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RESUMEN

Se ha estudiado el efecto de la quitina comercial y de paredes de levadura suministradas en
dieta sobre el sistema inmunitario de ejemplares de dorada, Sparus auratus Linnaeus, 1758, so-
metidos a engorde. Tras 1, 2, 4 y 6 semanas de suministro de dichas dietas, los ejemplares fueron
sacrificados y se estudiaron las principales actividades humorales (actividad de la lisozima y del
complemento) y celulares (explosion respiratoria, fagocitosis y citotoxicidad) de su sistema in-
munitario inespecifico. Los resultados obtenidos indican que, tras dos semanas de suministro de
dichas dietas, se observa un incremento de la mayoria de las variables del sistema inmunitario
controladas. Esta situacion hace prever que los ejemplares estan mejor preparados para enfren-
tarse a una situacion desfavorable (infeccion o estrés).
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ABSTRACT
Preventive dietary supplements of chitin and yeast wall in gilthead seabream

To determine the immunomodulatory effect of the dietary intake of commercial chitin and yeast cell walls
in gilthead seabream, Sparus auratus Linnaeus, 1758, specimens were fed diets containing different con-
centrations of chitin or yeast cell walls for 1, 2, 4 or 6 weeks. Subsequently, their main humoral (lysozyme and
complement activities) and cellular (respiratory burst, phagocytic and citotoxic activities) immune responses
were analysed. Our results show an increase in most of these immune parameters after 2 weeks of adminis-
tration, suggesting that specimens fed such supplemented diets would be better prepared to confront an unfa-
vourable situation (infection or stress).

Keywords: Immune responses, prevention.

INTRODUCCION

Cada vez son mas numerosos los trabajos dispo-
nibles sobre el sistema inmunitario de peces con in-
terés para la acuicultura, asi como sobre su inmu-
nomodulacion mediante el empleo de diversas
sustancias. Se conocen muchas sustancias, natura-

les o sintéticas, capaces de estimular el sistema in-
munitario de vertebrados, y algunas de esas sustan-
cias han sido probadas en peces, presentando la ca-
pacidad de incrementar su proteccion frente a
infecciones, lo que las hace ttiles en la prevencion
de enfermedades en acuicultura (Anderson, 1996;
Robertsen, 1999). Para tales propésitos, los inmu-

119



A. Rodriguez et al.

noestimulantes mas recomendables deberian ser
los de origen natural. La quitina (poli-[1-4]-beta-N-
acetil-D-glucosamina) es uno de los componentes
mas abundantes de la naturaleza, encontrandose
principalmente en el exoesqueleto de insectos,
conchas de crustaceos y paredes celulares de hon-
gos. Dicho polimero presenta un probado efecto
inmunoestimulante en mamiferos (Diamantstein
et al., 1982; Suzuki et al., 1984, 1987) y ha sido esca-
samente probado en peces (Sakai et al, 1992;
Esteban et al., 2000). Este trabajo pretende conferir
a ejemplares de dorada, Sparus auratus Linnaeus,
1758, proteccion inmunoloégica, como medida pre-
ventiva frente a agentes estresantes o infecciosos,
mediante el suministro en la dieta de quitina o pa-
redes de levadura como fuente de quitina de facil,
econ6mica y de rapida obtencion.

MATERIAL Y METODOS
Peces

Para cada uno de los dos experimentos realizados,
sesenta ejemplares procedentes de un mismo lote de
doradas de un peso medio de 125 g, procedentes de
la empresa Culmarex S. A. (Aguilas, Murcia), fueron
distribuidos y mantenidos en 4 acuarios provistos de
un circuito cerrado de agua con un caudal de re-
novacion de agua de 1500 1/h, una temperatura
20 = 1°C, una salinidad de 22 y un fotoperiodo de
12 h luz y 12 h oscuridad. Antes de llevar a cabo los
experimentos, se permitio la aclimatacion de los pe-
ces durante 30 dias.

Alimentacion

Para llevar a cabo el estudio del efecto de la qui-
tina, el pienso comercial granulado (ProAqua, S.
A.) fue triturado, mezclado con quitina (Sigma) (0
[control], 25, 50 6 100 g/kg) y nuevamente granu-
lado. Siguiendo la misma metodologia, para llevar
a cabo el estudio del efecto de las paredes de leva-
dura, se anadieron al pienso comercial paredes de
levadura lisadas y liofilizadas Saccharomyces cerevisiae
Meyen ex E. C. Hansen (1883) (0 [control], 1,5 6
10 g/kg) cedidas por el Instituto de Agroquimicay
Tecnologia de los Alimentos de Valencia. Los ejem-
plares fueron alimentados diariamente con pienso
enriquecido con quitina o paredes de levadura a
razén del 1% de biomasa/dia.
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Muestreos

Para el estudio del efecto de quitina, fueron to-
mados al azar cinco ejemplares de cada grupo
transcurridas 2, 4 y 6 semanas, mientras que para el
estudio del efecto de las paredes de levadura los
muestreos se realizaron transcurridas 1, 2'y 4 sema-
nas. Los ejemplares fueron anestesiados y se reco-
gieron muestras de sangre, de las que se obtuvo el
suero que fue utilizado para la determinaciéon de
variables de la respuesta inmune humoral (activi-
dades del complemento y de Ia lisozima), y mues-
tras de rinén cefalico, de las que se aislaron los leu-
cocitos para, a continuacion, determinar variables
de la respuesta inmune celular (explosion respira-
toria, actividad fagocitica y actividad citotoxica).

Aislamiento de suero y de leucocitos

Unas muestras de sangre se dejaron coagular a
25°C durante al menos 4 h. El suero fue recogido
con ayuda de una pipeta Pasteur y, tras una centri-
fugacion a 10000 G durante 5 min, almacenado
a—80°C hasta su uso.

Para llevar a cabo el aislamiento de leucocitos
procedentes de suspensiones celulares de rinén ce-
falico se utilizaron gradientes discontinuos 34-51 %
de Percoll (Pharmacia). Las suspensiones celulares
de rinon cefalico fueron colocadas sobre los gra-
dientes y centrifugadas (400 G, 30 min, 4°C).
Transcurrido este tiempo, los leucocitos presentes
en la interfase situada entre las dos disoluciones de
Percoll fueron recogidos y lavados.

Los leucocitos fueron contados en un hemocito-
metro, siendo su viabilidad determinada por el mé-
todo de exclusion del azul tripano y fueron ajustados
a 107 células/ml en medio de cultivo RPMI-1640
(Gibco) suplementado con 0,35 % de NaCl, 100
Ul/ml de penicilina (Flow), 100 pg/ml de estrepto-
micina (Flow) y 10 UI/ml de heparina (Sigma).

Actividad del complemento

La actividad del complemento medida por la ru-
ta alternativa fue cuantificada mediante el ensayo
de la actividad hemolitica del suero, utilizando eri-
trocitos de sangre de carnero (SRBC) como células
diana (Ortuno, Esteban y Meseguer, 1999). Para
ello, se prepar6 una suspension de sangre de car-
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nero desfibrinada y esterilizada (Biomedics) al 3 %
en tamp6n de Hanks suplementado con Mg*2 (10
mM) y acido N,N,N’-tetraacético (EGTA) (10 mM).
Esta suspension de SRBC al 3 % fue lavada previa-
mente en tampon Hanks suplementado mediante
centrifugacion (400 G, 10 min, 4°C). Los ensayos
se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos.

Para cada muestra de suero se prepararon diso-
luciones seriadas en tampon Hanks suplementado,
siendo el volumen por pocillo de 100 pl y las pro-
porciones suero:tampoén las comprendidas entre
1:4 y 1:512. Después, se adicionaron 100 pl de
SRBC al 3% a cada pocillo. Las muestras fueron in-
cubadas (60 min, 25°C) y centrifugadas (800 G, 5
min, 4°C). A continuacion, fueron recogidos los
sobrenadantes y colocados en una placa nueva pa-
ra la lectura de su absorbancia (debida a la hemo-
globina liberada) a una A de 540 nm en un espec-
trofotometro.

Como control negativo se prepararon muestras
con tampo6n Hanks sin Mg ™2 y suplementado con
EGTA (10 mM), y acido etilenediaminotetraacético
(EDTA) (20 mM). El valor maximo (100 %) y mi-
nimo de hemolisis (hemolisis espontanea) se obtu-
vo mediante la adicion de agua destilada o tampon
de Hanks suplementado en lugar de suero, respec-
tivamente.

El porcentaje de hemolisis (Y) fue determinado
mediante la ecuacion: Y= 100 X (Abs A — Abs
B)/(Abs C — Abs B), donde Abs es la absorbancia a
540 nm, A es la muestra problema, B es la muestra
de hemolisis espontanea (valor minimo) y C es la
muestra de hemolisis maxima (valor maximo). Los
valores Y/ (100 —Y) fueron representados frente al
volumen de suero utilizando una escala logaritmi-
ca. De esta grafica se extrapol6 el valor ACHj,, que
es el volumen de suero capaz de producir un 50 %
de hemolisis (Y= 50). Los valores finales fueron ex-
presados como numero de unidades ACHjy, / ml
de suero.

Actividad lisozima

La actividad lisozima del suero de ejemplares de
dorada se determiné mediante una técnica turbidi-
métrica (Parry, Chandau y Shahani, 1965). Para ello,
a 25 pl de suero se le adicionaron 175 pl de una sus-
pension de la bacteria Micrococcus luteus (Schroeter,
1872) [antes M. lysodeikticus] (Sigma) en tampon
fosfato so6dico/acido citrico 0,1 M, pH =5,8. Se mi-
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di6 la variacion de absorbancia por tiempo, a 450
nm, desde los 0 a los 15 min de incubacion (22°C)
mediante un espectrofotometro. La actividad lisozi-
ma se determin6 utilizando un estandar de lisozima
de clara de huevo (0 a 940 UI / ml).

Explosion respiratoria

La explosion respiratoria de los leucocitos de ri-
non cefalico fue analizada por citometria de flujo.
Alicuotas de 40 ml de las suspensiones de leucocitos
(107 células/ml) fueron mezcladas con 40 ml de
una disolucién de trabajo de dihidrorodamina-123
(DHR) (Molecular Probes) en PBS (10 mM). Las
muestras fueron incubadas durante 5 min, a 25°C,
y después se les anadié 400 ml de una disoluciéon 1
nM de acetato de forbol miristato (PMA, Sigma).
Las muestras fueron de nuevo incubadas (30 min,
25°C). Como controles negativos se utilizaron
muestras incubadas durante 30 min a 4 °C, muestras
incubadas con PBS en lugar de PMA, y muestras in-
cubadas 0 min a 25 °C. Como control positivo se uti-
lizaron muestras incubadas con HyO, (10 mM)
(Merck), en lugar de PMA (Vowells et al., 1995). En
todos los ensayos se incorporaron muestras estan-
dar de leucocitos de rinén cefalico de dorada.

Actividad fagocitica

La actividad fagocitica de los leucocitos de rinén
cefalico fue estudiada mediante citometria de flujo
(Esteban et al., 1998). Para estos ensayos se utilizo la
bacteria patogena de dorada Listonella anguillarum
(Bergman, 1909) MacDonell & Colwell, 1986 [antes
Vibrio anguillarum] cepa R-82, previamente marcada
con isotiocianato de fluresceina (FITC, Sigma).

Alicuotas de 100 ml de las suspensiones de leu-
cocitos (107 células/ml) fueron mezcladas con ali-
cuotas de 10 ml de la suspensién de bacterias y cen-
trifugadas (400 G, 5 min), resuspendidas vy
nuevamente incubadas a 25°C durante 40 min.
Acabado el tiempo de incubacion, la fagocitosis se
detuvo adicionando 500 ml de PBS frio a cada
muestra. Como controles negativos se utilizaron
muestras incubadas durante 40 min a 4°C y mues-
tras de leucocitos analizadas inmediatamente tras
la adicion de las bacterias (25°C). En todos los en-
sayos se incorporaron muestras estandar de leuco-
citos de rin6n cefalico de dorada o de L. anguilla-
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rum. La fluorescencia de las bacterias no ingeridas
(libres o adheridas a la membrana de los fagocitos)
fue bloqueada por adiciéon de 20 ml de azul tripa-
no al 4% en PBS.

Actividad citotoxica

La actividad citotoxica de los leucocitos de do-
rada se determin6é mediante citometria de flujo
utilizando como células diana células tumorales de
raton (linea L1210) previamente marcadas con
perclorato de 3,3'-dioctadeciloxacarbocianina
(DiO) (10 pg/ml, 3 h, 37°C) (Cuesta, Esteban y
Meseguer, 1999). Para ello, 250 pl de leucocitos
fueron incubados con 50 Yl de células tumorales
durante 2 h a 25 °C. Tras el periodo de incubacion
se adicion6 yoduro de propidio para determinar la
viabilidad de las células diana tras la actividad ci-
totoxica desempenada sobre ellas por los leucoci-
tos. Como control negativo se emplearon muestras
de leucocitos analizadas inmediatamente tras la
adicion de las células tumorales. La actividad cito-
toxica se estim6 segun la formula: Actividad ci-
totoxica (%) =100 X (%ensayo - %control)/(lOO -
- %control) .

Analisis estadistico

Todos los ensayos fueron realizados por duplica-
do. A partir de los datos obtenidos se obtuvo una
media * error estandar para cada grupo experi-
mental y variable medida; estos valores se repre-
sentaron graficamente. Para detectar diferencias
significativas debidas al tiempo o al tratamiento se
aplico el test de analisis de la varianza (Anova).
Cuando el Anova denot6 diferencias significativas
se aplico el test de Bonferroni, para comparar los
distintos grupos experimentales entre si. En ambos
casos (Anovay test de comparacion de medias) se
consideraron que las diferencias eran estadistica-
mente significativas cuando p <0,05.

RESULTADOS
Actividad de la lisozima

La actividad de la lisozima del suero no se vio
afectada ni en los peces alimentados con dietas en-
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riquecidas con quitina ni en aquellos que lo fue-
ron con dietas enriquecidas con paredes de leva-
duras.

Actividad del complemento

En los peces que fueron alimentados con dietas
enriquecidas con quitina se observo un incremen-
to significativo en esta actividad a las 2 semanas del
tratamiento, mientras que a las 4 o 6 semanas no se
observaron diferencias estadisticamente significati-
vas.

Por el contrario, en peces que fueron alimenta-
dos con dietas enriquecidas con paredes de leva-
duras, esta actividad no se vio afectada.

Explosion respiratoria

La explosion respiratoria de los leucocitos de ri-
non cefilico de dorada, en ejemplares alimenta-
dos con dietas suplementadas con quitina, fue
siempre mayor que en aquellos alimentados con
dietas no suplementadas (control). Estos incre-
mentos, que fueron estadisticamente significati-
vos so6lo después de 4 semanas de tratamiento, no
fueron dependientes de la dosis de quitina em-
pleada.

La explosion respiratoria de los leucocitos de pe-
ces alimentados con dietas enriquecidas con
10 g/kg de paredes de levaduras fue mayor que la
de leucocitos de los peces alimentados con unas
concentraciones de paredes de levaduras de 0
(control), 1 6 5 g/kg. Ademas, este incremento fue
estadisticamente significativo a las 2 semanas de
tratamiento.

Actividad fagocitica

La actividad fagocitica de los leucocitos de rinén
cefalico de dorada no se vio afectada por la admi-
nistracion de dietas enriquecidas con quitina.

Sin embargo, la actividad fagocitica de los leuco-
citos de rin6n cefilico de dorada aumento6 signifi-
cativamente en la cuarta semana, cuando los peces
fueron alimentados con dietas enriquecidas con 5
o 10 g/kg de paredes de levadura, no habiendo di-
ferencias estadisticamente significativas entre am-
bas dosis.
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Actividad citotoxica

La actividad citotoxica de los leucocitos de rinén
cefalico de ejemplares de dorada alimentados con
dietas enriquecidas con quitina fue mayor que en
los alimentados con dietas no suplementadas (con-
trol), siendo dicho aumento dependiente de la do-
sis empleada. No se observo actividad citotoxica a
las 4 o 6 semanas del tratamiento con quitina.

La actividad citotoxica de los leucocitos de ejem-
plares alimentados con dietas enriquecidas con pa-
redes de levaduras fue mayor que la de aquéllos
que fueron alimentados con dietas no suplementa-
das (control) después de la segunda semana de tra-
tamiento, aunque no se observaron diferencias es-
tadisticamente significativas quiza por las grandes
variaciones intraespecificas encontradas. Tras 4 se-
manas, los peces alimentados con 1 g/kg de pare-
des de levadura en el pienso presentaron un au-
mento significativo en dicha actividad respecto al
grupo de peces control.

DISCUSION

Para la prevencion y el tratamiento de enferme-
dades de peces se han empleado diferentes estrate-
gias tales como el empleo de antibiéticos, drogas o
incluso vacunas contra patogenos especificos, sien-
do el uso de inmunoestimulantes una alternativa
que ha ido desarrollandose en los ultimos anos
(Siwicki, 1994; Robertsen, 1999; Sakai, 1999). De
entre todos ellos, tienen un interés especial los de
origen natural por ser biocompatibles, biodegrada-
bles, inocuos para el ambiente y, ademas, por la po-
sibilidad de tener un valor nutricional anadido.

Existen diferentes protocolos de administracion
de los inmunoestimulantes (por ejemplo, inmer-
sion, inyeccion, oral) siendo el de inyeccion intra-
venosa o intraperitoneal el empleado mas frecuen-
temente. Sin embargo, la administracion oral de
los inmunoestimulantes es un método no estresan-
te que permite su administracion a grandes canti-
dades de peces con un bajo esfuerzo y coste, lo que
hace que este método sea el mas apropiado en
acuicultura. Por ello, en este trabajo se ha estudia-
do el efecto de la administracion de quitina o de
paredes de levaduras (la cual constituye una fuen-
te de quitina) en la dieta de ejemplares de dorada,
especie de gran interés en la acuicultura medite-
rranea.
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Se ha estudiado el efecto de un gran namero de
inmunoestimulantes en peces. Entre ellos, los mas
estudiados han sido los B-glucanos (Ellis, 1977;
Yano, Manginfaan y Matsuyama, 1989; Matsuyama,
Manginfaan y Yano, 1992; Engstad y Robertsen,
1993), aunque también se han probado lentinanos,
eschizofilanos, quitina y quitosano (Yano, Mangin-
faan y Matsuyama, 1989; Robertsen, Engstad y
Jorgensen, 1994; Esteban et al., 2000). La quitina es
un polisacarido presente en el exoesqueleto de in-
sectos y crustaceos, asi como en paredes celulares
de ciertos hongos. Existen pocos trabajos que estu-
dien sus propiedades inmunoestimulantes en pe-
ces (Sakai et al, 1992; Kawakami, Shinohara y
Sakai, 1998; Esteban et al., 2000), y ésta es la pri-
mera vez que se estudia la influencia de la quitina
anadida en dieta sobre las principales respuestas
inmunitarias humorales y celulares de la dorada
(Esteban et al., 2000).

Se ha descrito que la inyeccion intraperitoneal
de quitina no afecta a la actividad de la lisozima en
suero en trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss
(Walbaum, 1792) (Sakai et al., 1992) ni a la activi-
dad del complemento en dorada (Esteban et al.,
2000). Asimismo, los resultados obtenidos en el
presente trabajo indican que la administracion de
quitina en la dieta no afecta significativamente a
ninguna de estas dos actividades. La explosion res-
piratoria de los leucocitos de rinén cefalico de do-
rada aumento significativamente a las 4 semanas,
resultados que coinciden con los obtenidos tras la
inyeccion intraperitoneal de quitina en trucha ar-
coiris (Sakai et al., 1992). Por otro lado, la actividad
fagocitica frente a Vibrio anguillarum, que incre-
mento tras 5 dias después de una inyeccion intra-
peritoneal de quitina (Esteban et al, 2000), no se
vio afectada como consecuencia de la administra-
cion oral de quitina. La respuesta citotoxica fue, de
entre las actividades medidas, la que mas, y mas ra-
pidamente, aument6 (a las dos semanas de trata-
miento) como consecuencia de la administracion
de quitina en la dieta.

Se ha descrito que al suplementar el pienso de
trucha con levadura Saccharomyces cerevisiae aumen-
ta la explosion respiratoria, la actividad fagociticay
la actividad mieloperoxidasa (Siwicki et al.,, 1994).
En el presente trabajo se estudi6 el efecto de la ad-
ministracion en el pienso de paredes de levadura,
empleando dichas paredes como fuente de quitina,
lo que supone una via muchisimo mas econémica
de suministrar quitina. Esta practica llevaria anadi-
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da la ventaja del suministro, ademas de la quitina,
de otras sustancias también presentes en las pare-
des de levaduras con probado efecto inmunoes-
timulante como son los B-glucanos o las manopro-
teinas. Con este estudio se pretendi6é también
optimizar la dosis y el tiempo de administracion de
las paredes de levadura, por lo que se tratd de bus-
car la dosis minima que fuera capaz de inducir in-
munoestimulacion en la dorada lo mas rapidamen-
te posible. La alimentacion de la dorada con
pienso enriquecido con paredes de levaduras no
afect6 ni la actividad del complemento ni la activi-
dad de la lisozima. En contraste con estos resulta-
dos, la alimentaciéon con glucanos produce un au-
mento en ambas actividades (Verlhac et al., 1998).
También se ha descrito que la inyeccion de gluca-
nos produce un aumento de la defensa humoral
(Robertsen, 1999), de lo que deducimos que quiza
la inyeccion de paredes de levadura podria incre-
mentar este tipo de defensa.

Siwicki et al. (1994) observaron que la explosion
respiratoria y la actividad fagocitica de trucha ar-
coiris aumentaron como consecuencia de su ali-
mentacion con pienso enriquecido con levadura,
lo que concuerda con nuestros resultados en los
que observamos también un incremento en ambas
actividades. En el caso de la explosion respiratoria,
este incremento fue significativo a la segunda se-
mana usando una concentraciéon de paredes de le-
vadura en pienso de 10 g/kg, mientras que para la
actividad fagocitica se produjeron diferencias esta-
disticamente significativas a la cuarta semana inde-
pendientemente de usar 5 o 10 g/kg de pienso. La
actividad citotoxica también se vio incrementada
significativamente a las cuatro semanas cuando se
us6 la dosis mas baja (1 g/kg).

A la vista de todos los resultados obtenidos, se
puede concluir que la administraciéon de quitina o
de paredes de levadura en la dieta activa el sistema
inmunitario innato de la dorada, habiéndose esta-
blecido las dosis 6ptimas y los tiempos de adminis-
tracion para intentar aumentar la proteccion de los
peces sometidos a cultivo.
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