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| RESUMEN

El estudio de técnicas y ensayos inmunoldgicos que permitan evaluar la capacidad de
respuesta inmunitaria del camarén Pendeus vannamei, surge como alternativa para la

acuacultura.

En el presente trabajo se optimizaron tres ensayos para delcrmiimr la actividad
antibacteriana del plasma de Penaeus vannamei. Para este fin, se desarroll6 e implemento
un ensayo turbidométrico para cuantificar la capacidad antimicrobiana del plasma, asi
también fueron explorados los ensayos de unidades formadoras de colonias y de zona de
inhibici6én, como herramientas para cuantificar y detectar, respectivamente la respuesta

antibacteriana del plasma contra las bacterias.

Para evaluar a eficacia dél ensayo turbidométrico se realizé un experimento de induccion
in vivo, inyectando las bacterias Micrococus luteus 'y Escherichiacoli utilizadas como
estimulante. Finalmente mediante el ensayo turbidoméltrico se detecté una potente
dctividad antimicrobiana en una muestra de hemocianina purificada de camarén P.

vannamel. .



/ INTRODUCCION

El cultivo de camardén en nucstro pais ha constituido un fenémeno mundial, si
consideramos que esta industria comenzé a desarrollarse a finales de los setenta
convirtiendo al Ecuador en poco més de una década en el segundo productor de camardn
en el mundo (1988). Sin embargo la carencia del desarrollo tecnolégico asi como una
pobre estrategia de expansién de la industria ha provocado que el sector afronte un
sinmimero de dificultades que han ocasionado una dréstica disminucién en la producci()ﬁ

del crusticeo.

Por otra parte diversos factores que favorecen la destruccién del habitat y la propagacién
de enfermedades son originados por manejos inadecuados de sistemas de cultivo,
contaminacién generada por el descargo de desechos agricolas e industriales, uso
indiscriminado de antibidticos y la misma sobrexplotacién del recurso que ademas ha
devastado extensas fireas de manglares extinguiendo diversas especies animales que hacen
de estas zonas su habitat natural. Todos estos [actores han contribuido a la generacién de
condiciones adversas ocasionando un desequilibrio entre el camarén y el medio en el que
%e cultiva. Este desequilibrio influiria sobre el estado fisiolégico del animal siendo por

esto de vital importancia el estudio de 1a respuesta inmunitaria de los camarones.

Considerando que criterios asociados a mecanismos inmunitarios servirian como
marcadores del estado fisiol6gico, es de vital importancia la implementaci6n de técnicas y
ensayos inmunoldgicos para evaluar la capacidad de respuesta inmunitaria de los
‘camarones. El presente trabajo se ha focalizado en el desarrollo y optimizacién de
ensayos que permitan precisar las propiedades antibacterianas del plasma y determinar el
caricter inducible de esta actividad en el camar6n Penaeus vannamei. Estos ensayos
serian herramientas dtiles para evaluar eficientemente los efectos que provocarian
pardmetros fisicos-quimicos y biol6gicos sobre el sistema inmunitario de los camarones

y la respuesta de éste ante el ataque de un patégeno.



I. ANTECEDENTES

1.1. INMUNIDAD EN ARTROPODOS

La capacidad de defensa contra patégenos es una caracleristica de todas las especies. Los
artrépodos carecen de una respuesta inmune especifica (Christensen & Nappi, 1988), sin
embargo son capaces de reconocer y destruir invasores fordneos por medio de diversos
mecanismos, los cuales involucran los constituyentes celulares y humorales presentes en
la hemolinfa (Soderhall & Cerenius, 1992), que se conjugan para eliminar

microorganismos potencialmente patégenos.

.

Esta respuesta inmune se presenta en dos fases, una [ase inmediata que est4 directamente
relacionada con los mecanismos celulares y una segunda fase caracterizada por la sintesis
de efectores humorales que estimulan la produccién de factores antimicrobianos
circulantes, los cuales ipcrementan la resistencia del huésped por un corto periodo de
tiempo (Chadwick & Dunphy, 1986). Los factores antimicrobianos son substancias
naturales que han sido detectadas en Ia hemolinfa de los artrépodos y otros invertebrados,
cuya funci6n es de ejércer un efecto perjudicial sobre microorganismos invasores. Estos
i
_factores pueden ser de cardcter constitutivo y/o inducible, siendo constitutivos si se los
halla constantemente en el sistema circulatorio de artrépodos, e inducibles, si estos a mas
de estar presentes en la hemolinfa, aumentan en cantidad ante alguna clase de estimulo,
como generalmente sucede en los insectos. Entre estas substancias existen algunas
moléculas microbicidas caracterizadas por ser catiénicas, de ba}o peso molecular y

capaces de ejercer una accién litica dirigida hacia las membranas de las bacterias. A estas

moléculas se las ha denominado péptidos o polipéptidos antibacterianos.

Muchas moléculas antibacterianas han sido caracterizadas en vertebrados, invertebrados,

plantas e incluso en bacterias, sin embargo, esta actividad anlibacteriana no tiene un



carfcter estrictamente inducible en todos los invertebrados, sino mas bien de tipo

constitutivo.

Los estudios de los mecanismos inmunitarios de los artrépodos, en cuanto se refiere a los
insectos, han sido motivados por la importancia econémica y médica que estos animales
representan. En el caso més especifico de los crustaceos su explotacién en la acuicultura
ha motivado un creciente interés sobre los procesos inmunitarios, sin embargo los
estudios de estos mecanismos en crusidceos son limitados y la informacién disponible es
extremadamente escasa. Los conocimientos alcanzados en relacién a los factores
humorales en otros artrépodos (insectos y limulus) pueden ser aprovechados pa’fii‘: ;

incrementar la comprensién de estos factores en camarones peneidos .

I.1.1. Inmunidad en insectos

-

En el planeta existen aproximadamente un millén de especies de animales, de los cuales
960.000 son invertebrados y de esta cantidad 850.000 especies son artrépodos. El 90%

de estos dltimos 850.000 artrépodos lo representan los insectos.

Muchos insectos normalmente habitan en ambientes en los cuales estdn presentes una
gran variedad de pat6genos y pardésitos, requeriendo un sistema de defensa eficiente para

combatir a estos microorganismos (Engstrém, 1992},

Los estudios de las reacciones de defensa antibacterianas en los insectos fueron
explorados a finales del siglo pasado, posterior al descubrimiento de la fagocitosis por
Metchnikofl (1884) en el crusticeo Daphnia pulex. Veinte afios después, Glaser, Pailfot
y Metainikow (1904) determinaron que adicionalmente a la fagocitosis, los insectos
conlaban con reacciones de defensa humoral eficientes. Esta respuesta inmunitaria
humoral es principalmente inducida, por factores circulantes cuya sintesis se realiza previa

infeccién por bacterias (gram +/-), lipopolisacéridos (LLPS) e incluso por presencia de



heridas. Después de que los microorganismos entran en contacto con los hemocitos o
con los factores circulantes de reconocimiento, una sefial es transmitida a las células
responsables de la sintesis de proleinas inmunes (Faye,1990). El paso siguiente en el
desarrollo de la inmunidad es la sintesis de ARN y su respectiva traduccién en proteinas
especificas, las cuales constituyen los péptidos y polipéptidos responsables de la actividad
antibacteriana (Boman & Hultmark, 1987). Algunas de estas substancias tienen funcién
antibacteriana, mientras que otras tienen funcién desconocida, sin embargo existen
indicios de que actuarfan como factores de reconocimiento, receptores solubles o

aglutininas (Kanost ¢t al., 1990).

I.1.1.1. Factores antibacterianos constitutivos

Algunos [actores antibacterianos importantes estin normalmente presentes en los
hemocitos y en la hemolinfa sin que se necesite una estimulacién previa para su

produccién.

La‘_\ fenoloxidasa es una enzima sumamente reactiva que se encuentra permanentemente en
invertebrados y probablemente se almacene en forma de profenoloxidasa inactiva. El
producto final de la reacci6n de la fenoloxidasa es la melanina (Fig. 1), un material
obscuro insoluble que se depésita alrededor de microorganismos o parésitos durante la
formacién de nédulos y cdpsulas. Conjuntamente con los componentes que forman los
nédulos, la melanina formaria una barrera mecénica, evitando el crecimiento de parésitos
atrapados en ésta, Es también posible que los intermediarios de la formacién de la

melanina pudieran ser toxicos para los organismos invasores.
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Figura 1: Vias bioquimicas que podrian estar relacionadas con la produccién de
substancias melandticas durante la respuesta inmune de artrépodos. PO, Fenoloxidasa;
DC, descarboxilasa (Tomado de Christensen & Nappi, 1988)

En la bemolinfa de insectos existen proteinas capaces de fijarse a lipopolisdcaridos y
aglutinar baclerias, denominadas lectinas o aglutininas. ‘Estas moléculas participarian en

cl reconocimiento de particulas extrafias y en la opsonizacién. Cabe indicar que estas

proteinas pueden ser de caracter conslitutivo o inducible.

Rowley y Ratcliffe (1980) determinaron que lectinas presentes en insectos no inducidos
contribuian en la eliminacién de microorganismos invasores, fomentando una
aglutinacién acelerada, la que conduce a la formacién de grandes masas bacteriales (Fig.

2) ideales para la fagocitosis y la formacién de nédulos (Chadwick & Dunphy, 1986).
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Figura 2: Aglutininas

1.1.1.2. Faclores antibacterianos inducibles

Muchos de los factores antibacterianos en inscctos son de cardcter inducible. La
induccidn artificial de estos factores en inseclos generalmente se realiza mediante la

inoculacién de bacterias.

Glaser, Paillot y Metalnikow (1904) determinaron que mediante la inyeccion de bacterias

atenuadas a inscclos se obtenfa, en pocas horas, resistencia a subsecuentes inyccciones



(dosis letales) de bacterias virulentas. Se estipuld que una potente actividad antibacteriana

podria estar relacionada con la induccién de esta resistencia.

Chadwick en 1975 registré una potente actividad antibacleriana en la mariposa Galleriu
melionella poco después de haberia infectado con bacterias (Pseudomona aeruginosa).
En los pusanos de seda Hyalophora cecropia 'y Antheraea pernyi, la actividad
antibacteriana tuvo una duracién de 7 a 8 dias, declinando y desapareciendo después de

un tiempo aproximadamente igual al requerido para alcanzar la maxima actividad.

La lisozima fue el primer factor antibacteriano purificado a partir del gusano Gulleria
mellonella (Powning & Davidson, 1976), dicha enzima fue encontrada en los hemocitos y
en el intestino de algunos insectos. Esta proteina se encuentra entre los factores

antibacterianos que pueden ser tanto de caracter inducible como constitutivo.

La lisozima aislada a partir del gusano Hyalophora cecropia (Hultmark ef al., 1980)
contiene 120 aminodcidos y un peso molecular de 13,8 kDa, presentando una gran
similitud con las lisozimas de los vertebrados. Las baclerias gram positivas y gram

negativas son susceptibles a dicha enzima (Boman & Hultmark, 1987).

+

Los péptidos antibacterianos inducibles en insectos se han agrupado en dos familias de
acuerdo a la estructura tridimensional de la molécula y han sido divididas en péptidos en

forma de hélice, los cuales estan representados por las cecropinas y en péptidos de

configuracién § con puentes disulfuro, los cuales estén representados por las def ensinas.

Adicionalmente, se han caracterizado y clasificado otros péptidos, los cuales lienen
secuencias de amino4cidos similares entre ellos, clasificindolos como péptidos ricos en

prolina y péptidos ricos en glicina (Cociancich, efal., 1994).

En 1980 Boman y colaboradores fueron los primeros en aislar y caracterizar un péptido
antibacteriano inducible de! gusano Hyalophora cecropia, el cual fue denominado

cecropina {Boman & Hultmark, 1987).



L.as cecropinas constituyen una familia de proteinas fuertemente bdsicas, con pesos
moleculares de aproximadamente 4 kDa y han sido aisladas de una variedad de especies
de insectos pertenccientes al orden lepidéptera y diptera, incluso un péplido antibacteriano

tipo cecropina ha sido aislado del intestino del cerdo.

Las cccropinas tienen entre 35 y 39 residuos de aminodcidos. Su estructura
tridimensional (Fig. 3) tienc forma de doble hélice; la hélice N-terminal tiene carga
positiva (bdsica) y es anfipdtica, mientras que la hélice C-terminal aminada tiene carga

negativa o neutral y es hidrofébica.

KWK
L
A
K-NH,

Figura 3: Estructura tridimensional de la Cecropina (Tomado de Cociancich, ef al.,
1994)

Se determing que el modo de accién de las cecropinas estd ligado a la capacidad de
insertarse en las capas lipidicas de las membranas y formar canales destruyendo a los
microorganismos. La hélice N-terminal cargada positivamente se une a la superficie de la
membrana bacteriana cargada negativamente, mientras que la hélice C-terminal penetra al
centro de la membrana. Subsecuentemente un polencial positivo empuja la hélice N-

" terminal en la membrana, formdndose un canal por la asociacién de multiples hélices N-



terminal transmembranarias, de tal manera que los residuos hidrofilicos formen un poro
acuoso (Fig. 4) y los residuos hidrofébicos estén en contacto con la fase alifatica de la

membrana (Cociancich, er al., 1994; Durell ef al., 1992).

Figura 4: Poro transmembranario formado por las cecropinas (Tomado de Durell, ef dl. ,
1992)

La deteccidn de la actividad antibacteriana de las cecropinas se basd en la eliminacién de
bacterias al ser expuestas a éstas, manteniendo en parzllelo un control del crecimiento
bacteriano (sin la exposicion a estos péplidos antimicrobianos). La cuvantificacion del
clecto antibacteriano de estos péptidos se realizé mediante tres téenicas diferentes, la
primera monitoreando ¢l conteo de las baclerias viables después de ponerlas en contacto
con las cecropinas y compardndolas con las bacterias que no fueron expuestas a éstas. La
segunda técnica cuantificé la absorcion de luz que se encuentra relacionada con la turbidez
producida por el crecimiento bacteriano, realizando la misma comparacién efectuada en la
primera téenica, y la tercera estimd la actividad de las cecropinas contra bacterias

midiendo las zonas de inhibicion en delgadas placas de agar y cuantificando la
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concentracién minima inhibitoria (MIC) que se obtuvo a partir de diluciones de una

solucién madre de cecropinas.

Algunos miembros de esta familia de péptidos han sido aislados de insectos, como por
ejemplo Ia sarcotoxina I, aislada del diptero Surcophaga peregrina (Okada & Natori,
1985), otros péptidos como la lepidopterana y la baclericidina aisladas de los lepidopteros
Bombyx mori (Teshima, et al., 1986) y Manduca sexta (Dun, et al., 1985),
respectivamente. Debido a los miiltiples nombres que se han dado a estas moléculas en
diferentes insectos, y que hacen la literatura confusa, Boman y Hultmark (1987) han
propuesto que estos factores antibacterianos que presentan homologia entre si, sean

llamados cecropinas.

Hoffman y colaboradores, (1980) aislaron del diptero Phormiaterrranovae un péplido
antibacteriano de cardcter inducible al que denominaron defensina, por la similaridad de
secuencia con las defensinas encontradas en mamiferos. Por otra parte Natori y
colaboradores, (1985) aislaron de la mosca Sarcophagaperegrina un péptido al que se

denominé Sapecina, el mismo que resulté ser una isoforma de la defensina.

Laé defensinas son caliénicas y poseen entre 34 y 43 residuos de aminoécidos, con
ex‘cepcién de la royalisina (una defensina de las abejas), todas contienen 6 cisicinas
engranadas en tres puentes disulfuros intramoleculares. La-estructura tridimensional de la
delensina de la Phormiaterranovae posee3 partes principales: la primera formada por un
bucle N-terminal, constituido por los residuos 1-13, el cual tiene cierto grado de

flexibilidad; 1a segunda por una hélice central anfipética compuesta por los residuos 14-24

y la tercera formada por una hoja 3 antiparalela compuesta por los residuos 27-40.

Las defensinas aisladas de la Phormid ferranovae actian contra baclerias gram positivas,
aunque no se conoce su modo de accién con precisién, esta molécula posee una fuerte
afinidad con un lipido encontrado en las membranas de las bacterias (Cociancich, ¢f

al.,1994). Las defensinas son citoléxicas, con actividad membranolitica sobre una gran
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variedad de microorganismos, eliminando bacterias gram positivas y gram negativas,

hongos y ciertos virus (Boman & Hultmark, 1987).

En la actualidad se han aislado alrededor de once isoformas de defensinas distribuidas en
los 6rdenes Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, - Trichoptera, Hemiptera, Odonata e

incluso han sido encontradas en los escorpiones.

Algunas moléculas, que presentan en un aito porcentaje de prolina en su composicion, s
han sido denominados péptidos ricos en prolina. Estos péptidos presentan actividad
antibacteriana contra bacterias gram positivas y gram negativas. De las abejas se han
logrado aislar la apidaecina que es un péptido inducible rico en prolina con un peso
molecular aproximado de 2 kDa y con 18 residuos de aminodcidos y la abaecina
(Casteels, et al., 1990), que posee 34 residuos de aminodcidos, la cual en su composicién

contiene un 30% de prolina y con un peso molecular aproximado de 4 kDa.

A las moléculas antibacferianas de mayor tamafio, que presentan en su composicién
bioquimica un alto porcentaje de residuos de glicina, se las ha clasificado como
polipéptidos ricos en glicina. Estos polipéptidos presentan una potente actividad contra

bacterias gram negativas y gram positivas.

Hultmark y colaboradores en 1988 aislaron del gusano Hyalophora cecropia  seis
isoformas de alacinas. Las atacinas son polipéptidos inducibles ricos en glicina con un
peso aproximado de 20 kDa y que presentan una {uerte actividad antibacteriana contra

baclerias gram negativas.

Adicionalmente se han detectado otros péptidos de este tipo denominados diptericinas, los
cuales han sido aislados de la mosca Phormia terranovae {Dimarcq, ef al.,, 1988) y
Surcophaga peregrina(Ishikawa, et al., 1992). Las diptericinas de la P. terranovae, de
aproximadamente 9 kDa y la sarcotoxina 1I de 24 kDa de peso molecular poseen una gran

actividad antibacteriana contra bacterias gram negativas.
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En la actualidad se conocen alrededor de 70 péptidos antibacterianos y la lista no cesa de

aumentar (Anexo 1).

£.1.1.3. Factores antivirales en insectos

Existe escasa informacion acerca de los factores antivirales en invertebrados. Al igual que
los factores antibacterianos, la mayor parte de las investigaciones en la identificacién de

estos lactores han sido realizadas en insectos.

Sherman en 1985 manifest6 la presencia de actividad antiviral mediante la produccién de
factores tipo interferon, los cuales ocasionan interferencia tanto con virus homélogos

como con virus heterélogos.

La induccién de protefnas inmunitarias en larvas de saltamontes Trichoplusia ni,
relacionadas con atacinas, cecropinas y lisozimas de Hyalophoracecropia no influyé en la
proteccién de la infeccién viral ocasionada por baculovirus. Por otra parte la infeccién
con baculovirus provocé un aumento de algunas proteinas de la hemolinfa incluyendo las

p?olefnas anlibacterianas (Andersons, efal., 1990),

Unicamente se ha registrado una comprobada actividad antiviral en el intestino del gusano

de seda Bombyx mori (Funakoshi & Aizawa, 1989).

1.1.2 Inmunidad_en limulus

1

En el Phylum Artrépoda existe un animal, que ha habitado en la Tierra por casi 200
millones de afios perteneciente al subphylum Chelicerata y clase Merostomata, (llamado
también limulus o cangrejo herradura). En el Japén se ha estudiado extensamente el

sistema inmunitario de este artrépodo, cuyo cuerpo tiene forma de herradura y est4
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provisto de una larga cola espinosa. Actualmente existen sélo tres géneros: Tachypleus y
Curcinospinus, que se los encuentra en la costa Sureste de Asia y Limulus, que se lo halla

en la costa de Norte América.

La hemolinfa de este invertebrado contiene muchas sustancias biol6gicamente activas,
como factores de coagulacién y potentes péptidos antimicrobianos, que contribuyen a la

defensa contra microorganisimos patdgenos invasores (Iwanaga, 1993).

1.1.2.1 Faclores antibacterianos en limulus

Cuando los hemocitos del limultus han sido expuestos a endotoxinas bacterianas (LPS),
propias de la membrana externa de bacterias gram negativas, se induce la activacién del
sistema de coagulacion. Durante la separacién de los componentes proleicos
pertenccientes al sistema de coagulacién, se ha identificado un potente anticoagulante
denominado factor anti-LPS. Esta proteina catiénica de 102 residuos de amino4cidos,
inhibe especn’ﬁcamcnte‘la activacién de uno de los factores de coagulacién, el factor C,
que inicia la cascada de coagulaci6n del limulus (Fig. 5). Este factor anti-LPS tiene un
petente efeclo microbicida sobre bacterias gram negativas (Tanaka et al., 1982; Morita ¢f

al., 1985; Aketagawa ef al., 1986; Muta ef al., 1987).

Adicionalmente al descubrimiento de este factor se detectd en el extracto de los hemocitos
del "Japanese Horseshoe crab” Tuchypleus tridentatus, un péptido catiénico denominado
taquiplesina. La taquiplesina tiene un peso molecular de 2,2 kDa aproximadamente y su
estructura estd formada por 17 residuos de aminodcidos con dos puentes disulfuros y un

i

carbono lerminal aminado (Nakamura et al., 1988).

Paralelo al aislamiento de la taquiplesina, se detectaron varias estructuras similares a este

péplido (isopéptidos), los que se denominaron taquiplesina Il y polifemuslfia I y II,
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obtenidas a partir de la lisis de hemocitos del "American Horseshoe crab" Limulus

polyphemus (Miyata; er. al.,1989).

Receptor d€LPS

E coli o LPS
o o @ @ @ L Gelacién
® o <o @ ¥ esterilizacién

Grénulos pequefios
{Tachyplesinas) Grinlos grandes
Enzima Proclotiing
Coagul égeno
Factor Amti-LDPg
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Fnctor B

Figura 5: Accién de los hemocitos del cangrejo herradura (limulus) contra
microorganismos invasores. La endotoxina bacterial [lipopolisacéridos (LPS)] contacta
con un receptor de LPS o proteina de unién de LPS, el cual ests probablemente localizado
en la membrana plasmaética de la célula. A través de este contacto, algunas reacciones
celulares inducen la fusién de grdnulos con la membrana plasmética, provocando una
liberaci6n de los componentes de los grénulos grandes en el plasma. Esta exocitosis
activa el sistema de coagulacién intracelular y el coagulo generado durante la activacién
inmoviliza fos invasores. Las tachyplesinas y factores anti-LPS liberados de grdnulos

pequefios y grandes respectivamente, actiian como substancias bactericidas.

La polifemusina es un péptido catiénico de 2kDa aproximadamente, compuesto de 18

residuos de aminodcidos que presenta actividad antibacteriana tanto contra bacterias gram

negativas y gram positivas, asf como contra el hongo Cundida albicans M9 y

Cryptococeus.

Las taquiplesinas y las polifemusinas probablemente se encuentran

ubicadas en la membrana de los hemocitos, convirtiendo al sistema de defensa de estos

invertebrados primitivos, en un mecanismo eficiente de combate contra MiCroorganismos.

Estudios realizados sobre los mecanismos de accién antibacteriana de la taquiplesina

indican que el blanco predominante de la accién bactericida serfan otros constituyentes de
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la membrana externa diferentes de los LPS. Lataquiplesina permeabilizaria la membrana

" exlerna de las bacterias y despolarizaria la membrana citoplasmatica. (Ohta, et al., 1992).

1.1.2.2. Faclores antivirales del limulus

Los trabajos realizados para determinar factores antivirales en el limulus se han hecho
utilizando taquiplesina I e isopéptidos del "}apanese Horseshoe crab” Tachypleus
tridentatus contra virus que atacan a humanos. El virus de la estomatitis vesicular y el
virus de la inmunodeficiencia humana tipo I (HIV) fueron inactivados, mientras que los
virus del herpes tipo 1 y.2, adenovirus 1, reovirus 2 y polivirus 1 fueron resistentes a la

inactivacion (Murakami et al., 1991).

1.1.3. Inmunidad_en_crusticeos

"El primer proceso de la respuesta inmune en crusticeos es el reconocimiento de los
migrooorganismos invasores, realizado por proteinas del sistema inmunitario encargadas
dea identificacion de particulas extrafias. Estas moléculas reconocen residuos glucidicos
que se encuentran en las paredes celulares de los microorganismos, tales como § 1-3
glucanos de hongos, LPS de bacterias gram negativas y‘peplidoglicanos de bacterias
gram positivas. Cuando el reconocimiento de microorganismos invasores se ha
realizado, se ponen en marcha varios mecanismos de la respuesta inmediata no inducida,
como la fagocitosis, encapsulacién, formacién de nédulos, coagulacién, aglutinacién y
)

- sistema proPo (Fig. 6).

Los eventos post-fagocitarios en los crustidceos involucran a los lisosomas, que son
estructuras intracelulares que poseen una gran cantidad de enzimas, como las lisosimas,

fosfolipasa A2, ribonucleasas, desoxiribonucleasas y proteasas, que conjuntamente
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participan en la destruccién de organismos atrapados, catalizando la hidrolisis de las

paredes de las bacterias (Prescott, ef dl., 1993)..

Existen proteinas que cumplen un papel importante en los sistemas de defensa
(Renwrantz, 1983, 1986), precipitando moléculas y aglutinando particulas extrafias, para
facilitar 1a fagocitosis. La caracterizacién de aglutininas ha conducido frecuentemente a la
identificacion de lectinas o hemaglutininas, que se unen en forma especifica y reversible a
carbohidratos (Lis & Sharon, 1973; Goldstein & Hayes, 1978; Barondes, 1981). Las
lectinas de crusticeos causan aglutinacién de diferentes tipos de células, como de
eritrocitos en los mamiferos o de bacterias (Ratanapo & Chulavatnatol, 1990; Vargas-

Albores, 1995; Soderhall & Cerenius, 1992; Kopacek, etal., 1993).
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Figura 6: Sistema Inmunitario de los crusticeos
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Algunas reacciones de defensa de crustdceos son acompaiiadas por la melanizacion del
microorganismo invasor (Sﬁderhalf, 1982; Soderhall & Smith, 1986). Lamelanizacién
es un proceso generalmente asociado a heridas e infecciones. La melanina resulta de la
transformacién enzimética de niicleos fendlicos y de la polimerizacion no enzimética de
los quinones (Lercha, 1988). Tanto la melanina como sus precursores tienen propiedades
microbicidas (Kuo & Alexander, 1967; Soderhall & Ajaxon, 1982; Saint Leger et al.,
1988; Rowley er al., 1990). La enzima que funciona como llave de la sintesis del
pigmento melanina, es la fenoloxidasa (Po), la cual estd presente en los hemocitos de
crustdceos en forma de una pro-enzima inactiva, 1a profenoloxidasa (proPo). 1La proPo es
exocilada a partir de granulocitos y activada en Po por componentes de las paredes
celulares de microorganismos, como los p 1-3 glucanos, LPS y peptidoglicanos

{Soderhall & Smith, 1983).

1.1.3.1. Faclores antibacterianos humorales

Este aspecto de la respuesta inmunitaria comienza ha ser explorado, siendo detectada una
fderte actividad microbicida constitutiva en los hemocitos y en el suero de diferentes
crrusléiceos (Chisholm & Smith, 1992; Chisholm & Smith, 1994; Noga, et al., 1994;
Chisholm & Smith, 1995).

Itami y colaboradores (1989) determinaron en Penaeus japonicus un incremento en la

proteccién contra vibriosis, después de la inoculacién de bacterias muertas. Igualmente

se describieron incrementos en la actividad microbicida contra Vibrios (V. alginoliticus,-
{

Vibrio anguillarum) en animales inmunoestimulados por inoculacién de bacterias muertas

{Adams, 1991; Sung, et al., 1996).

A pesar de estos resultados atn no se ha podido determinar (como en los insectos) una

real estimulacién de la producertn de moléculas antibacterianas. Sin embargo este campo
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comienza a ser explorado activamente por algunos equipos de investigacion, centrandose
en ciertos crusticeos de interés comercial cuya produccidén representa considerables
ingresos economicos. Schnapp y Smith (1996) aislaron el primer péptido antibacteriano
{rico en glicina) presente en los hemocitos del cangrejo Carcinus maenas, este péplido
tiene 6,5 kDa, con potenie capacidad microbicida contra bacterias gram positivas y

negalivas.

Actualmente estd en curso la purificacion de péptidos antimicrobianos aislados a partir del

plasma del camarén Penaeus vannamei. (Bachére, comunicacién personal, 1996).

El reconocimiento, aistacion y caracterizacién bioquimica de factores humorales, asi como
la estructuracién y determinacion de su funcidn, es necesario para la elaboracion de
péptidos sintéticos que podrian ser utilizados en el tratamiento de enfermedades,
eliminando la dependencia y resistencia que puedan ocasionar los anlibiéticos, en el

tratamiento de infecciones.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIAL BIOLOGICO

2.1.1. Camarones y hemolinfa

Los animales utilizados se obtuvieron de las camaroneras FUENTES y LANEC ubicadas
en las zonas de Palmar y Engunga respectivamente, en la provincia del Guayas. Los
animales que se usaron para el desarrollo y optimizacién de los ensayos y para la
induccién de la actividad antibacteriana tenian un peso entre 3 a 12 g. Los animales
fueron sometidos a un periodo de aclimatacion de 15 dias, manteniéndolos en tanques
transparentes de {ibra de vidrio, redondos y de fondo plano de 500 litros de capacidad,

con flujo continuo de agua y aireacion constante.

Los camarones fueron alimentados diariamente con el 3% de su biomasa en tres raciones,
utilizando balanceado coir 25% de proteina (Alimentos Balanceados, ABA) en la maiiana

y en latarde, y calamar en la noche.

l.ia hemolinfa fue oblenida de animales en intermuda, la extraccién de 1a misma se realizd
a nivel del sinus ventral con unﬁjeringuilla de 1 ml (Safty syringe 27 GX1/2) cargada con
100 ul de Citralo de Sodio al 10% (340 mM, pH; 7,2} utilizado como anticoagulante.
Los volimenes de hemolinfa extraida fueron regist}ados antes de transferirlos a
microtubos (0,5 ml, Eppendorf Biopur) igualando posteriormente volumen a volumen
hemolinfa y anticoagulante. Las muestras de hemolinfa fueron centrifugadas (Biofuge
13, Heraeus Sepatech) a 3000 rpm durante 10 minutos descartando los hemocitos y
recuperatido el plasma, el cual fue aimacenado a -80°C (congelador REVCO). Todo el
procedimiento para la obtencion de hemolinfa se hizé en hielo y manteniendo ‘cohdiciones
asépticas para lo cual fue necesdrio trabajar con material estéril y en una cAmara de flujo

laminar (Air Tech Japan, Ltd. Mod.BCM-1002W).
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2.1.2. Cepas bacterianas

|_as bacterias utilizadas fueron:
Vibrio harveyi
Vibrioanguillurum

Vibrio alginoliticus

| EscherichiacoliD3]
Micrococus luteus

La cepa de Vibrio alginoliticus fue aislada e identificada bioquimicamente por Ileana
Morales en 1994, de una muestra de agua de mar en el laboratorio de larvas de camarén

EBISA.

La cepa bacteriana Vibrio harveyi fue aislada e identificada bioquimicamente en el
CENAIM en 1994 por Jenny Arduz a partir de una muestra de larvas obtenida en un

labgralorio comercial de larvas de camar6n.

Las cepas Vibrio anguillarum, Escherichia coli y Micrococus luteus fucron oblenidas

comercialmente y traidas al Ecuador de Francia por la Dra. Evelyne Bachére.

2.2. TECNICAS BACTERICLOGICAS

¢

2.2.1. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados durante la {ase de optimizacién de los ensayos

turbidométrico y CFU fueron:
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Medios solidos

Lennox I Agar (LB Agar) (Sigma Chemical Company, L2897). Este medio es
recomendado para el crecimiento y mantenimiento de Escherichia coli, aunque también
fue utilizado para el crecimiento de Micrococus luteus y Vibrios, ajustando para las

bacterias marinas, la concentracién de cloruro de sodio al 2%. Se esteriliz6 el medio de

For

cultivo por 15 minutos a 121°C y 15 libras de presion. (‘f :

T

Agar Marinoe 2216 (Bacto Marine Agar 2216, Difco Laboratories 0979-17-8).
Medios liquidos

Luria Bertani Medium (LB) 1% NaCl. Para la preparacién de un litro de este
medio se utilizaron 5 g de extracto de levadura, 10 g de bactotryptona y 10 g de cloruro
de sodio en | | de agua destilada. Se esterilizé el medio por 15 minutos a 121°C y 15

fibras de presidn.

Pourros (P). Un litro de este medio se preparé disolviendo 10 g de bactotryptona 'y 10
g de cloruro de sodio en 1 | de agua destilada. Se esteriliz6 por 15 minutos a 121°Cy 15

libras de presidn.

Caldo Marino 2216 (CM) (Bacto Marine Broth 2216, Difco Laboratories, 0791-01).

Agua de peptona (AP) (Bacto Peptone waler dehydrated Difco Laboratories 1807-
174).

2.2.2. Indjeadores de pH

N

,

Amﬁ de bromgth%l (AB) (Bromothymol blue, Fischer Scientific Co. B-388). Este
iugiéador dcido-base p,[i:senta un cambio de color del amarillo al azul en el rango de pH

6,0 (amarillo) a 7,6 (azul).
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Rojo de fenol (RF) (Phenol Red, BDH Indicators). Es un polvo cristalino de color
rojo claro a oscuro, con un intervalo de transicién visual de color amarillo (pH 6,8) a rojo
{(pH 8,4).

Estos indicadores de pH fueron adicionados al Caldo Marino y al Luria Bertani, pesando
0,018 g de rojo de fenol para 11 de medio y 0,003 g de azul de bromotimo! para 1 | de
medio de cultivo, utilizando Hepes (20mM) como tampon, para manterner el pH a 7,2.
Adicionalmente se utilizaron diversos carbohidratos entre los cuales se probaron G-

glucosa, maltosa y L-arabinosa a una concentracién de 1% (w/v).

2.2.3. Manejo del stock bacteriano

L.as cepas de trabajo fueron conservadas en tubos de congelacién (Criotubos Nunc, 1,8
ml) a -80°C, en una solucién de glicerol al 15% preparada en medio de cultivo. Es
recomendable no descongelar completamente los tubos, ya que las cepas bacterianas
pueden sufrir mutaciones. La manipulacion de las bacterias se realizé dentro de una

camdra de flujo laminar para evitar contaminacién de las cepas.

Con la ayuda de un asa estéril, se tocé la superficie congelada sembrando las bacterias
por agotamiento en una caja petri con medio sélido. La caja petri se llevd a incubacién
durante 8 horas, para obtener colonias bacterianas, luego fue puesta a -4°C para detener el
crecimiento bacteriano, utilizando las colonias obtenidas durante 8 dias aproximadamente,
Una vez obtenidas las colonias bacterianas aisladas, se to:116 una colonia con la punta de
una asa de platino estéril y se sembré en 4 ml de medio liquido, el cual fue incubado toda
la noche, hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial. Antes de utilizarse en los
ensayos, el cultivo bacteriano fue repicado en 4 ml de medio de cultivo fresco dejandolo
crecer por aproximadamente 2 horas, realizando posteriormente la lectura de la
concentracién de bacterias utilizando un espectrofotémetro (Shimadzu corporation,

modelo UV-2100). Este procedimiento de siembra fue realizado para asegurar la pureza
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de la cepa, y para que las bacterias siempre sean utilizadas durante la fase de crecimiento

exponencial.

2.2.4. Estimacién _de la concentracién de bacterias

Para estimar la concentracién de bacterias se realiz6 una lectura de la densidad 6plica del

cultivo bacteriano utilizando el espectrofétometro a una longitud de onda de 540 nm.

Para poder realizar la lectura se efectué una dilucién del cultivo bacteriano en medio de
cultivo estéril. Las bacterias se utilizaron en una concentracién de 40 x 108 y 13 x 106

bacterias por ml equivalente a una densidad 6ptica de 0,03 y 0,01, respectivamente.

2.3.METODOS DE DETECCION DEACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

2.3.1. Método de zona de inhibicién (ZI)

Principio
*

Este ensayo evalia el crecimiento de las bacterias en medio sé6lido mediante la formacion
de una zona de inhicién del crecimiento bacteriano, alrededor de un hoyo en el que se ha

depositado plasma.
Protocolo (Fig.7)

Tubos conteniendo un volumen de 10 ml de agar marino estéril fueron mantenidos en
bafio marfa a 45 °C, para evitar su solidificacién. En cada uno de estos se inocularon
2x 100 de bacterias y se homogenizaron-¢en la ayuda de un vortex, para inmediatamente
ser vertidos en cajas petri, asegurando d¢ esta manera el crecimiento bacteriano en todo el

volumen del medio. Una vez que se solidificd el agar, se hicieron 11 perforaciones de
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0,6 cm de didmetro, con un instrumento estéril. Cada hoyo tuvo capacidad para 30 pl de
plasma, anles de depositar el plasmavsc permitié que las bacterias crecieran durante 4
horas. Cada caja fue utilizada para 3 muestras (por triplicado), los 2 hoyos restantes
consistieron en un control del crecimiento bacteriano (CB) y en un control de inhibicién
del crecimiento de las bacterias compuesto de EDTA al 5%. Las cajas fueron incubadas
por 8 horas, tiempo necesario para la deteccién de los halos de inhibicién del crecimiento

bacteriano alrededor de los hoyos.

2.3.2, Método tarbidométrico (MT)

Principio

La actividad antibacteriana del plasma de Penaeus vannamei fue detectada y cuantificada
por la medicion de la turbidez de suspensiones baclerianas en un espectrofotémetro lector
de microplacas, (Labsystems Multiskan Bichromatic 348) a una longitud de onda de 540

nm, en presencia de plasma de camarén.,

3
Protocolo

En una microplaca (Corning Glass Work, Round Bottom, 25850) sc mezclaron 10 il de
la muestra de plasma (compuesto de 5 pl de plasma y 5 pl de anticoagulante) con 10 pl de
suspension bacteriana (0,03 D.O. a 540 nm), incubando por | hora a 25°C. Cada
muestra se realizo por triplicado. Se llevé adicionalmente un control de crecimiento
bacteriano (CB) el mismo que se realizé sustituyendo el plasma, por 10 pl de una

solucién de agua de mar al 70% esterilizada mediante filtracién (Gelman Sciences 4320,

0,2 p) e 1gualada volumen a volumen con anticoagulante.




 ENSAYO ANTIBACTERIANO
~ DE ZONA DE INHIBICION . -

Cultivo de bacterias en
crecimiento exponencial

2 x 108 Agar fundido
bacterias 45 OC
Preparacién de Agitacion en

una placa de agar el vortex

4 Horas de incubacion

Depésito de 30 ul de plasma
en perforaciones realizadas en
el agar solidificado

6 Horas después: Observacion
de las zonas de inhibicién del
crecimiento bacteriano

Figura 8: Ensayo antibacteriano de zona de inhibicién
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También sc Hevo un control del plasma (CP) para cada muestra, el que se realizé con 10
ul de medio de cultivo (caldo marino para los Vibrios y LB para Escherichia coli 'y
Micrococus luteus), el cual reemplazé la suspensién bacteriana. Después de la incubacién
se afiadié a lodos los pozos 190 pl de medio de cultivo, completando un volumen final de
210 pl por hoyo. Enseguida se efectiio una lectura en el espectrofétometro de
microplacas, estd medicién se consideré como el tiempo 0, equivalente al blanco, cl
mismo que fue restado de la lectura obtenida luego de 8 horas de crecimiento bacteriano
(incubando a 27°C para los Vibrios y a 37°C para E.coli y M. luteus). Mediante un
cilculo simple se obticne el porcentaje de crecimiento bacteriano de cada muestra,
considerando al CB como el 100% del crecimiento. El porcentaje de inhibicién de las
muestras se determiné restando el porcentaje del crecimiento bacteriano obtenido en los
pozos expuestos al plasma de camarén del CB (100%). Se realizaron lecturas a las 2, 4,

6y 8 horas para llevar una cinética de crecimiento bacteriano.

2.3.3. Método _de _unidades formadoras de colonias (UFC)

Ptincipio

Este método consistié en estimar {a capacidad microbicida del plasma mediante la
cuantificacién de unidades formadoras de colonias después de que las bacterias fueron

incubadas con plasma.
Protocolo

Este ensayo permitio cuantificar las unidades formadoras de colonias UFC, mediante un
ensayo que puede hacerse en paralelo al método turbidométrico, ya que la primera fase es
similar en los dos ensayos. Como se vio anteriormente se mezclaron 10 pl de una muestra
de plasma y 10 pl de suspensién bacteriana (40 x 100 bacterias por ml) dejindolos

interaccionar durante 1 hora a 25°C, posteriormente se afiadieron 190 pl de medio de
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cultivo a todos los pozos, de la misma manera que en el ensayo turbidométrico, se realizo
un control de crecimiento bacteriano (CB). En este momento se tomaron 10 pul de las
muestras y 10 jd de los controles bacterianos, diluyendo 10, 100 y 1000 veces en medio
de cultivo, las diluciones fueron realizadas en un volumen final de 100 pl en microtubos
(1,5 ml, Eppendorf Biopur) a una temperatura de 4°C para frenar el crecimiento

bacteriano. Posteriormente se tomaron 40 ul de la dilucién final (10-3), homogenizando

Ia suspension en un vortex (Genie2, Scientific Industries) y sembrando en cajas petri con, -

medio sélido (L.B agar). L.as cajas fueron lievadas a la incubadora por 8 horas pqrf":ﬂ

posteriormente proceder al conteo de las UFC, sobre el medio de cultivo, corrclamon'mdo. .

YR

el niimero de bacterias existentes en las muestras con la de los controles bacterianos.

2.4 INDUCCION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA EN EL PLASMA DEL

CAMARON PENAEUS VANNAMET

Para establecer si la actividad antibacteriana en el camardén Penaeus vannamei es
constitutiva o inducible, se estimulé a los crustaceos mediante una inyeccion de bacterias
déterminando el posible incremento de esta actividad, mediante el ensayo de deteccién

seleccionado.

L_a induccién de la actividad antibacteriana del plasma de camarén se realizé mediante
inyeccion de 50 ul de una mezcla de dos cepas bacterianas 1 x 100 Escherichia coli D31 y
1 x 109 Micrococus luteus. en el hemocele (sistema circulatorio), en la parte ventral del

cuerpo a nivel del tiltimo segmento abdominal.

Los camarones fueron divididos en 4 grupos, cada grupo constituido por 3 tanques, los
tanques contenian entre 15y 20 animales, 3 grupos fueron inyectados con bacterias, el

grupo restante {control) no fue inyectado y su hemolinfa fue extraida a las O horas. A los
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otros grupos sc lcs extrajo hemolinfa a las 6, 12, y 24 horas después de la inyeccién de

bacterias.

2.5 ANALISIS ESTADIST[CO DE LOS ENSAYOS

Todos los datos de las pruebas realizadas para la implementacién del método
turbidométrico antibacteriano, fueron analizados mediante un anélisis de varianza
(ANOVA)y el test de Rango Multiple de Duncan (Super Anova), a un nivel de confianza
del 95%. L.os resultados obtenidos, con el método antibacteriano turbidométrico, de los
ensayos de inductibilidad fueron analizados con ANOVA vy el test de Shelfe (Data Desk)

con un nivel de confianza del 95%.




3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. METODOS PARA DETECTAR Y CUANTIFICAR LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DEL PLLASMA DEL CAMARON PENAEUS VANNAMEI

En varios invertebrados y principalmente insectos, se han utilizado varios métodos para
detectar y cuantificar la actividad antimicrobiana de la hemolinfa, mediante la aplicacién
de factores humorales en cultivos bacterianos. Estas técnicas comprenden la medicién de
1a turbidez del medio de cultivo (Método turbidométrico de Anderson & Chain, 1982), el
conteo de unidades formadoras de colonias y la deteccién de zonas de inhibicién del

crecimiento bacteriano, determinando Ia concentracién minima inhibitoria del crecimiento

de las bacterias (Boman & Hultmark, 1987).

Algunos de estos métodos se han utilizado para detectar y cuantificar la capacidad

antibacteriana de la hemolinfa en varios crustdceos (Chisholm & Smith, 1992; Noga,

1994; Song, etal., 1996). )

En el presente trabajo se desarrollé ensayos para detectar la actividad antibacteriana del
plasma del camarén Penaeus vannamei, inicialmente con el método de la zona de
inhibicién del erecimiento bacteriano. Este método presentd cl inconveniente de ser
cualitativo, imposibilitando por lo tanto la cuantificacidn de Ia respuesta antibacteriana.
Esto motivé que sea desarrollado un ensayo turbidométrico en busca de una alternativa
que permita cuantificar esta actividad. Con la finalidad de optimizar las condiciones del
ensayo turbidométrico se explord la utilizacién de medios de cultivo que otorguen
condiciones desfavorables al crecimiento bacteriano y concentraciones bacterianas que
permitan una mejor cuantificacién del crecimiento de las bqgteria,g. Las caracteristicas del
protocolo del método anteriormente nombrado han pe;‘_r_{!i:tido é\?algar en paralelo otro

ensayo cuantitativo, denominado método de las unidades formadoras de colonias (UFC).



Esta tiltima técnica permitiria a la vez confirmar los resultados obtenidos con el método

turbidométrico.

En ambas pruebas cuantitativas se utilizaron diferentes especies bacterianas. Las cepas
bacterianas utilizadas en los ensayos se seleccionaron en base a diferentes criterios. Se
utilizé Micrococus luteus debido a las caracleristicas estructurales de la pared bacteriana
(gram positiva), Escherichiacoli D31 ya que es una bacteria utilizada en muchos
laboratorios de inmunologia, porque posee un defecto en la pared celular volviéndola méas
suceptible al efecto antibacteriano. Adicionalmente se eligieron dos bacterias asociadas al
camarén, Vibrio harveyi 'y Vibrio alginoliticus (IL1) por las presuntas caracteristicas de
patogenicidad y probiosis respectivamente, mientras que Vibrio anguillarum se escogi6
principalmente debido a la sensibilidad mostrada en pruebas preliminares. El ensayo
turbidométrico, asi como el ensayo de las UFC, se realizaron utilizando las cegg_s-‘*'

baclerianas anteriormente nombradas.

3.1.1 Método de zona de inhibicion (ZI)

i

Este método fue utilizado para poder determinar cualitativamente la activid;d
antibacterianadel plasma de camardn P. vannamei. Se realizaron ensayos con muestras
de plasma de animales individuales utilizando las bacterias V. harveyi, V. alginolyticus y
V. anguillarum , esta dltima cepa se revel 6 particularmente sensible con este método (Fig.
8). Enlatabla | sc presentan valores del didmetro de inhibicién utilizando el método de

Z%, con 8 muestras de plasma contra V. anguillarum.



Figura 8: Halos de inhibicién del crecimiento d V. anguillarum alrededor de hoyos en
los que se ha depositado diferentes muestras de plasma de camarén P. vannamei. Folo A:
M melanina; HB: halo bien definido y melanina. Foto B: CIP: Control positivo; HP:
halo con poca definicion; £ N: Control negativo

Tabla 1. Didmetro de los halos de inhibicién del crecimiento bacteriano (V. anguiflarum)
utilizando 8 muestras de plasma de camardn P. vannamei.

Diametro
{mm)

Muestra

Caja Petri !

Réplica

0 1 &y A WwWN

1.4
1,7
1,6
1,7
1,6

1,5
£,5

1,6

1,6
1,7
1,7




A pesar de los valores obtenidos es necesario aclarar que este método no permite definir
con precisién los halos de inhibicién, presentdndose varios casos, halos pequeiios bien
definidos, halos grandes con poca inhibicién y halos grandes bien definidos.
Adicionalmente la melanina que acompaiia muchas veces a estos halos, perturba la
medicién del didmetro formado por esta inhibicién del crecimiento bacteriano, como se
puede observar en la figura 8, foto A. Esto podria ser motivado tanto por las
concentraciones plasméatica de factores antibacterianos asi como por factores no

controlables en la interaccion plasma-agar.

Adicionalmente los resultados obtenidos indican que algunas muestras de plasma de
camardn inhiben el crecimiento de los tres Vibrios, mientras que otras lo estimulan
(mayor crecimiento alrededor del hoyo). De esta forma se confirma la observacién hecha |
anteriormente, de que el plasma actuaria frenando el crecimiento de las bacterias
gjerciendo una fuerte actividad inhibitoria o por el contrario, estimularia el crecimiento
bacteriano. Se deduce por lo tanto que el plasma del camarén P. vannamei, puede
constituir un éptimo substrato para estas bacterias. Sin embargo el crecimiento bacteriano
puede ser asi mismo perturbado por la presencia de factores antibacterianos circulantes.
Por otra parte se observé que esta prueba favorece la produccién de melanina alrededor de
los hoyos, sobre todo cuando se utilizé V. harveyi en animales aparentemente sanos

provocando una fuerte melanizacién en los hoyos realizados en el agar.

3.1.2. Desarrollo v optimizaciéon de un ensavo turbidométrico para

cuantilicar la actividad antibacteriana del plasma del camarén Penaeus

vannamei

Para realizar Ia optimizacidn del ensayo turbidoméirico y de las UFC se utilizaron cinco
s asms : asma de diferentes animales) a {in de disponer de
"pools” de plasma (mezcla de plasma de diferent 1 fin de d d

voliimenes importantes, que permitan utilizar las mismas muestras en todas las pruebas.



A excepeidn de [a bacteria Micrococcus luteus que estuvo disponible posteriormente al

desarrolio de estos ensayos y por lo cual se utilizaron muestras individuales de plasma.

Primeramente se realizaron pruebas utilizando una concentracién bacteriana de 40 x 100
bacterias por ml y como medio de cultivo Caldo Marino para los tres Vibrios utilizados y
LB para . coli 'y M. luteus . Los resultados de estos ensayos (ligura 9 y tabla 2,3 y 4)
indican que las baclerias asociadas al camarén, V. harveyi y V. alginolyticus, no fueron
suceptibles al plasma en ninguna de las pruebas realizadas. Aunque en ensayos
preliminares estas bactlerias han demostrado una leve disminucién del crecimiento cuando

fueron traladas con ciertas muestras de plasma.

El crecimiento acelerado fue caracteristico de estas bacterias, ocasionando depdsitos
bacterianos en los pozos de las microplacas. En los ensayos realizados con estas
bacterias no existieron diferencias significativas entre ninguna de las muestras analizadas
y el control del crecimiento bacteriano (CB). Al contrario, el crecimiento bactetiano de V.

anguillarum y E. coli disminuy6 notablemente en presencia de plasma.

En estas pruebas los porcentajes de inhibicion del crecimiento bacteriano cuando se utilizé
V. anguillarum estuvicron entre el 34 y el 82%, mientras que cuando se utilizé E. coli,
los porcentajes estuvieron entre el 34 y el 73%, existiendo diferencias significativas (p<

0,05) entre las muestras tratadas con plasma y el CB.

Para Ia bacteria M. luteus no existi6 crecimiento, tanto en los pozos que contenian las
muestras de plasma como en los pozos del CB, durante las ocho horas de incubacién,

obteniéndose bajisimos valores de absorbancia.




35

Tabla 2. Cuantificacién del crecimiento bacteriano 2 utilizando caldo marino para el
cultivo de Vibrios y Luria Bertani para E. coli y M. luteus a una concentracién
de 40 x 109 bacterias/m! (valor promedio + desviacién estindar de las tres
réplicas y porcentaje de inhibici6n del crecimiento), datos ilustrados cn la
figura 10. Experimento |

BACTERIAS

E. coli %o | M.
0,100:0,008 47
0,054+0,030 71
(G,051£0,027 73
0,078+0,002 59
0,077+£0,001 59
0,190:0,013 0

M  V.harveyi % luteus %o
T 0.869£0,012 3
(0,863£0,026 0
3 08810014 O
4 08650013 0
5 0,858:0,012 5

CB 0,817,006 0

V.anguillar % | V.alginel %

0,197H),019 58
0,262+0,022 45
0,202+0,018 57
0,258+0,024 45
0,176£0,008 63
0,474+0,0i12 0O

LO16+0,008 0
LO19£0,010 0
0,989+0,015 O
LOO7+0,014 O
LO07£0,010 0
(,980+0,016 0

C1 0,02040,007 O
C2 0,01240,004 O
C3 0,030z0,003 ¢
C4 0,009£0,002 0
C5 0,018£0,003 O
CB 0,0060,001 0
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I Difcrencia entre las absorbancias del tiempo 8 y el tiempo O
CB Control de crecimicnto bacteriano

M Mucstras

C Mucsltras individuales de plasma

Tabla 3. Cuantificacién del crecimiento bacteriano @ utilizando caldo marino para el
cultivo de Vibrios - y Luria Bertania para E. coli y M. luteus a una
concentracién de 40 x 100 bacterias/ml (valor promedio + desviacién estdndar
de las tres réplicas y porcentaje de inhibicién del crecimiento). Experimento2

. BACTERIAS
M V.harveyi % | V.angnillar % V.alginol %o E. coli To
! 0.849:0.008 0 |0, 136:0,002 56 0,847£0,012 0O 0,080£0,008 54
2 08410006 0 | 0,20420,045 34 0,855£0,008 O 0,081:0,011 55
3 0,853£0,006 ¢ §0,205:0,000 34 0,87340,012 0,076:0,007 57
4 0.842£0,007 0 10,166x0,011 47 0,853£0,021 0 0,072+0,006 60
5 08490010 O }0,190£0,013 39 0,857+0,017 0 0,089+£0,004 50
CB 0,796x0,011 0 10,311+0,023 0 0,851x0,016 0 0,179+£0,002 0

A Diierencia entre las absorbancias def tiempo 8 y ¢l tiempo 0
CB Conlrol de crecimiento bacleriano
M Mucsiras



Tabla 4. Cuantificacién del crecimiento bacteriano 2 utilizando caldo marino para el
cultivo de Vibrios y Luria Bertani para E. coli y M. luteus a una concentracion

de 40 x 109 bacterias/ml (valor promedio * desviaci6n estdndar de la tres
réplicas y porcentaje de inhibicién del crecimiento)

BACTERIAS
M V.harveyi %o V.anguillar % V.alginol o E. coli Yo
I (0,745£0,016 0O 0,116+0,024 80 0,703,002 0 {1 0,071x0,018 61
2 0,769+0,013 0 0,104£0,009 &2 0,725£0,017 0 {0,115+0,001 37
3 0,68240,020 0 0,11420,014 80 0,726+0,001 0 0,120£0,003 34
4 0,694:+0,014 0 0,112:0,010 81 0, 71340,008 0 0, 1180,006 35
5 0,685:0,018 0 0,125+£0,002 78 07190010 0 10,118£0,003 30
CB 0.612+0008 0 0,576+0,037 0 0,671£0,004 0§ 0,183+0,003 0

A Diferencia entre las absorbancias del Liempo 8 y el tiempo 0
CB Control de crecimiento bacteriano
M Mucstras

A fin de conferir condiciones desfavorables al crecimiento bacteriano e influir
directamente en la sensibilidad de las bacterias hacia el plasma, se substituyeron los
medios de cultivo utilizados inicialmente. Los medios de cultivo usados fueron Pourros
para ¢l cullivo de las bacterias E. coli y M. luteus., y Agua de Peptona para el

crecimiento de Vibrios.
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Figura 9: Crecimientode diferenles baclerias expresado en unidades de D.O., después
de la exposicién al plasma del camarén P. vannamei. utilizando caldo marino como medio
de cultivo para los Vibrios y Luria Berlani para [as bacterias £. coli y M. luteus a una

concentracién de 40 x 100 bacterias/ml



Los resultados obtenidos (figura 10 y tabla 5,6 y 7), indican que no existié inhibicién del
crecimiento de ninguno de los Vibrios que se cultivaron en Agua de peptona. El
crecimicnto de las bacterias en los pozos que contenfan las muestras de plasma no
present6 diferencias significativas (p<0,05) con el CB. La bacteria E. coli presentd
suceptibilidad al plasma del camarén P. vannamei utilizando Pourros como medio de
cultivo, existiendo diferencias significativas (p>0,05) entre el crecimiento bacteriano de
las muestras con respecto al CB. Sin embargo en los ensayos realizados, invariablemente
se experimenté una disminucion del porcentaje de inhibicidn, si los comparamos con los
resultados obtenidos en las pruebas realizadas inicialmente. Esta disminucion podria estar

relacionada con el bajo crecimiento de E. coli en el medio Pourros.

Las pruebas realizadas con M. luteus indican que esta bacteria no es adecuada para
cuantificar la eliminacién de bacterias, ya que tanto en los pozos que contenian las
muestras de plasma, como en el pozo de CB, no se obtuvé crecimiento dentro de las ocho

horas de cultivo.

Tabla S: Cuantificacién del crecimiento bacteriano @ utilizando Agua de Peptona para el
cultivodeVibrios y Pourros para E. coli y M. luteus a una concentracién de 40
- x 108 bacterias/ml (valor promedio + desviaci6n estandar de las tres réplicas y

porcentaje de inhibicién del crecimiento), datos ilustrados en la figura 11.
Experimento4

BACTERIAS

M V.harveyi % | V.anguillar % | V.alginel % |E. coli Y% |\ M. luteus To
i 0,728:0,019 0 ] 0,748£0,012  (

—

0,810,003 014 0,117:0,021 47} C1 0,007:0,002 0

2 0,7510,015 0 | O815£0,013 0] 0,797£0,001 0 1 0,116£0,007 25; C2 0,003£0,000 O
3 0,690£0006 0§ 0,7320,0607  010,758£0,002 0 | 0,1720,019 221 C3 0,001+0,(0 0
4 07010,002 0 10,737£0,001 04 0,768+0,007 0 ] 0,14840,008 32| C4 0,004£0,002 0
5 0,694£0,006 0 1 0,691£0,011 0] 0,754£0,003 0 ;0,148£0,010 33§ C5 0,002£0,001 O

CB  0,632+0,006 0 {0,682+0,000  0}10,732+0,000 0 ] 0,220+0,023 0 { CB 0,004+0,001 0

A Diflerencia entre las absorbancias del tiempo 8 y el tiempo 0
CB Control de crecimicnto bacteriano

M Mucstras

C: Mucslras de plasma de individuos



Tabla 6: Cuantificacién del crecimiento bacteriano 2 utilizando Agua de peptona para el
cultivo deVibrios y Pourros para E. coli y M. {uteus a una concentracién de 40
x 109 bacterias/m! (valor promedio + desviacion estindar de las tres réplicas y
porcentaje de inhibicién del crecimiento). Experimento 5

BACTERIAS

M V.harveyi o V.anpuillar % V.alginol % |E. coli T

1 0,690+0,012 0 0,656x0,007 0,751+0,005 0 160,112£0,001 38
2 0.651£0,006 0 0,680+0,009 0.650£0,003 (0,119£0,004 34
3 0,618+0,009 0 0,677x0,012 4] 0,692:£0,005 0 10,122:0,004 32
4 0,644+0,006 0,67520,006 0 0,53 120,002 0 10,103£0,006 43
5 0,619+0,002 0,676+0,012 0,528+0,002 0,100£0,003 45
CB (0,388+0,012 0 0,627+0,012 0,529:0,012 0 {0,18120,004 0

3 Difcrencia enlre las absorbancias del tiempo 8 v ¢l tiempo 0
CB Control de crecimiento bacteriano

M Mucsiras

Tabla 7: Cuantificacién del crecimiento bacteriano 2 utilizando Agua de peptona para el .
cultivo deVibrios y Pourros para E. coli y M. luteus a una concentracién de 40

x 100 bacterias/ml (valor promedio + desviacién estdndar de las tres réplicas y

porcentaje de inhibicién del crecimiento). Experimento 6

hy BACTERIAS
V.harveyi % | V.anguillar % | V.alginol % |E. coli %o

i ,52320,025 14 } 0,622+0,029 6 }0,6832:0,011 0 ]0,126+0,002 32
2 0,50520,028 0.644:0,025 2 0717£0,010 0 10,122+0,003 34
3 0,591£0,008 0,681+0,011 ¢ | 0,735£0,009 0 §0,120£0,061 35
4 0,640:0,014 0 {0,683£0,03] 0 070920,005 0 | 0,650,001 37
5 0,576x0,026 7 i 0,653+0,020 1 10,698:0,018 0,125£0,005 32
CB 0,617+0,003 0 | 0,660+0,016 0 | 0,678:0,015 (}, 1854:0,004 0

A Diferencia entre las absorbancias del tiempo 8 y el tiempo O
CB Control de crecimicnlo bacteriano
M Muestras
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Con el objetivo de incrementar la sensibilidad de las bacterias al plasma, se disminuyé la
densidad bacteriana (13 x 100 bacterias/ml), con respecto a las pruebas realizadas

inicialmente 40 x 100 bacterias/ml.

Los resultados de estas pruebas (figura 11 y tabla 8,9 y 10) sefialan que ningtin Vibrio
fue suceptible al plasma a esa concentracién, contrariamente a E. coli, cuyo crecimiento
presenté diferencias significativas (p<0,05) con respecto al CB, aunque con bajos valores
de inhibicion. Los ensayos realizados con M. luteus indican que el crecimiento oblenido
(pricticamente nulo) no permite cuantificar la capacidad de eliminacién de esta bacteria, ya
que no se registré crecimiento en el CB, demostrando nuevamente que esta bacteria no

fue la mas idénea para este tipo de ensayo.

Tabla 8: Cuantificacion del crecimiento bacteriano 2 utilizando caldo marino para el
cultivode Vibrios y Luria Bertani para E. coli y M. luteus a una concentracién
de 13 X 10% bactlerias/ml (valor promedio + desviacién estindar de las tres
réplicas y porcentaje de inhibicién del crecimiento), datos ilustrados en la figura
12. Experimento 7

BACTERIAS

M V.harveyi % t V.anpuillar % | V.alginol % | E. coli % { M. luteus %

1 -0,35420.025 0 { 0.46120.024 (0 |(,46120.024 0] 0,15620.004 24 { C1 0,007x0,002 0

2 0.345£0.041 0 [ 01860.016 0 | 0.4460.022 03 0,14640.010 283 C2 0,001+0,001 O
30 04042004 O [ 0,758£0,002 0 §0,475£0.028 010,162+0.012 20 ({ C3 0,001x0,000 O
4 03540019 0 1 0.18320.036 0 | 041620005 ] 0,151+0.008 26{ C4 0,007+0,002 0
5 0341002 0 J0.18020.024 0 036940006 0 0,1630.021 207 C5 0,002£0,001 O

CB 0,340+0,024 0 {0,180+0,002 0 {0,367+0,020 010,20420,003 0 | CB ,007+0,002 0

& Diferencia entre tas absorbancias del ticmpo 8 y ¢l tiempo O
CB Control de crecimicnlo bacteriano

C: Mucstras de plasma de individuos

M Mucstras
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Tabla 9: Cuantificacién del crecimiento bacteriano 2 utilizando caldo marino para el
cultivo de Vibrios y Luria Bertani para E. coli y M. luteus a una concentracion de
13 X 109 bacterias/ml (valor promedio = desviacién estindar de las tres réplicas y
porcentaje de inhibicién del crecimiento). Experimento 8

BACTERIAS
M V.harveyi % V.anguillar % V.alginol %o E. coli Yo
I 04090016 O 0,1200,007 0 0,347+0,031 23 011940008 47
2 04262005 0 01410012 0 0.324£0,072 28 0,15240,005 33
3 0,477£0,062 0 0,12040,015 O 0,457,079 O 0,1330,024 41
4 0,487£0,051 O 01340052 0O 0,460£0,019 0 0,141,012 38
5 04110042 O 012620017 0 0,264+0,028 4] 0.150£0,016 34
B 0,399:0,016 0 0, 1170015 O 0,449+0,014 0 022840045 0

2 Diferencia entre tas absorbancias del tiempo 8 y ¢l tiempo 0
CB Conlrol de erecimiento bucleriano
M Mucstras

Tabla 10: Cuantificacién del crecimiento bacteriano 2 utilizando caldo marino para el
cultivo de Vibrio§ y Luria Bertani para E. coli y M. luteus a una concentracion
de 13 X 10% bacterias/ml (valor promedio + desviacién estdndar de las tres
réplicas y porcentaje de inhibicién del crecimiento). Experimento 9

; BACTERIAS

N‘i V.harveyi % | V.anguillar % | V.alginol % | E. coli %o
1 0,355+0,021 0 1 0177£0,011 6 10464£0,015 0 10,159+0,004 27
2 0,348::0,041 01 0,19420,005 0 | 0,441£0,016 0 §0,14320,010 34
3 0,461£0,04] 0 }0,2600,009 0 | 047240025 G {0,150620,012 28
4 0,351£0,019 0 {0,183:0,028 31 0,423+0,003 0 ]0,154:0,008 29
5 (1,330+0,023 P OA7120,013 0 {0372£0,004 0 }0,170£0,019 22
cB {},3432:0,023 0 1 0,188+0,003 0 {0,37220,026 ¢ 10,218+0,003 ()

A Diferencia entre las absorbancias del tiempo 8 y cf ticmpo O
CB Control de crecimiento bacleriano
M Mucslras
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Todas las pruebas realizadas con V. harveyi y V. alginoliticus utilizando el método
turbidométrico, indican que estas bacterias asociadas al camardén no son suficientemente
sensibles para ser usadas en pruebas de cuantificacién de la respuesta antibacteriana del
pltasma. Sin embargo se han encontrado animales cuyo plasma puede inhibir el
crecimiento de estas bacterias. La capacidad de defensa que tengan ciertos camarones
contra bacterias potencialmente patégenas, como es el caso de V. harveyi, se podria

utilizar en la selecci6n de organismos resistentes a este posible agente infeccioso.

La bacteria Vibrioanguiliarum f{ue suceplible cuando se la utilizé a una concentracién de
40 x 106 bacterias/ml con CM como medio de cultivo, sin existir sensibilidad cuando se
utilizd a una concentracion menor (13 x 100 bacterias/m}) con este mismo medio de
cultivo. Esta bacteria cuando se utiliz6é Agua de Peptona como medio de cultivo, no fue
suceptible al plasma, sin embargo si se comparan las unidades de D.O. del CB, obtenidas
con CM y AP se puede observar que aparentemente V. anguillarum crece mejor en AP,
indicando que tal vez la pérdida de sensibilidad este relacionada, para este Vibrio, con

mejores condiciones de cultivo utilizando AP.

La bacteria Eschericha coli D31 fue suceptible en lodas las pruebas realizadas
i;ldepcndieme de los medios de cultivo y las concentraciones bacterianas utilizadas. Sin
embargo existié mayor sensibilidad cuando se trabajoé con LB, a una concentracién de 40
x 100 bacterias/ml. La bacteria Micrococcus luteus (tdnica bacteria gram posiliva
utilizada), elegida para realizar el ensayo turbidométrico, no tuvo un crecimiento adecuado
(tanto en las muestras-como en el CB), el mismo que permitiria cuantificar dentro del

tiempo estipulado 1a actividad antibacteriana del plasma, de tal manera que se descarté a

esta bacteria para este tlipo de ensayo.

Las experimentaciones anteriormente descritas, han conducido a la implementacion y
optimizacién del protocolo para cuantificar la capacidad antibacteriana del plasma por el

método turbidométrico, utilizando LB como medio de cultive y la bacteria E. coli a una
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__concentracién de 40 x 100 bacterias/ml. Este protocolo seri detallado a continuacién

(figura 12).
PROTOCOLO OPYIMIZADO

En una microplaca se distribuyen 10 pl de muestra de plasma en cuatro pozos, a tres
pozos se afiade 10 il de una suspension de Escherichiacoli a una concentracién de 40 x
106 bacterias/ml, el cuarto pozo constituiria el control del plasma (CP), en este control se
sustituye la suspensién bacteriana por 10 11l de medio LB. Adicionalmente se lleva un
control de crecimiento bacteriano (CB) en la microplaca (preferiblemente se elige una
columna de pozos), en el que sustituye el plasma por 10 pl de una solucién formada por
agua de mar al 70% y citrato de sodio al 10% en una relacién de volumen a volumen. Se
incuba por 1 hora a 25°C aproximadamente. Después de la incubacién se afiade a todos
‘los pozos 190 ui de medio de cultivo (LB), completando un volumen final de 210 pl por
hoyo. Inmediatamente, se ¢fectia una lectura en el espectrofolémetro de microplacas,
esta medicion es equivalente al blanco (tiempo 0 horas). La microplaca es llevada a
incubacién a 37°C"(tcmperatum dptima de crecimienlo para L. coli), para luego de ocho
horas realizar una segunda lectura a la misma que se restar4 la lectura obtenida en el
tiempo O horas, para obtener las absorbancias producidas solamente por el crecimiento de
fas bacterias. Hay que tener en cuenta que el crecimiento bacteriano en muchas ocasiones
provoca depdsitos de bacterias en los pozos de las microplacas, lo que impide una
correcta cuantificacién con el espectrofotémetro, siendo por lo tanto necesario
resuspender ¢l cultivo bacteriano de los pozos por agitacién en un vortex. Mediante un
cdlculo simple se obtiene ¢l porcentaje de crecimiento bacteriano de cada muestra,
considerando al CB como el 100% del crecimiento. El porcentaje de inhibicién de las
muestras se saca restando de 100 el porcentaje de crecimiento bacteriano de los pozos que

contienen plasma. Enlo posible se debe utilizar un mechero cuando la placa es despojada

de la tapa para realizar las lecturas para evitar contaminacion en los pozos.



METODO TURBIDOMETRICO OPTIMIZADO

10 ul de plasma

o Medio de
] 10 ul de medio de cultivo LB

cultivo LB

Solucién S

Agua de mar 70 %
Citmto de Sodio 10%

B 10 ul de unasolucién S
10 ul de E. coli

Plasma —

50% plasma
50% Citratode Sodio

M 10 ul de plasma
10 ul de E. coli

Escherichia coli

i DISTRIBUCION EN LA MICROPLACA

M1 M2 M3 CB
C&OO0O0000O0
I hora de incubacién a 25 °C olelole] 1010]0101010]0)
Colocar 190 ul de medio de ®OOOOOOO
cultivo en todos los hoyos OO0 OO000O
, 0]0]0]101010]0101010101e
‘I,esﬁ(t;ra en el espectrofotometro OO0000O0OO00OQ0O O
o ololololololololololele,
ojojololele]0]el0]010]e,

Incubacién 8 horas a37 °C

D.O. en el lector de microplacas a 540 nm

Figura 12: Protocolo turbidométrico optimizado
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3.1.3. Método de las wnidades formadoras de colonias (UFC)

El método de las UFC fue efectuado simultdneamente al método turbidométrico,
probando las mismas variables en todos los ensayos realizados, permitiendo asi comparar
ambos métodos de cuantiﬁcacign. Los datos obtenidos con este ensayo se presentan en
las tablas 11,12, 13, 14, 15 16,17, 18 Y 19.

Cuando se utiliz6 una concentracién de 40 x 109 bacterias/ml (tablas 11,12,13, 14, 15y
16), independientemente de las bacterias utilizadas, el nimero de colonias fue de O
colonias hasta colonias incontables, presentandose gran variabilidad en el nimero de

colonias bacterianas entre la réplica realizada para cada muestra. Sin embargo en algunos
casos existié una disminucién del nimero de colonias, cuando fueron tratadas con

plasma, revelando que el mismo podria tener propiedades microbicidas.

Esta observacién se confirmé cuando se utilizé una concentracién bacteriana de 13 x 100
bacterias/ml (tabla 17,18 y 19), el nimero de colonias entre la réplica presenté mayor

homogenidad, permitiendo de esta manera cuantificar una disminucién de las UFC, en

-

presencia de plasma.

Tabla 11. UFC utilizando cinco cepas bacterianas a una concentracién de 40 x 106
bacterias/ml. Experimento 1 realizado simultidneamente al método
turbidométrico utilizando CM para los Vibrios y LB para E. coli y M.

luteus.
BACTERIAS
Muestra | V. harveyi | V. anguillarum i V.alginolyticus E. coli M. luteus
Réplica { M R M R M R M R M R
! 17 107 66 23 260 35 24 15 44 GG
2 31 21 ; 27 270 42 3 1 18 57
3 14 13 I 9 556 182 8 1 63 62
4 35 22 I 9 RG 432 22 18 47 50
5 10 11 | 24 281 176 19 3 45 43
CB 58 60 1 13 421 176 32 21 36 74

1 Incontables
R Réplicas
M Mugcstra



Tabla 12: UFC utilizando cinco cepas bacterianas a una concentracién de 40 x 106
bacterias/ml. Experimento 2 realizado simultdneamente al método
turbidométrico utilizando CM para los Vibrios y LB para E. coli y M.

luteus.

( BACTERIAS
\Mucsirn V.harveyi V. anguillarum V.alginolyticus E. coli
Répiica M R M R M R M R
1 1 27 4 4 28 54 9 4
2 12 48 9 1 101 22 28 9
3 2 32 ] 3 72 21 6 12
4 19 12 5 7 52 30 11
5 27 17 16 4 32 72 4
CB 14 7 23 10 9 126 19

1 Incontables

R Réplicas

M Muesira By

Tabla 13: UFC utilizando cinco cepas bacterianas a una concentracion de 40 x 106
bacterias/ml. Experimento 3 realizado simultineamente al método
turbidométrico utilizando CM para los Vibrios y LB para E. coli y M.

luteus.
BACTERIAS

Muestra V.lrarveyi V. anguillarum | V.alginolyticus E. coli
Réplica M R M R M R M R
! 46 4l 47 62 56 33 32 28
2 130 152 2 7 100 64 56 25
3 45 115 9 53 160 130 28 21
4 38 45 1 4 105 90 14 a5
5 78 37 4 3 195 225 12 12
CB 78 42 3 L1 145 | 14 8

1 incontables
R Réplicas
M Mucstra _
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UFC utilizando cinco cepas bacterianas a una concentracién de 40 x 106
bacterias/ml. Experimento 4 realizado simultdneamente al método
turbidométrico utilizando Agua de Peptona para los Vibrios y Pourros para
E.coli y M. luteus.

BACTERIAS
* Muestra | V.harveyi V. anguillarum | V.alginolyticus E. coli M. luteus
Réplica | M R M R M R M R M R
1 4 110 112 138 235 285 3 2 175 87
2 102 183 113 209 240 236 35 13 203 219
3 175 128 8] 150 127 44 8 I8 130 102
4 137 109 58 gl 157 214 12 6 78 64
5 140 71 40 140 204 208 10 Gl 121 12
CB 155 132 115 125 200 128 32 99 108 91
I Incontables
R Réplicas
M Muestra
Tabla 15: UFC utilizando cinco cepas bacterianas a una concentracién de 40 x 106
bacterias/ml. Experimento 5 realizado simultineamente al método
turbidométrico utilizando Agua de Peptona para los Vibrios y Pourros para
E.coli y M. luteus.
BACTERIAS
Muestra V.harveyi V. anguillarum V.alginoelyticus E. coli
Réplica M R M R M R M R
1 99 109 243 211 33 132 4 9
2 225 307 257 222 110 352 2 8
3 108 151 282 230 336 232 @ 2
4 144 287 237 213 Q0 168 1 i
5 368 - 211 180 225 296 354 9
CB 199 344 91 53 210 128 2 4

I Inconlables
R Réplicas
M Muecstsa



Tabla 16: UFC utilizando cinco cepas bacterianas a una concentracién de 40 x 106
bacterias/ml. Experimento 6 realizado simultdéneamente al método

turbidométrico utilizando Agua de Peptona para los Vibrios y Pourros para
E.coli y M. luteus.

X BACTERIAS

Muestra V.harveyi V. anguillarum V. alginelyticus E. coli

Réplica M R M R M R M R
1 21 41 4 4] 205 115 8 39
2 50 22 49 16 55 111 12 8
3 23 16 3 16 21 0 3 42
4 79 79 10 101 28 I 4 17
5 (€] 49 21 a8 38 149 15 27
CB 104 74 30 79 162 1 o 5

I Incontables

R Réplicas

M Muestra

Tabla 17: UFC utilizando cinco cepas bacterianas a una concentracién de 13 x 106
bacterias/ml. -Experimento 7 realizado simultdneamente al método
turbidométrico utilizando CM para los Vibrios y LB para E. coli y M.

luteus.
BACTERIAS

Muestra | V.iarveyi V. anguillarum | V.alginolyticus| E. coli M. Inteus
Réplica M R M R M R M R M R
1 8 6 ¢ 0 80 69 Q 0 25 27

2 8 5 1 2 34 45 2 2 15 17

3 6 2 ] 0 16 32 2 1 25 19

4 9 3 1 9 50 0 1 29 34

5 8 1 2 6 18 31 3 0 41 35

CB 9 10 1 4 56 70 4 2 21 16

I Incontables
R Réplicas
M Muesira
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Tabla 18: UFC utilizando cinco cepas bacterianas una concentracién de 13 x 106
bacterias/mi. Experimento 8 realizado simultineamente al método

turbidométrico utilizando CM para los Vibrios y LB para E. coli 'y M.

\ luteus.
| BACTERIAS
Muestra V.harveyi V. anguillarum V.alginolyticus E. coli
Réplica M R M R M R M R
1 4 7 1 0 3 2 1 3
2 9 13 2 1 5 3 4 1
3 6 8 0 0 2 8 3 2
4 7 5 3 4 3 1 4 3
5 4] 9 6 7 6 5 7
CB3 16 13 7 13 18 22 &) 5
I Incontables SRR
R Réplicas ;
M Mueslra .

Tabla 19: UFC utilizande cinco cepas bacterianas una concentracién de 13 x 106
bacterias/ml. Experimento 9 realizado simultdneamente al método

turbidométrico utilizando CM para los Vibrios y LB para E. coli 'y M.

luteus.
BACTERIAS

Muestra V.harveyi V. anguillarnm V.alginolyticus E. coli
Réplica M R M R M R M R
] 3 4 1 2 13 2 9 6
2 10 14 2 4 8 5 7 5
3 10 7 1 1 2 3 4 6
4 17 9 0 3 3 2 4 5
5 16 9 3 8 9 7 9
CB 26 33 16 138 27 22 11 12

I Inconlables
R Réplicas
M Muestra



_—~Cabe indicar que este método permite detectar una sensibilidad de V. harveyi al plasma,
sin embargo la disminucién del nimero de colonias obtenidas con las UFC, no se
acompaiia de una disminucién de la turbidez en el ensayo turbidométrico. Queda mucho
por estudiar sobre las adaptaciones evolutivas de este Vibrio a su hospedador, sin
embargo estos datos podrian indicar que las bacterias que no son eliminadas por los

factores bactericidas de] plasma prosperan y crecen "mejor" en un medio de cultivo

conteniendo plasma. -

Los resultados obtenidos indican que la variable méds importante cuando se utilizé este
método fue la concentracién bacteriana, utilizando para pruebas posteriores 13 x 106

bacterias/ml. A pesar de estos resultados, esta técnica presenta algunas desventajas, ya

que implica utilizar una considerable cantidad de reactivos y tiempo para efectuar las

diluciones previas a la siembra en agar, imposibilitando de esta forma analizar un gran

ntimero de muestras en rutina.

-

3.1.4. Emsayos_con_ indicadores de pll

Experiencias previas han demostrado que el plasma de los camarones puede producir
melanina dificultando de esta forma la cuantificacién de la actividad antibacteriana por el
método turbidométrico. Este pigmento oscuro interfiere con la lectura realizada por el
espectrofotémetro en los pozos de la microplaca cuando los animales han sido sometidos
a un proceso de infeccién (ver antecedentes). A fin de sortear los inconvenientes
provocados por la melanizacion, se utilizé indicadores de pH con la finalidad de encubrir

la lectura de la melanina, minimizando el efecto colorimétrico de este pigmento.

Cabe indicar que ¢l nivel de melanizacién de Ia hemolinfa de camarones no inducidos es

minimo o inexistente. Sin embargo era importante resolver este problema a fin de poder
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cuantificar una posible estimulacién de la respuesta antibacteriana mediante la inyeccién

de bacterias en camarones.

Los indicadores de pH son sustancias quimicas que indican mediante el viraje de color la
presencia o ausencia de 4cidos o bases en la solucién a la cual son afiadidos. Los mds
utilizados en los medios de cultivos bacterianos son el azul de bromotimol (cuyo intervalo
de transicién visual va del azul al amarillo) y el rojo de fenol (cuyo rango de coloracién

estd entre el rojo y el amarillo).

A fin de enmascarar la melanina se modificaron los medios de cultivo afiadiendo
separadamente rojo de fenol y azul de bromotimol en los medios que se utilizaron en el
protocolo turbidométrico optimizado. Para que estos indicadores de pH funcionen, fue
necesario afiadir carbohidratos en los medios de cultivo para que fueran asimilados por las
bacterias produciéndo invariablemente acidificacién del medio y por ende el viraje del
color, el lxm‘iélﬁo que seria detectado registrando la absorbancia a 540 nm para los medios
que conténgan rojo de fenol y 620 nm para los medios que contengan azul de

bromotimol. Como tampodn se utilizé el hepes a 20 mM para mantener el pHa 7,25.

La primera prueba se efectud ensayando carbohidratos que produzcan acidificacion de los
medios de cultivo. Para lo cual se realizaron cinélicas del crecimiento bacteriano (sin
plasma) con las cinco bacterias originalmente utilizadas, probando tres concentraciones de
bacterias (67 x 100, 40 x 100 y 13 x 106 bacterias/ml) y simultineamente cuatro
modificaciones de fos medios de cultivos (ver Anexo 2). Los medios de cuitivo fueron
los siguientes: caldo marino con glucosa mas azul de bromotimol (CMGB), caldo marino
con maltosa mas azul de bromotimol (CMMB), caldo marino con glucosa més rojo de
fenol (CMGR) y caldo marino con maltosa mds rojo de fenol (CMMRY), para el cultivo de
los Vibrios. De igual forma se probaron glucosa y arabinosa en los medios para el cullivo

de £. coli y M. luteus , siendo estos: LB con glucosa més azul de bromotimol (LBGB),



LB con arabinosa mas azul de bromotimol (LBAB), LB con glucosa mas rojo de fenol

{(LBGR) y LLB con arabinosa mds rojo de fenol (LBARY).

Independientemente del carbohidrato utilizado todos los Vibrios produjeron acidificacién
de los medios de cultivo. Es importante anolar que los dos azicares, glucosa y maltosa,
provocaron diferentes tonalidades de azul. Estas diferencias se tradujeron en diferentes
absorbancias del medio (0,583 para CMGB y 0,348 para CMMB) indicando que la

£

composicion del medio influiria en la absorbancia, sin que exista una alteracién previa del”

pH. El dnico carbohidrato que acidific6 el medio utilizado para el crecimiento de E. colil
fuc la arabinosa. Se descart6 la utilizacién de la bacteria M. Iureus, debido a que no s
encontrd ninglin carbohidrato que fuera asimilado por esta bacteria y que produzca ~

acidificacion del medio.

De acuerdo a estos resultados se selecciond a la glucosa y a la arabinosa para que formen
parte de Iz‘ll é:'&).mpoéi.cil()n de los medios para el cultivo de Vibrios y E. coli,
respectivamente. Por otra parte las distintas concentraciones bacterianas no influyeron en
el tiempo de acidificacién de los carbohidratos, selecciondndose 40 x 106 bacterias/inl,
que fue Ia ﬁisma concentracién utilizada en las pruebas de optimizacion del método
turbidométrico. El tiempo aproximado de cambio de coloracién de los medios de cultivo

fucron de 6 horas para V. anguillarum y E. coli; y 3 horas para V. harveyi y V.

alginolyticus tomdndose como vélidas las lecturas anteriores al viraje completo de color.

Posteriormente se realizaron pruebas para registrar las absorbancias de los medios de
cultivo, en funcion del cambio de color. Se descarté inmediatamente los medios de
cultivo que utilizaban el rojo de fenol, debido a que la turbidez producida por el
crecimiento bacteriano inter{irié con la cuantificaciéon de la absorbancia del color del

medio de cultivo, durante el viraje del color.

Los resultados de la cuantificacién de la absorbancia de los medios de cultivo, que

contenian azul de bromotimol en su composicién (Tabla 20 y 21), indican que la variacion



de ésta es minima durante el lapso de acidificacién del medio, si se la compara con el

incremento de la absorbancia provocada por el crecimiento bacteriano en los medios de

cultivo sin indicador.

Tabla 20: Viraje de color y variacién de las absorbancias (620 nm) utilizando tres

- diferentes medios de cultivo (valor promedio + desviacion estdndar de las tres

réplicas), sembradas con V. anguillarum a una concentracion de 40 x 1 06
bacterias/mi

Medios de cultivo TIEMPO(IIORAS)

0 3 6
CM 0,043+0,002 0,057£0,003 0,116+0,007
CMG 0,04240,005 0,059+0,004 0,151:0,012
CMGB 0,597+0,010 0,586+0,003 ,439+0,013
Color Azul Verde Amarillo

CM: Caldo Marino B
CMG: Caldo Marino con glucosa
CMG B: Caldo Marina con glucosa mids azul de bromotimol

Pabla 21: Viraje de color y variacién de las absorbancias (620 nm) utilizando diferentes
carbohidratos en los medios de cultivo (valor promedio + desviacién estdndar
de las tres réplicas), sembradas con V. harveyi a una concentracién de 4Q x

100 bacterias/ml

Medios de cultive TIEMPO(HORAS)

0 3 .6
CM 0,085x0,004 0,217+0,015 0,534£0,010
CMGB 0,583+0.013 0,353::0,010 0,380+0,003
Color Azul Verde Amarillo

CM: Caldo Marino
CMGEB: Caldo Marino con glucosa méds azul de bromaotimol.
CMMB: Caldo Marino con maltosa mds azul de bromotimol.



A pesar de estos resultados, se realizaron ensayos para la cuantificacion de la actividad
antibacteriana utilizando Azul de Bromotimol, siendo uno de los principales
inconvenientes la disminucién de la absorbancia, Ia que se produjé al poner en contacto el
medio de cultivo (CMGB) con el plasma (Tabla 22). En efecto, esta mezcla ocasiond un
cambio de la coloracién del medio, del azul al verde (sin alterar el pH), el mismo que
provocé un desfase en la escala colorimetrica y por lo tanto en la absorbancia entre las
muestras de plasma y las del control del crecimiento bacteriano, este desfase provocaria

una incorrecta cuantificacién de la capacidad antibacteriana del plasma.

[abla 22. Variacién de las absorbancias (620nm) al poner en contacto plasma con
medio de cultivo (valor promedio + desviacién estandar de las tres réplicas)

Medios de cultivo TIEMPO COLOR
i

CMGB sin plasma * 0,633£0,026 Azl

ICMGB con plasma 0,327+0,004 Verde

MG B: Culdo Matino con glucosa mds azul de bromotimol

_a utilizacién de los indicadores de pH se abandoné debido a que el grado de variacién de

as absorbancias producida por la acidificacién del medio era menor en comparacion a las
ccturas obtenidas por ¢l erecimiento bacteriano sin el uso de los indicadores de pH y a las

Iteraciones colorimétricas provocadas por la composicién de los medios y por la

resencia de plasma.
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3.2 ESTUDIO DE LA INDUCTIBILIDAD DEIA ACTIVIDAD ANTiBACTERIANA
EN EL PLASMA DEL CAMARON PENAEUS VANNAMEI

En base a los resultados obtenidos con los tres ensayos se escogié el método
turbidométrico para cuantificar la actividad antibacteriana de animales a los que se les
inyecté bacterias, debido a que este método mostré los mejores resultados cuando se
oplimizé las condiciones experimentales, descartdndose el método de las UFC; ya que es
poco prictico y presentd grandes variaciones en ¢l nimero de colonias bacterianas
formadas y el método de Z! por que no permitié una determinacién cuantitativa, de la

respuesta antibacteriana.

La respucsta inmunitaria de los insectos contra heridas o infecciones microbianas se
caracleriza por una rdpida y temporal, sintesis y liberacion de potentes péptidos
anlimicx“pbianos y antifiingicos. Existen muy pocos datos acerca de la induccién de la
respuesta antibacteriana en. crusticeos, sin embargo en algunas especies de interés
comercial (Penaeus japonicus, Penaeus monodon ) se ha descrito un incremento en la
proteccidn contra infecciones provocadas por Vibrios, mediante la inyeccién de bacterias

(Ialami etal., 1989; Adams, 199]).

Tomando en cuenta estos antecedentes se realizé una aplicacién del ensayo turbidométrico
para determinar una estimulacion de ta produccién de moléculas antibacterianas en la
hemolinfa de camarones P. vannamei, a los cuales se les inyecté bacterias vivas (E. coli y

M. lutens) en ol sistema circulalorio.

Se utilizaron camarones de 3 a 10 g oblenidos de 1a camaronera Fuentes, ubicada en la
zona de Palmar, aclimatidndolos durante 4 semanas aproximadamente en el CENAIM en
tanques de 500 litros. Después del tiempo de aclimatacién, tres grupos (cada grupo
constituido por tres tanques, cada tanque contenfa entre 15 y 20 animales) fueron
inyectados con una mezcla de bacterias (ver materiales y métodos), mientras que al cuarto

grupo Hamado control (48 animales) no se les inyecté bacterias. La hemolinfa de los



animales del control fue recuperada a las O horas, mientras que para los tres grupos

5

restantes (los que conformaban los tratamientos), la hemolinfa fue recuperada para cad

uno de ellos alas 6, 12 horas y 24 horas después de la inyeccién de bacterias. Con fag @

muestras de hemolinfa extraidas se realiz6 la cuantificacién de 1a actividad antibacteriana =

utilizando el método turbidométrico. ST

DDebido a que no se encontré una solucién para enmascarar la melanizacién con los
indicadores de pH, se llevé en la microplaca un control de melanizacién (igual al control
plasma CP) para cada muestra de plasma. La absorbancia (producida por la melanina)
obtenida a las 8 horas de incubacién en los pozos del CP, es restada de la absorbancia
obtenida de los pozos en los que se incubd plasma y bacterias, limitando asi la influencia
de este pigménto en la cuantificacion de la actividad antibacteriana. Adicionalmente se
realizaron lecturas en el espectrofotémetro cada dos horas y a partir de la quinta hora del

. O . . -
crecimiento bacteriano, se realizé una lectura cada hora.

-»

Las prucbas efectuadas con el plasma de camarones no inyectados (control-tiempo 0
horas) demuestran una gran variabilidad de la actividad antibacteriana entre los individuos
(Fig. 13, tabla 23). Esta variabilidad se produciria por las diferencias fenotipicas
existentes entre los camarones, las cuales provocarian que los animales presenl'en
respuestas diversas a las condiciones de cullivo o a un estimulo. Adicionalmente, la
elevada actividad antibactleriana en los camarones no inyectados se produciria, ya sea
porque la capacidad antibacteriana es de cardcter constilulivo o porque la presencia de

bacterias en ¢l medio mantendria en constante estimulacién alos animales.

Los resultados obtenidos con los animales inyectados indican diferencias significativas
{p<0,035) entre el control y el grupo 6 horas, mientras que los grupos 12 y 24 horas no
presentaron diferencias significativas (p>0,05) con ninguno de los grupos anteriormente
mencionados. Las pruebas realizadas con el plasma recuperado a las 6 horas indican una

disminucion del crecimiento bacteriano, sin embargo entre las 6 y 12 horas se produce un



incremento del crecimiento bacteriano indicando una disminucién de la actividad
antibacteriana, existiendo entre las 12 y 24 horas una tendencia al incremento de la

capacidad antibacteriana.

El incremento de la respuesta antibacteriana en el grupo 6 horas se debe probablemente a
Ia liberacién de factores antibacterianos almacenados en los hemocitos, los cuales serfan
liberados para combatir la infeccion. En efecto Chisholm y Smith (1992, 1995) han
demostrado la presencia de una potente aclividad antibacteriana en los hemocitos de otros
crusticeos decdpodos, sin embargo la actividad de estos factores serian de corta duracién,
La tendencia al incremento observado a las 24 horas podria ser consecuencia de la sintesis

de nuevos faclores antibacterianos (induccion) por accién de la inyeccién de bacierias.

Tali,;Ih 23. Distribucién de frecuencias del porcentaje de inhibicion del crecimiento
bacteriano a 0 (control), 6, 12 y 24 horas

-

Intervalos de clase | F FA | F FA {F FA |F FA
% de inhibicién Control 6H 12 H 24 H

9,50-24,50 6 61 1 1| 4 41 5 5
24,51-39,50 o 151 6 7112 16 7 12
39,51-54,50 20 35113 20 |15 31111 23
54,51-69,50 13 48 {21 41 |13 441 15 38
69,51-84,50 0 48 | 1 42 | 1 451 5 43

F {recuencia

F/A frecuencia acumulada
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Figura 13: Concentracion de E. coli después de la exposicion al plasma de camarones
inducidos por inyeccidn de bacterias vivas. Las muestras de plasma fueron tomadas antes
de la inycccion (control-tiempo 0 horas) y a diferenies tiempos de post-inyeccion (tiempo
6, 12 y 24 horas)

i

3.3 APLICACIONES DEL ENSAYO ANTIBACTERIANO TURBIDOMETRICO

EAT

3.3.1_El1 EAT como herramienta para estudiar la respuesta inmunitaria

contraVibrio harvevi

V. harveyi es una bacieria presuntamente patdgena, ella seria responsable del sindrome
de "bolitas" y del sindrome de la zoea, enfermedades que provocan enormes mortalidades
en los laboratorios de produccién de larvas. En las pruebas realizadas con el fin de
desarrollar el EAT se pudo observar que esta bacleria seria insensible a la actividad

antibacteriana del plasma del camarén. Sin embargo el EAT optimizado, ha permitido
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evaluar la respuesta antibacteriana de muestras individuales de camarones contra V.
harveyi . Como se puede observar en la figura 14y tabla 24, en un grupo de 9 muestras
analizadas, 8 no tienen efecto contra este Vibrio, a excepcion de la muestra 9 la cual si

ejerce una acci6n inhibitoria sobre el crecimiento de esta bacteria.

Los resultados de esta prueba muestran que el ensayo permitirfa medir la capacidad de
eliminacidn de bacterias patégenas, siendo esta bacteria una buena candidata para ser

usada cuando se requiera hacer seleccidn genética en base ala resistencia a infecciones.

Tabla 24: Cuantificacién del crecimiento bacteriano @ de 8 muestras de plasma contra la
bacteria Vibrio harveyi (valor promedio * desviacién estédndar de las tres

réplicas y porcentaje de inhibicion del crecimiento)

Muestra | Absorbancias Go
;! CB 0,735£0,016 0O
’ 1 (,734+0,007 0
2 0,710,009 0
3 0,738+0,016 0
4 0,713+0,007 3
5 0,715+0,035 3
G 0,70020,027 5
7 0,755+0,032 0
8 0,728+0,01 1 I
9 0,6510,013 11

@ Diferencias entre las absorbancias de tiempo 8 y cl tiempo 0
CB Controf del crecimiento bacteriano
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Figura 14: Crecimiento bacteriano de muestras individuales de plasma de camarones
wtilizando el EAT
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3.3.2. EAT en la deteccién de caracteristicas antibacterianas de proleinas

plasmaticas

Durante los trabajos realizados sobre la purificacién de péptidos antibacterianos a partir
del plasma del camarén P. vannamei Bachére y colaboradores (comunicacién personal),
determinaron que una fraccién prepurificada con potente actividad antibacleriana, poseia
un péptido con una sccuencia de aminodcidos igual al extremo C-terminal de la

hemocianina,

Adicionalmente experiencias propias al realizar ensayos antibacterianos (observacién que
se realizé sobre el color de las muestras de plasma) han mostrado que las muestras que
tuvieron alto porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano (>60%) presentaban un
color fuertemente azul, mientras que fas muestras que tenian bajo porcentaje de inhibicién
{<30%) presentaban un color muy pélido, indicando una posible relacién entre el

contenido proteico del plasma y la actividad antibacteriana. Los hechos antes
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mencionados convierten a la hemocianina, proteina respiratoria mayoritaria de la
hemolinfa, en una candidata interesante para evaluarla con el ensayo turbidoméirico

antibacteriano.

Se pudo obtener hemocianina purificada, enviada amablemente por la Dra. Gloria Yépiz
del laboratorio del CIAD (Hermosillo, México) y se realizé un primer ensayo
turbidométrico sustituyendo los 10 pl de plasma por 10 pi de hemocianina purificada de
P.vannamei. Se utilizaron tres concentraciones de hemocianina (5,10 y 20 mg por pozo).
Como control de crecimiento bacteriano se utilizé BSA (Albdmina de suero bovino) a las
mismas concentraciones de la hemocianina. Todas las diluciones de la hemocianina y de
la albtimina fueron utilizadas a una osmolaridad final de 800 mOsm y pH a 7,25 (iguales
a los encontradas en la hemolinfa del P. vannamei ). Los resultados de esta prueba (tabla
; 25) nos indican que a la mayor concentracién de hemocianina utilizada hubo el 100% de
:

inhibicion del crecimiento de E. coli , mientras que a 5y 10 mg/ml los porcentajes

estuvieron dentro del 90% de inhibicién del crecimiento de las bacterias.

Tabla 25. Cuantificacién de crecimiento bacteriano 2 utilizando hemocianina de P.
vanamei contra la bacteria E. coli (valor promedio + desviacién estdndar de las
- tres réplicas y porcentaje de inhibicidn)

BACTERIA
Ditucion (mg/ml-1) | E. cofi o
5 0,017+0,006 92
10 0,005+0,002 98 .
20 0.00120,000 100 e
CB 0,22240,003.......0 1!‘9 .

A Diferencia enlre las absorbancias del ticmpo 8 y ¢l liempo 0
CB: Control de crecimiento bacieriano



Estos resultados no dejan de ser sorpresivos considerando las propiedades
fundamentalmente respiratorias de la hemocianina. Sin embargo con la finalidad de
descartar la presencia en la muestra de proteina de algin reaclivo baclericida o
bacterioestilico como el EDTA, se realiz6 una diélisis de la hemocianina de P. vannamei
contra agua destilada (tamafio de la membrana 12,000 - 14,000 kDa, Spectrum). La
proteina dializada fue liofilizada y resuspendida en una solucion salina (800 mQCsm, pH
7,5). Con esta muestra se realizé el EAT a concentraciones de 1-5 y 10 mg/ml con el

mismo CB. Los resultados de este ensayo estdn ilustrados en la tabla 26.

Como se puede observar, la fuerte actividad antibacteriana delectada en la muestra de
hemocianina purificada no es consecuencia de algiin contaminante quimico utilizado
durante la purificacién de la misma. Sin embargo no se puede descartar la presencia de
-algun péptido o proteina contaminante con actividad microbicida. Los datos disponibles
no permiten afirmar o negar que la hemocianina de camarén posea propiedades
antibacterianas, queda sin embargo como una via de estudio interesante, por las
implicaciones que esto tendria para la acuicultura de camarones profundizar

conocimientos sobre esta proteina respiratoria.

i

Tabla 26. Cuantificacién del crecimiento bacteriano utilizando hemocianina de P.
vannamei contra la bacteria Escherichiacoli (valor promedio + desviacion
estindar de las tres réplicas y porcentaje de inhibicién)

BACTERIA
Dilucion (mg/ml-1) | E. coli %

I 0,246:0,002 0

5 0,12020,030 42

10 0,008£0,005 96

CB 0,206+0,007......0

A Diferencia entre las absorbancias del tiempo 8 y el tiempo
CB: Control de bacterias



CONCLUSIONES

La prevencién de enfermedades que atacan al camarén est4 relacionado con técnicas y
ensayos para identificar precozmente inmuno-deficiencias y con el cultivo de cepas
domésticadas y seleccionadas en base a |a resistencia a infecciones. En el presente trabajo
se desarrollé diversos ensayos destinados a detectar y cuantificar la actividad

antibacteriana del plasma del camardn Penaeus vannamei .

El ensayo antibacteriano turbidométrico evidencié tener una mayor capacidad

demostrativa cuando se utilizé una concentracidén de 40 x 106 bacterias/mi.

-~ ¥

Se selecciond la bacteria £. coli, para realizar el EAT por que fue muy reproducible,

revelandose muy suceptible a la actividad antibacteriana del plasma,

El ensayo de unidades formadoras de colonias UFC, demostré no ser el método mis
idéneo a utilizarse, debido a las dificultades que implicaba el protocolo. Este método

presenté datos comparables a una concentracién de 13 x 106 bacterias/ml y permitié

- determinar que las propiedades antimicrobianas del plasma serian bactericidas.

El ensayo de zona de inhibicién permitié detectar una alta capacidad bactericida

constitutiva contra los tres Vibrios utilizados.

El ensayo de induccién de Ia actividad antibacteriana permilié demostrar que la respuesta
antibacteriana del plasma serfa conslitutiva siendo alta lanto en animales no

inducidos como en los estimulados, sin embargo la inyeccién de baclerias produciria una



estimulacién, pero los resultados obtenidos no permiten definir si esta se produce por una
activacion total del sistema inmunitario (mecanismos inmediatos de defensa) o por la

sintesis de factores antibacterianos como ocurre en los intsectos. .




RECOMENDACIONES

Aplicar cl ensayo antibacteriano optimizado a fin de establecer correlaciones con los otros

test de inmunoevaluacion.

Aplicar este ensayo en estudio clinico para evaluar su calidad como marcador de la

condicién inmunitaria, de una parte en relacion con el medio ambiente y de otra en
A

relacién con el polimorfismo génetico de los camarones, como aplicacion seleccionando

animales con alta resisiencia a enfermedades.

Aplicareste test para la purificacién y caracterizacién de péptidos antibacterianos y de la
caracterizacién de los genes, a fin de producir los péptidos por biotecnologia y por otra

parte utilizar o transferir estos genes a mds largo plazo para la transformaci6n génetica del

camaron.

Utilizar el ensayo antibacteriano para estudiar la respuesta inmunitaria contra patégenos
como V. harveyi y adicionalmente utilizario para la seleccién de cepas resistentes a

enfermedades.

A nivel inmuno aplicado si la actividad antibacteriana del plasma se revela como un buen
“inmuno-marcador este ensayo debe ser puesto al servicio del sector camaronero para
identificar las variaciones de las respuestas de Ia capacidad antibacteriana entre grupos de

animales, producto del stress o de su condicién fisiolgica,

A nivel de inmunoestimulacién utilizar este ensayo como herramienta para determinar las
polenciales aplicaciones que tendria Vibrio alginoliticus (ILI), bacteria presuntamente
probidtica, sobre los camarones en cultivo. La aplicacion de esta bacteria a los camarones
(Serrano, 1996; San Miguel, 1996, comunicacién personal), protegeria a los animales

contra el ataque de una potencial cepa patégena Vibrio harveyi (E22). Esta proteccion



serfa a nivel de competencia de colonizaci6n entre bacterias, sin embargo se podria utilizar
el ensayo antibacteriano turbidométrico para estudiar una inmuno-estimulacién humoral

en juveniles colonizados por V. alginoliticus (IL1) contra patégenos invasores.
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ANEXO I¥
Caldo Marino con glucosa mas azul de bromotimol CMGB (50 ml)
Caldo Marino 1.87¢
Glucosa 025¢
~Azul de Bromotimol 0,0013 g
pH: 7.2

Caldo Marino con glucosa mis rojo de fenol CMGR (50 ml)

Caldo Marino 1,87 g
Glucosa 025¢
Rojo de Fenol 0,0009 ¢
pH: 7,2

-

Caldo Marino con maltosa mds azul de bromotimol CMGB (50 ml)
Caldo Marino 187 ¢

Mz_:ltosa 05¢g

Azul de Bromotimol 0,0013 g

pH: 7,2

Caldo Marino con maltosa més rojo de fenol CMMB (50 ml)

Caldo Marino 1,87 g
Maltosa 05¢g
Rojo de Fenol 0,0013 ¢

pH: 7,2



Luria Bertani con glucosa més azul de bromotimol LBGB (50 ml)
Extractode levadura 0,25 g

Baclotryptona 05g

Cloruro de Sodio 0,5¢

Glucosa 025¢

~ Azul de Bromotimol 0,0013 g

pH: 7,2

Luria Bertani con glucosa mis rojo de fenol LBGR (50 ml)
Extractodelevadura 0,25 g

Bactotryptona 05¢g

Cloruro de Sodio 05¢g

Glucosa 025¢

Rojo de Fenol 0,0009 ¢
pH: 72

L;Iria Bertani con maltosa mds azul de bromotimol LBMB (50 ml)
Extractodelevadura 0,25 g

Bactotryptona 05¢g

Cloruro de Sodio 05¢g

Maliosa 05¢g

Azul de Bromotimol 0;0013 g

pH: 7,2



Luria Bertani con glucosa mis rojo de fenol LBGR (50 ml)
Extracto de tevadura 0,25 g
Bactolryptona 05¢g

Clorurode Sodio 05 g

Glucosa 0,25 ¢
Rojo de Fenol 0,0009 g

pH: 7,2 .



