1 cucharada/racién/tanque, a partir
de las 09h00 cada 4 horas.

11. Cambiar las botas por el calzado diario y extender la cortina plastica.

12. Salir del set y encender la luz ultravioleta.



