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RESUMEN

La finalidad de esta investigacion fue determinar si existen bacterias presentes en el
suelo de la Antartida, y en el Biol que con capacidad de inhibir el crecimiento de
Vibrios spp., para que luego puedan ser utilizadas en productos para tratamientos
preventivos contra enfermedades relacionadas con estos patdgenos en las piscinas de
cultivo de camardn. Para esto, cepas aisladas de muestras del suelo de la Antartida y
de muestras de Bioles elaborados en el CIBE, fueron sometidas a distintas pruebas de
antagonismo contra tres especies de Vibrio (V. parahaemoliticus, V. vulnificus y V.

harveyi) y una cepa de Pseudomona sp aislada de camarones enfermos con vibriosis.

Los resultados obtenidos demuestran que existen bacterias del Biol con actividad
inhibitoria sobre V. vulnificus y V. harveyi. Mientras que en el suelo de la Antartida
se encuentran bacterias capaces de inhibir el crecimiento de V. vulnificus, V. harveyi,
y Pseudomona sp., pero, esta capacidad se ve afectada negativamente debido a la

salinidad que ocasiona que su actividad inhibitoria disminuya.

Palabras claves: Vibrio, Inhibicion, Antartida, Biol, Antagonismo.
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INTRODUCCION

El cultivo de camardn en Ecuador es de gran importancia por ser un cultivo de alto
valor comercial y de varias cosechas en el afio. Sin embargo; la produccion muchas
veces se ve afectada por la aparicion de enfermedades causadas por patdgenos
oportunistas que de no ser detectadas a tiempo pueden llegar a ocasionar importantes
pérdidas econdmicas. La utilizacion de biocontroladores es una de las alternativas
méas importantes hoy en dia para el manejo de estas enfermedades, ademas, este

método es amigable con el medio ambiente.

El presente trabajo intenta encontrar nuevas cepas bacterianas provenientes de la
Antartida y/o muestras de Biol producidos localmente, capaces de producir
compuestos antimicrobianos que inhiban el crecimiento de uno o méas de uno de los
siguientes  patogenos oportunistas del camaron: Vibrio wvulnificus, V.

parahaemolitycus, V. harveyi, y Pseudomona sp.

Para este fin se realizaran diferentes pruebas de antagonismo in vitro mediante las
cuales sea posible visualizar una inhibicion del crecimiento de los patdgenos
utilizados. Entre las pruebas a utilizar se incluyen la de Confrontacion Dual y la de

Difusion en Pozos.
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Nuestra hipotesis es que entre los aislados bacterianos provenientes de muestras de
suelo de la Antartida y de las muestras de Biol obtenido localmente, que seran usados
para las pruebas de antagonismo, se encuentran cepas bacterianas capaces de inhibir
el crecimiento de ciertos patdgenos oportunistas del camardn, y existe al menos una

bacteria con actividad antagonista a mas de una especie de Vibrio.
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CAPITULO |

1. JUSTIFICACION

El camardn se constituye como uno de los principales productos de exportacion no
petrolera en el Ecuador. Este representa en la actualidad el 12.7% de la participacion
del total no petrolero, Unicamente superado por el banano y platano que constituyen
el 24,2%. (Ministerio de Relaciones Exteriores, Comercio e Integracion, 2012).
Durante el 2012 las exportaciones de este producto generaron divisas por USD
1.276,9. (Pro Ecuador, 2013), y entre enero del 2013 y mayo del 2013 se reporto que
las exportaciones de camaron alcanzaron los US$632 millones, y tuvo un incremento

del 21.5% en relacion al mismo periodo en el 2012 (Arguello, 2013).



Ademas, el cultivo de camardn es un neto generador de divisas para el Ecuador
debido a que de cada dolar que se produce y exporta, 91 centavos corresponden a
productos ecuatorianos mediante el uso de insumos, tecnologia y mano de obra del

pais (Camposano, 2013).

Debido a su alto valor en el mercado y a la aportacion significativa de divisas para el
pais, su cultivo es una industria en expansion. Esto genera que se intensifique su
cultivo, que a su vez provoca un incremento en el estrés y afecta negativamente la
salud de los camarones cultivados. Como resultado de esta situacion han ocurrido
varias enfermedades en los estanques de cultivo, entre las que destacan las
provocadas por virus y bacterias del género Vibrio principalmente, los cuales han

sido los patégenos mas documentados. (Huerta Aldaz, 2001).

De a cuerdo con Moriarty (1990), los géneros de microorganismos que mas
comunmente se encuentran presentes en los crustaceos son vibrios y pseudomonas.
Entre las Pseudomonas se encuentra la P. aeruginosa que puede ser mortal para los
camarones de cultivo desde sus etapas tempranas de postlarvas, juveniles y adultos,
ademas esta bacteria puede estar presente en el agua o en el sedimento de los
estanques de cultivo, y afecta no sélo a los animales sino también a las personas

(Ledn, 1999). Entre las especies que mas han sido relacionadas con la vibriosis se



encuentran: V. harveyi, V. vulnificus y V. parahaemolyticus (Venkateswara Rao A. ,

2008)

Los vibrios pueden ocasionar la vibriosis, ésta es una de las enfermedades mas
problematicas en la acuicultura de crustaceos, moluscos y peces. Esta enfermedad
esta presente en todo el mundo y en todos los crustdceos marinos, incluido los
camarones que son los mas susceptibles, y es responsable de mortalidad en

camarones de sistemas de cultivo en todo el mundo (Venkateswara Rao A. , 2008).

Tradicionalmente los controles de enfermedades se realizan mediante la utilizacién de
antibidticos, pero actualmente los mercados internacionales han impuestos
restricciones en su utilizacion. Debido a esto es necesario nuevas formas de control

de patdgenos en los cultivos y centros de acopio.

Ademas, la aparicion de bacterias multi-resistentes a antibiéticos ha generado que en
los dltimos afios se incremente la investigacion de microorganismos provenientes de
ambientes extremos, especialmente aquellos provenientes de los Polos, que dadas sus
caracteristicas o las propiedades de sus enzimas, presentan un gran potencial en

aplicaciones biotecnoldgicas.



CAPITULO 11

2. INFORMACION GENERAL

2.1. Caracteristicas del género Vibrio.

Las enfermedades de origen bacteriano representan una importante limitante en el
cultivo de camaron, que pueden conllevar a una reduccién del valor comercial del
producto y a disminuir la rentabilidad econdémica de este cultivo. Una de estas
enfermedades bacterianas que afectan la camaronicultura es la vibriosis. La vibriosis
es el nombre dado a una enfermedad causada por un grupo de bacterias gran-
negativas del géenero Vibrio pertenecientes a la familia Vibrionaceae (Pavlidis &
Mylonas, 2010) que también incluye a los géneros: Aeromonas, Plesiomonas, y

Photobacterium. Todos los vibrios son ubicuos en el ambiente marino y todas las



especies, a excepcion del Vibrio cholerae y V. mimicus, requieren cloruro de sodio en

el medio de cultivo (Lynn, 2008).

Se han registrado 30 especies en el género Vibrio, 13 de estas son patdgenas
humanas, incluyendo V. cholerae, V. mimicus, V. fluvialis, V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus, V. cincinmatiensis, V. hollisae, V. vulnificus, V. furnissii, V. damsela,
V. metshnikovii, y V. carchariae. Todos los vibrios patégenos han sido reportados
como causantes de enfermedades de origen alimentaria, aunque V. cholerae O1, V.
prarahaemolyticus, y V. vulnificus son considerados los agentes de transmision mas

significativas (Lynn, 2008).

Dependiendo de la especie involucrada, las manifestaciones clinicas son diferentes,
desde gastroenteritis hasta septicemia e infecciones de heridas (Ankenman et al,
2012). La mayoria de las infecciones de heridas causadas por V. vulnificus y V.
parahaemolyticus, ocurren en pescadores y procesadores de mariscos, en un estudio
conducido por Stom y Paranjpye (2000), el 69% de las infecciones parecian estar
relacionadas a exposicion ocupacional de los pescadores y abridores de ostras (Lynn,

2008).

La mayoria de los vibrios que causan infecciones son patdgenos oportunistas, y
requieren que el huésped esté predispuesto al estrés para expresar su patogenisidad

como V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. harveyi, V. anguillarum, V.



vulnificusy V. splendidus. Sin embargo, algunas especies de Vibrio, o cepas de ciertas
especies, han sido identificados como patdgenos primarios (Rubio et al, 2012). Es
dificil establecer el nimero de bacterias necesarias para la infeccion del camaron en

condiciones naturales, pero el riesgo parece aumentar si el conteo bacteriano alto.

La Mayoria de las cepas del género Vibrio son Gram-negativas, con formas rectas o
curvas, baciliformes no formadoras de esporas, tienen de 0,5 a 0,8um de ancho y de
1,4 a 2,6um de largo, sin embargo, cuando crecen en el laboratorio, frecuentemente
son observadas con forma de varas rectas. Son motiles a través de un solo flagelo
polar, y son aerdbicos o anaerdbicos facultativos. Muchas especies producen oxidasa

y catalasa y fermentan la glucosa sin producir gas (Lynn, 2008).

Muchas de las especies de vibrios se encuentran asociadas a los crustaceos y peces
como componentes normales de su microflora (Lightner & Pantoja, 2009)
(Ankenman et al, 2012), la cual estd influenciada tanto por las condiciones
medioambientales como con la distribucion de bacterias en el ambiente. La
composicion bacterial en el intestino puede tener también implicaciones nutricionales

y de comportamiento (Hernandez et al, 1997).

Los vibrios son primariamente residentes acuaticos y su distribucién en el ambiente
depende de factores como temperatura, salinidad, concentracion de sodio, nutrientes

en la columna de agua, etc. Ademas tienen diferentes funciones en el medio acuético,



entre ellas se encuentra la que cumplen dentro de la cadena trofica y en el ciclo del
nitrégeno en el medio marino. En la primera estos microorganismos reciclan
nutrientes del agua y proveer de &cidos grasos poliinsaturados a organismos acuéticos
incapaces de producirlos, en el segundo caso hay especies, como V. diazotrophicus,
que fijan nitrogeno atmoférico que otros organismos acuaticos necesitan para su

nutricion (Beaz, 2008).

La salinidad es un factor determinante para casi todas las especies de vibrio, debido a
que necesitan iones de sodio para los translocadores de energia de la membrana
citoplasmatica, asi como los iones inorganicos para mantener la integridad de la pared
celular y membrana (Beaz, 2008). Los vibrios que requieren pequefias cantidades de
sodio para crecer, como V. choleraey V. mimicus, es posible también encontrarlos en
riberas de agua dulce (San Cristébal, y otros, 2008).Con respecto a la temperatura
casi todas las especies de vibrio suelen crecer a 30°C, mientras que a temperaturas
por encima de los 37°C solo crecen especies de origen clinico como el V. cholereae

que crece hasta los 42°C (Beaz, 2008).

A pesar de esta aparente diferenciacion de los vibrios para proliferar en los diferentes
ambientes, se ha registrado que V. harveyi, especie conocida como principal
problema en la larvicultura, en épocas recientes también ha sido implicada en el lento
crecimiento en estanques de engorda y mortalidades en camarones juveniles,

especialmente en los primeros 45 dias de cultivo (Gomez et al, 2001).



Las infecciones causadas por estas bacterias generalmente son el resultado de trauma
fisico, condiciones ambientales extremas, infecciones previas con otros patdgenos
incluidos virus, baculovirus, rikettsia, fusariun y gregarinas intestinales o por formas
altamente virulentas (Lightner & Pantoja, 2009) (Herndndez et al, 1997). Los brotes
pueden ocurrir cuando los factores ambientales disparan la rapida multiplicacién de
las bacterias que son toleradas a bajos niveles dentro de la sangre del camardn
(Sizemore & Davis, 1985). Este tipo de epizootias han sido asociadas con dafio al
tejido intestinal por toxinas de algas azules, o deficiencia de acido ascoérbico.
Adicionalmente, exposicion a condiciones fisicas y quimicos fisiolégicamente
estresantes, tales como bajo oxigeno disuelto, amonio elevado, temperaturas
extremas, alta salinidad, niveles de nitrégeno y hacinamiento han sido ligadas a

brotes de vibriosis serios en haciendas camaroneras (Hernandez et al, 1997).

El exoesqueleto de los crustaceos provee de una barrera fisica contra los patégenos
que tratan de infectar a los crustaceos a través de esta superficie externa, sin embargo,
Vibrio spp. esté entre las bacterias quitinoclésticas asociadas con la enfermedad de la
cuticula del cefalotorax, lo que les permite vivir en la cuticula del camaron y en el
sedimento del estanque (Venkateswara Rao A. , 2008) (Hernandez et al, 1997), y

puede ingresar a través de las heridas en el exoesqueleto o poros.



Las branquias son un punto probable de ingreso de estas bacterias debido al
exoesqueleto delgado del que estan recubiertas, pero sus superficies son limpiadas
por las setobranquias. Otro lugar por el que resulta mas probable el ingreso bacteriano
es el intestino medio debido a que éste no esta revestido por un exoesqueleto y por
consiguiente parece ser el sitio probable de penetracion de patdgenos presentes en el

agua, alimentos y sedimentos (Venkateswara Rao A. , 2008).

2.2. Enfermedades en camarones relacionadas o causadas por bacterias del

género Vibrios

2.2.1. Vibriosis:

La vibriosis es una de las enfermedades mas problematicas en la acuicultura de
crustaceos, bivalvos y de peces, y es responsable de la mortalidad del camarén de
cultivo en todo el mundo (Venkateswara Rao A. , 2008). Las infecciones causadas
por estas bacterias normalmente ocurren en los hatcheries, pero los brotes también
pueden ocurrir en los estanques de engorda. En América, es la enfermedad de mas
importancia sanitaria después de las enfermedades de la mancha blanca y el sindrome
de Taura, en términos de pérdidas de produccion y de costo de gestion (Rubio et al,
2012). Normalmente las etapas larvarias, tanto en peces como en bivalvos, son las

mas sensibles a la vibriosis (Beaz, 2008).



En los peces, las mortalidades son asociadas con varias especies de vibrios, como
Vibrio anguillarum, V. alginolyticus, V.parahaemolyticus, V. vulnificus, V. harveyi, y
V. salmonicida (Pavlidis & Mylonas, 2010). En estos, la vibriosis se caracteriza por
causar una septicemia hemorrégica. Entre los signos externos que manifiestan los
peces con vibriosis se encuentran: letargo, oscurecimiento de la piel, engrosamiento
corneal, branquias blanquecinas, y eritema en la base de las aletas. Los signos
internos comunes comprenden: Vvasos Sanguineos viscerales congestionados,
hemorragia intestinal, destruccion de la mucosa, y acumulacion de fluidos tanto
serosanguinolento en los intestinos como de exudado mucoso en la cavidad
abdominal. Los vibrios son responsables del dafio tisular debido a sus productos
extracelulares entre los que se encuentran una variedad de proteasas y hemolisinas

(Pavlidis & Mylonas, 2010).

Es posible realizar tratamientos con alimento medicado, y este puede ser efectivo si
se realiza en el inicio de la enfermedad, cuando los peces aun consumen alimento.
Aunque un control bacteriano es necesario en el estanque, un uso de antibi6ticos
excesivo puede afectar la microflora, permitiendo entonces el establecimiento de

microoranismos patogenos resistentes (Hernandez et al, 1997).

Las aves acudticas pueden ser un vector de Vibrio spp., especialmente durante los

meses frios, Bisgaard y Kristen reportaron, en 1981, la presencia de V. cholerae en

las heces de patos y gaviotas durante una estacion fria, incluso cuando no se observan
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vibrios en la columna de agua. Otro estudio de Buck en 1990, reporté haber
encontrado una asociacion de Vibrio spp. con pelicanos y gaviotas. Sin embargo no
hay mas informacion disponible referente al rol de las aves acuaticas en la
persistencia o propagacion de los Vibrios parahaemolyticus y V. vulnificus (Lynn,

2008).

En los camarones, las mayores epizootias de vibriosis han sido reportadas para
P.monodon en la region Indo-Pacifico, P. japonicus de Japon, y P. vannamei de.
Ecuador, Pert, Colombia y América Central (Venkateswara Rao A. , 2008) (Rubio et
al, 2012). Los Vibrio harveyi y V. parahaemolyticus estdn asociados con infecciones
bacterianas en camarén y generalmente se las considera patdgenos oportunistas

enfermando al camardn cuando este se encuentra estresado (Ankenman et al, 2012).

Los vibrios tienen la capacidad de afectar los diferentes estadios del desarrollo del
camaron, provocando rangos de mortalidad variables dependiendo del sitio u 6rgano
afectado. La vibriosis se puede expresar de diferentes formas: vibriosis sistémica y
hepatopancreatitis séptica, vibriosis oral y entérica, vibriosis de los apéndices y
cuticular, vibriosis localizada en las heridas y enfermedad de la cuticula del

cefalotorax (Morales & Cuéllar-Anjel, 2008).
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2.2.1.1. Vibriosis localizada:

En esta forma de vibriosis los focos de infeccion generalmente se encuentran
delimitados por células hemociticas, las cuales se encuentran formando céapsulas o
tapones. Estos focos usualmente se encuentran melanizados, y es posible observar a

las bacterias sea dentro de la lesidon o adyacente a las mismas.

Las lesiones de este tipo pueden deberse a: infecciones lacerantes, raspones o heridas
causadas por objetos punzantes, infeccion bacteriana secundaria del exoesqueleto
como resultado de condiciones ambientales extremas o toxicidad quimica, infeccion
bacteriana secundaria como resultado de la pérdida del epitelio de la mucosa
intestinal, del ciego medio anterior o del hepatopancreas causado por enteritis
hemocitica (EH), abscesos focales dentro del hepatopancreas causados por parasitos,

infecciones virales o por causas desconocidas. (Lightner & Pantoja, 2009)

2.2.1.2. Vibriosis Sistémica:

También conocida como el Sindrome de la gaviota (“sea gull sindrome”) en areas en
donde se cultiva principalmente P. vannamei , esto, debido a la presencia de gaviotas
en los estanques de engorda que se alimentan de los camarones moribundos, que se

observan en la superficie y nadando en las orillas de los estanques.
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Las especies de vibrios involucradas son con mayor frecuencia: V. parahaemolyticus,

V. vulnificus y V. harveyi (Lightner & Pantoja, 2009).

Esta enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en las instalaciones de cultivo
alrededor del mundo. Se observan mortalidades altas (hasta un 90%), en juveniles y
camarones tempranos. Se la considera una infeccion generalizada, debido a que
involucra a la cuticula, hepatopancreas, 6rgano linfoide, glandula antenal, corazén,

hemolinfa y masculo. (Morales & Cuéllar-Anjel, 2008).

La caracteristica principal para la diagnosis de esta enfermedad es la presencia
multifocal de nddulos hemociticos con centros sépticos, los cuales pueden o no estar
melanizados. Dichos nddulos se pueden observar con frecuencia dentro del érgano
linfoide, el corazdn y las branquias, pero de la misma manera no es raro encontrarlos
en espacios del hemoceloma y el tejido conectivo esponjoso en cualquier parte del

cuerpo del camarén. (Lightner & Pantoja, 2009)

Cuando la enfermedad se encuentra en fase inicial se observan algunos organismos
con opacidad muscular y tracto digestivo vacio y en la fase grave es posible observar
organismos con expansion de los cromatdforos, hepatopancreas inflamado y en
algunos camarones luminiscencia. Por observacion en fresco en el microscopio se
observa atrofia del hepatopancreas, mayor desprendimiento celular, células con

nucleos hipertrofiados, coloracion palida (desaparece el color naranja), textura blanda
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y edematosa (fluido blanquecino al realizar la diseccién), melanizacion, ademas se
observa atrofia tubular, necrosis de las células y de los tdbulos del hepatopancreas,
asi como también es posible observar gran cantidad de masas de bacterias y de

nodulos hemociticos en el hepatopancreas (Morales & Cuéllar-Anjel, 2008).

En larvas y postlarvas hay algunos sintomas claros de vibriosis que incluyen: la
melanizacion y necrosis de la punta de los apéndices, la presencia de numerosas y
visibles bacterias en el hemocele de organismos moribundos. Los signos clinicos
también incluyen inflamacion tanto del hepatopancreas como del tejido muscular
infectado, normalmente contiene un fluido de apariencia lechosa en los lugares donde

se da la inflamacion (Gomez et al, 2001).

2.2.2. Erosién bacteriana del caparazon:

Esta enfermedad se presenta en juveniles y adultos de todas las especies de
camarones penaeidos, se manifiesta en forma de manchas cafés o negras en el
exoesqueleto, siendo las heridas las que permite la entrada de bacterias quitinoliticas

como Vibrio sp. y de bacterias oportunistas (Morales & Cuéllar-Anjel, 2008).

Las manchas se producen al acumularse la melanina (producto final de la respuesta

inflamatoria en crustaceos) y desaparecen con la muda si la lesion que las origin6 no

llegd a afectar las membranas internas y el musculo (Morales & Cuellar-Anjel, 2008).
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Esta enfermedad debe ser controlada en virtud de que puede llegar a convertirse en
una infeccion grave denominada “astillas negras”, la cual penetra al musculo
dafiandolo severamente o, llegar hasta una vibriosis sistémica atacando todos los

organos y tejidos del camarén, principalmente al hepatopancreas.

2.2.3. Hepatopancreatitis

En el diagndstico de esta patologia deben diferenciarse dos procesos causantes de
hepatopancreatitis, uno de estos es una infeccion bacteriana extracelular con
proliferacion de hemocitos y la formacion de nddulos hemociticos como respuesta del
sistema inmune al acumulo de bacterias denominado hepatopancreatitis necrotisante
séptica (NHP-S) causada principalmente por cepas patogénicas del género Vibrio; la
otra es la hepatopancreatitis necrotizante bacteriana (NHP-B) producida por bacterias
intracelulares obligada del tipo de las rickettsias donde la respuesta del sistema
inmune no es inmediata y se forman céapsulas multifocales para inhibir el patdgeno

(Rubio et al, 2012).

2.2.4. Sindrome de Zoea Il

El sindrome de Zoea Il ha sido reportado como una enfermedad que causa altas
mortalidades en el estadio de Zoea Il de camarones blancos y azules. Ataca el

hepatopancreas, intestino medio y posterior. Se reportdé que en Ecuador, el agente
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causal de esta enfermedad es Vibrio harveyi, mientras que otros autores reportan la

posible presencia de bacterias intracelulares.

Se presentan altas mortalidades después de 36-48 horas de haber pasado de Zoea | a
Zoea ll, las sintomatologias mas importantes son la anorexia, rapida evacuacion del
contenido intestinal, letargo con nado erratico y la permanencia en el fondo del

tanque de los organismos infectados (Morales & Cuéllar-Anjel, 2008).

2.2.5. Enfermedad de luminiscencia

Esta enfermedad ha sido responsable de reducciones de hasta un 70% en la
productividad en los laboratorios de larvicultura de muchos paises de América Latina.
Durante los episodios de alta mortalidad se han aislado las especies Vibrio harveyi y
V. splendidus principalmente (Gomez et al, 2001). Los organismos infectados con
esta bacteria se observan con luminiscencia, letargo (disminucién de la actividad
normal), nado errético, permanencia en el fondo del tanque y mortalidades masivas

(Morales & Cuéllar-Anjel, 2008).

Las larvas infectadas por este tipo de bacterias presentan una colonizacion masiva en
los apéndices y en el inicio del tracto digestivo y region oral. Posteriormente,
conforme la infeccion avanza, las bacterias van colonizando el intestino medio y el

hepatopancreas para terminar en una septicemia generalizada (Gomez et al, 2001).
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Para el control de esta enfermedad de luminiscencia, es necesario aplicar tratamiento
mediante el empleo de antibidticos, con la previa realizacion de antibiogramas, en
algunos casos es necesario desechar todos los organismos y desinfectar los tanques de

larvicultura. (Morales & Cuéllar-Anjel, 2008).

2.3. Caracteristicas de las especies de patdgenos que se emplearan.

2.3.1. V. parahaemoliticus

El Vibrio parahaemolyticus es un microorganismo halofilico marino ampliamente
distribuido en el agua de las costas, sedimento y plancton, este puede causar una
gastroenteritis aguda en el ser humano al ser ingerido en pescado o mariscos crudos,
insuficientemente cocidos o en alimentos que han sido contaminados con este
microorganismo (contaminacion cruzada) después de su preparacion culinaria

(Pascual Anderson & Calderon, 1999).

Existen algunos clones patogenicos de este organismo, algunos de los cuales tienen
distribucion mundial, y otros son propios de algunas regiones especificas. Densidades
de V. parahaemolyticus en el medio marino y en los animales, fluctda de acuerdo a la

estacion, locacion, etc. No se conoce la dosis infectante requerida para ocasionar un
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cuadro gastroenteritico, por lo que las caracteristicas de los brotes epidémicos varian

ampliamente de acuerdo a la region (San Cristobal et al, 2008).

V. parahaemolyticus pertenece a la familia Vibrionaceae. Esta especie esta integrada
por formas bacilares con tendencia al pleomorfismo, sin esporas ni capsulas, son
motiles y se desplazan mediante un Unico flagelo polar. Son gram negativas,
anaerobias facultativas con metabolismo oxidativo y fermentativo. Su crecimiento es
maés activo entre valores de pH 7,5 a 8,5. La temperatura del agua es el factor mas
importante que controla los niveles ambientales de V. parahaemolyticus, las
densidades se incrementan a partir de los 10°C hasta los 30°C (Fratamico et al,
2005). Crecen entre 15-43°C, con temperatura optima a 37°C (Pascual Anderson &

Calderdn, 1999).

El V. parahaemolyticus puede encontrarse en un rango de salinidad entre 5 y 35ppt,
con una salinidad éptima de 22ppt (Fratamico et al, 2005). Necesitan al menos tres
por ciento de salinidad para su desarrollo. Se multiplican con tasas de cloruro sédico
del seis y ocho por ciento, pero no en ausencia de cloruro sodico (Pascual Anderson

& Calderon, 1999).

El V. parahaemolyticus ha sido aislado de aguas estuarinas de todos los continentes.

Su distribucion muestra una marcada variacion estacional. Durante los meses frios, se

lo encuentra en el sedimento marino y durante los meses calidos, cuando la
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temperatura del agua es superior a los 15°C, se lo encuentra en aguas costeras y
estuarinas (Acha & Szyfres, 2001). Como consecuencia de su presencia en el agua,
esta especie bacteriana se encuentra en peces, crustaceos y moluscos de costas y
estuarios. En el camaron, las mayores fuentes de especies de Vibrio pueden ser
sedimento, agua y alimento. Sin embargo, hay la posibilidad de que alimentos de
origen natural tales como: algas, plancton e invertebrados, entre los que se encuentran
los copépodos y zooplancton, puedan ser también contribuidores de éstos patdgenos

(Ankenman, 2012).

Este vibrio es usualmente resistente a ampicilina y carbenicilina, pero es susceptible a
colistina, mientras que el V. vulnificus tiene la susceptibilidad opuesta (Dworkin &
Falkow, 2006). Ademés descarboxilan la lisina y la ornitina. Fermentan el manitol, la
arabinosa y la manosa, no fermentan la sacarosa, lactosa, inositol, ni ramnosa. No
forman acetil-metil-carbinol (prueba de Voges Proskauer negativa) (Pascual

Anderson & Calderdn, 1999) (Zamora et al, 2005).

Brotes de gastroenteritis debido a V. parahaemolyticus ocurren en todo el mundo,
pero no son muy comunes en Estados Unidos. En Japon, es un agente diarreico
extremadamente importante, causa entre 50 y 70% de los casos de enteritis
transmitidas por alimentos, todos los brotes fueron asociados directa o indirectamente
con alimentos provenientes del mar, también es la especie de vibrio aislada con

mayor frecuencia de muestras clinicas de Estados Unidos, y estd asociada
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principalmente con diarrea aunque se la ha aislado también de sitios extraintestinales
(San Cristobal et al, 2008). Infecciones directas provienen de la ingestion de pescado
crudo o mariscos contaminados con esos microorganismos. Este mecanismo de
transmision es aparentemente muy comun en Japdn debido a la costumbre de comer
pescado crudo. Aparentemente el mecanismo indirecto de infeccion es la

contaminacion después de cocinar (Dworkin & Falkow, 2006).

El V. parahaemolyticus solamente actia como patdgeno para el hombre, y no se lo
encuentra en las heces de individuos sanos, sin embargo es abundante en las de

enfermos afectados de esta gastroenteritis (Pascual Anderson & Calderdn, 1999).

Dalsgaard et al. (1995) estudié la presencia de V. cholerae en un total de 107
muestras que incluian agua, sedimento, camaron, alimento, intestino de camarén, y
estiércol de pollo. Los resultados indicaban que existia V. parahaemolyticus en todas
las muestras durante el cultivo, con la excepcion de la cepa Kanagawa-positivo en el

alimento formulado.

Se ha encontrado que este microorganismo aparece mas comunmente en camaron y
otros crustaceos que en peces debido a que tiene actividad quinolitica (Ankenman
Granata, Flick, & Martin, 2012). Debido a esto se adhiere a las superficies de quitina,
y sobre ellas incrementa su concentracion, ya que los nutrientes que necesita se

encuentran mas disponibles.
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El desarrollo de esta bacteria es muy rapido, tiene un tiempo de generacion de 9
minutos en medios de cultivo y 12 minutos en alimentos provenientes del mar
(Fratamico et al, 2005), los que hace que la presencia de un pequefio nimero, en
pescado recién capturado, se transforme en una cifra elevada al cabo de algunas

horas, si la temperatura es favorable.

El desarrollo del V. vulnificus ocurre muy lentamente a los 10°C, y deja de
desarrollarse entre 5 y 8°C. La congelacion de los productos marinos, ademas de
evitar el desarrollo de este vibrio, logra su decrecimiento (Pascual Anderson &

Calderdn, 1999).

La ebullicién inactiva rapidamente a este patdgeno, cifras apenas por encima de la
maxima para su crecimiento destruyen al 90% de la poblacion de un cultivo en menos
de una hora, ademas se puede destruir este microorganismo utilizando temperaturas
de 60°C aplicadas durante 15 minutos (Pascual Anderson & Calderon, 1999). Los
yodoforos parecen ser mas efectivos que el cloro en la desinfeccion de ostiones
contaminados cuando el tratamiento se aplica a una concentracion de 25 mg/L

(zamora et al, 2005).

2.3.2. V. wulnificus

Hollis et al lo describieron por primera vez en 1976 y se le domind “vibrio lactosa

positivo”, posteriormente se le llamo Beneckea vulnificus y finalmente V. vulnificus
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(Dworkin & Falkow, 2006). Pertenece a la familia Vibrionaceae, son bacilos gram
negativos rectos y curvos, no son formadores de esporas, presentan un flagelo polar
con el cual se movilizan, son termol&biles, oxidasa positivos, y se comportan como

anaerobios facultativos (Davalos, 2005).

V. vulnificus es similar fenotipicamente al V. parahaemolyticus, las caracteristica mas
distintivas del V. vulnificus son la fermentacion de la lactosa y produccion de Beta-D-
galactosidasa, estos son los principales test bioquimicos que se pueden usar para

distinguirla del V. parahaeomolyticus (Lynn, 2008).

Comunmente se los encuentra en el agua de los estuarios de climas tropicales y puede
estar presente en alimentos de origen marino como crustaceos, moluscos bivalvos
(ostiones, almejas, etc.), y también pescados, todos estos tienen un importante papel
en la transmision de agentes infecciosos debido a que en muchas partes del mundo,
como Japdn, tienen la costumbre de consumirlos crudos o insuficientemente cocidos

(Davalos, 2005).

Este microorganismo tiene la capacidad de adherirse a las células, se ha sugerido que
la presencia de pili sea el factor que ayude a la adhesion, que le permite tener una
gran capacidad invasiva. Produce, ademas, enzimas como factores de virulencia que
dafian la permeabilidad vascular como la elastinasa, lecitinasa, fosfolipasas,

mucinasa, proteasas, elastasa, metaloproteasa, condroitina sulfatasa . El polisacarido
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semejante al capsular es sefialado como el principal factor de virulencia, por la
capacidad de atrapar el fierro del huésped, y la resistencia a la fagocitosis (Davalos,

2005).

Tanto la temperatura como la salinidad son factores importantes en los niveles de
Vibrio spp. El V. vulnificus puede ser encontrado en aguas con salinidades desde
0,8ppt hasta los 35ppt, varios estudios han demostrado que a salinidades entre 5 y
25ppt, los niveles de esta bacteria aumentan, sin embargo, su salinidad dptima varia
considerablemente de lugar en lugar (World Health Organization, 2005) (Lynn,
2008). Por otra parte si las tasas de salinidad eran de: 30, 35, y 38ppt, los niveles de

V. vulnificus disminuian en un 58, 88 y 83% respectivamente (Lynn, 2008).

Ademaés de la salinidad, otro factor que es determinante de las densidades de V.
vulnificus en el agua es la temperatura, se ha reportado que este vibrio crece a
temperaturas tan bajas como 13°C, pero su densidad en el ambiente disminuye a
temperaturas por debajo de los 20°C. Las concentraciones mas altas se presentan
entre los 20°C y 30°C de temperatura del agua (World Health Organization, 2005),
sin embargo, hay estudios en los cuales se ha reportado que se ha logrado aislar en
Chesapeake Bay a 8°C de temperatura (Lynn, 2008). Los bajos pH son letales para

este organismo (World Health Organization, 2005).

23



Los niveles de estas bacterias en el agua y en los animales varian de acuerdo a las
estaciones por lo que es mas abundante en lugares con clima célido que en las costas
frias de Estados Unidos. Vibrio vulnificus ha sido implicado, en infecciones humanas,
durante el verano en paises como Taiwan, Japdn, Estados Unidos, Dinamarca,

Alemania, Suecia, Holanda y Bélgica (Davalos, 2005).

Este microorganismo no solo se encuentra en la columna de agua, también esta
presente en el sedimento marino, plancton y otras formas de vida marina, forma parte
de la microflora natural del zooplancton, especialmente en aquellos con exoesqueleto

quitinoso tales como los copépodos (Lynn, 2008).

Aunque los niveles de V. vulnificus son mayores en el agua estuarina durante las
estaciones calidas, este organismo puede sobrevivir a lo largo de todo el afio, incluso
en los meses frios. Existen varias formas a través de las cuales esta bacteria logra
persistir durante todo el afio, una de esta puede ser debido a que logra persistir en
sedimento marino y cuando las condiciones medioambientales son favorables para su
crecimiento entonces empieza colonizando el plancton (Lynn, 2008). V. vulnificus ha
sido aislado de una gran variedad de ecosistemas tales como las costas del Golfo de

México, Océano Atlantico y el Océano Pacifico (Davalos, 2005).

Aunque alrededor del mundo el V. cholerae es el patdgeno alimenticio proveniente de

mariscos mas importante, el V. vulnificus es que tiene una mayor tasa de
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fatalidad/caso de cualquier otro patdgeno de origen alimenticio: méas del 50% de las
infecciones por V. vulnificus son fatales (World Health Organization, 2005)
(Fratamico et al, 2005). Aproximadamente un 7% de la poblacion adulta de Estados
Unidos es susceptible a infecciones de V. vulnificus. Pero un estimado real de la
poblacion susceptible es algo imprecisa debido a las definiciones variadas de los

casos de las condiciones de la enfermedad (World Health Organization, 2005).

Puede infectar al ser humano mediante exposicion de heridas o consumo de alimentos
proveniente del mar. Estas infecciones son raras y generalmente limitadas a
individuos inmunocomprometidos o con enfermedades cronicas pre-existentes. Sin
embargo V. vulnificus puede invadir el torrente sanguineo a través de la barrera
intestinal (septicemia primaria). Aunque el V. vulnificus ha sido encontrado en una
variedad de crustaceos, bivalvos y peces en el mundo, y se han reportado enfermos en
numerosos paises, su epidemiologia, ecologia y distribucion en mariscos ha sido mas
ampliamente investigada en los Estados Unidos. Cada afio, entre 30 y 40 casos de

septicemia primaria son reportados ese pais (World Health Organization, 2005).

La infeccion en heridas ocurre cuando estas son expuestas al agua de mar o alguna
otra fuente portadora de este microorganismo, por ejemplo mariscos contaminados.
La tasa de mortalidad debido a estas infecciones, aproximadamente un 7%, no es tan

alta en coparacion a la tasa de mortalidad debida a la septicemia primaria (50%)
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(Dworkin & Falkow, 2006). La infeccion puede progresar hasta causar un sindrome

Ilamado septicemia primaria.

En el caso de la gastroenteritis los primeros sintomas ocurren unas 16 horas después
de haber sido ingerido el alimento contaminado son. La sintomatologia primaria
incluye: dolor abdominal, vomito y diarrea (Déavalos, 2005). Se desconoce la dosis

infectiva.

Infecciones de V. vulnificus transmitidas por alimentos estan claramente asociadas
con condiciones médicas subyacentes entre estas las enfermedades hepéticas son uno
de los factores de riesgo importantes en infecciones por V. vulnificus, incluyendo
cirrosis debida al consumo de alcohol. Factores adicionales de riesgo incluyen:
diabetes, desordenes gastrointestinales (cirugias, Ulceras), condiciones hematolégicas,
e inmunodeficiencia debida a condiciones como céncer y tratamiento de condiciones
cronicas con agentes inmunosupresores (artritis, etc.) (World Health Organization,

2005).

En individuos inmunocomprometidos y alcoholicos, actua 24 horas después de la
ingestion de las bacterias. Infecta el torrente sanguineo caracterizado por fiebre,
escalofrio, y los niveles de hierro son elevados en suero hasta la disminucion de la

presion sanguinea llegando al shock séptico (Davalos, 2005).
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La septicemia primaria y la infeccion en heridas como edemas y ulceras son
condiciones de alta letalidad (60%), la dosis infectiva para que se presente esta
sintomatologia se presume que es de menos de 100 (Davalos, 2005). Es usualmente
asociada con el consumo de mariscos crudos y es definida como una enfermedad
sistematica caracteriazada por fiebre y shock, y en la cual el V. vulnificus es aislado

de la sangre o de otro sitio estéril (Lynn, 2008).

El V. vulnificus produce toxinas extracelulares como la citolisina que destruye los
eritrocitos (también se le denomina hemolisina), lisa los glébulos rojos y la
citotoxina. Afortunadamente, estas infecciones son relativamente raras y, en
promedio, el CDC (Centers for Disease Control and Prevention) reporta anualmente
32 casos confirmados por cultivos de septisemia primaria causada por V. vulnificus
(Lynn, 2008), casi todos estos asociados al consumo de ostras cultivadas en el Golfo

de Mexico.

Otras infeccions de las que V. vulnificus ha sido aislado incluyen pneumonia en una
victima de ahogamiento y endometritis que se desarroll6 en una mujer después de su

esposicion al agua de mar (Dworkin & Falkow, 2006).

La virulencia del V. vulnificus es multifacética y no muy bien comprendida. En

realidad, varios factores de virulencia han sido reportados para este organismo,

incluyendo: una capsula polisacérida, varias enzimas extracelulares, exotoxinas, y la
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habilidad para obtener hierro de transferrina. La ausencia de estrogeno también ha
sido citada como un factor ligado al huésped que incrementa el riesgo de infeccion.
La presencia de cépsula, la cual también esta relacionada con la opacidad de la
colonia, probablemente es el factor de virulencia mejor conocido. V. vulnificus es un
patdgeno extracelular que se apoya en su capsula polisacarida para evadir ser

fagocitado por las células de defensa del huésped (Lynn, 2008).

Los responsables de que el nimero de V. vulnificus en los productos de la pesca se
incrementen en un momento dado son la temperatura, el pH, la salinidad y el
incremento de la materia organica, entre otras. V. vulnificus se encuentra en las costas
del Golfo de México, en ostiones y agua durante la época de lluvias o cuando la
temperatura del agua es elevada (23°C); y se ha estimado que de abril a octubre el 40
% o0 mas de los ostiones capturados en las costas del Golfo de México pueden
contener a este patdgeno, mediante una asociacion simbidtica entre el bivalvo y la

bacteria que se adhiere (Davalos, 2005).

V. vulnificus es més sensible que otras especies de vibrios y que otros patdgenos de
origen alimenticio a las técnicas de inactivacion usadas en el procesamiento de
alimentos. Un ligero tratamiento de 50°C por minutos reduce un 6log;, de esta
bacteria en la carne de ostras sacadas, mientras que congelando las ostras a -40°C y
almacenado por 3 semanas obtiene una reduccion de la poblacion natural de V.

vulnificus en 4 a 5logio (World Health Organization, 2005).
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Para el aislamiento del microorganismo se emplean medios de cultivo que son
selectivos y diferenciales entre los que se tiene el TCBS (Agar tiosulfato sales biliares
sacarosa) Yy el CPC-Agar (Agar celobiosa-polimixina -colisitina), con los cuales se
incrementan las posibilidades de aislar al microorganismo. Posteriormente se realizan
pruebas de halofilismio (diferentes concentraciones de sal 0%, 3%, 6%, 8%, 10% de
NaCl). Para descartar otros tipos de vibrios, se realizan pruebas de oxidasa y pruebas

bioguimicas para su confirmacion (Davalos, 2005).

2.3.3. V. harveyi

Es una de las especies de Vibrio, Johnson y Shunk fueron los primeros en describirla
en el aflo 1936. Anteriormente estaba clasificada como Lucibacterium y Beneckea,
pero ahora estd incluida dentro del género Vibrio. Muchas de sus cepas son
Bioluminiscentes, pero también existen cepas que no lo son y que son dificiles de
distinguir de otros vibrios (Dworkin & Falkow, 2006). Es un organismo Gram

negativo, que requiere cloruro de sodio para vivir (Austin & Zhang, 2006).

V. harveyi ha sido aislada de varias locaciones geograficas, se la ha encontrado tanto

en las costas como en el océano en aguas abiertas. También se la ha aislado en heces

de peces y de calamares (Dworkin & Falkow, 2006).
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La gran diversidad de V. harveyi plantea ciertas dificultades en la determinacion
bioguimica del medio ambiente y la identificacion de especies de vibrio. Se concluyo
que los criterios bioquimicos no son siempre suficientes para distinguir entre especies
de vibrio debido a su caracter variable (West et al, 1986). EI ADN de esta bacteria

contiene 46-48 mol% de GC (Dworkin & Falkow, 2006).

Con el rapido desarrollo de la acuicultura de todo el mundo, especialmente de Asia 'y
América del Sur, el V. harveyi ha sido reconocido como un patdgeno al que hay que
tomar en consideracion. Causante de problemas de enfermedades en los cultivos de
invertebrado marinos, entre estos el del camardn penaeidos, uno de los cultivos de

mayor importancia (Austin & Zhang, 2006).

Los Vibrios spp. son bacterias de la microflora normal de los camarones peneidos,
pero también son agentes patdgenos oportunistas que pueden tomar ventaja de los
cambios ecolégicos que ocurren dentro de los estanques en los cultivos acuicolas,
ocasionando diferentes enfermedades, lo que puede causar bajas sobrevivencias y

pérdidas econdémicas en la produccion de camaron (Aguirre et al, 2013).

Entre las enfermedades que ocasiona el V. harveyi se encentran: las manchas blancas
del pie en los abalones japonenes, vibriosis luminiscente y las bolitas negras en
camarones penaeidos, ulceraciones en la piel de los pepinos de mar, entre otras

(Austin & Zhang, 2006).
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En un estudio se observd concentraciones de V. harveyi en el agua de 10° y 10’
UFC/ml se gener6 una sobrevivencia baja significativa en las larvas de Litopenaeus
vannamei, siendo la dltima dosis la que presentd los valores mas bajos de
sobrevivencia. Ademas que los subestadios larvales y en el de postlarva 1 fueron més

resistentes a este patdgeno al aumentar la edad de los mismos (Aguirre et al, 2013).

V. harveyi es una bacteria marina que utiliza el quorum sensing, entre otras sefiales
medioambientales, para modular su Bioluminiscencia, sin embargo, se desconoce los
beneficios que recibe de esta Bioluminiscencia (Dworkin & Falkow, 2006). A pesar
de que es una bacteria gran negativa, el mecanismo de su quérum sensing posee
caracteristicas tanto de bacterias gran negativas como de gran positivas. Al igual que
otras gran positivas, el V. harveyi responde a los autoinductores AHL, pero en
contraste con estas bacterias y al igual que las gram positivas, la deteccion del
autoinductor es llevada a cabo por un circuito de 2 componentes (Dworkin & Falkow,

2006).

2.3.4. Pseudomonas spp.

Los patogenos bacterianos que afectan al camaron de cultivo Litopenaeus vannamei
generalmente se encuentran en el ambiente marino de forma natural, comportandose

como oportunistas cuando el camaron se encuentra estresado o debilitado al atacar a
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los animales haciéndolos altamente sensibles a las enfermedades con graves

implicaciones para el cultivo (Rubio et al, 2012).

Las bacterias del género Pseudomonas son causantes de altas mortalidades en el
cultivo de camardn, son bacterias muy patégenas y muy comunes a baja salinidad y
se combaten mayormente con el uso de probidticos (Rubio et al, 2012). De acuerdo
con Moriarty (1990), vibrios y pseudomonas son los géneros mas comunes presentes

en los crustaceos.

Existen especies de Pseudomonas que pueden afectar los cultivos acuicolas como
la Pseudomona aeruginosa, que es un patdégeno oportunista que puede llegar a ser
mortal para los camarones de cultivo a lo largo de su ciclo Bioldgico desde sus etapas

tempranas de postlarvas a las de juveniles y adultos (Carvajal, 2008).

Esta bacteria puede estar presente en el agua o en el sedimento de los estanques de
cultivo, y afecta no solo a los animales sino también a las personas (Leon, 1999). Al
P. aeruginosa se lo encuentra tanto en los suelos como en el agua, es un patégeno
oportunista de plantas y animales, y es el patdgeno humano mas importante del
género Pseudomonas debido al numero y tipo de infecciones causadas, y a la

morbilidad y mortalidad asociadas (Ruiz, 2007).
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La presencia de manchas color café a negro en el camardn Litopenaeus vannamei
constituye un sindrome relacionado con infecciones en la cuticula, apéndices o
branquias (Rubio et al, 2012), se la conoce como “enfermedad del caparazon” y es
causada por patdgenos oportunistas, entre ellas se encuentran las Pseudomonas y
Aeromonas (lbarra, 1999) Segun Edgerton (2004) esta enfermedad, como afeccion
general, puede estar relacionada tanto con hongos como con bacterias, siendo:
Vibrios, Aeromonas, Pseudomonsa y Citrobacteres los géneros bacterianos mas
comunes (Ledn, 1999). La presencia de estas manchas en el cefalotérax causa

depreciacion del valor comercial del producto.

Rubio et al (2012), valoracion clinica y diagnostica mediante bacteriologia e
histopatologia de organismos juveniles sometidos a estrés por bajas temperatura. En
este trabajo se observo la presencia de manchas de color carmelitas oscuros a negras
en el exoesqueleto y apéndices, postura encorvada, musculos infectados por los
géneros Pseudomonas y Aeromonas con inflamacion y necrosis, unido a una elevada
mortalidad. Entre los patdgenos que se identificaron en estas lesiones, los géneros
Aeromonas y Pseudomonas coincidieron con el estudio de Edgerton (2004), y se

lograron identificar las especies P. alcaligenes, P. anguilliseptica.

Las bacterias asociadas con la enfermedad de la cuticula del cefalotorax (enfermedad

de la “concha”) pueden ingresar a través de las heridas o poros. También pueden

penetrar a traves de las branquias y el intestino medio, en el primer caso es debido a
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que estan cubiertas por un exoesqueleto delgado, y en segundo caso se debe a que esa
parte del intestino no esta revestido por un exoesqueleto. Estos lugares constituyen
ademaés los sitios de probable de penetracion de patdgenos presentes en el agua,

alimento y sedimento (Rubio et al, 2012).

Pseudomonas spp. también ha sido reportada como agente causal de otra enfermedad
del camaron junto con el V. parahemolyticus y V. damsella, esta enfermedad se la
conoce como sindrome de la mortalidad de los estanques de Texas y ha sido reporta

en P. vannamei de la costa central y sur de Texas (Ibarra, 1999).

2.4. Caracteristicas de los posibles biocontroladores.

2.4.1. Bacterias provenientes de la Antartida

Durante la Gltima década se han incrementado considerablemente las investigaciones
de microorganismos encontrados en ambientes extremos, en especial bacterias y
hongos que forman parte de la microbiota del Artico y la Antértica, que dadas sus
caracteristicas o las propiedades de sus enzimas tienen un gran potencial como

biorrecursos de aplicacion biotecnoldgica (Baeza et al, 2010).

La Antartida posee poblaciones particulares de microorganismos con flujo genético

restringido, lo que resulta en un recurso genético Unico y muy poco estudiado. Por lo

tanto, el estudio de bacterias provenientes de este ambiente resulta interesante dado
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que estas poseen moléculas adaptadas a las condiciones inusuales de su ambiente,

representando una fuente importante de nuevos compuestos bioactivos (Lavin, 2012).

Esta region ademas posee una biodiversidad de microorganismos que aun esta lejos
de ser conocida, en los escasos trabajos realizados a la fecha, se ha encontrado que
méas de la mitad de los aislados bacterianos obtenidos corresponden a levaduras
taxonémicamente no descritas previamente capaces de vivir en condiciones extremas
de bajas temperaturas, han debido realizar adaptaciones fisioldgicas y bioquimicas de
sus funciones celulares vitales tales como replicacion y transcripcion del DNA,
sistemas generadores de energia, transporte y captacion de los nutrientes disponibles
(Baeza et al, 2010). Todas estas caracteristicas de adaptacion hacia el frio han atraido
la atencion de diversos sectores debido a la posibilidad de que sean explotadas en una

gran cantidad de areas industriales.

La busqueda de nuevos compuestos con actividad antibacteriana producidos por
bacterias antérticas es un campo emergente de relevante importancia, en virtud de que
la Antértica es un ambiente extremo que puede tener poblaciones Unicas de
microorganismos que producen nuevas clases de sustancias antagonistas, incluyendo

antibioticos (Baeza et al, 2010).

La Antartica posee una biodiversidad de microorganismos que aln esta lejos de ser

conocida, en los escasos trabajos realizados a la fecha, se ha encontrado que mas de
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la mitad de los aislados obtenidos corresponden a levaduras taxondmicamente no
descritas previamente capaces de vivir en condiciones extremas de bajas
temperaturas, han debido realizar adaptaciones fisioldgicas y bioquimicas de sus
funciones celulares vitales tales como replicacién y transcripcion del DNA, sistemas
generadores de energia, transporte y captacion de los nutrientes disponibles (Baeza et
al, 2010). Todas estas caracteristicas de adaptacién hacia el frio han atraido la
atencion de diversos sectores debido a la posibilidad de que sean explotadas en una

gran cantidad de &reas industriales.

La busqueda de nuevos compuestos con actividad antibacteriana producidos por
bacterias antarticas es un campo emergente de relevante importancia, debido a que la
Antértica es un ambiente extremo que puede tener poblaciones Unicas de
microorganismos que producen nuevas clases de sustancias antagonistas, incluyendo
antibidticos (Baeza et al, 2010). Debido a las condiciones ambientales adversas, la
produccion de compuestos extracelulares con actividad antimicrobiana es una ventaja

que reduce la competencia entre especies en los microorganismos (\Wong et al, 2008).

Los resultados obtenidos en el proyecto “Biodiversidad y capacidades metabdlicas de
la comunidad bacteriana en diferentes habitats de la Peninsula Fildes (isla Rey Jorge)
y cabo Shirreff (isla Livingston)”, financiado por el INACH, demuestran que

bacterias aisladas de diferentes tipos de muestras en el territorio Antartico chileno,
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son antagdnicas para bacterias patdgenas de importancia en acuicultura y salud

humana (INACH, 2010).

En este estudio se aislaron bacterias que producen compuestos, al parecer, de
naturaleza peptidica, activos sobre cepas de Vibrio splendidus, V. parahaemolyticus,
Halomonas spp., Flavobacterium spp. y Aeromonas hydrophila, importantes
patégenos de peces y moluscos de importancia econdmica. Por otra parte, se
demostro la capacidad inhibitoria de un compuesto obtenido a partir de una bacteria
recuperada en peninsula Fildes, sobre bacterias hospitalarias multirresistentes a
antibidticos actualmente en uso, como Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y Klebsiella pneumoniae productora de R-lactamasas de espectro

extendido (Baeza et al, 2010).

Por otra parte, en otro estudio en colaboracién con el Dr. Michael Wong, de la
Universiti Malaysia Sabah, se han encontrado que 28 cepas bacterianas de 2226
aisladas de la Peninsula Fildes tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de
patdégenos transmitidos por alimentos, como son Escherichia coli 0157:H7,

Salmonella typhimurium, S. typhi y V. parahaemolyticus.

En un estudio por Kan et al en el 2012 se utilizaron cepas bacterianas aisladas de la

Antértida para pruebas de antagonismo contra el Vibrio anguillarun. Uno de estos

aislados, identificado como Pseudoalteromonas, mostr6 una alta capacidad
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inhibitoria. EI compuesto antibacterial aislado del sobrenadante de su cultivo mostrd
sensibilidad ante pH, temperatura y proteinasas. Las sustancias no pudieron ser
disueltas en solventes orgéanicos, pero pudo ser precipitado por sulfato de amonio,
debido a estas caracteristicas se presume que el compuesto puede ser algun tipo de

proteina o péptido (Kan et al, 2012).

Otro estudio conducido por la Universidad de Concepcion de Chile, encontr6é que 2
de las 67 cepas aisladas de la Antértida presentaban actividad inhibitoria en la

formacion de biopeliculas de Flavobacterium psychrophilum (Leyton, 2012).

Seis cepas de bacterias aisladas de los alrededores del Lake Belem cercano a la Base
Escudero, mostraron actividad inhibitoria contra Klebsiella pneumonia,
adicionalmente, cepas aisladas de muestras provenientes del Glaciar Colin formaron

zonas de inhibicién contra varias muestras de patégenos (Wong et al, 2008).

En ambientes naturales, los antibiéticos y otros metabolitos secundarios tienen
multiples funciones relacionadas a la supervivencia de los microorganismos, y su
produccion generalmente se produce durante la fase estacionaria con limitante de

nutrientes (Hentschel et al, 2001).

38



2.4.2.  Propiedades antimicrobianas de los Bioles.

Los Bioles son el producto liquido resultante de la descomposicion anaerobica de los
estiércoles en biodigestores (Jiménez, 2011), en su elaboracion también se emplean
otros restos o materiales organicos, y agua (Diaz et al). EI efecto de estos
bioproductos estd directamente relaciona con su calidad (Chavez et al, 2011), las
zonas donde se producen y las materias primas utilizadas en su elaboracién influyen

sobre sus caracteristicas (Chavez & Jiménez, 2009).

En la investigacion realizada por Magdama et al (2011) se prob6 diferentes Bioles
elaborados a partir de materias primas de varias provincias del Ecuador, en los
resultados de su investigacion se observan variaciones en la efectividad de los Bioles
relacionadas con la procedencia de la materia prima, ademas el efecto inhibitorio

también estaba relacionado con las concentraciones evaluadas.

Su uso ha sido relacionado con el combate de algunas enfermedades fungosas en
diferentes cultivos del Ecuador (Chavez et al, 2011), entre las enfermedades que se
ha probado el potencial uso de Bioles como biocontrolador se encuentra la de la
Sigatoka negra, la cual ataca las plantas de banano y representa un serio problema en
el cultivo de del mismo (Chavez & Jiménez, 2009). Otros trabajos como el de
Magdama (2011) demostraron el efecto fungicida de Bioles de produccién local

frente a M. roreri (Magdama, 2010).
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Chavez et al (2011) lograron reducir la incidencia de moniliasis (M. roreri) del 18%
inicial a un 2% al término de la investigacion, en el mismo trabajo también
registraron una reduccion de la incidencia de escoba de bruja (M. perniciosa) de un

valor de 37% inicial a solo el 5% al finalizar el trabajo.

Las propiedades fungicas de algunos Bioles probablemente se encuentra relacionada

con compuestos termo-resistentes producidos por las poblaciones microbiales durante

la fermentacion (Magdama et al, 2011).
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CAPITULO Il

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIALES:
3.1.1. Medios de cultivo

- Agar Base Sangre

- Triptose Soy Agar

3.1.2. Equipos
- Medidor de densidad 6ptica McFarland
- Balanza
- Incubadora con shaker
- Incubadora de frio con shaker
- Autoclave

- Cémara de flujo laminar

Nutrient Agar

Potato Dextrose Broth
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3.1.3.

3.14.

3.14.1.

Materiales

Cajas Petri plasticas (50mm de
diametro)

Cajas Petri plasticas (90mm de
diametro)

Puntas 200ul

Puntas 1000ul

Pre-filtro de jeringa de
0,45micras

Filtro de jeringa de 0,45micras
Jeringas de 10cc

Kit de extraccion de ADN

Cepas Empleadas

Cepas patogenas

Tubos Falcon (50ml)
Guantes

Asas de Platino

Esparcidores

Probeta de 250mi

Matraz Erlenmeyer (500ml)
Matraz Erlenmeyer (1000ml)
Sacabocado #3

Micropipeta (200ul)

Micropipeta (1000ul)

Se utilizaran cuatro cepas patogenas de camarones para las evaluaciones

experimentales:

Acuicultura (Guayaquil, Ecuador).

Acuicultura (Guayaquil, Ecuador).

Vibrio harveyi, aislada de camarones enfermos por el Centro de Servicios para la

V. vulnificus, aislada de camarones enfermos por el Centro de Servicios para la
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e V. parahaemolyticus, aislada de camarones enfermos por el Centro de Servicios
para la Acuicultura (Guayaquil, Ecuador).
e Pseudomona spp. aislada de camarones enfermos por el Centro de Servicios para

la Acuicultura (Guayaquil, Ecuador).

Estas cepas fueron seleccionadas para la realizacion de los test debido a que los
patégenos V. harveyi, V. wvulnificus, y V. parahaemolyticus son unos de los
principales causantes de problemas por vibriosis en los estanques de cultivo de
camaron. El aislado de Pseudomona spp. fue escogido debido a que también son
bacterias oportunistas y se los encuentra presentes en enfermedades del camardn

ocasionadas por vibrios.

3.1.4.2. Cepas antagonistas
Los aislados bacterianos a probar como posibles antagonistas de los patégenos antes

mencionado son:

- 74 cepas aisladas de diferentes muestras de suelo de la Antartida por el CIBE
e identificadas por cédigo.
- 50 cepas aisladas de muestras de Biol por el CIBE, estas cepas estan

identificadas por codigo.
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3.2. METODOLOGIA:

3.2.1. Determinacion del medio a utilizarse en las pruebas de antagonismo.
Antes de realizar las pruebas de antagonismo se realiz6 pruebas de crecimiento en
diferentes medios de cultivo tanto de las cepas aisladas del Biol y del suelo de la
Antértida como de las bacterias patdgenas a utilizar. Los medios de cultivo usados
fueron: agar nutritivo, Trypticase Soy Agar (TSA), Blood Base Agar, y el medio
Potato Dextrose Agar (PDA), la salinidad con la que se trabajé fue de un 2%, la cual

se consiguid agregando cloruro de sodio a los medios de cultivos.

- Pruebas de crecimiento de los patdgenos en agar nutritivo, en medio TSA y en
medio Blood Base agar con 2% de salinidad.

- Pruebas de crecimiento de las bacterias de la Antartida y del Biol en medio TSA
al 2% salinidad.

- Pruebas de crecimiento de las bacterias de la Antartida y del Biol en medio Blood

Base Agar con 2% de salinidad.

3.2.2. Pruebas de antagonismo Cepas de la Antartida vs patdgenos camaron.
3.2.2.1. Primera prueba
1. Se tomd una caja Petri con medio Agar Sangre (2% de salinidad) para 4
cepas, y 2 cajas como replica. Es decir, 57 cajas Petri para las cepas de la

Antartida y por cada patégeno.
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Con el asa se tomaron las cepas microbianas y se sembro 4 cepas de la
Antértida por caja con 2 réplicas, y se las mantuvo en una incubadora de frio
a 16°C.

Transcurridos diez dias desde la siembran se colocaron 50ul del inoculo del
patdégeno a 0,5 McFarland en el centro de cada caja petri con bacterias del
Biol (la gota no debe tocar a las otras colonias presentes)

Se reviso cada 24 horas a partir de la inoculacion del patégeno y se dibujo el
contorno del crecimiento del mismo hasta que cubra a la cepa de la Antartida
o se forme un halo de inhibicion.

Repetir desde el paso dos para cada patégeno.

Figura # 1. Diagrama del primer método de inhibicion empleado
Cepa
a probar
1 2
Incubar
16°C
—_—
2 Semanas
Patdgeno 4
3 0,5 McFarland
Incubar
16°C
ﬁ-
24 - 48h

Elaborado por: Autor
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3.2.2.2. Segunda prueba

1.

Se utilizaron cajas Petri pequefias (5cm de didmetro) con medio Agar Sangre
(2% de salinidad), cuatro cepas por caja y dos replicas, es decir, 57 cajas
Petri para las cepas de la Antartida. Ademés es necesario realizar un control
del crecimiento de cada patégeno (control).

En cada caja se inoculé 50ul del patdégeno a 0,5 McFarland y se realizé un
screening.

Inmediatamente se sembraron las cepas de las bacterias de la Antartida con
sus respectivas replicas.

Adicionalmente, para el control positivo, se realiz6 un screening del
patdgeno en dos cajas Petri.

Las cajas fueron incubadas a 16°C, y cada 24 horas se las reviso en caso de
aparicion de halos de inhibicion.

Se repitié el mismo procedimiento para cada patogeno.
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Figura # 2. Diagrama de la metodologia empleada en la segunda

prueba de inhibicidn.

—_—
—
Patogeno
0,5 McFarland
S 3

2 Cepa de Antartida
A
» 16°C, 24 - 48h

Elaborado por: Autor

3.2.2.3. Tercera prueba:
1. Se utilizaron cajas Petri pequefias (5cm de diametro) con medio Agar Sangre
(2% de salinidad), dos cepa por caja y dos replicas, es decir, 111 cajas Petri
para las cepas de la Antartida. Ademas son necesarios dos controles positivos.

(esto es para cada patogeno).
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2. Las cepas de la Antartida se sembraron en tubos falcon con 10ml del medio
liquido Potato Dextrose Broth. Se las incub6 a 16°C y con agitacion continua
por dos semanas.

3. Aligual que en la prueba anterior se realiz6 un screening del patégeno (50ul a
0,5 McFarland por caja)

4. Con ayuda de un sacabocado se realizaron 2 pocillos en cada caja Petri y se
colocd 50ul del cultivo de una cepa de la Antartida en un pocillo (2 cepas por
caja). Mantener en refrigeracion a 16°C. Tener en consideracion que no
puede transcurrir mucho tiempo desde el screening hasta la inoculacion del
antagonista o, en el caso de los vibrios, estos empezara a crecer.

5. Se repitieron los pasos 3 y 4 para cada patogeno.

6. Cada 24 horas se revisaron las cajas para observar la aparicién del halo de

inhibicion.

La prueba fue repetida pero con la variante de la salinidad del medio de cultivo

liquido del punto, que en esta ocasion contuvo un dos por ciento de salinidad.
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Figura # 3. Diagrama de la metodologia empleada en la tercera prueba

de inhibicién.
1 I 2
A
b
Inocular Agitacidn 50ul
Cepa Antartida 16°C
e
2 semanas
Medio PDB S bt
Salinidad: atogeno
0%y 2% 3 / J 0,5 McFarland
R R
3
4
Incubar
16°C
50ul =
24 - 48h

Elaborado por: Autor

3.2.2.4. Cuarta prueba:
Para este test se utilizaron solo las cepas que fueron positivas en la prueba 3 (en
ambas variaciones), y también se emplearon estos cultivos bacterianos en medios

liquidos.

Para este test se usaron 2 tubos falcon por cepa.
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Se emplearon cajas Petri grandes (9mm de didmetro): Se colocé 2 cepas por caja (2
cultivos y 2 cultivos filtrados) y 2 réplicas, ademéas de 2 controles positivos por cada

patogeno. En total se destinG 32 cajas Petri para esta prueba.

1. Usando un pre-filtro para jeringa de 45 micras se filtro la mitad del contenido
(aproximadamente 5ml) de un tubo con el cultivo bacteriano y se lo colocé en
un nuevo tubo esteéril.

2. Este mismo luego pasé a través de un filtro de jeringa de 22 micras y
colocado en el otro tubo falcon. Se realiz6 el mismo procedimiento para cada
uno de los cultivos.

3. Se autoclavé por 15 min tanto los tubos con los cultivos originales como los
que contenian el producto del filtrado.

4. En cada caja petri se colocé 100ul de un patdgeno a 0,5 McFarland se realizd
un screening.

5. Inmediatamente después del screening, en cada caja Petri se realizaron 4
pocillos con ayuda de un sacabocado y se coloc6 50ul del cultivo autoclavado
en un pocillo y 50ul del producto de su filtrado en otro (2 cepas por caja).
Luego se lo mantuvo en refrigeracion a 16°C.

6. Ademas se separd 2 cajas petri con el screening del patdgeno para usar como
control.

7. Se repitieron los pasos del 4 al 6 para cada patégeno.

8. Cada 24 horas se revisaron las cajas para observar la aparicion del halo de

inhibicion.
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Figura # 4.

Diagrama de la metodologia empleada para la cuarta

prueba de inhibicidn.

: .
Cultivo en

PDB de la
Pruebha 3

Patogeno
0,5 McFarland

Filtro Filtro }

0,45um 0,22um
AUTOCLAVE

50ul S0ul

24 - 48h

Incubar
16nc U

Elaborado por: Autor
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3.2.3.

3.2.3.1.

1.

3.2.3.2.

1.

Pruebas de antagonismo Cepas aisladas del Biol vs patégenos camaron.
Primera Prueba

Se tomo una caja Petri con medio Agar Sangre (2% de salinidad) para cada 4

cepas, cada una con sus respectivas réplicas. Es decir, 39 cajas Petri para las

cepas aisladas del Biol para cada patogeno.

Se sembro 4 cepas del Biol por caja con 3 réplicas, y se las mantuvo en una

incubadora a 30°C.

Transcurrida 24 horas desde la siembran se colocaron 50ul del inoculo del

patdégeno a 0,5 McFarland en el centro de cada caja Petri con bacterias del

Biol (la gota no debe tocar a las otras dos colonias presentes)

Se reviso cada 24 horas a partir de la inoculacion del patégeno y se dibujo el

contorno del crecimiento del mismo hasta que cubra a la cepa del Biol o se

forme un halo de inhibicion.

Repetir desde el paso dos para cada patégeno.

Segunda Prueba
Se utilizaron cajas Petri pequefias (5cm de diametro) con medio Agar Sangre
(2% de salinidad), dos cepa por caja cada una con dos replicas, es decir, 75
cajas Petri para las cepas del Biol. Ademas son necesarios dos controles
positivos. (esto es para cada patdgeno).
En cada caja se inoculd 50ul del patégeno a 0,5McFarland y se realizé un

screening.
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3. Inmediatamente se sembraron las cepas de las bacterias del Biol con sus
respectivas replicas.

4. Adicionalmente, para el control positivo, se realizé un screening del patdgeno
en dos cajas Petri.

5. Las cajas fueron incubadas a 30°C, y cada 24 horas se las revisd en caso de
aparicion de halos de inhibicion.

6. Se repitio el mismo procedimiento para cada patogeno.

3.2.3.3.  Tercera prueba:

1. Se utilizaron cajas Petri pequefias (5cm de diametro) con medio Agar Sangre
(2% de salinidad), dos cepa por caja con dos replicas, es decir, 75 cajas Petri
para las cepas del Biol. Ademas son necesarios dos controles positivos. (esto
es para cada patogeno).

2. Las cepas del Biol fueron sembradas en tubos falcon con 10ml del medio
liquido Potato Dextrose Broth con 2% de salinidad. Se las incub6 a 30°C y
con agitacion continua por una semana.

3. Al igual que en la prueba anterior se realizé un screening del patégeno (50ul a
0,5 McFarland por caja)

4. Con ayuda de un sacabocado se realizaron 2 pocillos en cada caja Petri y se
colocé 50ul del cultivo de una cepa del Biol en un pocillo (2 cepas por caja).

Mantener en una incubadora a 30°C.
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Tener en consideracién que no puede transcurrir mucho tiempo desde el
screening hasta la inoculacion del antagonista o, en el caso de los vibrios,
estos empezaré a crecer.

5. Se repitieron los pasos 3 y 4 para cada patogeno.

6. Se reviso cada 24 horas para observar la aparicion del halo de inhibicion.

3.2.3.4. Cuarta prueba:
Para este teste se utilizaron solo las cepas que fueron positivas en el test anterior, y

también se emplearon estos cultivos bacterianos en medios liquidos.

Para este test se usaron 3 tubos falcon por cepa que resultd positiva en la prueba

anterior.

Se usaron cajas Petri grandes (9mm de diametro): se emple6 1 caja Petri por cepa
mas 2 réplicas para cada una. Ademas se empled 2 cajas Petri por patégeno para

control. En total se destinG 44 cajas Petri para esta prueba.

1. Usando un pre-filtro para jeringa de 45 micras se filtré6 3ml del contenido de
un tubo con el cultivo bacteriano y se lo colocé en un nuevo tubo estéril.

2. Este mismo luego pasé a través de un filtro de jeringa de 22 micras y
colocado en el otro tubo falcon.

3. Luego se traspaso otros 3ml del tubo madre a otro tubo falcon. Se siguié el

mismo procedimiento para cada uno de los cultivos.
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Se autoclavo por 15 min tanto los tubos con los cultivos madre como los que
contenian el producto filtrado.

En cada caja Petri se coloc6 100ul de un patdgeno a 0,5 McFarland y se
realiz6 un screening.

Inmediatamente después se realizaron 3 pocillos (por caja) con ayuda de un
sacabocado y se coloco:

en un pocillo 50ul del cultivo madre

en otro pocillo 50ul del cultivo madre autoclavado

en el altimo 50ul del producto de su filtrado autoclavado.

Luego se lo mantuvo en un refrigerador a 30°C.

Se repitieron los pasos 5 y 6 para cada patégeno.

Cada 24 horas se revisaron las cajas para observar la aparicién del halo de

inhibicion.

PRESUPUESTO:

Los costos de los materiales y equipos utilizados en esta tesis se detallan en la tabla

IV, dentro de los anexos.
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4. RESULTADOS

Los resultados de las diferentes pruebas de inhibicion contra los patégenos Vibrio
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. harveyi, y Pseudomona sp. realizadas en el

laboratorio del CIBE-ESPOL se presentan a continuacion:

4.1. V. parahaemolyticus

Contra éste patdgeno se probaron 74 cepas aisladas de la Antartida y 50 del Biol
elaborado por el CIBE, de todas las mencionadas ninguna causé la inhibio del

crecimiento del V. parahaemolyticus en ninguna de las pruebas realizadas.
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4.2. V.vulnificus

Del total de las cepas probadas (74 Antartida y 50 Biol) se encontraron que dos de la

Antértida y tres del Biol produjeron halos de inhibicion contra el V. vulnificus.

Ninguna de las bacterias probadas resultd positiva en las pruebas de antagonismo

ndmero uno y dos.

En la Tabla | se observa el promedio de los halos de inhibicion en cada una cepas que

resultaron positivas en alguna de las pruebas de antagonismo contra este vibrio.

Tabla l. Resultados de las pruebas de antagonismos contra el V. vulnificus
Prueba | Prueba Prueba 3 Prueba 4
1 2 Sal.0% | Sal. 2% 'Vfd Filt A,

3 97 0.0 0.0 22.7 0.0 | 0.0 5.4 0.0
m <| 120 0.0 0.0 9.3 00 [ 00| 51 | 00
A-4 (1) 0.0 0.0 0.0 69 | 7.7 2.8 0.0

A-5 (1) 0.0 0.0 0.0 76 | 135 | 25 0.0

E B-3 (3) 0.0 0.0 0.0 1.3 | 0.0 0.0 0.0
§ B-3 (5) 0.0 0.0 0.0 50 | 51 0.0 0.0
- B-3 (6) 0.0 0.0 0.0 35 | 45 0.0 0.0
B-3(7) 0.0 0.0 0.0 05 | 14 0.0 0.0

Elaborado por: Autor
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La cepa A-5(1) fue la que produjo el halo de inhibicién de mayor tamarfio seguido de
los aislados bacterianos A-4(1), B-3(5), B-3(6). Resultando los de menor tamafio B-

3(3), B-3(7).

Ninguna de las cepas de la Antartida cultivadas en PDB con 2% de salinidad, cre6 un

halo de inhibicion.

En la figura #5 se puede observar la diferencia en el tamafio de los halos de inhibicion
medidos a las 24 y 48 horas de efectuadas los ensayos, de esta forma se puede

observar si se mantiene el efecto inhibitorio.

Figura # 5. Comparacioén de los resultados positivos de antagonismo

contra V. vulnificus
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Elaborado por: Autor
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En el caso de la cepa B-3(3), sucedio que la medida del halo de inhibicion tomada a
las 48h de la prueba supero a la efectuada transcurrida 24h desde la prueba, es decir

que se evidencia un “crecimiento” del halo de inhibicion.

En la figura #6 se observa la diferencia entre los halos de inhibicion que se forman
por la actividad de las bacterias (prueba 3) en relacion a los que causan los

metabolitos extracelulares (prueba 4).

Figura # 6. Comparacion de resultados entre la prueba de

antagonismo 3y 4 contra V. vulnificus
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Elaborado por: Autor
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De los aislados bacterianos del Biol solo los cultivos autoclavados de A-4(1) y A-5(1)
formaron halos en la prueba 4, es decir que no existen metabolitos extracelulares que

causen inhibicion en el crecimiento del V. vulnificus.

Comparando el tamafio de estos halos con los que se obtuvieron al utilizar los
cultivos sin autoclavar (prueba 3) los que se formaron en el tltimo ensayo (Prueba 4)

tuvieron un tamario significativamente menor.

En la figura #7 se puede observar la diferencia entre los halos de inhibicion
ocasionados por las bacterias probadas (prueba 3) y los que producen los metabolitos

extracelulares (prueba 4).

Figura #7. Comparacién entre los resultados positivos de las pruebas

de antagonismo 3y 4 (Medio de crecimiento no salino)
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Elaborado por: Autor
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En la cuarta prueba, las cepas de la Antartida 97 y 120 causaron inhibicién del V.
vulnificus  cuando se realizd el ensayo con el cultivo bacteriano autoclavado,
mientras que al realizar los ensayos filtrando el cultivo bacteriano antes de
autoclavarlo el efecto inhibitorio desaparece. Esto implica que la inhibicion del V.

vulnificus no es causada por metabolitos extracelulares.

Es este grafico también se puede observar que el tamafio del halo de inhibicion
alrededor del cultivo bacteriano autoclavado (Prueba 4) que el que produce el cultivo

bacteriano normal (Prueba 3).

4.3. V. harveyi

Del total de las cepas probadas (74 Antartida y 50 Biol), 2 cepas de la Antartida 'y 3

cepas del Biol produjeron inhibicion del crecimiento de este patdgeno.

En la Tabla 11 se observa el promedio de los halos de inhibicion ocasionados por cada
una de las cepas que resultaron positivas en las diferentes pruebas de antagonismo

contra este vibrio.
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Tabla I1. Resultados positivos de las pruebas de antagonismo contra V.
harveyi.
Prueba | Prueba Prueba 3 Prueba 4
1 2 |sal.o% | Sal.2% | MedA. | FiltA.

2 = 118 0.0 0.0 19.7 2.9 2.9 0.0 0.0
(-U C
m < 119 0.0 0.0 19.0 5.6 5.6 0.0 0.0

S | A4(D) 0.0 0.0 0.0 7.6 6.9 0.0 0.0

@ A-5(1) 0.0 0.0 0.0 189 | 95 0.0 0.0

s | B-3 (5) 0.0 0.0 0.0 9.2 4.8 0.0 0.0

Elaborado por: Autor

En la figura #8 se observa la diferencia de tamafios entre los halos de inhibicion

medidos transcurridas 24 y 48 horas desde la realizacion de ensayo.

Figura # 8. Comparacion entre resultados positivos de inhibicién de
crecimiento de V. harveyi en la prueba 3.
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Elaborado por: Autor
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En la prueba 3, la cepa A-5(1) del Biol fue la que produjo el halo de inhibicion de
tamafo significativamente mayor en comparacion con las demas, los aislados
bacterianos del Biol A-5(1), B-3(5), A-4(1), y las cepas de la antartida 119 y 118

también produjeron halos, aunque de menor tamafio.

En las mediciones de los halos a las 48h, se observé una disminucion del radio del
halo de inhibicion de todas las cepas de Biol que fueron positivas. Esto ocurrio
debido a que aunque que el limite del halo de inhibicién permaneci6 igual se registrd

el crecimiento de la colonia de la cepa probada.

A diferencia de los halos de inhibicion de las bacterias del Biol, los formados por las

cepas de la Antartida mantuvieron el mismo tamafio transcurridas 48h.

El error estandar de la cepa A-4(1) se vio afectado debido a que una de las réplicas

presento un tamafio de halo de 1,7mm.
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4.4. Pseudomona sp.

De las 74 bacterias de la Antartida utilizadas para las pruebas de inhibicion, solo dos

produjeron halos de inhibicion (118 y 119).

Ninguna de las 50 cepas del Biol empleadas para las pruebas de antagonismo

funciono contra la Pseudomona sp.

En la Tabla Il se observa el promedio de los halos de inhibicidn en cada una de las

cepas que resultaron positivas en las diferentes pruebas de antagonismo contra este

vibrio.
Tabla Il. Tabla de resultados positivos de Inhibicién de Pseudomona sp.
Prueba 3 Prueba 4
Pruebal | Prueba 2 .
Sal. 0% | Sal.2% | Med A. Filt A.
118 - 8.0 13.2 2.0 0.0 0.0
119 - 10.1 15.0 4.7 0.0 0.0

Elaborado por: Autor

Ninguna de las 50 cepas del Biol funcion6 contra la Pseudomona sp en ninguna de

las pruebas de antagonismo realizadas.
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En la primera prueba de antagonismos contra Pseudomona sp. Los resultados no
fueron concluyentes debido a que la velocidad de crecimiento o desplazamiento de
este patdgeno era muy lenta. El tiempo de duracién de la prueba originalmente era de
1 semana, pero se extendio el periodo de observacion hasta 4 semanas en el caso de
las bacterias de la Antéartida, debido a que éstas tenian un crecimiento muy lento, pero
finalmente se decidié finalizar las observaciones debido a que no la falta de
desplazamiento pudiera deberse a una competencia por los nutrientes. Sin embargo
al realizar las pruebas con las cepas de Bioles se observd que éstas tenian una
velocidad de crecimiento muy superior a la del patégeno, lo que no permitia la
formacion de los halos de inhibicion debido a que las cepas probadas colonizaban

toda la placa rapidamente.

En las pruebas de antagonismo numero 2 y 3, de las 74 cepas de la Antértida, solo los

aislados bacterianos 118 y 119 formaron halos inhibitorios.

A pesar de que las cepas 118 y 119 inhibieron el crecimiento de Pseudomona sp. en

la prueba 3, en la prueba 4 ninguna de éstas fue capaz de formar halos de inhibicion.

En la figura #9 se observa las diferencias de tamafios de los halos de inhibicion

formados por las bacterias de la Antartida en las distintas pruebas.
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Figura # 9. Comparacion entre los resultados de inhibicion de

Pseudomona sp.
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Elaborado por: Autor

En este gréafico se puede apreciar que la salinidad del medio usado para el crecimiento
de las bacterias de la Antartida tiene un efecto sobre el tamarfio del halo inhibitorio

que forman.

4.5. Diferencia de tamafio segun la salinidad (Bacterias de la Antartida)

Las Cepas de la Antartida mostraron diferencias en el tamafio de los halos de

inhibicion ante la presencia o ausencia de salinidad. La amplitud del halo fue

66



significativamente superior en las pruebas en las que se utiliz6 el PDB sin salinidad

como medio de crecimiento de las cepas.

En el caso de las cepas 97 y 120, el 2% de salinidad presente en el medio usado para
su crecimiento ocasiona que éstas no sean capaces de formar el halo de inhibicion, el

cual se forma al usar medio no salino para su cultivo.

Figura # 10. Efecto de la salinidad sobre el tamafio de los halos de

inhibicién de bacterias de la Antartida.
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Elaborado por: Autor
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DISCUSION

Los aislados bacterianos de la Antartida y del Biol, arrojaron resultados distintos
de inhibicién ante un mismo pat6geno en las pruebas 1 y 3. Esto podria deberse a
que el medio utilizado para su crecimiento no era el mismo (para la prueba 1 se
uso Agar base Sangre y para la 3 fue el PDB). Cabe acotar que en la prueba 3 fue

donde se observaron cepas con actividad inhibitoria.

La velocidad de crecimiento de los vibrios usado en las pruebas era superior a la
de las bacterias de la Antartida por lo que solo se pudieron obtener resultados de
inhibicidn contra la Pseudomona sp. en la prueba 2, muy probablemente porque

la velocidad de crecimiento de los organismos experimentales era similar,
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mientras que los Vibrios crecian a mayor velocidad que las bacterias de la

Antartida.

En la prueba 3 se evidencié que aunque las bacterias de la Antartida crecieron
tanto en medios no salinos como con 2% de salinidad, la actividad inhibitoria de
algunos aislados bacterianos fue afectada por la presencia de sal. Los halos de
inhibicion eran de mayor tamafio cuando las cepas habian crecido en medio sin

salinidad.

Al comparar los resultados de la prueba 3 y 4, se observd una reduccion
significativa del tamafio de los halos de inhibicion de algunas de las bacterias (las
cepas codificadas como A®°(1) y A™*(1)), mientras que otras dejaron de tener
actividad inhibitoria. Esto pudo deberse a que hubo cierta degradacion de los

metabolitos al ser autoclavados.

Los metabolitos con capacidad inhibitoria de las bacterias probadas son

termolabiles.
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1)

2)

3)

CONCLUSIONES

De los 74 aislados bacterianos de la Antartida se lograron detectar 2 cepas que
poseian actividad inhibitoria hacia el Vibrio vulnificus y 2 cepas que inhibian el

crecimiento tanto del V. harveyi como de la Pseudomona sp.

De los 50 aislados bacterianos del Biol, se encontraron 6 cepas que inhibian el
crecimiento Vibrio vulnificus, sin embargo solo 4 causaban una inhibicion
significativa. Ninguno de los aislados inhibio el crecimiento de V. harveyi ni de

la Pseudomona sp.

Entre los aislados bacterianos probados no se encontrd ninguno que inhibiera el

crecimiento de V. parahaemolyticus.
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4) Las cepas A“(1) y A®(1), provenientes de la muestra del Biol, y las cepas 97 y
120 provenientes de la Antartida, no producen metabolitos extracelulares capaces

de inhibir el crecimiento del Vibrio vulnificus.

5) Hay potencial de desarrollar productos que ayuden a eliminar las enfermedades
ocasionadas por los patogenos oportunistas Vibrios vulnificus, V. harveyi y

Pseudomona sp.
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RECOMENDACIONES

1) Se recomienda realizar pruebas de antagonismo utilizando PDB (0% de salinidad)
como medio de crecimiento para las cepas del Biol, para determinar el efecto de
la salinidad sobre la produccion de los compuestos con caracteristicas

inhibitorias.

2) Ademas, utilizar diferentes medios de cultivo para el crecimiento de los aislados
bacterianos del Biol y de la Antartida, para determinar si con diferentes
compuestos se pueden producir otros metabolitos con mejores efectos inhibitorios

del crecimiento de los patégenos probados.
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3)

4)

5)

6)

Realizar nuevas pruebas de antagonismo contra otros géneros de vibrios.

Identificar las cepas bacterianas que causan estas inhibiciones.

Realizar bioensayos in vivo para determinar la interaccion entre los vibrios

patdgenos y las cepas antagonistas aisladas.

Extraer e identificar las sustancias bioactivas de las cepas estudiadas con

potencial antibacteriano.
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ANEXOS
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Tabla IV. Materiales y Costos

CANT. |DESCRIP| V.U V.T

AGAR SANGRE DIFCO/USA 2 500 gr 71.00 142.00
TSA DIFCO/USA 1 250 gr 30.00 30.00
NUTRIENT DIFCO/USA 1 250 gr 65.00 65.00
PDB DIFCO/USA 1 500 gr 55.00 55.00
CAJAS PETRI DESECHABLES,
ESTERILES PLASTICAS DE 50mm 10 Paqg x 20 29.80 298.00
EN DIAMETRO
CAJAS PETRI DESECHABLES,
ESTERILES PLASTICAS DE 90mm 6 Paqg x 20 40.00 240.00
EN DIAMETRO
PUNTAS 200ul 16 Pag x1000 12.00 192.00
PI_?E FILTRO DE JERINGA DE 0,45 1 Paq x 50 1400 140.00
micras
FILTRO DE JERINGA 0,22ul

’ 1 P 50 140.00 140.00
(26ml CELULOSA) ax
JERINGA 10cc 1 Paq x 100 15.00 15.00
PureLink GENOMIC DNA MINI KIT

1 50 126.14 126.14

(INVITROGEN) preps
TUB(?S FALCON (Fu_bos conicos para 20 Bolsa x 25 13.60 97200
centrifuga 50ml Estériles)
GUANTES (UltraCruz Gloves, Nitile 1 Caja 100 1250 12,50
Plus, Small)
Mandil Labratorio 1 30.00 30.00
Asas de platino 2 6"H 4.88 9.76
Asas Esparcidoras 1 25/PK 20.44 20.44
Probeta 250ml 1 46.65 46.65
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Matraz Erlenmeyer (500ml) 10.50 10.50
Matraz Erlenmeyer (1000ml) 15.95 15.95
Sacabocado #3

Micropipeta (200ul) 20-200ul 290.00 290.00
(Iiglflcr;;a (Balance Top Load 200G x 342,00 342.00
Medidor Densidad 6ptica McFarland 900.00 900.00
Universal pH Indicador Paper 31.25 31.25
Incubadora con Shaker 6823.00 | 6823.00
Incubadora de frio con Shaker 8196.00 | 8196.00
B e T v
Cémara de flujo laminar B?(')Z;;:y 8240.00 | 8240.00
SUBTOTAL 30750.19
IVA 12% 3690.02
TOTAL 34440.21

Elaborado por: Autor
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Fotos de resultados de las pruebas de antagonismo contra V. vulnificus

Prueba 1

Foto 1. Halo de inhibicién alrededor de
la cepa B (6)

Foto 2. El V. vulnificus no crece cerca de

la cepa B (8).

Foto 3. En esta prueba la cepa 97 no
inhibe el crecimiento del V. vulnificus

Nota: Cada marca es la delimitacion del crecimiento del patdgeno por dia
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Prueba 3

Foto 4. Halo de inhibicién de la cepa 97.

Foto 5. Halo de inhibicién de la cepa
120.

Foto 6. Halo de inhibicién de la cepa

B3(6).

Foto 7. Halo de inhibicién de la cepa

B3(5).
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Foto 8. Halo de inhibicién de la cepa A™(1).

e, Foto 10. El halo de inhibicion de la cepa
Foto 9. Halo de inhibicion de la cepa A

5 A(1) aumenta de tamafio con respecto a
(1) a las 24h de la prueba.

la foto 9 al transcurrir otras 24h.
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Foto 11. Halo de inhibicion de la cepa
A™(1) a las 24h de la prueba.

Foto 12. Halo de inhibicién de A(1)
24h después de la foto 11.

Prueba 4

Foto 13. Placa incubada a 30°C

Foto 14. Placa incubada a 15°C.
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Foto 15. Halo de inhibicion alrededor del
cultivo sin filtrar y autoclavado (AM) de
la cepa A™(1)

Foto 16.Halo de inhibicion alrededor del
cultivo sin filtrar y Autoclavado (AM) de
la cepa A™(1)

Foto 17. No se observa inhibicién

Foto 18. No se observa inhibicion
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Fotos de resultados de las pruebas de antagonismo contra V. harveyi

Prueba 3

Foto 19. Las cepas 118 y 119, cultivadas
en un medio PDB sin salinidad, inhiben
el crecimiento del V. harveyi en la mayor

parte de la placa.

Foto 20. Prueba en medio Agar Sangre,
cepa 118 cultivada en PDB con 2%
salinidad

Foto 21. Prueba en medio Agar Sangre,
cepa 119 cultivada en PDB con 2%
salinidad
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Foto 22. Halo de inhibicién alrededor del
cultivo (PDB 2% salinidad) de la cepa
A®(1)

Foto 23. Halo de inhibicién alrededor del
cultivo (PDB 2% salinidad) de la cepa
B(5)

Foto 24. Halo de inhibicion alrededor del
cultivo (PDB 2% salinidad) de la cepa
A™(1) después de 24h

Foto 25. Halo de inhibicion alrededor del
cultivo (PDB 2% salinidad) de la cepa
A™(1) después de 48h
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Foto 26. Prueba en medio Agar Sangre,
cepa A°(1) cultivada en PDB con 2%

salinidad

Foto 27. Prueba en medio Agar Sangre,
cepa B(6) cultivada en PDB con 2%

salinidad

Prueba 4

Foto 28. Prueba en medio Agar Sangre al
2% de salinidad, cultivos de la cepas
autoclavados (118 y 119), y los cultivos
filtrados y autoclavados (118M y 119M).
No hay halos de inhibicion.

Foto 29. Prueba en medio Agar Sangre al
2% de salinidad, cultivo de la cepa B*(5)
en PDB con 2% de salinidad(A), el
cultivo autoclavado (AM), y el cultivo
filtrado y autoclavado (M).
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Foto 29. Prueba en medio Agar Sangre al
2% de salinidad, cultivo de la cepa B3(5)
en PDB con 2% de salinidad(A), el
cultivo autoclavado (AM), y el cultivo

filtrado y autoclavado (M).

Foto 30. Prueba en medio Agar Sangre al
2% de salinidad, cultivo de la cepa A-
5(1) en PDB con 2% de salinidad(A), el
cultivo autoclavado (AM), y el cultivo

filtrado y autoclavado (M).
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Foto 31. Prueba en medio Agar Sangre al
2% de salinidad, cultivo de la cepa A™(1)
en PDB con 2% de salinidad(A), el cultivo
autoclavado (AM), y el cultivo filtrado y
autoclavado (M).

Fotos de resultados de las pruebas de antagonismo contra Pseudomona sp.

Prueba 2

/l

Foto 32. Halo de inhibicién alrededor de las
cepas 118 y 119
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Prueba 3

Foto 33. Las cepas 118 y 119 fueron
cultivadas en PDB no salino.

Foto 34. Prueba en medio Agar Sangre,
cepas cultivada en PDB con 2% salinidad

Foto 35. Prueba en medio Agar Sangre,
cepas cultivada en PDB con 2% salinidad
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Prueba 4

Foto 38. Prueba en medio Agar Sangre al
2% de salinidad, cultivos autoclavados (118
y 119), y cultivos filtrados y autoclavados

(118M y 119M).
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