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RESUMEN

La produccidan y el desarrollo de la larvicultura de camardn en
FEcuador, asi como en otros paises. sc ha visto afectada por problemas

patolégicos. particularmente. de origen bacteriano de tipo vibriosis.

Ll control de enfermedades bacterianas depende de una mejor
caraclerizacion v conocimento de las cepas asociadas a las Jarvas. con el
[in de determinar aquellas que son patdgenas v aquellas que son
probidticas. Teniendo este objetivo, se ha desarrollado un programa de
mvestigacion enfocado al estudio de una cepa de Vibrio harveyi ( Fas )
asociada al sindrome de "bolitas" v de cepas de Vibrio aleinolviicns

(ILI y 158) utilizadas como posibles probidticos.

La caraclerizacion bioquimica de la cepa [y, de Vibirio harveyi
lue complementada por una caructerizacion del material genético con
WLP y determindndose la ausencia de ADN plasmidico v por una
caraclerizacion antigénica mediante ¢l uso de anticucrpos monoclonales.
Estos anticuerpos permiticron desarrollar un test de tipo colony - blot
para detectar ¥ cuantilicar a esta bacleria cuando estd presenie en

mezclas de baclenias asociadas al camardn.,

Las caracteristicas de crecimiento de cada cepa lueron analizadas
en relacion a diferentes pardmetros [fsico-quimicos { pll, salinidad y
lemperatura ) y a la presencia de difercntes productos ulilizados en la

larvicultura de camardn ( ERTA. losulfato. nitrato sadico. fosfale



sodico, sacarosa, antibioticos ). Estos andlisis no permitieron identificar
una condicion mds favorable para Ias bactlerias de tipo probidtico v
consecuentemente explotable en farvicultura, con excepeidn del uso de la
oxiletraciclina. gue a una concentracion de 2.4 ppm tiene un clecto letal
para Lpa ¥y solamenie inhibider para las cepas prebidlicas. Las

interacciones entre bacterias de tipo patdgeno vy probidtica fueron

estudiadas mediante experiencias de co-cullivos in vitre . Los resultados
no revelaron un cfecto inhibidor de Ta cepa ILI sobre la cepa Ea. | pero,
mostraron una tasa de multiplicacion mayer. que pedria estar

relacionado con su capacidad probidtica,

&

Este (rabaje que inlegra nuevas mctodologias para la
caraclerizacion y el andlisis in vilre de cepas bacterianas, constituye un
primer modelo para ¢l estudio enfocado al control de las baclerias

asociadas con larvas de camaron,
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INTRODUCCION

La actividad acuicola en el Ecuador ha desarrollado ¢l cultivo en
cautiverio del camardn Penacns vannamei. Uno de los Mactores elaves cn
la industria camaronera es la regular y ereciente provision de postlarvas
que no pucde ser cubierta gnicamente por la recoleccién del medio

natural.

iSlo trajo como consecuencia que a partir de 1984 para varanlizar
el regular abastecimiento de postlarvas de camardn, lueran instalados
laboratorios debidamente equipados para obtener inicialmente. larvas de
la especie P, vannamei | aunque actualmente también se producen Tarvag

de P sivlirosiris

Sin embargo, los sembradores prefieren adquirir las postlarvas
silvestres aduciendo que su supervivencia vy desarrollo son mejores.  Por
[0 tanto, es necesario una optimizacién de la produccion de postlarvas en
laboratorios, para asi obtener larvas de buena calidad. que tengan una
mejor adaptacion a las condiciones de mancjo y puedan enfrentar las

enfermedades que se producen durante el cultivo,

Diversas enlermedades infecciosas han alectado el rendimicnto de
muchos laboratorios.  Diferentes grupos de bacterias han sido implicados
como causantes de enfermedades y mortalidad en pencidos cultivados.
sienda fos vibrios los agentes baclerianos cominmente encontrados cn

estas patologins,  Sin embargo, las bacterias son mal entendidas



epidemiologicamente hablando. esto se debe a la falla de métados de

dingnastico v de contreles zoosanitarios adecuados.

Hasta ahora. las téenicas uhilizadas para la identificacion de
enfermedades hacterianas en los laboratorios de produccion de larvas de
camardn s basan en la observacidn del colar de las colonias ¢n cultivo en
agar TCBS v la caracterizacion de aislados patdgenns v no patogenos en
funcion de su color verde o amarillo, asumiendo que las colonias verdes
son patdgenas v las amarillas no patdgenas. Esto s un criterio primitivo,
s1s¢ loma en cuenta que la expresion de un color en un medio especifico
estd dado por un gen diferente al involucrado en la patogenicidad de Iz

cepa ¥ no tienen relacion obligatona,

Tambicén se recurre o la identificacion de bacterias por medio del
uso de pruchas bioquimicas. que requicren un tiempo no disponible
evando se presenta una epidemia en un laboratorio v que ademds na
aporian datos que permitan distinguir enire especies ni cepas patégenas v
o patdgenas o incluse probidticas.  Por otro lado, el uso rutinario de
antibidticos a concentraciones subletales ha contribuido al desarrollo de

Cepas resistentes.

Por lo tanto, actualmente se requicren téenicas que permilan
abtener una identificacion precos v acertada de los agentes patdgenos que
afectan a la larvicultura del camarén, To que permitird tomar medidas de
prevencion v cantrol antes de que se manifiesten los sintomas de la
enfermedad y se produzean mortalidades en los tanques de cultivo. A
largo plazo. se pretende Iograr una mejor wtilizacidn de las bacterias

probiGticas  en los laboratorios lo gue va a ayudar a controlar lus



bacterias patogenas que afectan al camardn: ademds, se debe tratar de
conseguir linens de camarones resistentes a enfermedades, por medio de o

seleccion genética de los mismos.

El objetivo de este estudio es poder estandarizar (éenicas de
identificacion y caracterizacion que permitan detectar ¥ diagnosticar
rapida y Ficilmente cepas hacterianas. Para esto. se ha desarrollado en ¢l
CENAIM, en el contexto de tesis de grado, un primer modelo
hacterioldgico que corresponde a la caracterizacion de una cepa de Vilwio
harveyi ( Ean ) responsable del sindrome de 7 bolitas 7. Tomando como
referencia las (enicas de diagnostico utilizadas en salud publica
velerinaria, s¢ han c¢laborado sondas moleculares (anticuerpos
monoclonales v sondas nucleicas) que permiten caraclerizar estas bacterias
a nivel antigénico y genélico.  Ustas sondas han sido probadas como
reactivos especilicos muy ttiles en la elaboracion de lests de diagnastico
rapido, como ¢l colany blot. Ademds, estas sondas y los ensayos han
permitido iniciar estudios de las interacciones (g vifre  cnlre una cepa
patdgena de Vibrio harvevi ( las ) v dos cepas de Vibrio alginolyticis
(ILI y 158) potencialmente probiaticas. con ¢l objetive de determinar las
condiciones de crecimiento. los mecanismos de accion y la naluralesa
patdgena o probidtica de lag mismas. bsta informacion es necesara pard
establecer modelos que nos servirin para tener un mejor control de las
vibriosis que se presentan cn los laboratorios de larvas de camardn

mediante la utilizacion adecuada de bacterias probidticas.




CAPITULO 1

ANTECEDENTES

l.I.- LARVICULTURA Y CULTIVO DE CAMARON

Eeuador se ha convertido en el primer pais productor de
camardn del hemisferio accidental ( 75% de la produccion total ),
es el quinto preductor a nivel mundial y el scgundo mayor
productor mundial de camaron en cautiverio. La principal ¢specie
cultivada es ¢l Peaaeas varaantei . conocido como Camardén blanco
del Pacifico. La tecnologia de cultivo puede ser clasificada como
semi-intensiva y semi-extensiva con un promedio anual coscchado
de 2250 libras por hectiareas de camaroncs enleros ( Camara

Nacional de Acuicultura, 1995 ).

La industria ecuatoriana del camardn esta orientada hacia la
exportacion, Ll camardén representa cl 35% de las venlas al
exterior de productos primarios. siendo ¢l segundo producto no
petrolero que mayores Igresos genera al pafs superado sdlo por ¢l
banano: en 1994 se exportaron 504 millones de dolares. Hstados
Unidos es el mercado mds importante para las exportaciones
ecuatorianas. [l 65.4% de las ventas externas de camaron se
ditigen a cse pals siendo Feuador cl sepundo proveedor del
producto para ese pais. Las exportaciones ecuatorianas a |os Pitises

de la Unién Furopea se incrementan y la demanda del producta

]
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cobra mayor inlerés ¢ importancia ( Camara Nacional de

Acuicullura, 1995).

Iste desarrollo acelerade de Ia industria de la acuieuliura le ha
permitido al Ecuador tener una de las inlraestructuras mas erandes
¥y mas altamente cspecializadas de laboratorios de larvas v de
industria de alimentas para especies acuicolas ( Ciimara Nacional

de Acuicultura. 1995 ).

En 1968 aparecen los proneros de la industria camaroncra
ccualoriana y se instalan fineas en una superficic de 283 hectdreas,
Al llegar a 1976 las lncas de camardn habian alcanzado las 6475
hectireas. Pero realmente fue en 1977 cuando cn Leuador se inicia
la industria de la acuicultura. con el cultivo del camardn silvestie
en cautiverio. Desde cntonces no sdlo aumentaron las empresas
que invirtieron en los cultivos, sino que el sector se diversifics v
cada vez fucron mas las cmpacadoras, laboralorios y Fabricas de
alimentos para camaron v una serie de industrias relacionadas con

la actividad acuicola { Camara Nacional de Aculcultura. 1995 ).

Il desarrollo de los laboratornios de larvas en Ecuador lo imicio
Semacua en 1979 con un proyecto integrado de producceidn de

larvas de camardn con tecnologia francesa ( Barniol K., 1995 ),

Ll ano de 984 fue decisivo para el crecimiento de los
laboratorios.  El [€nomeno climdtico contrario de El Nifio.
llamado La Nifia, sumado a la enorme compelencia por encontrar

larvas para las camaroneras hizo pensar al sector en la necesidad de




cantar con instalaciones de produccion de larvas (Barpiol K.,

1995)

Desde entonces han surgido 343 laboratorios ( Subsecretaria de
Recursos Pesqueros, 1995 § que abastecen un alle porcentaje de la
semilla requerida para los cultivos cn las camaroneras,  Sin
embargo. muchos de los laboratorios de larvas actualmente eslin
en crisis debido, en parle, a la apariciéin de enfermedades, sicndo
las mds importantes las causadas por virus v haclerias, y entre Estas
iltimas. las vibriosis parccen ser las principales responsables de

allas mortahidades.
1.2.- ENFERMEDADES VYIRALES

Los virus son los mas diversos ¥ numerosos de los agentes
microbianos descritos para los crustdceos marinos.  Actualmente
mias de 30 virus pertencieates a las lamilias: Parvovinidae.
Herpesviridae. Baculoviridae, Picornaviridae. Reovindae,

Birnaviridae, Rhabdoviridae ¥ Bunyaviridae han sido descritos,

Ciertos virus cncontrados en tejidos de crustdecos no estin
asociados con ninguna enfermedad deserita. Para algunos de estos
agenles. el estadio mas critico del huésped no ha sido examinado.
Otwos virus simplemente estin bien adaplados al huésped v la

infeccion no implica el desarrolio de enfermedad.

Muchos ejemplos de infecciones virales asociados a dafios
celulares han sido reportados en crusticeos del medio silvestre

(Couch. 1974 Sparks and Morado, 1986 en Brock and Lightner,



contar con instalaciones d¢ produceién de larvas (Barnmol R..

1995).

Desde entonces han surgido 343 laboratorios ( Subsecretaria de
Recursos Pesqueros, 1993 ) que abastecen un alto porcentaje de la
semilla requerida para los cultivos en las camaroneras.  5in
embargo, muchos de log laboratorios de larvas actualmente estin
en crisis debido. cn parte. a la aparicion de cnlermedades, siendo
lus mids impuortantes las causadas por virus v bacterias, y entre éslas
ultimas, las vibriosis parecen ser las principales responsables de

altas mortalidades.
1.2.- ENFERMEDADES VIRALES

Los virus son los méas diversos vy numerosos de Jos agentes
microbianos descritos para los crustdceos marinos.  Actualmente
mis de 30 virus pertencientes a las Tamilias: Parvoviridae.
Herpesvirnidae, Baculoviridae, Picornaviridae, Reoviridae,

Birnaviridae, Rhabdovindae y Bunyaviridae han sido desceritos.

Ciertos virus encontrados en tejidos de crusticeos no estin
asociados con ninguna enfermedad deserita. Para algunos de estos
agenles, el estadio mds critico del huésped no ha sido examinado.
Otros virus simplemente cstdn bien adaptados al huésped y la

inleceion no implica ¢l desarrollo de enfermedad.

Muchos ejemplos de infecciones virales asociados a danos
celulares han sido reportados en crusticeos del medio silvestre

(Couch, 1974; Sparks and Morado, 1986 en Brock and Lightner.



1990 ): corrcborande datos que demuestran que las inleceones
resultantes en morbilidad y mortalidad hajo condiciones nalurales

som deficientes.

Fn la acuiculinra de camarones marinos, 1os virus producen las
mavores pérdidas por enfenmedad por lo que ¢l manejo de las
enfermedades virales es particularmente importante para el éxito
del cultivo. Desde que el cultivo de camardn se imcid con la
captura de animales salvajes, numerosas patologias de Lipo yiral
han sido detectadas en los sislemas de cultivo.  Ademas, estos
patégenos contintian disemindndose sobre amplias areas geogralicas
con el traslado de stocks de camarones para proposilos acuicolas
(Brock and co-authors, 1983; Lightner and co-authors,[983:
Colomi and co-authors, 1987; Lightner and Redman. in press, en

Brock and Lightner, 1990).

Uno de los virus que comtnmente afectan a distintas especies
de camarones ¢s el Baculovirus penaei . que se encucntra afectando
el hepatopancreas de juveniles y adultes, es ¢l causante de
epidemias agudas en las poblaciones de camarones en los
lahoratorios. Bl B. penael es uno de los dos virus mas comunes ¢n
el cultivo de camarén en América, otro ¢s el IHHN.  5in embargo,
la infeccidn por B, penaei es la causa mis lrecuente de mortalidad
en log laboratorios de Penaens vamnennei ( Akamine and Moores,

1989, en Liehtner. 1984 ).

Al detectarse inicialmente esta enfermedad, estaciones de

cuarentena que revisaban las heees de las hembras se pusicron de
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moda en desovaderos y laboratorios mmtegrados,  En corto tempo
estas instalaciones o procedimientos se desecharon ya que se
comprobd que el porcentaje de hembras infectadas era muy alto en
¢l medio natural, que ¢l método de deteceion viral no cra muy
eficiente y que en las instalaciones de maduracion se mantenia la
presencia del virus pese a la seleccion por cuarenlena. Por lo
tanto, el control de la mfeccion por 8. penger en laboratonios
comerciales de camardn varia dependiendo de Ia erianza v manejo

del sistema de cultive ( Barniol, R., 1995 ).

Otra enfermedad de tipo viral que afecta el cultivo de camarones
peneidos es el Sindrome de Rostrum Deforme y enanismo ( RIS ),
provocada por la presencia del virus IHHN. Su diagnéstico se lo
hacia por medio de histologia observando cuerpos de inclusion,
Nuevas técnicas mds sensibles de deteccion de este  virus, por
medio del uso de sondas géneticas conlirman el alto indice de
presencia viral en los reproductores del medio natural e

instalaciones de maduracion { Barniol, R.. 1995 ),

Los signos reportados de la enfermedad estin basados
principalmente cn observaciones hechas con juveniles cultivados de
Penaews stylirostriv . Los juveniles P. sivlfirostris  clinicamente
afectados se presentan déhiles, errdticos, invertidos, con nado en la
superficie; eventualmente, detienen sus movimientos y se hunden
lentamente hacia el fondo del tanque con reflejos lentos.  Otros
signos son no especilicos e incluyen anorexia. letargia y debilidad.

La mortalidad puede exceder el 80% dentro de pocas semanas y
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darse la mortalidad en anmimales de 0.05 a 2.0 g (Bell and Lightner.

1987, en Brock and Lightner, 1990).

LY.- ENFERMEDADES BACTERIANAS ASOCIADAS
AL CAMARON

Las bacterias marinas se cncuentran cntre los principales agentes
etiologicos causantes de enfermedades en crustdceos marinos,
capturados del medio natural o cultivados. l.as bacterias Ciram -
negativas son predominantes en los ambicntes  marines ( Brisou
and co-authors. 1965, en Lightner, 1992 ) y usualmente
constituyen la mayvor parte de la Tora intestinal de crusticens.
aunaue también son importantes para los crusticeos marinos las

bacterias Gram - positivas.

Un ndmero de bacterias han sido implicadas como causantes de
enfermedad y mortalidad en peneidos cultivados, especialmente en
los estadios de larva, postlarva y juvenil ( Johnson, 1978; Lightner,

1983, en Lightner, 1984 ).

Entre las bacterias Gram - ncgativas que causan seplicemias en
crusliaccos marinos predominan los miembros de la familia
Vibrionaceae, principalmente del género Vibrio ( Balicados,
1988, en Brock and Lightner, 1990 ). El V. parahaemolyticies es
frecuentemente reportado como paldgeno para cicrlos crusliceos
marinos ( Lightner. 1988, en Brock and lLightner. 1990 ). Otros
vibrios implicados son V. anguillarum, V. alginolvticus. V.

algosus, V. harvevi v V. splendidus, V. panelirns, V. cliolerae
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(non 0-1) ¥ Vibrio sp. Otras bacterias Vibrionaceae oxidasa -
positiva, implicadas en enfermedades bacterianas del camardn son
las Aeromonas sp. ( Lightner and Lewis, 1975; Lightner, 1988 en
Brock and Lightner, 1990 ). Epidemioldgicamente, la vibriosis
ocurre cuando ¢l huésped marino es afectado y los mecanismos de
defensa no estan capacitados ni para prevenir la entrada de las
bacterias ni para impedir la multiplicacion bacteriana una vez que

los organismos han invadido al hospedador.

La vibriosis puede ocurrir tanto ¢n animales cultivados o
capturados, cn todas las cspecies y estadios de erecimiento, pero
particularmente en animales jovenes ( larvas a postlarvas ) bajo
ciertas circunstancias comao la alta temperatura del agua, Ia mala
calidad de la misma. bajo recambio de agua ¥y poco oxigeno
disuelo, que pueden ser considerados como [actores cstresantes
{Barkate. 1972; Vanderzant and co-authors, 1970: Lewis. 1973%:
Lightner and Lewis. 1975; Lightner. 1977, 1983, 1985, 1988:
Leong and Fontaine, 1979: Tareen, 1982: Takahashi and co-
authors. 1985; Sunaryanto, 1986; Baticados. 1988, en Brock and
Lightner. 1990).

Las infecciones bacterianas en camarones puede tomar cuatro
formas generales: erosiones de la cuticula de la superficie del
cucrpo, agallas, ¥ apéndices ( necrosis bacterial v enfermedud del
caparazon ), lesiones localizadas dentro del cuerpo, septicemias
generalizadas y evacuaciones significativas de heces ( Lightner,

1983, en Lightner, 1984 ).
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Los signos y las lesiones que se presentan incluyen letargia y
debilidad. conducta hiperactiva antes de gran inactividad,
desorientacion en el nado. reclinacion sobre el lado dorsal, ventral
o lateral, Mexion dorsal de la cola o una posicion haja de la cubeza,
movimiento lento y continuo de los pledpodos y peridopodos. la
muerle por seplicemias bacterianas es rdpida en pencidos
infectados experimentalmente y ocurre deatro de 2 a 4 horas

después de iniciarsc la presencia de los signos clinicos.

En general, los bacilos Gram - negativos crecen ficilmente en
agar de soya { Tryptic Soy Agar. TSA ). agar de infusion de
cerebro y corazén ( Brain Ileart Infusion Agar, BHI ), agur
marino, y el medio selectivo Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose
Agar (TCBS), por lo que estos medios son utilizados habitvalmente
en los laboratorios de larvas de camardn  para la determinacion de

la carga bacteriana presente en los mismos.

La prevencion de las enlermedades bacterianas en los
laboratorios de larvas de camardn se basa en una serie de medidas
de manejo y tratamientos quimicos. Entre las medidas de manejo
s¢ destaca el mantenimiento de la calidad de agua con una baja
biomasa de bacterias mediante el uso de desinfeceidn o filtraccidn
del agua de entrada o de recirculacidn: el control de las
lemperaturas extremas o varinciones bruscas: el uso de dictlas
nutricionalmente balanceadas, la reduccidn al maximo posible de la

manipulacion de los animales y el uso de bacterias probioticas,
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Los productos quimicos se utilizan tanto comeo profilaxis como
lerapéuticamente.  L.os quimicos utihizados son de dos tipos,
sustancias antibidticas v no antibidiicas. Algunos de los
compuestos usados para el ratamiento de larvas de pencidos son ¢l
acido etilen diamuino tetracético ( ethylenedianminetetraacetic acid,
EDTA de 10 a 50 ppm ). verde de malaquita (5 a 10 ppb ). Entre
los antibioticos de uso mas frecuente en acuicultura destacan el
cloranfenicol ( 1 a 10 ppm ). la furazolidona { 1 a 3 ppm )} v olros
{ Baticades, 1988, ¢n Brock and Lightoer, 1990 ). En juveniles y
adultos peneidos los antibidticos son administrados de  forma
rutinaria - en ¢l alimento ( Takahashi, 1985, en Brock and

Lightner, 1990 ).

En acuicultura, el uso de probidticos en laboratorios
eomerciales de P. vannarnei en el Eeuador, ha sido reportado por
Marales ( 1992 ), v Garriques y Arévalo ( 1995 ). Los probidgticos
Surgen como una alternativa al uso de antibioticos para ¢l control
de enfermadades en larvas de camarén ( Austin ef al., 1995 ).
Giovanny Chasin en 1990, fue la primera persona en utilizar este

lipo de bacterias ¢ implantar su uso en los laboratorios de larvas.

Los probidticos se definen como: "preparaciones gque conlicnen
microorganismos cuyos metabolitos, cuando sc utilizan como
aditivos alimenticios benefician al huésped. En la mayaoria de los
‘cisos, los probioticos incluyen microorganismos que Son capaces
de crecer y/o funcionar en el tracto digestive del animal"

(Smoragiewicz et al., 1993).




Varias enfermedades de tipo bacteriano han alectado la
-~ produceion de los laboratorios ecuatorianos, especialmente a los de
imayor tamano, produciendo elevados porcentajes de mortalidad

en los sitios alectados ( Depto. de Comercio de los Estados Unidos,
1991).

Sindrome de bolitas

Las primeras mortalidades atribuidas a esta enfermedad [ueron
ﬁﬁﬁaﬁwadas a finales del afio 1987 por el equipo de bidlogos de
___':BS&{ Morales 1., 1992 ). En Ecuador cste sindrome se ha
?ﬁéﬁ'ﬂm!]adﬂ lanto en laboratorios de cullivo de Penaews vannarmet,

como de P. stylirostris ( Bell T. A, and Lightner D.. 1991 ).

Al inicio. se pensé que la enfermedad se limitaria a los
ﬁﬁﬁt_ﬂlﬂﬁﬂs existentes cn el drea del Guayas pero algunos
""____ral_u'ri-::-'s de Manabi reportaron brotes epidémicos.  Los
‘Madures consideraron gue esta enfermedad estaba relacionada

cambios experimentados ¢n la calidad del agua, que a su vez

“control de las "bolitas” con ¢l uso de grandes dosis de antibidticos

No obstante. la constante presencia de niveles significativos de

hacterias quitinofflicas en la cuticula de lTos apéndices bucales,
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~ esdfago. estémago, hepatopdncreas ¢ intestino. la eficacia aparenic
“de ciertos antibidticos y la filtracion del agua en el control de las
mortalidades en las fases tempranas de la enfermedad hicieron
'_nar gue la enfermedad era de etiologia bacterniana ( Bell 1. A.

! d'ﬁLightnur D., 1991 ).

Los primeros signos clinicos son anorexia v ausencia de
;. Eﬁ?'m:en'm en ¢l tracto intestinal. Al microscopio Gptico se observa
descamacion de las células epiteliales del hepatopdnereas ¢
i ;:-_lﬁ'sﬁnu-. que se observan individualizadas dentro de la lurs
ntestinal, los tibulos hepatopancredaticos gencralmente conticnen
| mndes cantidades de células epiteliales desprendidas { Bell T. A.
‘and Lightner D., 1991 ), dando el aspecto de bolitas. lo que dio el
a la enfermedad. Por dltimo. los movimientos contrdctiles
del tubo digestivo cesan v la muerte llega rdpidamente ( Morales

1992 ).

La mayor incidencia del sindrome se observa durante los

lios de postlarva, pero las mortalidades son mayores cuando se

Cuando macerados de larvas procedentes de tanques alectados

n cultivados en TCBS las colonias encontradas a las 24 horas
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nte causal del sindrome de bolitas. En muestras de cullivos

08 110 se encuentra esta dominancia { Morales 1., 1992 ).

Como conclusién, se conoce gue las especies de Vibrios son los

principales causantes de cnlermedades para los camarones

pruchas bioquimicas, anligcnicas y genéticas, antes de poder

sar en lérminos de diagnostico.
ARACTERIZACION BACTERIANA

ia de las bacternias

Las bucterias son organismos procariotas pequenos y simples
estructura cuando son comparados con las células eucariotas.
E}_it_tﬁri'a's representan uno de los grupos mas imporlantes de
lismos debido a la importancia ecoldgica v prictica que lienen

los humanos ( Prescolt L., Harley 1., Klein D., 1993 ).

- " i 4

El tamano de las ¢élulas individuales van de <1 pm a 250 pm;
la mayoria estan aproximadamente entre 1 y 10 pm. Las
‘mds comunes de las bacterias son: bacilos, cocos y espirales

oleton P. and Sainsbury .. 1993 ).

Dependiendo de las especies, las bacterias pueden tener ciertos

dices como flagelos, pilic ete. { Figura 1 ) Las bacterias
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pueden estar solas o en pares, cadenas, paquetes. elc. Algunas

presentan motilidad (Singleton P. and Sainsbury D., 1993).

Seglin la especie. las bacterias pueden ser aerobios o anaerobios
obligados o lacullativos; pueden ser quimiotrofos y/o fototrofos;
hieterotrofos o auldtrolos. La energia pueden oblenerla por medio
e procesos de fermentacién, respiracion o [otosintesis ( Singleton

P.and Sainsbury ., 1993 ),

Cuerposde
inclusiaon
Capsula
Mesosorma Ribosoma
~
'\\
Nickeo
A
Flagelo P::h(z?ar Membrana
Proteinas plasmatica
Figura 1.- Morfologia de una célula bacteriana Gram-positiva. Las

bacterias Gram-negativas son sirmilares en maorfologia.

(ienética bacteriana

La reproduccidn ocurre asexualmente, comunmente por fision
binaria v algunas veces por gemacion o [isién ternaria. Algunas
bacterias forman cndosporas, cistos u otras formas resistentes.

Aunque la reproduceion sexual no se da, la transferencia de 2enes

T
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entre bacterias puede ocurrir por medio de conjugacién.
transduccion o tansformacion ( Singleton P. and Sainsbury D,

1993).

lLa éqnjugacién o transferencia directa se da por el contacto

Aisico temporal entre bacterias v depende de la presencia de una

Los cromosomas de bacterias, virus v células eucariéticas
nticnen piezas de ADN que s¢ mueven en torno al genoma. Esle
iimicnto se llama transposicidn. Los fragmentos de ADN que
levan los genes necesarios para esle proceso, y que por lo lanlo se
levan constaniemente alrededor de los cromosomas se llaman
1entos transposables o (ransposones. 1.os transposones mds
ples son las secuencias de insercién o elementos IS, que son
encias cortas de ADN que contienen los genes de aquellas
enzZimas que se requieren para su lransposicion y que se unen en
ambos extremos a sccuencias idénticas o muy similares de
cledlidos en orientacién inversa o repeliciones inversas ( IR ).
¢ las IR hay un gen que codifica una enzima llamada

lransposasa y algunas veces algiin gen para otra proteina esencial.

Al
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Coneccidn por
medio de pilis

©
O
®
O

Factor replicado
y transferido

©
O @

Figura 2.- Mecanismo de la conjugacion bacteriana.

[sta enzima se requiere para la (ransposicion y reconoce los
exiremos de las 1S de forma muy especifica.  1.os ransposones
pueden contener olros genes, COmMo los de resislencia a antibioticos
o genes de toxinas. Eslos transposones se llaman lransposones

compuestos, Parcce que plasmidos con resistencias a varias drogas



son [recuentemente producidos por una acumulacidn de
transposoncs en un solo plismido. Como los transposones también
se mueven entre plasmidos y entre cromosomas primarios, gsencs
resistentes a fdrmacos pueden intercambiarse entre plasmidos y
cromosomas, aumentando la resistencia a antibidticos ( Prescott 1.,

Harley 1., Klein 1., 1993 ).

Otra forma de intercambio de ADN entre células, es la
transformacion de ADN. La célula receplora incorpora e inlegra
en su cromosoma un fragmento de ADN del medio de lorma
hereditable. En la transformacion natural, el ADN viene de una
bacteria donadora. El proceso es aleatorio, y cualquier porcidn del

genoma puede transierirse entre bacterias ( Tigura 3 ).

Cuando las bacterias se lisan. liberan considerables cantidades
de ADN al medio ambiente. Estos fragmentos pueden ser
relalivamente grandes y contienen varios genes, Si un [ragmento
contacta una célula competente, se une a la célula y es internalizado

{ Prescott 1., Harley J.. Klein D, 1993 ).

La transduccion es la transferencia de genes bacterianos por
mediv de virus (Figura 4). lLos genes baclerianos son
incorporados dentro de la cipsida de un fago durante el ciclo de
vida del virus. Los virus que contienen estos genes los introducen
dentro de otra bacteria, completando la transferencia. la

transduccién es el mecanismo mds comin para un intercambio de



A)  Transformacién con B) Transformacion
fragmetos de ADN con un plasmido

/4 \ @ ADN
iFFngﬁEﬂfnﬁdEﬂﬂN plasmidico

Cromosoma

hac}eria no
Cromosoma
i : bacteriano
Toma del
Tomade ADN plasmido

A © ()

Transformacion estable

integracion por

recombinacion
o feciproca Degradacian

[ @) INe)

Transformacion estable [ransformacion sin oxito

Figura 3.- Transformacion bacleriana. Transformacion EGH_-(HJFTEIQTI'IEH'[DS
de ADN y (b) plasmidos. 1a transformacion con plasmidos puede ser también
inducida artificialmente en el laboratorio,

genes y recombinacion bacteriana { Prescott L., Harley J.. Klein
Dl's 1993 }.



omia bacteriana

La laxonomia de las bacterias hasta ahora, cstaba basada en

5, presencia o posicion de [lagelos, ete.  Actualmente, se

miﬂ mayor importancia a criterios de tipo antigénico ¥ de

Yibrios

Pertenecen a la familia Vibrionacea y son bacterias que

presentan forma de varillas rectas o curvas, de (.5 - (L8 pm

anaerobios facultativos, quimiorganotrélicos temendo
melabolismo  de lipo respiratorio y fermentativo.

Temperaturas Gptimas varfan considerablemente, todas crecen

«carbohidratos, -incluidas maltosas, 13 - manosa y trehalosa.
Muchas son sensibles al agente vibriostitico (bacteriostitico)
(/129 { Daiichi Seiyaku Co. Lid., DTI - 11129 ). lones de
sodio estimulan el crecimiento de todas las especies y son
uerimientos importantes para muchas ecspecics.  Son  de
bitals acudticos con amplio range de salinidades: muy
munes en medios marinos y estuarinos y cn la superlicie y

d itro del contenido intestinal de animales marinos. algunas

T%!-:gi' son  de agua dulee. Ciertas  especies
E
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patdgenas para humanos, pero muchos |o SO para

ebrados e invertebrados marinos, Los patdgenos humanos

§ representalivos son V. cholerae el agenic causante del

era; V. paralaemolvticus . el mayor causante de

Envencnamiento por ingestion de peces ¥y moluscos
inados; y V. vitlhificuy . que causa seplicemia. Todas

especies estdn asociadas con infecciones

reas ( Holl J.(i., Krieg N.R.. Sneath P., Staley J.. Williams
1994)

intestinales y

Caracieristicas ¥ biologia del Vibrio cholerae

?.*f’i]mandn como relerencia log estudios de ciertas hacterias

|]B que respecta a salud piiblica. se ha probado que el V.
Fae s un excelente modelo para estudiar |
S superficies

a colonizacién
mucosas del intestino en el humano ¥ ver los
de la wxina en las células del hospedador.

virulencia del V. cholerae pucde ser explicada por

medio de tres factores: |a presencia de flage

e las bacterias se

los, que permiten
mucvan hacia Ia superficie de [a mucosa;

S que son estructuras que permiten la adherencia de las

gias a las células mucosas: y la produccién de ung

OXina, cholera toxin ( C1 ), que actida en Jas células

tinales produciendo diarreas Severds,
BV cholerae  tiene un solo flagelo polar, que ayuda a Ja

a]‘m a llegar a Ia mucosa intestinal, ya que existe evideneia
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b (que mutantes no métiles son menos virulentos que aquellas

“cepas que presentan cl flagelo,

Lﬂs largos filamentos pili se encuentran formando paquetes
la superficic de la bacteria ¥ juegan un papel muy
iportante en la colonizacidn de la mucosa intestinal. Los pili
'ﬁidn.dennminados Tep pili ( toxin coregulated pili ) por
e los genes que codilican para la formacion de estos pili
nregulados igualmente por genes que codifican a la toxina
Cepas mutantes sin Tep no son virulentos, pera adn se
onoce la forma de interaccion entre los Tep y las células
viilmped'ador y los receptores de las mismas no han sido
tificados.
Debido a su importancia como un factor de virulencia ¥y su
iesanle mecanismo, la Ct ha sido intensamente estudiada a
| bioquimico y genético. os mutantes que no producen
nu son capaces de producir los sintomas del célera vy
0C0 son capaces de colomizar la mucosa intestinal.  Por lo
- atnque atn es desconocido, se eree que la Ct puede
T una funcitn en la colonizacion de la bacteria en las

s intestinales.

' lugar a dudas, la Cl es la causa principal de los sintomas
la enfermedad del célera, pero hay cierfas cepas del V.
rae que producen otras loxinas, ademds de la Ct. Estas
' s pucden ser la Zot ( zonal occludens toxin ) que afecta

ion de las células de la mucosa intestinal y la Ace
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{accessory cholera enteroloxin) que puede causar diarrcas

noderadas.

Los lactores CixA y CixB ( de la toxina del célera ) estin

lransposdn producen loxinas. Algunas cepas producen mds
Ginas que olras y en muchos casos csto es debido a la

“duplicacion del elemento portador del CtxAB.

- Ademds. se conoce que los genes de lu Zot y Ace estdn
ealizados cerca del gen de la CixAR dentro del eromosoma
ueden estar en el mismo elemento maévil; lo que indica, Ia
bilidad de que cstos genes se encuentren formando un
uete de virulencia que puede ser amplificado durante la
feccidn, dandole a las bacterias una mayor venlaja sclectiva

una variedad de condiciones.

Ciertas cepas de V. cholerae producen una proleing
erficial que aglutina eritrocitos ( hemaglutinina ). Estas
lefnas se ha comprobado que son adhesivas en otros
lidgenos bacterianos y padrian contribuir a lu adherencia del

iolerae  en el intestino.

- Otro posible adherente o lactor colonizador esti codificada
fior un grupo de genes denominados genes del factor accesorio
eolonizacion (accessory colonization factor, ach). FEstos

es producen proteinas cxternas de la membrana que parecc



que tienen un rol importante en la colonizacion, por que cepas
que no presentan acl muestran poca habilidad para colonizar

tracto digestivo de los animales { Salyers A.. Whitt 1.,

los mismos genes de lux de un nimero significative de

ceies de bacterias luminiscentes marinas y terrestres

ighen EA.. 1993).

Para muchas cspecies, la intensidad de luz por célula es
altamente dependiente del crecimiento celular, dando como

ltado una mayor incidencia de la luminiscencia a allas

ficia en cepas mutanles de transposones de genes de lux.
10 que a su vez, indica ue no hay relacidn directa con genes

¢ loxina o de [actores de virulencia.
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La utilizacion de sondas nucleicas especilicas permilen
ar diferenies especies de bacterias por grupos vy familias.

-I'sukamoto y sus colaboradores en 1993, separaron i |a

milia Vibrionaceae en 7 grupos mediante ¢l uso de na

uencia 165 rRNA.

La presencia de plismidos en ciertas bacterias puede estar
‘olucrada con la virulencia de lu cepa o la resistencia de la
M a ciertos antibidticos. Ln 1992 en un trabajo realizado
VNalla §. er al.. se utilizaron cepas de Vitwio salmonicida
¥ Vibrio anguilfarum  del medio natural que presentaban
nidos. para ebtencr cepas libres de los mismos mediante
un sistema de transferencia de genes basados en ol plismido
con RSF 1010. La cepa que se obtuvo sin plismido se
mportaba igual que las cepas "salvajes" en pruebas de
nicidad en peces. Por lo tanto, se puede coneluir que en
as cepas bacterianas ¢l ADN extracromosémico no os
erido para la expresidn de la virulencia, pero si es una
micnta il para la caracterizacion v clasificacidon de

Otro método de caracterizacion muy ftil para las baclerias
el uso de prucbas inmunolégicas. que con una gran
ctitud nos permite tener dentro de una misma cspecie de
leria, diferentes serotipos.  En 1991, en el National
erinary Institute de Noruega, de 264 cepas clasificadas

alivamente como V. anguiflarim por otros métodos.
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r

v anligénicas,

“lo tanto, teniendo nuevas téenicas de identificacion v
izacion de cepas bacterianas se puede dar un gran
en lo que respecta al estudio de agentes palogenos que
a la acuicultura. Ademas, cstas (éenicas no solo
n a identificar a las hacterias sino también 4 tener un
control de las enlermedades mediante el diagnostico de

3 patdgenas antes de que se presenten os sintomas de Ta
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T Ela 1.- Caracternisticas diferenciales entre géneros y familias en el
Grupo 5 del Manual de Bergey.

acteristicas Familia Fanulia Familia
Iintero- Vibrionaceae || Pastéure-
bacteriaceae Huceue
meiro celular,pm 0.3 1.5 0.3-1.3 (0.2 (L4
srmacelular: .
weilos rectos | B
vos o vibirios D :
m r T
[ LB =
cia de Magelos:
- : +
il -
. 12
- 2 W]
L 13 i_}
lieeion de NO3 a +€ it e
o
luceitn de Indol B D 5]
e carroen al - =
ientode Na T - ] 8]
L = T
B - S
niloma ingninal )
1 | H0s
ausaale de vaginits - -
{ 10s

5 BSpECes 50N positivas

[as Ias especies son negativas

BspECies 50N positivas. algunas neygdlivas

darse pocas excepciongs

Tatumella, que puede flagelos polares, subpolares o laterales
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cis Vibrio Photo Aceromona Plesio Enhydro
hacterium moenas bhacter
_|- = = -
- + 1'.4_’]{‘» + =
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+ | -
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(+)F (+) 3 ]
i + = 1
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afﬂas especies son positivas

'ftErEIS V. anguiiarum
fm"e.‘s, V. anguifiarum  biovar |,

chas especies son positivas
3 las especies son negativas
Nas especies son positivas, algunas negativas

biovar Il y V. costicola son negativos

;chrtas excepciones

y V. inarinus son negativas

0 A medio vy A salmonicida




CAPITULO I ’

MATERIALES Y METODOS

ERIAL BIOLOGICO
':;:--ﬁp'as bacterianas
Vibria harveyi )
I Vibrio alginolyticns )
Vibrio alpinolyticus )

La cepa bucteriana Ey fue aislada de un lahoratorio
arvas de camardn en Ia Peninsula de Santa Elena ¢
licada bioquimicamente como V., harvevi en 1994 por

iy Arduz en ef CENAIM.

1 de mar y [ue identilicada como V. alginolyticus |

- La cepa bacteriana codificada como 158 fue aislada de

ues de produccicn de larvas del laboratorio LBISA en
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E&;n_tic uerpos monoclonales .
209 ( Hquido ascitico )

il 4{ liquido ascitico )

( liquido sobrenadante )

Los hibiidomas 2C9 y 9114 fueron obtenidos por
dio de la inmunizacién de ratones Balb/c con la cepa
e I
eriana delV. Narveyi  codificada como "S.". patdozeno
: | £

sante de la enlermedad conocida como “Sindrome de

A Cuatros cepas bacterianas: V. parahacomoelviicus,
;}Igfnrlf_v.fic‘h‘.ﬁ', V. harveyi y Aeromonas sp fucron
'__i;_i;lﬁﬁ para demostrar la especificidad de los mismos.
hibridomas fueron obtenidos en una fusion elceluada
sto de 1993 v producidos en fluido ascitico { Philippe

o, 1995, comunicacién personal ).

Ne realizaron inmunizaciones a ratones Balbie con
siones de una cepa bacteriana probablemente
s T 5o "

thidtica ( 11.1 ) y mediante una lusicn efeetuada en mayo

it

le 1995 se obtuvicron los hibridomas 2136, 12G6 y 2G1. Se
s la especificidad de los mismos mediante la téeniea de
_)ﬁl.janalizul1d{ﬁsc una cepa de V. fiarveyi ( Fay ), dos
8 de V. alginofyticns ( 1L1 v 158 ) v con otros dos

10 de bacterias: Yersenia sp. v Escherichia cofi. 1]
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Sohrenadanie 12G6 reconoee tanto a la cepi LI como a [
“eodificada como 138, mientras que los sobrenadantes 2B6 y

I reconocen espeeificamente a la cepa Il .
ICAS BACTERIOLOGICAS
islamiento de bacterias

Los procedimientos de aislamiento en microbiologia
tonsisten en obtencr una colonia pura proveniente de un
| microorganismo.  Siempre hay que tener presente que
s Hidispensable el mantenimiento de condiciones ascplicas
nte todos los pasos de esta operacidn, para lo cual es
fiecesario trabajar en una camara de [lujo laminar { Air

Tech Japan.ltd. Mod. BCM-1002W ),

El aislamiento se realiza tomando una peueria
cantidad de la colonia descada con la punta de un asa de
ino y sembrando cn una caja Petri que conlenga medio
do, rayindolo en forma de estrias ( Figura 5 ). Las
€as inoculadas son incubadas a 28°C" por 24 homs, La
bra en estrias se realiza por agolamiento, de tal manera

e se puedan obtener colonias aisladas,
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Gcnica de dislamiento por estrias,

Se puede observar ung
Adarsembrada an estrias con una asa do inoculacion,

Medios de aislamiento ¥ cullivo

'_ dios solidos

Hiosulfate Citrate Rije Salts Sucroye Agar, TCRS:
un medio seleciivo [vra vibrios, Para preparar 1 litro de

ar se disuelven 88 g del mismo en agua destijada ¥ se Heva

aebullicion hasts que no queden grumos en e medio,

Por
Tecomendacicn del distribuidor

este medio no debe ser
loelavado, por lo lanto, es importan|e trabajar con

riales complelamente esiériles.
|

\gar Marino 221¢. Ls un medio especilico para
terias marinas, ¢n ¢l cyal pueden crecer distintas

ipecies. Se disuelye 35.1 g del medio deshidratado en |

de agua destilads Y se autoc]

ava por 15 minutos g

Este agar tiene |y

dracteristica de no ser muy duro g solidificarse, por o (ue

o8 necesario agregar (15 a (0.85% de bacio - agar,
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fryptic Soy Agar (TSA): Es un medio gencral que
permite el crecimiento de distintas especies bacterianas y es
recomendado para ¢l aislamiento ¥ purificacion de hacterias
antes de realizar pruchas de identificacion biogquimica. Para
?réfn'ﬁrﬂr I litro de esle medio, se disuelven 40 gramos del
?ﬁmmﬂ en | hitro de agua destilada ¥ se autoclava por |5
minutos a [210C y 15 libras de presidn,

Medios liquidos
|

._:,'r ria - Bertani Medium, LB: Para la preparacicn de |

0 de este medio se disuelve en | litro de agua destilada

127-01-7 ). | gramo de baclo - triptona ( Difco
ratories, 0123-01-1 ), 2% de CINa v 1% de D-glucaosa.
sta el pH a 7.0 - 7.5 y se autaclava por 15 minutos a

A21°C y 15 libras de presién.

e

o de agua destilada.  Se autoclava por 15 minutos a

Cy 15 libras de presién,

do marino 2216: Un litro de este caldo puede
ararse disolviendo en 1 litro de asua destilada 37.4
05 del medio deshidratado.  Se autoclava a 12100 .15

libras de presion por 15 minuwtos.
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3.1.- Identificacién morfologica

Tincién _de Gram: Es un proceso de tincidn

diferencial que permite detectar la forma de la
bacteria v las divide dentro de dos grupos: Ciram
(+) o Gram {-), segtn la estructura de la pared
celular y 1a habilidad de las mismas de retener el
cristal violeta cuando son decoloradas con un

solvente orgdnico comeo el ctanol.

Foto 1.- Fotografia de lacepa B2z ( V. harvey: ), usando |a
tincion de Gram (x 100 ).




Motilidad: kI movimiento ecaracteristico de una
bacteria se debe a la presencia o ausencia de
Hagelos: v se puede observar usando una limina
excavada de Koch mediante la téenica de |a ol
pendiente. El indeulo puede ser un caldo bacteriang
de 24 horas de incubacién o una Suspension
preparada con un caldo esiéril v una pequenisima

cantidadl de bacterias de un cultivo de 24 hore.

2.2.3.2.- Identificacién bioquimica

Catalasa: Ciertas bacterias fiencn la capacidad de
producir la reaccién de cutdlisis del peroxido de
hidrégeno: esto se puede observar cuando al poner
¢ contacto un indeulo bacteriano con una gota de
peréxido de hidrégeno ( 203 ), se producen
burbujas que representan al oxigeno y el agua
liberados. Lsta prucha se debe hacer con asa de
nicrén-cromada o con pulillos de maders estéril;

¢l asa de platino da una respucsta falsa positiva,

Oxidasa: Con esta prueba se detecta Ja presencia
de la enzima citocromo-oxidasa. que es capaz de
reducir ¢l oxigeno. Al contrario de la prueba
anterior, se recomicnda ¢l asy de platino debido a
que el asa de nicrén-cromada da un resultado falso
positivo, Para esta prucha existe el papel

impregnado can el reactivo { Cvtochrome-oxidase
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reagent “Nissui™. Yaku Code 05180 ), que se debe
humedecer con agua destilada, luego se toma el
indculo bacteriano y se frota sobre el papel
reactivo. Ll desarrollo de un color vialeta fuerte
dentro de uno o dos minutos signilica un resultado

positivo.

OF: La prucha del OF indica ¢l tipo de
metabolismo oxidative o lermentativo de  la
bacteria al utilizar lu glucosa como sustrato. Dos
tubos  conteniendo ¢l medio OF ( Difco
Laboratorics. 0688-0 -8 ), .m” moculados con 0.5
ml de suspensian bacteriana: en uno de los tubos. se
adiciona aceite mineral { 5 mm ). esto evitard el
contacto con ¢l aire, proporcionando un ambiente
anacrabico a la bacteria, mientras que ¢l otro tubo
para prucba de metabolismo oxidativo, sicmpre
estard en contacto con el aire.  Colocar en [a
incubadora ( Sibata Scientific Technology 1.ad.
Modelo SI-450 ) a 28°C por 24 horas o mds. La
formacion de dcido { amarillo ) solo en el tubo
abierto indica utilizacién oxidativa de glucosa. 1.a
formacion de dcido en ambos tubos indica una
reaccion fermentativa. 8i no se produce ninguna
reaceion dcida, significa que la bacteria no utiliza

la glucosa por ninglin método,




Urea: Si la bacteria conliene enzima ureasa,
liberard amoniaco a partir de la urea que conticne
¢l medio ( Dilco Laboratories. 0283-15-1 ).
preducicnde un cambio de color ( rosado ) del
indicador del rojo fenol. La inoculacién se hace en
la superlicie de un agar inclinado en un tubo de

Clisa Y.

Lisina v Ornitina Descarboxilasa: Inocular el

caldo ( Difco Laboratories,0215-01 3 con Ia
bacteria a identificar y cubrir con una capa (5 mm)
de aceite mineral estéril. incubar a 28°C por 24
horas hasta 3 6 4 dias. La reaceidn positiva es
indicada por una reaceion alealina ( violeta ).
medio se vuelve amarillo debido a la produceion de
acido a partir de la glucosa. La reaccion es

negativa si la reaccidén permanece dcida (amarillo).

Arginina  Dehidrelasa:  La  arginina

transformada en ornilina, amonio vy dioxido de
carbono.  Inocular ¢l caldo { Wako Pure Chemical
Industries, Lid., 014-04622 ) con la bacteria 2
identilicar v cubrir con una capa ( 5 mm ) de
aceite mineral estéril, incubar a 28°C por 24 horas
hasta 3 o 4 dias.  La reaccion positiva es indicada
por una reaccion alealina ( violeta ). 11 medio se

vuelve amarillo debido a la produccion de dcido a
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partir de la glucosa. La reaccidn es negativa s

permanece dcida ( amarillo ),

MR-VP: El caldo MR-VP ¢ Difco l.aboratories,
0016-01-1 ) es wilizado simultdncamente para dos
pruebas:  Rojo de Metilo ¥ Voges Proskauer.
[nocular dos tubos conteniendo caldo MR-V, con
la bacteria a identificar. incubar a 28°¢ por 48

horas.

Rojo de metilo: Colocar 5 4 6 golas del reaclivo
por cada 5 ml de cultivo. La reaccidn debe ser
leida inmediatarnente. La reaccion es postliva si el
color es rojo, débilmente POSILIVO §1 es rojo-
anaranjado y negativo de eolor amarillo. Esta
prucha indica la capacidad de acider de la bacteria

al crecer en el medio M RVP.

Voges Proskauer. Transferir | ml del cultive de
48 horas a un tubo dJe ensayo v adicionar 0.6 ml de
la solucian | ( alpha naphtol. 5 8 aleshol absolulo.
100 ml ) v 0.2 ml de la solucion 2 ( solucian de
hidréxido de potasio al 109 ). Agitar despuds de
adicionar cada solucion. Pary intensiflicar In
velocidad de reaccion. adicionar pequena cantidad
de cristales de creatinina a la mezcl. Leer los
resuliados después de 1as 4 horas de Ja adicion de

los reactivos. EJ desarrollo de un color rosado
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indica prueha positiva. La prieha depende de 1
formacidon de acctilmetilearbinol. la cual es
oxtdado en un medio alealino, en presencia de uire
para Tormar diacelil. EI diacetil reacciona con la
creatinina para formar el compuesto de color

rosado.

Citrato: Inocular en la superlicie del agar citrato
( Difeo Laboratories. 026%-01-6 ) inclinado en urt
tubo de ensayo. Incubar a 28°C por 24 horas hasta
4 dias.  Una reaccidn positiva es indicada por el
cambio de color del medio § verde ) a azul intenso,
Resultado negativo si no hay cambio de color. |
prucba posttiva indica que la bacteria wiliza el

citrato como fuente de carhono.

Indol: Inocular un tuho (que conticne agua de
Triptona ( Difeo Laboratories, 1810-17.9 ) al 1%
estéril, con la bacteria: incubar a 28 °C° por 24 o 48
horas.  Adicionar 0.2 a 0.3 ml del reactivo de

Kovac. Si se desarrolla un color rojo [uerle en la

“capa de lasuperticie, el resultado es positive, st no
o hay es negativo. lo que indica la produccicn de

Jindol por parte de lus hacterias,

ISI: Inocular un who de agar inclinado de agar
hierro-tres aztdcares ( Nissui Pharmaceutical

Co.,Lid. Code 05103 ) oen la superlicie y por



picadura, incubar a 28°C por 24 u 48 horas, La
lectura se huce observando 1a reaccion de Ia
superficie v de L columna de medio, si es alcaling (
K)o dcida ( A), es decir si se tiene una reaccian
alealina en la superficie v en la columna del medio
es acida, la leclura seri K/A. Esta prueb:a es
recomendada para la identificacién de bacilos
gram-negalivos basados en la fermentacién de Iy
dextrosa, lactoss v sucrosa. se puede observar
también si la bacteria produce gas ( burbujas

dentro del medio ) v SI ( precipitado negro ),

Nitrito : La reduccién del nitrato =z nitrito se
pucde detectar inoculando un tube que conticne
caldo nitrato { Difco Laboratories. 0091-01-9 ) con
la bacteria a identificar ¢ incubando a 28°C7 por 24
a 48 horas.  Adicionar al cultivo el reactivo I
(Acido sullanilico | gr. acido acético SN, 125 ml)
y el reactivo 2 ( N-(1-naphthyl) ethylencdiamine )
0 ¢l reactivo 3 ( alpha-naphthol | £y dcido acético
IN ). El desarrollo de un color rojo-violeta con los
reactivas 1 y 2 & ¢l color anaranjado con log
reactivos |y 3 indica que ¢l nitrato ha sido
reducido a nitrito. Il color producido con los
reactivos | y 2, puede atenuarse o desaparecer en
pocos minutos por lo que hay que registrar Ia

reaceion tan pronto como el color aparezea. Sino



se desarrolla ningin color, se puede detectar [a
presencia de nitrito adicionando una pequena
cantidad de polvo de zine. Si ¢l color se produce,

significa que el nitrato ha sido reducida,

Gelatina: Inocular un tubo conteniendo medio
gelatina ( Difco Laboratories, 0143-0] ), incubar a
28°C por 24 a 48 horas. Colocar el lwbo de medin
gelatina noculado en un bano g 22°C par 10
minutos. Si la gelatina no se congula, fa pruecba es
positiva, caso contrario es negativa. La no
coagulacion de la gelaling se debe » que las enzimas
gelatinoliticas { gelatinasas ). han causado la

licuelaccion de la gelatina,

SIM: Inocular un (ubo que conticne medio SIM
(Difea Laboratories, 0271 01) por siembra en
picadura con la bacteria a identilicar, incubar a
28°C por 24 a 48 horas. Es un medio recomendado

para la determinacion de la produccian de SHE

sullidrico { SH2 ) que es indicada por la presencia
de unu coloracion negra en Ia superficiec o en la
columna del medio: ademds. permite ohscrvar a
motilidad de 1y bacteria, debido ul crecimiento de
la misma en dilerentes dirccciones alrededor de

lngar de inoculacion.



TCBS: Inocular un tubo que contiene agar TCBS
(Ditea |aboratories, 650-01-2) melmadao, incubar
a 28°C por 24 horas. Si el crecimiento bacleriano
es amarillo indica que la bacteria ha lermentado la

sacarosa vy por ser un agar selectivo puede servir

de ayuda para la clasificacion de la hacteria dentro

de la lamulia de los Vibrios.

Agar MacConkey : Inocular un tubo que

contiene agar mclinado de medio MacConkey
(Difco Laboratories. OU075-01-9), incubar a 28°C
por 24 horas. Esta prucba s¢ basa en la
fermentacion de Ia Jactosa. Las colonias capaces de
[ermentar Ia lactosa producen una bajada del pH ¥
la absorcion del rojo neutral del medio lo que
permite la formacion de colonias de coloracion
rosada o rojas. Indica que la bacteria puede ser de
o familia de los coliformes o de las

enterobacterias, por tratarse de un agar selectivo.

Cetrimide: Ls un medio selectivo recomendado
para el aislamiento e identificacion de
Pserelomanas aeriginosa..  S5¢ inocula en un tuho
que contiene medio cetrimide (Difco Laboratorices.
0854-01-6) inclinado y s¢ siembra en superlicie, se

incuba a 28°C por 24 horas. La lectura se hace



observando si hay crecimiento bacleriano en g

superficie.

Acetato Difercncial: Inocular un lubo que

conticne agar inclinado de medio de acelato
diferencial { Dilco Laboratorics. 0742-17-4 ) pon
siembra cn superficie. incubar a 28°C hasta 4 dias.
El' desarrollo de un color azul indicy resultado
positivo. esto es, la bacterin utiliza ¢l acelato COMO

fuente de carbono.

Pruchas de fermentacién de carbohidratos:

Para esta prucha. es necesario preparar tubos que
contengan individualmente medio base OF con los
difcrentes tipos de earbohidratos €N una
concentracidn al 1%: dexirosa, manosa, manitol.
mioinositol, sacarosa. sorbitol. glicerol, galaclosa,
xilosa, arabinosa. trehalosa, celobjosa. melibiosu,
lactosa, fructosa, adonitol. Inocular los tubos
mediante siembra por picadura. incubar a 28°(
hasta 4 dias. Observar diariamente la reaceién. Si
se desarrolla un cambio de color g amarillo indica
que la bacteria ha fermentado el earbohidrato (ue

contiene el media.

Pruebas de halofilia: Recomendado para

bacterias marinas y otras no marinas que lienen

tolerancia al ¢loruro de sodio en diversas
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concentraciones. Preparar agua de peptona (Difco
Laboratories, 1807-17-4y al 19 que conlenga: ()%,
3%. 6%, 8%, 10% de CINa. Inocular con 200)
de suspensidn bacteriana. cady uno de los tubos con
las concentraciones de CINa indicadas, incubar 4
28°C' por 24 a 48 horas. La presencia de turbidey
en el caldo incubado indies erecimiento hacleriano

con tolerancia a |y concentracion de (C1N4.

Es importanie  indiear que para la
identificacién de una bacteria hay que considerar
cada uno de los resultados de cada unu de Jag
priuebas mencionadas ¥ finalmente comparar
cuidadosamente los resultudos con las tablas para

entificacidn del Manual de Bergey

.- Siembra de bacterias para identificacion

bacteriana

La forma de sembrar Jas bacterias en log
dhferentes medios pata una bioquimica dependers
del tipo de medio, Parg inoculacidn en medioy
liquidos primero debe hacerse una SUSpensicn
bacleriana en solucisn salina ésteril 0.83% de NaC|
(Wako Pure Chemical Industries, lid.. 19|
D1665). tomando con un asa de platino cierty
cantidad de la colonia bacteriana sembrada en agar,

La colonia bacteriana preferiblemente debe haher



sido sembrada en un agar gencral ( TSA, Heal
Heart Infusion agar. Nutrient agar ). El uso de
agares scleetivos, que contienen carbohidralos o los
que son elaborados con agua de mar causan lalsas
reacciones en aleunas de las pruebas bioquimicas.
haciendo dificil la identificacion del organismo.
Fstas [alsas reaceiones pueden ser un problema con

cualguier sistema de identificacion.

LUina vez realizada la suspension bacleriana se
toma (1.5 ml de la misma y se la inocula en cada
uno de los medios a vsarse { OF, urea. lisina.
arginina. ornitina. indol, nitrito, gelatina, pruebas
de halofilia ). Ademds. exislen otros medios gue
después de ser inoculados con la suspension
bacteriana requicren de aceite nuneral estéril para
crear un ambienle de crecimiento anaerdbico para

las bacterias (O hisina. arginina, omitina ).

Para ¢l resto de medios, los que son sdlidos, la
inoculacion se hace tomande una pequefia cantidad
de la colonia bacteriana con un asa de platino en
forma de aguja y sembrandola sobre la superficie
del medio. haciendo una Ifnea recta v luego sobre
la misma un estriado, esto se realiza en los
sigmicnles medios: TSI, Urea. CIT, TOUBS, MAC.

CET, ACD., Para la inoculacion en el medio SIM
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la sicmbra se hace ¢n picadura, metiendo el asa de
platino con la bacteria de manera recla v sacdndola

en el mismo sitio ( Fieura 6 ).

S A)
e
medio medio liguido v
liguico aceite rmineral
estéril
B)
medio medio
solido solido
{en picadura) (en estias)
ra b.- Forma de inoculacion bacteriana para pruebas

icas. (A ) en medio liquido y (B) en medio sdlido.
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PRUEBAS ANTIGENICAS

= Colony blot

Protocolo basice ( Protocolo scgin Evelyne

Bachére, 1992 )

Realizar un cultivo bacteriano en cajas Pelri con agar
;""1_"@]35'. Humedecer las membranas de nitrocclulosa con
Aampén PBS.  Colocar las membranas ( 82,5 mm de
‘didgmetro, con poros de 0.45 mm ) en la superficie del agar
donde sc han desuarrollado las bacierias y dejar por 30

minutos.

[nczubar con

) PES-Hedhie H%
g @ [N — = e
Déposite de la membrana Dursnte G4 minutos
| espedfica dilildo conjugado a la

) en PBS-leche 0.5%-

: tv I fosiatasa alcalina
‘ - Twear 20 (O 1%

diliclo en PRSHeche O.5%-
Tween A0 (00155

—>

Dajar por 45 minutos

-+ 0
=1 &) Solpcrtn sustrato:
o © “okain 33

o @ & MET &5
% tampdn {1 ml
i
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(‘olocar la membrana en una caja Pelri vacia.
urindose que las baclerias estén en la parte supenor de
la membrana y secar 45 min la membrana antes de realizar

| prueha.
Saturar la membrana mediante incubacién con PBS
hasphate buffer saline solution)-leche descremada 5%
sofvolumen) en una caja Petri agitando suavemente por
in a temperatura ambiente.  Realizar 2 lavados de 3
1 clu con PBS-Tween 20 ( 1% ).

Depositar el anticuerpo ( [Tuido ascitico a la dilucidn

cultive sin diluir ) e incubar por 45 min a temperatura

iente. Realizar 3 lavados de 3 min con PBS-Tween 20

Depositar el anticucrpo conjugado ( a la fosfatasa

ina } e incubar por 43 min: dilucién empleada del

izar 3 lavados de 3 min con PBS-Tween 20 ( 1% ).

Incubar con la solucidén substrato recientemente

~ BCIP ( 25 mg de 5-Bromo-d-Cloro-3-Indolyllostato

.5 ml de dimethyl-Tformamida )= 33 pl.
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NBT ( 25 mg de Nitro Blue Tetrazolium cn 1 ml de

dgua deionizada )= 06 ul.

Tampin Foslatasa Alcalina { Na C1 5.84¢/1, Mg €12
0.5 gfl, Tris base 12.11 g/, pl1 9.5 )= 10 ml.

Detener la reaccidn con LIYIA.

IBAS GENETICAS

rimer paso para realizar una caracterizacidén génetica s
i una cantidad suficiente de la bacteria a ser analizada. para

ccesario lenoer un cultive bacteriano sulicientemente

an alicuotas de 50 gl de la bacteria y se siembra en un
rminado de cultivo. en este caso Luria Bertani Medium,
iecido con 29% de NaCl y 1% de 1 - glucosa ( Sigma
L, G-82700). Se deja incubar a 28 °CC por una noche,

- Obtencién de plasmidos

Método miniprep de lisis_alealina ( Protocolo segin

Birnboim, 1983; e et al.,, 1991; Holmes ¥ Quigley,

Inocular de 5 a 40 ml de medio Luria-Bertani ( LB )

{ mas 2% de NaCl y de 1% de glucosa en el caso de
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'

',I:_I'..'gj‘l_ marinas ) con un tipo de bacteria y cultivar hasta
‘saturacion a 28 'C.

Microcentrifugar 1.5 ml de cultivo bacteriano 2 veces
durante 25 scgundos ( con microcentrifuga HERAEUS
tech Biofuge 13 ). Para cultivos mayores a 5 ml
ifugar primero a 3200 rpm. 5 minutos ¥ guardar 2 ml

sobrenadante junto al sedimento (resuspender), y

microcentrifugar 1.5 ml como se deseribio anteriormente.
Resuspender cl sedimento en 100 1 de solucion GTE:
50 mM glucosa

25 mM Tris-Cl, pH 8.0

10 mM EDTA

y dejar 5 minutos a temperatura ambiente.

Afiadir 200 gl de solucién NaOH/SDS (Sodium
'yl Sulphate):

(.2 M NaOH

1% SDS { preparar la solucién en el momento a
partir de una solucion de NaOH 10 M v una solucién de SDS

J. mezelar invirtiendo el tubo 10 veces e incubar sobre

L

Tie 5 minutos.
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Nota.- La solucién bacteriana se vuelve transparente

después de In mezela,

Afiadir 150 pl de solucién de acetato de potasio phl

29.5 ml dcido acético glacial
KOH en pastillas hasta que el pll sea de 4.8

H0) hasta 100 ml

Almacenar a temperatura ambiente, agitar con vortex

sundos inmediatamente ¢ incubar 5 minutos sobre hiclo.

Microcentrifugar 3 minutos y transferir 400 gl del
brenadante en un microtubo nuevo, Anadir 800 ul de Et-

H 100% y | pl de glicGgeno, dejar a temperatura ambicite

2 minutos.

Microcentrifugar 3 minutos y lavar el sedimento con
Iml de E-OH 70% y secar al vacio. Resuspender ¢l
ento en TE ( T'ris EDTA ).

ninacion de ARN

La ARNusa es una enzima que permite eliminar ¢l
| que se¢ obtiene en el proceso de extraceidn de AN

iidico,




05

Afadir en cagg microtuhg | #1 de ung solucion de 1)
/ml de ARNasa o eubar a 379 poy | hora,

Obtencigy de ADN Zendmico

i Protocoly base | Segiin
.h'_qm_p'sun, 1980 )

Murray ¥

Miymccntril"ng;-zr 1.5 ml de

I cultive bacteriang 7 35000
TP Por 5 minuios.

Resuspender ¢f sedimento en
A

567l del tampén 1E,
Anadir 30 4] de up

asolucion al |0 de DS y 3 I

cion de 2() ma/ml de proteinasy K. merclar ¢ incubar |
fora a 370

| de unn

Afiadir 10 sl de una solucisy 5M de Na
linuamente. Agr

Cl y mezelar
cgar 80 yl de CTABIN

aCl. mezelar ¢
bar 10 minutos a 650 (2.

Afiadir igual volumen de cloroformo/alcohol

mezclar y micr(:-ccnlrifugar
IS(erir el sobre

milico, de 4 53 5 minulos.

adante 4 yn microtiuho nuevo,  §j we
d ieulta eliminar el s_ubn:nadanm SCdconseja reljrar
mero |

interfase con unp palillo de dientes o r

il
micropipeta,

S )
~ Afadir igug] volumen de !'enm!fr:!nrr;r!{}rmﬂ.faIu
Ay microcentriy

sferir of sobrenagd

ohol
nilico, mezel

g durante 5 minuros
ante a un microiuho Auvevao,
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Agregar un equivalente de 0.6 del volumen ttal de
isopropanol v mezelar suavemente hasta que el ADN se
precipite.  Transierir ¥ lavar el precipitado en |

etanol al 70%.

ml de

Microeentrifugar por 5 minutos. desechar ¢

sobrenadante Y secar brevemiente en un liofilizador o en una

bomba de vaciv. Resuspender en 100 pel del tampén TE,

j}i’gfstiu’m con enzimas de restriccidn ( RFLP )

La digestion del ADN mediante el uso de enzimas de
restriceion Tueron realizadas segin las recomendaciones del
praveedor.

ey i CRR

El ADN fue digerido en un volumen final de 30 pl,

gl de envima (10 u ) ¥ 3 g de tampin 10 X,
ubando 2 horas a 3700

reparacion de gel de agurosa para eleetroforesis

El gel de agarosu sirve para anahizar las muestras de
ADN que se obtienen mediante diferentes métodos de
Alraccion, ya que actia u mancra de red. permiticndo la
gracion del ADN a distintas velocidades en luncion del

aiio de los fragmentos.
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EI ADN fue analizado en geles de electroloresis (jue
contenian de 0.8 a 1% de agarosa diluidos en tampan TAL

IX (40 mM de Tris-acctato, 2 mM EDTA. pH 8 ),

Para visualizar las bandas se anidio al gel bromuro de
Clidio a una concentracicn de (.5 pg/mIADN vy ¢f gel es

observado sobre una lim para de rayos u.v.

Los twmanos de log fragmentos obscrvados son
estimados con respecto o un marcador de peso molecular
{J"iDN bactericlago lambda digerido con Hind 111). [os
Fr‘agmull{)a de este marcador son 23130, 9416 0357, 4361,
2322 2027, 564 pb.

Foto 2.- Gelde 4garosa para electroforesis.
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ibiograma/MIC

Eneste rabajo se realizaron antibiogramas en microplacas de
ieion de 96 pozos ( Corning Gluss Works. Round bottom
). con distintos antibidticos a diferentes concentraciones, y
alizaron tres cepas bacterianas: Fo, | patdgena ) Il y 158
iadas como probidticos, trabajo de tesis de Lorena San

0

- Cultive bacteriano

Se descongelan las baclerias que estdn conservadas a
3
<80 °C.  Sc taman 30 pl de cada cepa bacteriana v sc
dnoculan en medio de cullivo liquido, LB. Se dejan en

incubacion durante la noche 4 28°C,

Leetura de densidad dptica al espectrofotémetro

Para establecer la concentracién de bacterias en el
cullive y poder saber que volumen del mismo se liene (que
depositar en cada pozo de la microplaca, se realiza una
ectura de la densidad optica del cultive en el

tpectrofotdmetro,



LY

solucion y se procede a cfectuar la lectura en cf

espectroldtometro ( Shimadzu coorporation, modelo uv -

2100 ) @ 550 nm.
3. "i"reparaciﬁn de soluciones stock de antibidticos

Los antibidticos usados fucron: kanamicina,
Ei_.!;'ﬂ-?.ﬂiidﬂﬂﬁ, ampictlina, oxiletraciclina. cloranfenicol v
imoxazol ( todos ellos (ueron donados por laboratorias
sector ). Estos antibidticos fucron mantenidos en

aefrigeracion (4 oC ).

|.as concentraciones usadas de log antibidticos (ueron:

60 ppm. 12.5 ppm, 2.5 ppm. 0.5 ppm y 0.1 ppm.
‘ﬁ‘iﬂ.mhra en micraplacas

Se siembran 100.000 baet/pozo en la mitad de la placa

1400.000 bact/pozo en la otra mitad.

Se hace una primera lectura en el lector de ELISA
_:ljs;.fsmms Multiskan Bichromatic, tipo 348), para saber

“con gque concentracion de cultivo se comicnza,

Se deja incubar a 28 °C, y se hacen lecturas a partir
delas 4 horas de cultivo. para tener datos de crecimicnto o
icion de las bacterias al estar en contacto con los
ioticos.  Cada una de las concentraciones de los

bidticos se probé por triplicado.
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Foto 3.-

Lector de ELISA, utilizado en estas pruebas.

tudio comparativo de parimetros de cultivo sobre
crecimiento de una ccpa patégena ( E,», ) ¥y cepas
biticas" ( ILI y 158 )

Estas pruebas sc realizan para determinar pardmetros ( pH y
iidad ) que favorezean el crecimiento de una cepa bacteriana.
ambién se prueban dilerentes concentraciones de nutrientcs
ados para ¢l cultivo de bacterias probidticas en los
aboratorios de larvas de camardn ( nitratos, losfatos y sacarosa ) v
ioductos que se usan en la rutina diaria de un laboratorio (EIYTA
ulfato) que pueden ayudar o inhibir el crecimicnto de una

3. Se usaron las cepas bacterianas, Haz , Il y 158.

S¢ realiza un cultivo bacteriano de cada una de las eepas a 28°C
ir 12h y se lec la densidad Gptica de las bacterias en el

gspectrofolometro, el protocolo que se sigue para el realizar el



ltivo c¢s igual al descrito anteriormenle para el

usaron los siguientes valores de pH para fas

alo: y, 2400, 1200, 600 y 300 ppm de sucrosa.

las soluciones después de haber sido preparadas son
s al auloclave ( Sibata Scientilic Technology Lid., D5300 )

ir 15 minutes a 121 °C v 15 ps..

16.1.- Siembra en microplacas

Para sembrar las bacterias a dilerentes pH vy
?’g‘&__’[l-iﬂidade:q s¢ deposita la cantidad estimada de bacterias cn
150 pl del medio, LB modificado ( con pH y salinidades
deseadas ). Miemr;is que para obtener las conutntraciém;ﬁﬁs
ﬂt los otros nutrientes, el medio modificado debe scr diluido
en 150 gl de medio LB de referencia (pH 7.5, 2% NaCl }

‘antes de inoculur lus bacterias ( Figura 8 ).



Las placas son incubadas a 28 °C y sc hacen lecturas
periddicas en el lector de ELISA a medida que se va

‘observando crecimicnto hacteriano en el medio.

Placa microtitulacion : :
de. micratitulac micropipeta automatica

123 456 78 21011 12
isielofolooiolooRelale

|00 000COoO0Do

HOOO0 0O oL OoOOOD O

wmmﬂmaomoogca
1189892920060 !
HEsgcisgeieiolotstololels) : i

| OGGODGDDGDOG mﬂq‘jﬁcad{j refﬂrEncia

uia 8.-  Siembra en microplacas de bacterias a dilerentes

liciones de cultivo.

in  vitro de  las  interacciones

prueha se siembra en un mismo pozo con medio de
) LB, la bacteria patdgena ( Eas ) y la bacteria probidtica

ta 10 bact/ml. y mientras de una ccpa se pone la

. Las concentraciones de Jus bacterias van desde 11()¢

€idn mds alla, de la otra se pone la mds baja.

jan las placas en incubacion a 28 °C por un tiempo de 3 a
ias, luego de lo cual se hacen diferentes diluciones para

N cajas Petri con medio TCRS vy poder cuantificar las



bacteriunas presentes, por medio del color ( verdes y

15 ). Al mismo tiempo de sembrar en las cajas Petri. de las

diluciones se toman 10 il y se siembran en 90 pl de medio

1

icroplacas.



CAPITULO III

RESULTADOS

TERIZACION DE LA CEPA BACTERIANA E,,
;'ﬁgracterizariﬁn bioguimica

|2 cepa bacteriana analizada, 15, fue aislada de un

laboratorio de larvas de camarén en la Peninsula de Sta.

La cepa fuc identilicada anteriormente mediante
eterizacién bioguimica como Vibrio harveyi | pero en
*drabajo se realizé una nueva caraclerizacién con dos
tivos: en primer fugar, confirmar la caracterizacién
alizada y que la cepa segufa mantenicndo las mismas
cleristicas: en segundo lugar, familiarizar a la tesista

las técnicas clisicas de wdentificacidn bacterianz,

Esta caracterizacidn fue muy amplia. asociando
erios morfolégicos ( coloracion Gram. presencia de

clos, motilidad. forma ) y bioguimicos,

Este patron de criterios bioguimicos permitico

ificar el aislado como Vibrio harveyi .



Los resultados de los 32 criterios de identificacion
estudiados  segiin Bergey (1 Bergey's Manual of

Determinative Bacteriology, Ninth Edition, 1994 ). ¥ oque

lucron explicados en el capitulo Materiales y Métodos, se

CEXpresan en la siguiente 1abla,

oto 4-  [dentificacion bioguimica de la cepa bacteriand F-», dorde

2tde observarse la reacciones enzimaticas y fisiolagicas de la
acteria sobre algunos de los medios utilizados.



Tabla 3.- Criterios de identificacién morfolégica v bioguimica de la
cepa b, comparados con las reacciones caractleristicas de una cepa de
Vibrio harveyi, segin el Manual de Bergey (Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology, Ninth Edition, 1994).

Caracteres Cepa E;» Vibrio harveyi
. (Manual de Bergey)
—

Forma bacilos cortos bacilos rectos
Gram = -
Motilidad 4 -
Catalasa " D
xidasa + o
O-F deif +
Urea | -
Lisina + +
Arginina = e
Ornitina + -
MR - £
VP = i1
Citrato I +
Indol + +

TS| KA

MNitrito | +
Gelatina + 1
S + =
TCBS = d
MacCaonkey +F 4 -
Acetato diferencial + +

Descarboxilasa -

Manitol it +
Mioinositel
Sucrosa - d
Sorbitol - -
Glicerol - o
0% CiNa - -
3% ClINa * +
6% CiMa + I
B9 Citla - -
10% ClNa - 4|
05129 + +
Luminiscencia + d

= W% o mas de 1as cepas son positivas

80% o mas da las cepas son negativas

11- 89% de las cepas son positivas

) = Diferentes reacciones pueden en diferentes clasificaciones
cies de un género o género de una familia)
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2= Caracterizacion genética

Entre los criterios de tipo genético clasicamente
_"':'z_jq'{lr:rs en la caracterizacion de cepas bacterianas. la
cecion de un plasmido ¥ posterior delerminacion de su
rin de enzimas de restriccion han sido ampliamente

ilizados.

Previo a este trabajo diferentes ensayvos de extraccion
ﬁDN plasmidico lucron estudiados: Qiagen, lisis con
Triton X100, lisis por calor y lisis alcalina, usindose
0 control positivo una cepa bacteriana de Eselierichia

con un plasmido Hsp luciferasa.

Se mantuve como protocolo de relerencia la
cion por ¢l método de lisis alealina, Los productos
pﬁdus de los distintos métodos de extraccion [uveron
positados en geles de agarosa al 1% y sometidos a

oforesis pura analizar la presencia de plasmidos.

Ninguno de los métodos utilizados permitid la

acion de ADN plasmidico en la cepa bacteriana Eao,

Las preparaciones de ADN total ( gendmico ) fueron
radas después de la digestion con distintas enzimas de
'-Eciﬁn disponibles en ese momento ( EcoRI, Alul

HI ).
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Ll marcador de peso molecular corresponde al ADN
~del bacteri6fago lumbda digerido con la enzima Hindlil,
leniendo fragmentos con Jos siguicntes pesos: 23,1300 U410,

6.557,4.361, 2.322, 2.027 y 564 kb.

Bl ADN sin digerir mostréd un fragmento de
Aaproximadamente 23130 kb, que corresponden al tamafio
del ADN genomico de la bacteria.  Cuando el ADN Tue
.+:H:igﬂridu con FeoRlL se observaron lragmentos repetidos de

ADN entre los valores de 23130 y 6557 kb.

L enzima Bambll, sin embargo, no parece reconocer
sitios de corte  puesto que mostré  un  patron
‘electrolorélicamente igual al del ADN sin digerir.  La
mayor intensidad de la banda observada se debio
LP'i'ﬁbﬁhlﬂmcnte a una mayor concentracion de ADN en la

muestra.

La enzima de restriccion Alul permite la formacion
de fragmentos repetidos muy pequedios, lo que no permite
una buena visualizacidn de los mismos cn ¢l gel de

electroforesis.
Caracterizacién antigénica

En este trabajo la cepa Es; es considerada como un
modelo para estudiar ¢l proceso de patogenicidad de tipo
Cholitas™ y 1o interaccion de esta bacteria con otia de tipo

probidtico. Consceuentemente. era imprescindible oblener
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un reactive especifico que permitiera el reconocimiento y
caraclerizacion de esta bacteria en las  distintas

nvestisaciones.

La carencia de marcadores genéticos de tipo
plasmidico, convenientes para desarrollar una (éenica de
diagndstico, hizo que ¢l uso de anticuerpos monoclonales
previamente producidos y seleccionados contra la Cepn
bacteriana S-, fuese considerado como una alternativa
inlcresante para el diagnostico, S, es una cepa de Vibrio
harveyi causante del “sindrome de bolitas”. Esta bacleria
no fue utilizada en nuestras investigaciones por una aparente
pérdida de patogenicidad, probablemente debida a su cultivo

continuo en el laboratorio.

Entre los difercantes anticuerpos monoclonales
seleccionados como especificos contra la cepa S, de Vibrio
harvevi ( 2C'9, 914, 6E7. 10F4. 10H11 ), los anticucrpos
209 y 9H4 Tueron evaluados con la téenica de dot-blol.
ulilizando simultdneamente bacterias de control negativo
(cepas IL1 y 158 de Vibrio alginolyticus ) v anticuerpos
~control ( IgCi de chivo contra ratén conjugada con fosfatasa

alealina ).

Los resultados indicaron que los dos anticuerpos
reaccionaban de forma cspecilica frente a Eza.
Consccuentemente, estos  dog anticuerpos  fueron

considerados como reactivos de diagnéstico adecuados para
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estas investigaciones, previo desarrollo de una prucba de

diagnastico.

4.- Desarrollo de vona prucba inmunologica de Lipo

“colony-blot™

Con ¢l objetivo de establecer un modelo de estudio in
vitra e in vive de interaccion bactenia patdgena/bacleria
probidticasfcamardon. se hizo necesario disponer de una
prucha de diagnostico que permiticra reconocer de forma
especilica cada bacleria protagonista. bin lo que respecta a

la bactena paldgena. Eaa,

la rcactividad de los anticuerpos
monoclonales 209 v YH4 permitid considerar ¢l desarollo

-

de una prueba de tipo immunoldgico.

Entre lus pruebas inmunoldgicas, la prueba colony-
blot es particularmente interesante. ya que permile un
anilisis cuali ¥ semi-cuantitativo de la presencia de una
bacteria en una muestra correspondiente a una mezcla mis o
menos compleja de bacterias. Por ejemplo, en un sistema
simple en el que se pongan en contaclo Lz» con una bacteria
presumiblemente probidtica es posible cuantilicar las
colonias de E;. que reaccionan con el anticuerpo y dedueir
por recuento de colonias totales presentes. el numero de

eolonias correspondientes a lu otra bactera.

El desarrollo de la prucha colony-hlot fue realizado

con el anticuerpo 2C9. Uno de los pardametros a controlar
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Ft_i-: la concentiacion del anticuerpo especifico. que fue
canalizado paralelamente en dot-blot. En funcidn del lote de
liquido ascilico utilizado fas concentraciones adecuadas del
anticuerpo 209 oscilaron entre 1/3000 v 11000, Ademds se
establecio la concentracion éplima del anticuerpo conjugado
de 1710000, inferior a la recomendada por el proveedor

(1/8000),

El uso inicial de dos medios de cultivo. TSA y TCBS,
mostro variabilidad en los resultados de la prucha de
colony-blot realizada sohre TSA. Por lo tanto. se seleeciond
¢l TCBS como medio de cultivo para evaluacién de la
especificidad y sensibilidad del colony-blot (Edward
Donoso, tesis de grado). La sensibilidad del colony-blot
corresponde al tiempo minimo de cultivo necesario para
ﬂg;ccta-r una  colonia. Diferenles experimentaciones
mastraron que colonias correspondientes a 6-8 horas de

cultivo pueden ser detectadas por el anlicuerpo, aungue su

observacion todavia no sea posible. Bsta observacion es
mds fiable, y ¢l recuento de bacterias mds Facil cuando lag
-.iﬁﬁclérias son cultivadas cerca de 8 horas y las colonias
Iﬁﬁartcan como un punto delinido. con bordes bien
;:?:r_lﬁlimitadns y fuertcmente tenido. Después de esie Liempao.
pueden aparecer problemas de interpretacion  del colony-
n}lgi porque las reacciones presentan aspecto variable:

pigmentacian periférica, atenuada. irregular, difusa.
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En distintos tiempos de cultivo. particularmente 8
horas, esta prucha dc: colony-blot lue wilalmente especilica,
en cuanlo a Lo ausencia de reaceran con las cepas bacterinnas
probablemente probidticas { ILI ¥ 1538 ) de Vibrio
alginolyticny . Consecuentemente. para los andlisis de
experimentaciones in vitro sobre las inleracciones
patdgeno/probidtico, las prucbas colony-blot permiien

cuantificar los dos tipos bacterianos.

Al protocolo bdsico de colony blot descrito en el
capitulo de Materiales y Métodos se necesito realizar una
serie de modificaciones para la adaptacidn del mismo a
nuestras condiciones de trabajo.  El protocolo optimizado se

describe a continuacion.

Realizar un cultivo bacteriano en cajas Petri con
TCERS a diluciones de 102 102 y 104 Incubar entre 6 a 8
horas a 28°C.

Colocar las membranas ( 82.5 mm de diametro, con
poros de (145 mm ) en la superficie del agar donde se han
desarrollado las bacierias v dejar 5 minutos. Retiar la

membrana y dejar secar por 30 minutos.

Incubar con PBS leche descremada 5%
~ (peso/volumen) en una caja Petri agitando suavemente por
- 60 min. a temperatura ambicnte.  Realizar 3 lavados de 3

min. ¢/u con ’BS - T'ween 2000 0.1% ).
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Depositar ¢l arﬁicusrpo ( fluido ascitico a la dilucion
adecuada en PBS - Tween 0.0% - leche 05% o
sobrenadante de cultivo sin diluir ) ¢ incubar por 60 min, »
lemperatura ambiente.  Realizar 3 lavados de 3 min. con

PBS - Tween 20 1 0,1% %

Depositar el anticuerpo conjugado ( a la fosfatasa
alealina ) ¢ incubar por 45 min.. dilucion empleada del

anticuerpo 1/10000 en PBS - Tween 0.1% - Leche (1.5 %

Realizar 3 lavados de 3 min. con PBS - Tween 20

(0.1%). Incubar con 1a solucion substralo recienlemente

preparada:

* BCIP ( 25 mg de 5-Hrn;:-mn—4—[_7[ur{:~—3—!ndc:iyll";‘ml’alu cn

0.5 ml de dimethyl-lTormamida ) 33 Hl.

* NBT ( 25 mg de Niiro Blue Tetrazolium cn 1 ml de agua

deionizada ) 66 1.

* Tampon Toslatasa Alealing ( Na Cl 5.84¢/l, Mg CI2 0.5
@il Tris base 12,11 g/, pH 9.5 ) 10 ml.

ISTUDIO CUMI'ARATI\;U DE  PARAMETROS DE
CULTIVO SOBRE EL CRECIMIENTO DI LA CEPA
PATOGENA” E,, ( Vibrio harveyi ) Y LAS CEPAS
PROBIOTICAS” 111 ¥ 188 ( Vibrio alginolyticus )

E_{fslu:lir.w comparativo del efecto de distintas condiciones de

illivo de cada una de las bacterias estudiadas fue iniciado con el
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livo de identificar algunas condiciones que sean venlajosas

Se estudiaron diferentes parametros. En primer lugar,
etros fisico-quimicos de tipo ambicntal ( pll. temperatura.
linidad ): también se estudio el efecto de compuestos
lacionados con |a tecnologia de laboratorio de larvas ( tiosullato,
sacarosa, nitrato, fosfato ) y de antibidticos clisicamente
wados en acuwicultura (cloramfenicol, oxitetraciclina,
o oxazol. eritromicina, furazolidona) o musuales (kanamicina.

o
i cilina).

L1 Delerminacion de las caracteristicas de
crecimiento de las diferentes cepas bacterianas en

¢l medio de relerencia

Como medio de referencia se utilizeé LB modilicado
I;.Iwr Materiales v Métodos), salinidad 20%. pH 7.5,
temperatura 28"C. Las caracteristicas de crecimiento fueron
(determinadas mediante la vanacion de la densidad Sptica de
Jos cultivos en microplacas. Cada ensayo repetido al menos

os veces por duplicado.

La variacion de la densidad optica fue determinada a

las 7, 14 y 17 horas después de la siembra. Los resultados



mostrados en la figura 9. indican que ¢l crecimiento fue
lincal hasta las 14 horas para las ecpas Ezz ¢ LI mientras
que la cepa 158 detuvo antes su crecimiento, a las 10 horas
aproximadamente.  Ademadis es interesante resaltar gue la
cepa 138 en estas condiciones de cultivo tiene un
crecimicenta mas lento, alcanzando valores maximos
inferiores a las otras dos cepas, por lo que parcee que esta
hacteria no estd bien adaptada a estas condiciones de cultivo

consideradas como relerencia.

T
£ 10 20
liempo  (horas)

). Curva de crecimiento an funcidn del tiempo de las cepas E»;, ILI v
condiciones de referencia (medio LB modificado, salinidad 2%, pl!

peratura 28 2C). La siembra se realizd con 10° bacterias/pocillo,
acion estimada a partir ¢e As<p.

i~ Valores medios * desviacion estandar del crecimiento de |as cepas
158, en las condiciones de referencia.

Control
E22 1.024.L0,.037%
111 12871 | 1334
158 (.5 18+01 1 208b

il 2 misma letra no tuvieron diferencias significativas ( p >0.05 )
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L. Comparacion del crecimiento de las cepas K.,

ILT y 158 en relacion a la salinidad

Los crecimientos de las cepas Faa, ILT v 138 Tueron
analizados para las salinidades 2%, 2.7%, 3.2% y 3.7%.
Eﬂtas salimdades Tueron seleccionadas por corresponder o
mveles de variaciones observadas localmente. Ademds, la
‘salinidad es un pardmetio que se puede Mcilmente controlar
“en los lanques con una perspectiva de manipulacién de este

parametro para lavorecer el desarrollo de  cepas

probidticas.

Los resultados se presentan en la ligura 10, Para este
rango de salimidad., no se observan cambios en el
comportamiento  de las  tres cepas esludiadas,
‘Consecuentcmente, esle pardmetro aparcce como no

.‘Eﬁplutablc.

E22
= =
: ——a— 2y
S | T :; £
- 3
o

T - '
i 16 20

Tiempo  {(horas)
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LI

Ly 10 i
Tieinpo { horas )

158

Trempo { horas 1

- Cunva de crecimienta en furcion del tiempo de
iferentes condiciones de salinidad ( 2%, 2.7%,

) #mdfficado (pH 7.5, témpéralura 28 °C), La siemb
15/ pocillo, concentracion estimada a partir de A

1as cepas Eoz, ILI v
3.2% y 3.7% ) en
1A se realizo con 105
550
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- Valores medios + desviacion estandar dal crecimiento de las cepas: Caxs,
n diferentes condiciones de salinidad,

o 22 1. 158
L AR240.003 ] 1 |L.378+0.0255 0,701 4 0,004 240
1.365+0.0007 | 3974000281 (0.661-0.00710
13824 000022 1 36000057 (L6881 +0,0] 27ab
[ 4194000400 1391 +0.0] 340 (.3944 000420

A misma letra no lvieron diferencias significativas ( p =0.05 |

4= Comparacion del crecimiento de las cepas kg,

ILI y 158 en relacidn a la temperatura

La temperatnra es otro paramelro que presenla
variaciones imporlantes en la tecnologfa de larvicullura y
que es interesante estudiar porque se puede controlar en los
lanques. Los experimentos [ucron realizados con extremos
de temperatura comprendidos entre 25 v 33 9C. No se vig
Adiferencia de crecimiento de las cepas bacterianas con los
controles, a las dilerntes temperaturas analizadas (Figura

1.
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11, . Curva de crecimiento en Tuncion del tiempo de las cepas Faa, ILI y
adiferentes condiciones de temperatura (25 9C, 27 9C, 29 oC ¥ 33 9C) en
U L8 modificado ( pH /.5, temperatura 28 C ). La siembra se realizo con
tenas/pocillo, concentracién estimada a partir de A, .,

- Valores miedios + desviacion eslandar del crecimiento de las cepas Eas,
en diferentes condiciones de temperatura,

amientn F22 I 158
0.2790 00420 O.A000,0007 (0.21240.0057
(0,27 500 01850 (430000640 (124240 00350
02720007 [a (L 1 20,0057 (127700049
300000780 (1158:0.0057¢C 0.29 1000700

woon L misma letra no tuvieran dife rencias significativas { =005 )
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.~ Comparaciion del crecimiento de las cepas

Ez; ILT ¥ 158 en relacion al pll

Ll pIT del medio es un caracter [isico-quimico que
puede afectar el crecimiento bactertano. En el tanque es
dificil controlar este paraimetro pues depende sélamente de
la capacidad tampdn del agua del mar. Por este motiva se
realizaron en un principio pruebas en las quec no se
utilizaron sustancias tampon en el medio de cultivo.
‘austando ¢l pH a 7.5 ( condiciones de referencia ). 8.0. 8.2
v 8.5, Los resultados de esta serie de ensayos son mostrados

e la siguiente fgura,

EZZ

—_—F - — ? o
—— W}
—f— 7

20

liempo (horas)




02

—f—

—e— H.0

— - HZ
—e— .5
|
Tiempo [horas)
158
i
—a— 7.5
i+ —s— 4.0
e fi.?
/ —a—— gk
O F : i r
O 11 20

liempo ( horas }

Curva de crecimiento en funcion del tiempo a di‘rereptes Enndilf:'tlt_‘lnt:!!-‘.
£.0. B.2, 8.5) de las cepas Epp. IL1 y 158, en medio LB modificado

2% salinidad, lemperatura 28 °C). La sicmbra se realizé con 103
illo, concentracion estimada a partir de Agsg.
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-~ Valores medios | desviacion estandar del crecimiento de las cepas Ex o,
a8, en diferentes condiciones de pH.

iento H22 1.l [ 5%
| A37+0.012(0 0001772 OR4110.00712
1. 428+:0.0255 | 428£0).0)2 55 0.667-+0 0827
451 003961 103320 6324004310
1. 4536 +0.036G1 14164001 |3 0.652+0.002 |+

seon la misma letra no tuvieron diferencias sienificativas( p =0.05 )

No se¢ observaron diferencias de crecimiento
aparentes en relacion con el pH para ninguna de las cepas

esludiadas.

En una segunda serie de ensavos. se afadié un
lumpon HEPLES ( Sigma Chemical Co.. H-0763 ) 20 mM en
el medio para una mejor evaluacidn ¢l efecto del pH. atn
conociendo que es muy dilicil la extrapolacién de este tipo
de experimentos a nivel de lanques. por razones pricticas y

de costo.

Tampoco se observo un efecto del pH para ninguno
de los aislados, cuando sc tampond el medio con el fin de

mantener ¢l pH.
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13. Curva de crecimiento en funcion del tiempo a diferentes condiciones
7.5, B.0, 8.2, B.5) de las cepas E.,, ILl y 158, en medio LB modficado
mpon, 2% salinidad, temperatura 28 YC). La siembra se realizé con 105
s/pocillo, concentracion estimada a partir de Ay,

"'u’a_lures medios L desviacion estandar de! crecimiento de las cepas Eau,
.endferentes condiciones de pH (medio tamponado).

122 L] 1 5%
1,271 40,0050 124640013 12 (.54 10000807
1.235:0,0126% 1.232+0.002 f» 06281000960
1. 2434003330 | 224400085 (.64 | +0.008 5D
1171 =0.0115b 1.17440.0057h 0.627+0.0540b

eEseon fa misma letra no wyieron diferencias significativas ( p >0.05 )
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32.5.- Comparacion  del  crecimiento  de las  cepas
E:x ILI ¥ 158 en relacién a Ia concentracion de

EDTA

LI EDTA C1oH14N2Na20g 2H20 ) es utilizado
habitualmente en los laboratorios como agente quelante de
metales pesados presentes en el agua. liste producto se
ntiliza a concentracioncs comprendidas entre 5 ¥ 15 ppm
con una determinacion relativamente cmpirica basada en
eriterios como la turbidez o el aguaje. Como este producta
puede reducir la disponibilidad de jones impartanies para
las bacierius, una seric de experimentos fucron realizados
para determinar la influencia del EDTA en el crecimiento

bacteriana,

Los resultados de la figura 14 corresponden
crecimiento de las cepas baclerianas concentraciones de
EDTA de 1.25 ppm. 2.5 ppm. 5 ppm y 10 ppm. En
ausencia o en presencia de EDTA a las concentraciones
mencionadas anteriormente. ¢l crecimiento de cada cepa
bacteriana fue similar, indicando que no existe un efecto de

este producto,
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ra 14. Curva de crecimiento en funcién de |a presencia de EDTA a distintas
aciones ( 1.25 ppm, 2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppm ) de las cepas Ez-, LI y

medio LB modificado [ pH 7.5, 2% salinidad, temperatura 28 ©YC ). La
mora se realizd con 10° bacterias/pocille, concentracidn estimada a partir de

| 9.- Valores medios + desviacion estandar del crecimiento de las cepas Fos,
1 diferentes condiciones de FDTA.

tamiento 22 1.l 158
Jpm | .26_4:0.()&?2** 1 339+0.00 900 (L527T+01L020 5
30340 00030 1. 27000.00 200 0. 5264000 22
1LATALLO] 06 | . 2B5+0.055W 05124003540
L33 000 560 2O5+0.02550 0,503 10,009 20

com b misma letra no tuvieron diferencias si snificativas( p =0.05)
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3.2.6.- Comparacion  del  crecimiento  de las  cepas
E;: IL1y 158 en relacion a la concentracion de

tiosullato

Il tiosullato es un producto que se emplea en la
rutina de los laboratorios de larvas para neutralizar el cloro
utilizado en la desinfeccion del agua de mar en el
reservorio. La presencia de este producto o de sus residuos
en el agua de los tanques puede influenciar la flora

microbiana.

Este producto fue utilizado a concentraciones de 5

ppm. 10 ppm. 20 ppm y 40 ppm en el medio de cultivo y su
electo en el crecimiento de las cepas bacterianas Bzl LDy

158 quedan reflejados en la figura 15, \

Absorbancia C 550 nm )

" : .
3] 10 -0

Tiempo

(horas)
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3 15. Curva de crecimienty en funcion de la presencia de Liosulfato a

concentraciones ( 5 ppm, 10ppm, 20 PPmM, 40 ppm ) de las cepas Ezz,
, an medio LB modificado { pH 7.3, 29 salinidad, temperatura 28 o )
iba se realiza con 105 bacterias/pocillo, concentracion estimada a partir



¢ 150, 2n diferentes condiciones de Llivsulfato.

101

- 10.- Valores medios + desviacion estandar del crecimiento de las cepas Fa,

1. 309003589 1.29020.00427

iicnlo E22 1.1 | 5K

1.3 10,0540 [.307+0.01202 0,54 1+, 00U
i 14071 0.0940: 1304001 700 (. 55200,0007
i | 268901, 0078 1. 2801 0.0092 (0,54 | 0. 0000

(1.514+0.0 [0pb

ares con la misma letra no tovieron diferencias significativas ( p =005 )

Cuoalquiera que fuera la concentracidn utilizada. el
crecimiento de las cepas hacterianas fue prdcticamente igual

al del control.

3.2.7.- Comparacién del crecimiento  de las  cepas

E;s ILT ¥y 158 en relacion a la concentracion de

productos utilizados en el cultive de probidticos

I'n los  diltimos  afos. algunos laboratorios
comenzaron a utilizar probidticos. Este uso es (olalmente
empirico. En lo que a la bacleria se refiere. no se conoce si
las bacterias utilizadas son realmente probidticas. ‘Tampoco
s¢ conocen las condiciones optimas para su cultivo y Torma
de utilizacion. Varios compuestos han sido empleados cn los
laboratorios en ¢l erecimiento de cepas consideradas como

probicticas. entre ellos ¢l nitrato. fosfato y sacarosa.

Se realizaron una serie de experimentos dirigidos a

determinar si existe clectivamente un efecto de estos
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compuestos en el crecimiento de las cepas bacterianas
consideradas probidticas ( 111 y 158 ) v sobre una cepa

patogena ( Las ).

Ll nitrato lue wtilizado en forma de sal sodica
(NaNOy), a concentraciones de 5 ppm. 10 ppm. 20 ppm ¥
40 ppm. Como indica la ligura 16, no se observs ningn
electo del nitrato cn el crecimiento de las bacterins

estudiadas,

EEZ

Lo i =
s

il 10 ]
Tiempo (horas)
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Figura 16. Curva de crecimiento en funcién de la presencia de nitrato sdico a
tas concentraciones { 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 40 ppm ) de las cepas Fa .,
¥ 158, en medio LB modificado [ pll 7.5, 2% salinidad, temperatura 28 °C ).
emora se realizo con 10% bacterias/pocillo, concentracion estimada a partir

50




104 i

fabla 11.-  Valores medios + desviacion estandar del crecimiento de las cepas E.,
Ity 158, en diferentes condiciones de nitratos,

[22 1 158
3320004459 1 38540.00074 (1. 743+0.07008
1.33940.043 ] 1.370+0.04 100 (1.6992() 050D
128340 [ 7814 1.404£0.002 18 0.616.:0.04 | Ol
13704003061 1,390+ 00007 0.623.0.0500¢

0res con la nisim letra no tovieran diferencias & gnificativas ( p =005 )

La siguiente figura muestra los resultados oblenidos
en una serie de ensayos en los que se afiadié fosfato sodico
(NapHPOY)  al medio de cullivo bacteriano, a las
concentraciones de 0.5 ppm. 1 ppm, 2 Ppm oy 4 ppm.
Tampoco se observé un efecto de este producto en el

crecimiento de las bacterias,

E22
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ra 17. Curva de crecimiento en funcion de la presencia de fosfato sodico a
tintas concentraciones ( 0.5 ppm, 1 ppm. 2 ppm, 4 ppm ) de las cepas Epz, 111
3, en medio LB modificado { pH 7.5, 2% salinidad, temperatura 28 °C ). La
a se realizd con 10° bacterias/pocillo, concentracion estimada a partir de




Tabla 12 .-

Valores medios + desviacion esténdar del crecimiento de las cepas E; 5,

Iy 158, en diferentes condiciones de fosfatos.

tamicito 22 1L 158
| 170003900 | AO0 0, G2 a0 0724100354
[ 3RO L2260 140212550 070400403
LLANHAHL 009G 1. 3904003305 G AHEL ] e
| 010 003 50 1.37540.0]1274 (0,580 (b 0207

Absorbancia 550 nm )

res con la misma letra no tuvieron diferencias sienificativas { p =0.03 )

|05 resullados oblenidos cuando se utilizo sacarosa en

el medio de cultivo a las concentraciones de 300 ppm, 600)

ppm. 12060 ppm. 2400 ppm se muestran en la figura 18, No

se observo efecto de fa sacarosa en el crecimiento de las

cepas estudiadas.
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ura 18. Curva de crecimiento en funcion de la presencia de sacargsa a
Intas concentraciones (300 ppm, 600 ppm, 1200 ppm, 2400 ppm) de las
5Ezz, ILI y 158, en medio LB modificado { pH 7.5, 2% salinidad,
Aemperatura 28 “C ) La siembra se realizé con 105 bacterias/ pocillo,
toncentracion estimada a partir de Ar .
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Valores medios £ desviacion estandar del crecimiento de las cepas E; 5,

Ay 158, en diferentes condiciones de sacarosa.

d tamiento =22 1. 155
[.270+().00624 [.330+0.01638 0.51720.00424
[ I85L0.04100 1. 2684£0.11174 (L3002 |
| 143 0.0.06430 | 298002054 0,51 50,0233
Fpm 121420092050 [ 3 a0 05509 0510000790

Valores con la misma letra no tuvieron diferencias sgniflicativas [ p =0.05 }

3.2.8.,- Determinacion de concentraciones inhibidoras

letales de antibiéticos de uso comin
(cloramfenicol, oxitelraciclina, cotrimoxazol,
eritromicina, furazolidona) ¢ inusuvales

(kanamicina, ampicilina) en larvicultura,

Muchos antibidticos son utilizados cominmente en la
rutina de los laboratorios de larvas como medida preventiva
de control de enfermedades bacterianas. Esta medida puede
crear problemas de aparicion de resistencias bacterianas
dichos antibidticos, lo que dilicultaria cl tratamiento,
particularmente cuando se trata de bactenas patdgenas. 1l
uso de bacterias probidticas puede constituir una alternativa
a la utihzacién de antibidticos, aunque en algunas
stluaciones de enfermedad los probidticos pueden no ser
suliciente. En este contexto. es muy importante conocer el
espectro de scnsibilidad en términos de concentracidén
mhibitoria v letal, por una parle de las bactlerias probidticas

a i de nunea utilizar antibidticos que las afecten; v por
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olra parte de las bactenias patégenas a fin de conocer como

Lratarlas elicaz y especificamente,

Se estudiaron antibisticos de uso habitual en los
laboratorios ( (urazolidona. oxitetraciclina. cloranlenicol.
critromicina } y otros menos comunes ( ampicilina,

kanamicina y colrimoxazol ).

l.as concentraciones inhibitorias v letales de estos
anlibidticos se delerminaron mediante experimentos de
cultivo de las cepas i TLI vy 158 en presencia de los
antibiticos a las concentraciones de 0.1 ppm, 0.5 ppm, 2.4
ppm. 12 ppm y 60 ppm. Los ensayos se realizaron en
microplacas. por triplicado, manteniendo las mismas
condiciones de cultive que en los experimentos anteriores
(LB, pH 7.5, 2% salinidad, 28 ©(). las densidades de

siembra fueron de 107 y 109 bacterias/pocillo.

l.as concentraciones inhibitorias y letales se
determinaron respectivamente por la observacion de no
crecimiento a las 24 horas de incubacion cn presencia de
antbiolicos vy la observacidén de no crecimiento
posteriormente, resembrando las mismas bacterias en medio

fresco de cultivo sin antibidticos.

Ln efecto los antibidticos usuales ( lurazolidona,
oxitetraciclina. cleranfenicol v eritromicina ) estan siendo

empleados a concentraciones subeficaces en la mayoria de




los laboratorios.  Por ejemplo la furazolidona se esid
utilizando a una concentracion de 0.1 - 1 ppm ¥ nuestros
resultados indican que solo es elicaz a la concentrucian de

12 ppm para las cepas bacterianas analizadas.

En lo que respecta a la metodologia de antibiograma
practicado con discos, conduce a determinar la sensibilidad
bactcriana a un antibidtico en base 1 un efecto inhibidor v
no letal. Por cjemplo, la sensibilidad de las bacterias 111 y
158 a las concentraciones de 0.5 - 2.4 ppm  de
oxiletraciclina corresponden solamente a4 un efeeto
inhibidor, y solo se observa efecto letal a la concentracidn
de 12 ppm. FEsto sugicre que serd necesario realizar
pruebas de MIC o determinacién de concentraciones letales
para la seleccidn de antibidticos adecuados y evitar la
utilizacion de antibisticus 1 concentraciones subletales que

conduciria a la seleccién de bacterias palogenas resistentes.

Ademas, los resultados muestran que los antibiéticos
probados Licnen diferentles efectos sobre las cepas
bacterianas. que lienen que ser considerados cuando se
trabaja con bacterias probidticas. Por ejemplo, el
clorantenicol, a la concentracién de 2.4 ppm inhibe el
crecimiento de la bacteria IL] y es letal para la cepa 158,
ambas consideradas probidticas. sin embargo, no afecta el
crecimiento de la cepa patogena s, Por el conlrario, la

concentracion 2.4 ppm de oxitetraciclina mostré un efecto
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letal sobre la bacteria patdgena Ezy vy solamente inhibidor

para las hacterias consideradas "bencficiosas”™. [L1 y 158,

lLas siguientes tablas recapitulan la totalidad de los
resultados v llaman a recapacitar por una parte sobre el uso
aclual de antibioticos y por otra sobre la metodologia

clasica de antibiogramas.
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3.3.- ESTUDIO in  vitro DE LAS INTERACCIONES
“I‘ATUGENO!PRDHIUTH30”

La probiosis ¢n camaronicultura esid ahora en un estadio de
toncepto, aunque cepas, generalmente no caracterizadas, sun
utilizadas como probistico sin demostracion fiable de esta

L

caracteristica y, ain mas. del meeanismo posible de accion.

Por referencia al conocimiento de | probiosis en otros

| organismos, cs posible considerar: una competicion metabélica por
los nutrientes en favor de [a probidtica: una inhibicién de |q
bacteria patdgena por melabolitos de tipo bactericida producidos
per la probidtica: una compelicion espacial a nivel del cpitelio del
Wwho digestive en favor de [ probidtica; una degradacién de
oxinas producidas por una bacteria patdgena por la accién de

enzimas de la bacteria probidtica.

Para cnfocar esta preginia y considerando el modelo Esr e
ILl y 158 como cepas respectivamenle patGgena y probidticas, una
serie de experimentos in vitro fueron realizados aprovechando |a
disponibilidad de Ia prucha inmunolégica colony-blot previamente

-

desarrollada para F,,, FEp efccto, esta prueba deberig permitir
reconocer con Mabilidad cada bacteria protagonista en mesclas de
bacterias resullado de cultives mixtoy de bacterias
patégenas/probidticas, o bien de co-cullivos de bacterias
Patdgena/probidtica con células intestinales de camardn que no
pueden obtencrse ficilmente sin bacterias contaminantes. Para esle

punto ¢s importanic sehalar a disponibilidad de pruebas con
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Porcentaje de colonias verdes
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Figura 19 .- Porcentajes de las cepas E;; e ILI, obtenidos de la interaccion
E;2 / ILI, mediante la observacion de colonias verdes y amarillas,
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Figura2o. - Porcentajes de las cepas E;; y 158, obtenidos de la interaccion
Ezz / 158, mediante |a observacion de colonias verdes y amarillas,

Con este eriterio de identificacidn ( por el color ) parece que
la bacteria probidtica I1] es predominante en las mezclas ( mids del
S0% de las colonias ) tan solo después de 4 horas siempre que la
razon patdgeno/probictico seq inferior a 103, También cuando la

relacion paldgenoiprobidtico ( Faz & IL] ) ey superior a 103, [as
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colonias bacterianas verdes no representan mas que un peqgueiio

porcentaje.

Esle tipo de resultados pucde corresponder a un arelacio. L
parte de las colonias amarillas correspondiendo on realidad a |y
bacteria lis, 0 que Ta bacteria probidtica es capaz de matar muy
rapidamente a la bacteria patégenit. La hipotesis que consistiria en
que la bacteria probidlica SUpcrase ¢n crecimiento a la bactleria
patdgena no tiene soporte porque esta establecido previamente (ue
la diferencia de indice de crecimiento es solamente cerca de un
25% en favor de la probistica, Asi, no es posible que una mezcla
que conticne inicialmente mil veces mas Ex: pucda resultar,
después de 4 horas en una mezely conteniendo mayoritiriamente [

olra bacleria,

En el caso de la interaceion entre Ess v 15K, este efecto no fue
lan claro. Solo a razones de 105 ¥ 1O predoming Es» y en el resta
de los casos se establecio un cquilibrio entre ambas baclerius, con
recuentos similares, independientemente de las coneentraciones
iniciales. Esto se podria explicar por la diferencia en las curvas de
crecimiento de ambag hacterias, siendo el crecimiento muy

inferior en la cepa 158,

Una segunda experimentacion similar lue rcalizada, en este
caso analizada con la pruchy HimunolGgica colony: blot, utthizando
¢l anticuerpo monoclonal especifico de By En estas condiciones
las colonias positivas son lisn v lus otras corresponden a la bacteria

probistica. La confirmacion de esty cuantificacion lue realizada en
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los cultives FaulfII con una scgunda prueba mmunolégica
desarrollada por Donoso ¥ San Miguel, utilizando un anticuerpo
monoclonal espeeilico de 111, 1.os resultados son mostrados en [os

grélicos siouienles,

Porcentaje de E22 reconocida por el anticuerpo 2C9
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Figura 21 - Porcentajes de |as cepas Lz e L, de |3 interaccion Fs, / ILL,
recenocidas por los anticuerpes 2C9 vy 286,
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Figura 22 - Porcentajes de 3 cepa Lyz, de la interaccion Ez» / 158,
reconocidas por el anticuerpo 29 Y porcentaje de la presencia de |3 cepa 158
en la muestra.



Asi ose establecié que después de 4 horas de cultivo. a
evolucion de los numeros iniciales de cada bacleria estia solamente
relacionada con la diferencia de sus respeclivas lasas de
crecimiento, kn base a estos resuliados. parece que las bacterius
“prohicticas™ no pucden mutar a la bacleria patdeena, S0

solimente compelir,
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CONCLUSIONES

Este trabajo lue realizado con el objetivo de establecer un modelo
simple que permita estudiar a nivel celular y molecular los mecanismos
de patogenicidad y de probiosis en bacterias asociadas u camarones. |.as

cepas ltucron scleccionadas sobre la base de datos empiricos v

relativamente incierlos en cuanto a su cardcter patogénico o probidticn,
La cepa E22 fue aislada de larvas de camardn enfermas con sintomas de
“holitas™ y Tue experimentalmente capaz de reproducir el sindrome.
Las cepas ILT ¥ 158 fueron utilizadas como “probidtico™ en un

laboratorio de Farvas con “éito relatjvo™.

Ln primer trabajo consistid en caracterizar la cepa R22 con
enicas innovadoras a la escala de la bacterivlogia de camardn. Asi, el
patron de restriccién del ADN gendémico fue determinado ¥ la ausencia
de plismido fue establecida. La reactividad de dos anticuerpos
monoclonales, previamente preparados contra ofra cepa de Vibrio
harveyi (82 ). fue demostrada y permitiéd desarrollar una prueha
inmunolégica de tipo colony-blot.  Fsta prucha demostrd ser una
herramienta particularmente poderosa para reconocer especilicamente

a bacteria 22 en diferentes experimentaciones in Vitre.

Las experimentaciones in vitro que tuvieron como obietlivo
| ;
identificar pardmetros o factores de cultivos dilerencialmente
lavorables a las bacterias "prohiciiens" Tucron infructuosas. con
B

excepeion del uso de la oxitetracieling a la concentracion de 2.4 ppm
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e puede tener un efecio letal sobre 1y “Cpa paldgena E29 v solamenie

mhibidor sobre Jas cepas "probidticng”

Cabe recalear, que los antibioticos provienen de diferenies

laboratorios ¥ No se ticne conocimiento acerca de la calidad de |og

mismos v g forma en que eray mantemdos en los respectivos

laboratorios.

En lo concernicnte a la elaboracion de up modelo i vitpg pPrara

estudiar [ay Interacciones entre Cepas baclerianas, ¢l presente trabajo

Lonstituye una innovacién real en el campo de |Ia bacteriologia del

camaron yu que, hy sido demostrado que ey posible analizar con una

ghan precision el desting e cada tipo bacteriano en pruehas de

interaceion. En base a Jog resultados obtenidos hasta el momento no S

puede concluir sobre upg capacidad probidtica de Jag cepas [1.1 v 158

tontra la cepa E2a. Eg posible que esias CEPAS NO tengan cardeler

probidtico, o que el meeanismo de probiosis ne corresponda a una

ntetiecion directa entre |ag baclerius.

A corto plazo. el madelo i Vilro permitirg of dnclisis de sistemus

Interactivs s complejos asociandn celulas de camaron/bacteria, A

a1,

con el uso de téenicas complementarias como |a Microscopiy electronicy

y inmunohistologin va « S€l posible estudiar 1og mecanismos de

Iijacion de baclerias o fys cElulas intestinales, log pracesos citopdticos y

tventualmente Ias compeliciones bacterianas para colonizar los epiteliong

celulares. Ademis, las interacciones de bacterias con ¢l sistema

mmunitario ge pueden estudiar in virro 4 nivel molecular ( peptidos

-anlimicmhizmns; cle. ) v eelular { hemocitos ).
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RECOMENDACIONES

Profundizar ¢n lu caracterizacion genética de baclerias asociadas a
camaron. dirigiendo el trabajo a la identificacion de genes implicados en
procesos de patogenicidad v probiosis, mediante (éenicas de hibridacion

nucleica.

\ Utilizar el modelo in vitro actualmente desarrollado para
investigar ¢l efecto de los pardametros relacionados con la lecnologia de

larvicultura sobre diferentes tipos de bacterias asociadas a camaron.

Valorizar el modelo in vitro para cribar cepas baclerianas
posiblemente probidticas. particularmente cepas que produzean

moléculas bactericidas especilicas contra Cepas palogenis,

Implementar ¢l modelo in vitro para estudiar la interaccién
bacteria/cclula intestinal, 1o que significa trabajar sobre las téenicas de
cultivo de células de camarén v evenlualmente la oblencian de cultivos

AXCNICOS.

Fstablecer conexiones entre el modelo in vitro y el modelo in
vive ( ver tesis de Lorena San Miguel ) para determinar la naturaleza

patogena o probidtica de bacterias asociadas al camardn,

Fstablecer estudios que conlleven a la utilizacion de Cepas
probidticas cn piscinas camaroncras y determinar los efectos que se

prsesentan al ehminar grandes voliimenes de agua con hacterias.



Por tiltimo, es importante sugerir que el CENAIM se encargue de

Comprar los reaclivos necesarios para los dilerentes tipos de pruchas

(ejemplo: antibidgticos), Ya que asi. podremas estar seguros de la calidad

de los mismos y evitar problemas de adulteracion.
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