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RESUMEN

A partir de una revision sobre las bacterias que se han descrito como asociadas
al camar6én se seleccioné un grupo de criterios bioquimicos que permitan su
identificacién de forma especifica. Para esto se miniaturiz6 la técnica clisica de
identificacién bioquimica utilizando microplacas, lo que permitird un ahorro de tiempo

(facilidad en la manipulacién) y de dinero (menores volimenes de medios de cultivo).

Se escogieron un total de 21 pruebas, las cuales son las necesarias y suficientes
para caracterizar e identificar Pseudomonas spp., Aeromonas spp., Photobacterium
spp. y Vibrio spp. (estos tltimos a nivel de especie), estas pruebas son: forma celular,
motilidad, reaccién de Gram, oxidasa, catalasa, crecimiento al 0% de NaCl, tipo dc
metabolismo (oxidativo y fermentativo), produccién de indol, reaccion dc
Voges - Proskauer, ornitina descarboxilasa, arginina dihidrolasa, asimilacion de L-
arabinosa, celobiosa, D-manitol, D-manosa, sucrosa, D-glucuronato, D-gluconato y

D-galactosa.

Se realizaron las pruebas bioquimicas de bacterias conocidas utilizando la
técnica cldsica conjuntamente con la técnica miniaturizada. Se obtuvo un {00% de
similitud en los resultados obtenidos utilizando ambas técnicas. Posteriormente para la

aplicacion de la nueva herramienta se identificaron un total de 36 aislados bacterianos.



INTRODUCCION

El cultivo comercial del camarén (Penaeus vannamei ) en Ecuador constituye una
de las principales actividades generadoras de divisas para el pais, superada solo por el

petréleo y el banano.

Esto ha llevado a que el pais posea actualmente una importante infraestuctura en
cuanto a laboratorios de larvas y fincas camaroneras se refiere. Como consecuencia de
este desarrollo acelerado de la industria camaronera, se han presentado varios problemas

de diversa indole, siendo uno de los mayores las enfermedades.

Las principales enfermedades, econémicamente importantes, que afectan a esta
especie son de origen viral y bacteriano. Entre los virus que comtnmente afectan al
camarén, encontramos el BPV y el IHHNV, mientras que las enfermedades bacterianas

son debidas principalmente a especies de vibrios.

Las condiciones de cultivo, tanto en laboratorios como en camaroneras, tales como
altas densidades de cultivo, suministro de alimento natural y artificial, uso de tanques y
piscinas en sistemas cerrados (con poco o sin recambio de agua), uso indiscriminado de
antibiéticos, entre otras, ocasionan la proliferacién de bacterias y la aparicién de cepas

resistentes.

Es légico considerar que los camarones se encuentran naturalmente asociados a
bacterias no patégenas, a bacterias realmente patGgenas asi como a bacterias referidas
como patdgenas oportunistas, lo que significarfa que en funcién de las condiciones de
cultivo y/o de la fisiologia del camardn, la presencia de'bacterias podria corresponder a

una enfermedad.
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El conocimiento de la naturaleza de las interacciones existentes entre las bacterias v
el camardn constituye una prioridad para mejorar su cultivo, siendo un punto importanie a
considerar las interacciones entre bacterias con el fin de explorar ¢l concepto de prohiosis

y explotar las cepas que tienen esta capacidad de competir con bacterias patogenas.

Con este concepto de cultivo de camarén y de control de  problemas
bacteriolégicos, existe un punto de bloqueo que debe inicialmente ser considerado v
resuelto, que es el desarrollo de herramientas de identificacion bioquimica especialmente
concebidas para bacterias asociadas al camarén y para ser empleadas en encuestias
epidemioldgicas de gran amplitud, ya que hasta ahora las metodologias de identificacion

de estas bacterias son realmente inadecuadas.

Rutinariamente, el procedimiento utilizado para la caracterizacion e identificacion
de cepas bacterianas se basa en la observacion del color de las colonias en agares
selectivos para vibrios, como el TCBS, tomando a las colonias verdes como patogenas y
a las amarillas como no patdgenas, este criterio no es aplicado adecuadamente, ya que cl
simple hecho de que una especie bacteriana pueda asimilar un carbohidrato en un medio

especifico no puede decir de que bacteria se trata y menos si es patégena o no.

Ocasionalmente, la caracterizacién e identificacién de bacterias es hecha por medio
de pruebas bioquimicas, para lo cual se puede realizar la técnica cldsica de identificacion
bioquimica o utilizar "Kits" comerciales de diagnéstico, como el conocido APL. Ambos
métodos tienen desventajas para la camaronicultura, ya que en el primero se realizan un
gran numero de pruebas que se llevan a cabo en tubos de ensayo usando 5 ml de medio
para cada prueba por lo que resultan tediosas y costosas. El segundo método fue diseiado

para identificar bacterias relacionadas a salud humana y ticne un alto costo.



El objetivo de esta tesis ha sido el de desarrollar una herramienta que posea un
grupo de criterios bioquimicos que permitan identificar bacterias marinas, y mds
concretamente bacterias que han demostrado estar asociadas al camarén. Esta herramienta
fue concebida como un sistema miniaturizado que permite un ahorro de tiempo (facilidad
en la manipulacién) permitiendo identificar un gran niimero de muestras por dia y de

dinero (al usar menor volimen de medios de cultivo).



1. ANTECEDENTES

1.1 BACTERIAS MARINAS ASOCIADAS AL CAMARON

Las bacterias marinas juegan un papel importante como causantes de
enfermedades en camarones provenientes de acuicultura, mientras que no es claro su rol

en las poblaciones del medio natural (Sparks, 1985).

Colonizaciones bacterianas por agentes filamentosos en la cuticula y branquias han
sido documentadas en camarones del medio natural y también han sido mostradas como
responsables de epidemias en camarones cultivados (Fisher, 1977 a,b,c, Lightner, 1977,

Lightner, 1988).

Algunas de estas bacterias filamentosas y formadoras de cadena son Thiothrix sp.,
Flexibacter sp., Citofaga sp., Flavobacterium sp, siendo Leucothrix mucbr el agente
epibionte filamentoso mds importante en crusticeos marinos (Lightﬁer, 1988).
Infestaciones por bacterias filamentosas pueden ser ficilmente detectadas con un
microscopio compuesto (100 X o mds) especialmente en setas de urépodos, ‘pleépodos,

peridpodos, anténulas y laminillas branquiales.

Bacterias Gram-positivas pueden ser ocasionalmente encontradas en camarones
peneidos, sin que su naturaleza sea claramente identificada (Vanderzant et al. ,1971,

Christopher et al. ,1978)

Las bacterias Gram-negativas son predominantes en ambientes marinos (Brisou
et.al, 1965) y usualmente constituyen la mayoria de las bacterias presentes en la
microflora normal de camarones peneidos cultivados y silvestres, asociadas a intestino,

branquias y cuticula. (Vanderzant et al. 1970a, 1971, Yasuda y Kitao, 1980). |



Aquellas que causan septicemias en camarones son predominantemente miembros
de la familia Vibrionaceae, y principalmente del género Vibrio (Krantz et al. 1969;
Vanderzant et al. 1970b; Lewis, 1973; Brinkle et al. 1976; Lightner, 1977, 1983, 1985,
1988; Overstreet, 1978). Otras representantes de la familia Vibrionaceae implicadas en
enfermedades de camarones son Aeromonas spp. (Lightner y Lewis, 1975; Lightner
1977, 1983, 1985, 1988) y Photobacterium spp. (Austin,1995). Por otra parte, bacterias
del género Pseudomonas (familia Pseudomonaceae) también han sido asociadas con

enfermedades de camarones (Barkate, 1972; Lightner, 1983, 1985).

Entre las especies del género Vibrio spp. implicadas como agentes causantes de
infecciones y enfermedades en camarones peneidos se encuentran V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus, V. damsela, V. splendidus, V. harveyi, V. vulnificus (Lightner,
1993) ,V. anguillarum (Lewis, 1973; Lightner y Lewis, 1975; Rosemark y Fisher,
1988),V. cholerae (Guoxing, 1986),V. aestuarianus, V. pelagius, V. campbellii, V.
fischeri, V. nereis, V. tubiashii (Austin, 1995), V. logei, V. marinus, V. hollisae, V.

fluvialis, V. furnissii (Lightner, 1995) y V. penacicida (Ishimaru et al. 1995).

Los camarones peneidos pueden ser infectados en cualquier estadio, pero
particularmente las larvas y post-larvas. En cultivo, parece que las vibriosis se presentan
en circunstancias de sobrepoblacion, bajas concentraciones de oxigeno disuglto y otras
caracterfsticas del agua tales como temperaturas altas, bajos recambios y pobre calidad
(Barkate, 1972; Vanderzant et al. 1970a; Lewis, 1973; Lightner, 1975; Lightner, 1977,
1983, 1985, 1988; Baticados, 1988). |

Debido a que un gran nimero de vibrios se presentan en la microflora de
camarones sanos y enfermos, se ha considerado que algunas especies de ellos pueden ser

patégenos oportunistas, es decir que una cepa pueda ser patégena o no en funcién del



contexto. Sin embargo, otra interpretacién estd ligada al hecho de que la identificacién de
cepas bacterianas de camarones es muy imprecisa. Asi, el concepto de patégeno
oportunista podria ser sometida a cuestionamiento en cierto nimero de casos, siendo dos
cepas confundidas segiin los criterios taxonémicos utilizados mientras que corresponden

a una cepa patdgena y a una no patgena.

A pesar de esta posible conducta oportunista de vibrios de camarones peneidos,
algunos sindromes recientes de camarones peneidos han sido causados por Vibrio spp.,
los cuales se comportan méds como patégenos reales que como patégenos oportunistas

(Lightner,1993).

1.2. FAMILIA PSEUDOMONADACEAE

Esta familia pertenece al grupo 4 (bacilos y cocos Gram;negativos
aerobios/microaerdfilos) de la clasificacion de bacterias seglin el manual de Bergey
(1994). Los miembros pertenecientes a esta familia son bacilos Gram-negativos rectos o
ligeramente curvos, métiles por medio de flagelos polares, estrictamente aerobios, estén
ampliamente distribuidos en la naturaleza, particularmente en ambientes acudticos

(Frerichs & Millar , 1993).



Tabla 1.- Caracteristicas de las familias Enterobacteriaceae, Vibrionaceae,
y Pseudomonadaceae

Caracteristicas Entero Vibrionaceae Pseudomona
bacteriaceae daceae

Didmetro celular, um 0.3-1.5 0.3-1.3 0.5-1.0

Forma celular:

Bacilos rectos + D +

Curvos - D +

Tincién de Gram - - -

Acidez desde D-glucosa  + + D

Productos de

fermentacién del azicar:

Ethanol - . -
Acido lactico - ' -
Acido acético - -

Motilidad D + D
Presencia de flagelos: |
Polar -
Lateral
Ambos -

+
.
v+

Oxidasa -

T |C O
»)

Catalasa +4£

Reduccién de NO3 aNO2 4¢ +€

Produccién de Indol D

w)

Requerimiento de Nat
para crecimiento - D D

Requerimiento de
nitrégeno orgénico - .

+=90% o mas de las especies son positivas

- =90% o mds de las especies son negativas

D= algunas especies son positivas, algunas negativas
e= Pueden darse pocas excepciones



1.2.1. Descripcion y propiedades metabdlicas del género Pseudomonas

El género Pseudomonas (familia Pseudomonadaceae), posee aproximadamente 27
especies reconocidas (Sanders & Fryer, 1991). Las especies de Pseudomonas son
nutricionalmente no exigentes y pueden ser aisladas en medios generales, tales como
BHI, TSA o NA, con temperaturas de incubacién de 20 a 259C Pueden producir

pigmentos, en particular fluorescentes, que son importantes para su caracterizacion.

Los representantes del género Pseudomonas spp. son bacilos rectos o ligeramente
curvos de aproximadamente 0.5-1.0 X 1.5-5.0 um de tamaiio; Gram-negativos; matiles
por uno o varios flagelos polares sin envoltura; quimioheterétrofos; muchas especics
acumulan poli-8-hidroxibutirato como reserva de carbdn; son estrictamente acrobios,
dando una reaccién oxidativa en la prueba O-F; la mayoria de las especies son oxidasa
positivos; todas son catalasa positivos y producen arginina dihidrolasa; la mayoria no
pueden crecer en condiciones 4cidas (pH 4.5) y no requieren factores orginicos dc

crecimiento.

1.3. FAMILIA VIBRIONACEAE

Esta familia pertenece al grupo 5 (bacilos Gram-negativos anaerobios facultativos)
de la clasificacién de bacterias seglin el manual de Bergey (1994). Estas bacterias son
bacilos rectos o curvos usualmente métiles por medio de un flagelo polar; quimio-
organotr6ficos, con ambos tipos de metabolismo respiratorio y fermentativo. Esta familia
posee tres géneros de interés, Vibrio, Aeromonas y Photobacterium.. La mayoria de estos
microorganismos son acudticos, ampliamente distribuidos en agua dulce y el mar.
Constituyen los més frecuentemente encontrados en camarones. (Frerichs & Millar,

1993).



Tabla 2.- Caracteristicas de miembros de la familia Vibrionaceae

Caracteristicas Vibrio Photobacte Aeromo
rium nas
Flagelo polar cubierto + - -
Motilidad + + (+)e

Acumulacién de poly-B-
hidroxibutirato con la
inhabilidad de utilizar B- - +

hidroxibutirato

Requerimiento de Nat para

crecimiento + + -
Lipasa (+)b D )
Utilizacién de D-manitol (+)¢ - (+)

Sensibilidad al compuesto

vibriostdtico 0/129 + + -

Mol% G+C de ADN 38-51 40-44 57-63

+= todas las especies son positivas

(+)=la mayorfa de las especies son positivas

- = todas las especies son negativas

D= algunas especies son positivas, algunas negativas

b= V. nereis, V. anguillarum biovar II, y V. costicola son negativos
C= V. nereis, V. anguillarum biovar Il, y V. marinus son negativos
€= Excepto A. medio y A. salmonicida
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1.3.1. Descripcién y propiedades metabdlicas del género Aeromonas

Las especies de este género pueden ser aisladas en NA o en TSA, sicndo su
crecimiento usualmente inhibido en agar TCBS. Cepas de Acromonas salmonicida no
son mdtiles y pueden ser aisladas en TSA, produciendo colonias pequefias y con
pigmentacién café. Cepas de A. hydrophila, A. caviae y A. sobria son mdtiles. 1.a

temperatura éptima de crecimiento es de 22 a 280C.

Son bacilos rectos con extremos redondeados casi esféricos (0.3-1.0 pm de
didmetro y 1.0-3.5 um en longitud); aparecen solos, en pares o en cadenas cortas; Gram-
negativas; usualmente moétiles por un. flagelo polar simple; son bacterias anaerobias
facultativas; quimio-organotréficas, con ambos tipos de metabolismo, respiratorio y
fermentativo; oxidasa y catalasa positivo; usualmente arginina dihidrolasa positivos y

ornitina descarboxilasa negativos; reducen niratos y pueden crecer en agua dulce.

1.3.2. Descripciéon y propiedades metabélicas del género Photobacterium

Las colonias de Photobacterium spp. no son caracterfsticas, siendo convexas y
lisas. Su coloracién es mds blanca que otras bacterias marinas Gram-negativas
probablemente debido a su contenido relativamente bajo de citocromos. La temperatuea

6ptima de crecimiento parece ser 18-250C.

Cepas de las especies Photobacterium phosphoreum 'y P. leiognathi cstin
ampliamente distribuidas en ambientes marinos y han sido aisladas del agua de mar, dc la
cuticula y de contenidos intestinales de animales marinos; son capaces de emitir luz. de
color azul-verdoso, una propiedad no encontrada en cepas de P. angustum ; no hay
informacién disponible de la distribucién de P. angustum, todas las cepas de esta especic

han sido aisladas del océano abierto en el Archipiélago de Hawai.
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Son bacilos rectos y delgados (0.8-1.3 pum de didmetro y 1.8-2.4 um de
longitud); Gram-negativos; métiles por 1-3 flagelos sin envoltura, algunos no son
métiles; no forman endosporas o microcistos. Son bacterias anaerobias facultativas;
quimio-organotréficas, poseen ambos tipos de matabolismo, respiratorio y fermentativo;
no desnitrifican; no fijan nitrégeno molecular; requieren iones de sodio para su

crecimiento (160-280 mM es la concentracién 6ptima).

La mayoria de las cepas crecen en medios minerales que contengan agua de matr,
D-glucosa y NH4Cl. Ademas todas utilizan D-manosa y glicerol. La reaccién de oxidasa
es variable; la mayoria de las cepas son lisina descarboxilasa y arginina dihidrolas P

positivo, ornitina descarboxilasa negativo; acumulan poli-B-hidroxibutirato bajo cie&s 193 t

condiciones de cultivo. 1 g
N

POLITECKICA 001 UTERM
‘s . . . vy s BIBLIOTECA
1.3.3. Descripcion y propiedades metabdlicas del género Vibrio CENTAAL

La mayoria de las especies de vibrios no requieren factores de crecimiento
orgdnicos. Algunas cepas, sin embargo, pueden desarrollar requerimientos de
aminodcidos, particularmente después de almacenamientos prolongados y subcultivos

(Lee et al., 1978 fide Holt & Krieg, 1984).

Los vibrios crecen en una variedad de medios. La mayoria de las especies
formaran colonias convexas, lisas, blancas-cremosas con bordes enteros. En algunas
especies pueden darse algunas variantes en la morfologia de las colonias particularmente
después de repetidos cultivos y almacenamientos en medios mds con{plejos. La
temperatura 6ptima de crecimiento varfa considerablemente, todas crecen a 20°C y la

mayorfa a 30°0C.
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El medio TCBS, originalmente fue formulado para el aislamiento del V.
parahaemolyticus. (Kobayashi et al., 1963 fide Holt & Krieg, 1984). Este medio
sc]alectivo es cldsicamente utilizado en salud humana y fue adoptado en acuicultura. Sin
embargo, més y mds frecuentemente ciertas cepas de importancia médica no pueden ser
aisladas con este medio debido a una especializacién parasitaria, siendo las cepas més
patégenas no cultivables in vitro , como el V. cholerae serotipo 01 (Colwell et al., 1995).
Podria ser que cepas de vibrios, patégenas del camarén e hiperespecializadas en este
proceso de parasitismo, sean también dificiles de cultivar y aislar en medio TCBS. En
este orden de ideas conviene recalcar que el nimero de vibrios aislados en gelosa no
selectiva de tipo agar marino es generalmente superior al nimero de colonias, gbtenidas a

partir de la misma muestra, luego de aislamiento en TCBS.

Muchas cepas de vibrios marinos son capaces de esparcirse en medios sélidos,
estando este fendmeno relacionado con la formacién de células largas cén muchos
flagelos laterales y con pardmetros fisico-quimicos, tales como la concentracién del agar,
la complejidad del medio o la temperatura (Baumann & Baumann, 1977 fide Holt &

Krieg, 1984).

Algunas cepas de Vibrio cholerae, V. harveyi, V. splendidus, V. fisheri y V.
logei son luminiscentes, estando esta caracteristica relacionada con la pres'éncia de la

enzima luciferasa (Holt & Krieg, 1984).

Los miembros de este género son bacilos rectos o curvos (0.5-0.8 pm cie didmetro
y 1.4-2.6 um de longitud); Gram-negativos; métiles por uno o mds flagelos polares
encerrados en una envoltura; no forman endosporas o microcistos; son bacterias
anaerobias facultativas; quimio-organotréficas, con ambos tipos de metabolismo,
respiratorio y fermentativo; no desnitrifican o fijan nitrégeno molecular; los iones de

sodio estimulan su crecimiento y son necesarios para el crecimiento de la mayoria, la
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concentracién minima necesaria para un crecimiento éptimo va de 5 a 700 mM; muchas
especies de vibrios toleran condiciones alcalinas moderadas creciendo a pH de 9; la
mayorfa de las especies crecen bien en medios que contengan agua de mar. D-glucosa y
otros carbohidratos son catabolizados con produccién de dcido, pero no de gas; oxidasa

positivo.

Se los encuentra en ambientes acudticos con amplios rangos de salinidades,
pudiendo algunas especies también crecer en agua dulce. Muchas especies son patégenas

para vertebrados y para invertebrados marinos.
1.4. PRINCIPIOS DE LA IDENTIFICACION BACTERIANA

La identificacién de bacterias, previamente aisladas, consist? cldsicamente en
determinar una serie de caracteristicas morfolégicas y metabélicas cuya integracién
permite determinar su posicién, por referencia a la taxonomia en curso. Es primordial
considerar lo que representa la taxonomia bacteriana como sistema de clasificacién
arbitrario, simplista y estético frente a la extrema complejidad y variabilidad de estos
microorganisimos en perpetua y rdpida evolucién genética y consecuentemente fenotipica.
En efecto, conviene recordar que hay una diversidad de procesos de modificacién
genética en bacterias, pudiendo todos estos fenémenos ser primordiales desde el punto de
vista de la patogenicidad, que es el caracter esencial de la bacteriologia en el cultivo de
camardn. Asi, la identificacién morfolégica y bioquinliéa aparece como la primera etapa
necesaria para todo estudio de bacterias de camarén, pero ciertamente no suficiente. Otros

criterios, antigénicos y genéticos deben en etapas posteriores ser investigados mediante

inmunotecnologias y técnicas de biologia molecular (Mialhe et al., 1992).
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1.4.1. Aislamiento de bacterias

Las metodologias utilizadas en bacteriologia para el aislamiento est4n basadas en el
uso de medios que satisfacen las necesidades fisiol6gicas mds o menos especificas de un
grupo de microorganismos considerados. Entre los medios cldsicamente utilizados en

bacteriologia del camarén estan TCBS, TSA y agar marino.

El principio del aislamiento consiste en dispersar bacterias en la superficie de una
gelosa de manera que algunas de ellas sean separadas de las otras y luego al multiplicarse

produzcan una colonia que corresponda a una sola bacteria.

Una técnica de aislamiento "streak plating” consiste en tomar una pequefia
cantidad de la muestra con la punta de un asa de platino y sembrarla en una caja de Petri
que contenga medio sélido, raydndola en forma de estrias de tal manera que ée puedan
obtener colonias aisladas (Fig.1). Otra técnica "pour plating" consiste en verter {ﬁna gota o
0.1 ml de la muestra en la superficie del medio sélido y luego esparcirla por lav éuperﬁcie
entera del medio con un varilla de vidrio estéril. Las placas inoculadas son incubadas a

280C por 24 horas (Fig.2).



15

= (B

Figura 1.- Aislamiento de bacterias por rayado en estrias

z &=

Figura 2.- Aislamiento de bacterias por esparcimiento.

1.4.2 Caracteristicas fenotipicas usadas en_identificacion bacteriana

La extensa variedad bacteriana ha hecho necesario el uso de muchos criterios,
esencialmente de tipo fenotipico, a fin de caracterizar e identificar cepas aisladas. Estos

criterios corresponden a los diferentes grupos citados a continuacién:

1. Morfologia de la colonia
2. Morfologia y dimension celular

3. Citologfa celular (inclusiones de glicégeno y grasas).



4. Motilidad y distribucién de flagelos
5. Presencia de esporas

6. Cépsulas

7. Tincién de Gram

8. Crecimiento en caldo

9. Crecimiento en agar

10. Formacién de pigmentos

11. Crecimiento en gelatina

12. Crecimiento en leche

13. Crecimiento en medios selectivos
14. Requerimientos de oxigeno

15. Requerimientos de temperatura

16

16. Formacién de productos de intercambio (sulfuro de hidrégeno, amoniaco, indol)

17. Reduccién de nitratos y nitritos
18. Descomposicién de grasas

19. Descomposicién de almidones
20. Utilizacién de carbohidratos
21. Fuentes de nitrégeno

22. Vitaminas, antibioticos, etc.

En lo que concierne a bacterias asociadas al camarén pertenecientes a los géneros

Pseudomonas, Aeromonas, Photobacterium 'y Vibrio los criterios cldsicamente

utilizados son descritos en detalle a continuacién:

Morfologia de la colonia.- La forma y estructura de las colonias son caracterfsticas

poco ttiles para identificar especies debido a que bacterias de una misma especie pueden

tener colonias distintas morfol6gicamente en funcién del estadio de crecimiento de la

colonia, de las condiciones de incubacién e incluso de las diferentes densidades de
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inoculacién. Al contrario bacterias muy diferentes desde el punto de vista taxonémico

pueden tener colonias morfol6gicamente similares.

En funcién de las especies las colonias pueden ser grandes ( més de 4- 5 mm),
medianas (2-4 mm) o pequefias (1-2 mm), con distintas formas, elevaciones y mirgenes

(Fig. 3).

FORMA e ¢ * o % s\

Puntiforme Circular Filamentosa Irregular Rizoide ‘Huso

—--A

Plana Levantada Convexa  Hinchada Umbonada

wams (N DN % 1% M By

Entera Ondulada Lobulada Filamentosa Erosionada Sinuosa

ELEVACION

Figura 3.- Morfologia de las colonias bacterianas

Morfologia bacteriana.- Las caracteristicas morfolégicas usualmente consideradas
corresponden a la forma de las células (cocos, bacilos rectos y curvos, espirales), sus
extremos (extremos redondeados, de forma cuadrada, agudizados, céncavos) su
dimensidn, el arreglo celular (células simples, pares, en cadena, filamentosas, pequefios
paquetes) y a las caracteristicas de los flagelos (niimero y disposicién). Debido a que el
secado puede causar deformaciones de la bacteria, es preferible examinarlas vivas al

microscopio.
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Motilidad. La motilidad est4 relacionada con la presencia de flagelos y puede ser
estudiada por la técnica de la gota pendiente, usando la ldmina excavada de Koch. El
in6culo puede ser estudiado al microscopio compuesto en un cultivo bacteriano o una

suspension preparada extemporaneamente a partir de una colonia bacteriana.

Tincién de Gram. La diferencia entre bacterias negativas y positivas para la reaccién

de Gram es debida a la estructura de sus paredes celulares.

~

Peptidoglicano

.

Espacio Peripldsmico —9 |

Membrana
Plasmaitica

Figura 4.- Pared celular de una bacteria Gram positiva
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Proteinas

integrales Fosfolipidos

Figura 5.- Pared celular de una bacteria Gram negativa
o

Segun esta prueba, las bacterias primero son tefiidas con cristal violeta y luego
tratadas con yodo para promover la retencién del tinte. Una bacteria Gram-positiva
(Fig.4) pricticamente no es decolorada con etanol debido a que éste disminuye el
didmetro de los poros de la capa de peptidoglicano. Consecuentemente el complejo cristal
violeta-yodo es retenido, lo que hace que la bacteria conserve su coloracién pirpura sin
cambio luego de la coloracién con la safranina.

Por el contrario, la capa de peptidoglicano de las Bacterias Gram-negativas (Fig.5)
es muy fina y tiene poros mds grandes por lo que el alcohol remueve més rdpidamente el

complejo cristal violeta-yodo permitiéndoles ser tefiidas posteriormente por la safranina.
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Catalasa.- Ciertas bacterias contienen la enzima catalasa que interviene en la catdlisis del
peréxido de hidrégeno. Esta actividad es puesta én evidencia cuando se mezcla un indeulo
bacteriano con una gota de peréxido de hidrégeno (H203) y la produccion subsecuente de

burbujas de oxigeno liberado.

2 H,0, ___Cﬁ_t_&_l&&l__> 2H,0+ 0y

Oxidasa.- Con esta prueba se detecta la presencia de la enzima citocromo ¢ oxidasa y
puede ser ficilmente realizada mediante el uso de un producto comercial que corresponde
a un papel impregnado con el reactivo tetrametil-p-fenil diamina HCL al 1% en solucion
acuosa. La prueba consiste en frotar el asa con el indculo sobre el papel, la formacion de
un color violeta fuerte al instante debido a la oxidacién del reactivo indica un resultado
positivo, donde los electrones son transferidos desde el reactivo al citocromo ¢ ,y por lo
tanto via citocromo ¢ oxidasa al oxigeno molecular. Se recomienda el uso del asa de

platino debido a que la de nicrén-cromada puede dar un resultado falso positivo.

Requerimiento y tolerancia de NaCl- Esta prueba se la realiza en caldo nutritivo,
conveniente para los microorganismos que no tienen requerimientos nutricionales
especificos, suplementado 0 no con cloruro de sodio permitiendo determinar los

requerimientos y tolerancias de sal de las bacterias.

Tipo de Metabolismo.- Los microorganismos Gram-negativos pueden ser
diferenciados en base de su metabolismo oxidativo y/o fermentativo de carbohidratos.
Para realizar esta prueba se necesitan dos tubos, uno cubierto de aceite mineral a fin de
crear una condicién anaerobia (fermentacién) y el otro sin aceite, correspondiente a la
condicién aerdbica (oxidacién). Los microorganismos estrictamente oxidativos crecen y
producen solamente en el medio sin aceite mineral una acidificaciéon que ocasiona un

cambio del indicador de pH. Los microorganismos oxido-fermentativos producirin
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acidificacién en ambas condiciones. Si el carbohidrato no puede ser utilizado por la

bacteria, no hay acidificacion bajo ninguna condicién.

Produccién de indol.- La capacidad de una bacteria de producir indol es examinada
utilizando el caldo de triptona. La triptona es el producto de la digestién pancredtica de la
caseina y es usada como fuente de nitrégeno, en barticular el tript6fano estd presente en cl
medio en alta concentracién. La utilizacién de tript6fano por ciertos microorganismos

conduce a la produccién de indol puesto en evidencia por la adicion del reactivo de Kovac

(Fig. 6).
H
N NH3 + i
Hy0 piruvato ~
Hy CHNH3 coon_&.._/i_, Il
triptofanasa
L-TRIPTOFANO INDOL

Figura 6.- Produccién de indol por microorganismos a partir del triptéfano

Reaccion de Voges-Proskauer.- Esta reaccion corresponde a la capacidad de cicitis
bacterias de producir un producto final neutro de la fermentacién de la dextrosa. la
acetofna (acetilmetilcarbinol). La acetoina es oxidada en presencia de oxigeno y dlcali
(hidréxido de potasio) para producir diacetil (dimetilglioxal), el cual reacciona con el alfa-
naftol para producir un color rojo o rosado en el medio MR-VP (Methil red-Voges

Proskauer). Esta es una reaccién VP positiva.

Citrato de Simmons.- Los microorganismos, capaces de utilizar fosfato dihidrogeno
de amonio y citrato de sodio como fuentes tnicas de nitrégeno y carb6n respectivamente,
pueden crecer en el medio Citrato de Simmons provocando su alcalinizacion y
subsecuentemente un cambio de color del indicador de pH, el azul de bromotimol, de

verde (neutro) a azul (alcalino).
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Ornitina descarboxilasa y Arginina dihidrolasa.- El medio "decarboxylase base
Moeller" es usado para probar la produccién de arginina dihidrolasa y ornitina
descarboxilasa. Este medio contiene peptona y extracto de carne para provecr los
nutrientes nitrogenados, piridoxal como co-factor enzimético para la enzima especifica del
aminoécido, dextrosa como carbohidrato fermentable y finalmente ptrpura de bromo
cresol y rojo cresol como indicadores de pH. Los aminodcidos, arginina u ornitina, son
agregados en este medio para detectar la actividad de las enzimas especificas de las
bacterias para estos substratos. Se deposita aceite mineral en los tubos para garantizar la

fermentacion.

La capacidad de una bacteria de fermentar dextrosa con acidificacién del medio se
traduce por un cambio de color de pﬁrpura_ a amarillo. Esta acidificacion estimula la
descarboxilasa bacteriana, si esta presente. La descarboxilacién del aminodcido conduce a
la produccién de una amina con alcalinizacién del medio que cambia de amarillo a purpura

o violeta.

La arginina es hidrolizada por la arginina deiminasa para formar citrulina (Fig.7) y

la ornitina es descarboxilada para formar putrescina (Fig.8).
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Figura 7.- Hidrolizacién de la arginina
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Figura 8.- Descarboxilacién de la ornitina

Asimilacion de carbohidratos.- La asimilacién oxidativa de carbohidratos es
muy utilizada como criterio de identificacién bacteriana, esta prueba estd basada en la
utilizacién de un medio de cultivo complementado con un solo carbohidrato como fuente
de carbono. Los carbohidratos son agregados al medio (1%) ya sea en polvo si el azdicar
no se degrada con el autoclave o sea en solucién previamente esterilizada por filtracién.
La oxidacién del carbohidrato se traduce en la acidificacién con cambio de color del

indicador de pH.



24

1.5. SISTEMAS DE IDENTIFICACION BIOQUIMICA

Clasicamente la identificacién bioquimica requiere utilizar series de tubos con
diferentes medios, lo que causa problemas en términos de preparacién de medios y de
manipulacién de tubos para realizar las diferentes pruebas. En bacteriologia médica una
solucién a estos problemas ha consistido en el desarrollo de "Kits" listos para usar y que
tienen los criterios bioquimicos necesarios y suficientes para identificar bacterias

patégenas al hombre.

Existen "kits" que se diferencian por el tipo de soporte de los medios, estos
pueden ser impregnados en papel filtro o repartidos desecados en sistemas de micropozos
plasticos. Sin importar el tipo de soporte, la rehidratacion del medio es hecha{ por adicién
de la suspension bacteriana. Cada caracteristica bioquimica serd determinada luego de uno
o dos dfas de cultivo, generalmente en base al cambio de coloracién, ya sea directamente

o luego de la adici6n de reactivos.

Entre los "kits" de identificacién més conocidos por su utilizacién en bacteriologfa
médica, el sistema API 20E (API® Laboratory Products) merece ser citado porque es
utilizado para identificaciones de bacterias asociadas a camarones. Este fue disefiado
originalmente para la identificacion de bacterias humanas de la familia Enterobacteriaceae.
y permite realizar 20 pruebas bioquimicas: 8-galactosidasa, arginina dihidrolasa, lisina
descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, utilizacién de citrato, producién dé sulfuro de
hidrégeno, produccion de ureasa, triptéfano deaminasa, produccién de indol, reaccién
de Voges-Proskauer, hidrdlisis de la gelatina, fermentacion de glucosa, asimilacién de
manitol, inositol, sorbitol, rhamnosa, sucrosa, melobiosa, amigdalina y arabinosa. La
prueba de oxidasa es hecha aparte. Después de 24 a 48 horas de cultivo, los resultados
son determinados como positivos o negativos en base al cambio de coloracién. Las

reacciones son codificadas a fin de determinar un nimero de cédigo de 7 digitos que
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permite determinar la especie bacteriana esto por referencia a una lista de nimeros de

codigos.

Otro "kit" que ha sido utilizado en bacteriologia de camardn es el sistema
miniaturizado TTE-AS (Flow Laboratories) que fue evaluado por Kampfer et al. (1987)
para la identificacidn de los miembros de la familia Vibrionaceae de importanéia médica
(10 especies de Vibrio, Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides ). Este "kit"
permite realizar 24 pruebas que son: triptéfano deaminasa, produccién de H2S, hidrélisis
de esculin, produccién de indol, lisina descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, arginina
dihidrolasa, utilizacién de citrato y malonato, Voges-Proskauer, ureasa, fermegtacién de
glucosa, sucrosa, rhamnosa, inositol, sorbitol, adonitol, xilosa y produccién de 8-

galactosidasa, B-glucuronidasa y B-xilosidasa.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIAL BIOLOGICO

Cepas bacterianas

E22 (Vibrio harveyi)

ILI (Vibrio alginolyticus )
158 - (Vibrio alginolyticus )
B668B ( Pseudomonas sp.)

B743Hm (Vibrio alginolyticus )
B732Bt (Vibrio harveyi)

B754T (Vibrio anguillarum )
B707HL1 (Vibrio parahaemolyticus)
B747D (Vibrio damsela)

B778C (Vibrio splendidus 11)

V. fluvialis  (Vibrio fluvialis)

La cepa E22 fue aislada en un laboratorio de larvas de camardn en la peninsula de
Santa Elena e identificada bioquimicamente como V. harveyi en CENAIM por Jenny

Arauz en 1994,

La cepa ILI fue aislada por Iliana Morales en 1994 en el laboratorio de larvas de

camar6én EBISA de una muestra de agua de mar y fue identificada como V. alginolyticus .

La cepa 158 fue aislada de tanques de produccién de larvas de camarén del
laboratorio EBISA en 1995, y asi mismo fue identificada bioquimicamente como V.

alginolitycus.
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Las cepas B668B, B743Hm, B732Bt, B754T, B707HL1, V. fluvialis, B 747D y
B778C fueron aisladas e identificadas bioquimicamente en CENAIM.

2.2. AIS IENTO DE BACTERIAS

Los procedimientos de aislamiento en microbiologia consisten en obtener una
colonia pura proveniente de un solo microorganismo. Para aislar una bacteria, se hacen
dilusiones de la muestra y se siembran 100 LI en agar marino y TCBS esparciéndolos con
una varilla de vidrio estéril. Una vez obtenidas colonias aisladas son transferidas a TSA
(medio recomendado para realizar pruebas bioquimicas) tomando una pequeﬁé cantidad de
la colonia deseada con la punta de un asa de platino y lhego sembradas en el medio s6lido
rayando en forma de estrias. La siembra en estrias se realiza por agotamiento, de tal

manera que se puedan obtener colonias aisladas.

Cuando se trabaja con cepas aisladas congeladas, se las siembra directamente en

TSA. En todos los casos las placas son incubadas a 28°C por 24 horas.

Siempre hay que tener presente que es indispensable el mantenimiento de
condiciones asépticas durante todos los pasos de esta operacion, para lo cual es necesario
trabajar en una cdmara de flujo laminar ( Air Tech Japan,Ltd. Mod. BCM-1002W ).

2.2.1._ Medios_de aislamiento

TCBS (DIFCO®). Es un medio selectivo para vibrios, no debe ser autoclavado,

por lo tanto, es importante trabajar con materiales completamente estériles.
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Agar Marino (DIFCO®). Es un medio especifico para bacterias marinas, en el
cual pueden crecer distintas especies. Este agar tiene la caracteristica de no ser muy duro

al solidificarse, por lo que es necesario agregar 0.5 a 0.85% de bacto - agar.

TSA (ACUMEDIAT)). Es un medio general que permite el crecimiento de
distintas especies bacterianas y es recomendado para el aislamiento y purificacién de

bacterias antes de realizar pruebas de identificacién bioquimica.

2.3. TECNICA CI.ASICA DE IDENTIFICACION BIOQUIMICA

2.3.1. Siembra de bacterias para identificacién bioquimica

La forma de sembrar las bacterias en los diferentes medios para una bioquimica
depender4 del tipo de medio. Para la inoculacién en medios liquidos primero se hace una
suspension bacteriana en agua destilada para la prueba de crecimiento al 0% de NaCl y en
solucién salina estéril 0.85% de NaCl ( Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) para el
resto de las pruebas, tomando con un asa de platino cierta cantidad de la colonia bacteriana
sembrada en agar y diluyéndola. La colonia bacteriana preferiblemente debe haber sido
sembrada en un agar general ( TSA, ‘BHI, NA ). El uso de agares selectivos, que
contienen carbohidratos o los que son elaborados con agua de mar causan falsas
reacciones en algunas de las pruebas bioquimicas, haciendo dificil la identificacién del

organismo.

Una vez realizada la suspensién bacteriana tomar 0.5 ml de la misma e inocularla
en cada uno de los medios a usarse, para el medio citrato de Simmons (sélido) la
inoculacion se la hace tomando una pequefia cantidad de la colonia bacteriana con un asa
de platino en forma de aguja y sembréndola sobre la superficie del medio, haciendo una

linea recta y luego sobre la misma un estriado.
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2.3.2. Pruebas morfolégicas

Motilidad y forma

Se coloca una gota pequefia de la suspensién bacteriana en la centro de una ldmina
cubreobjeto con un asa en punta. Previamente se prepara una limina excavada de Koch,
poniendo una capa de vaselina alrededor de la concavidad. Luego se coloca
cuidadosamente la ldmina cubreobjeto sobre la concavidad, de tal forma que la gota
cuelgue libremente del cubreobjeto sin tocar los lados ni el fondo de la ldmina de Koch,

presionando ligeramente el cubre-objeto sobre la 14mina.

Se coloca una gota de aceite de inmersiéon directamente sobre la superficic del
cubre-objeto para examinar el cultivo al microscopio (100X) con ¢l objetivo de inmersion.
Observandose la motilidad y forma. El inéculo debe ser tomado de cultivos liguidos

joévenes.

Tinciéon de Gram

Tomar un inéculo de bacteria y colocarlo en una placa portaobjeto que contenga
una gota de agua destilada o agua de mar estéril, segin el origen de la bacteria,
mezcldndolo bien y dejdndolo secar al aire libre, pasar después la placa sobre una flama
hasta que la muestra quede fijada. Cada exposicion a la flama no debe ser mayor a 2

segundos.

Una vez fijada la muestra, cubrir el frotis con "Gram Cristal Violeta” (BACTO®)
por un minuto, enjuagar con chorro fino de agua, cubrir el frotis con "Gram iodine

mordant” (BACTO®) por un minuto y enjuagarlo con chorro fino de agua. El siguicnte

.y
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coloraci6n azul, enjuagar suavemente y cubrir el frotis con "Gram safranina" (BACTO®)
por dos minutos, enjuagar y dejar secar. Observar al microscopio usando aceite de
inmersi6n y con el objetivo de 100 X. La coloracién azul o violeta indica que la bacteria es

Gram positiva y si la coloracién es rosada, esta es Gram negativa.

Método de Ryus : Es otra técnica para determinar si una bacteria es Gram-
negativa o Gram-positiva, consiste en tomar un inéculo de bacteria con un asa de platino
en punta y ponerlo en contacto con hidréxido de potasio (KOH) al 3%. Si se forma un
hilo al levantar el asa, la bacteria es Gram-negativa, caso contrario es Gram-positiva

(Finegold, 1989).

2.3.3. Pruebas bioquimicas

Catalasa
Con un asa de nicrén-cromada se toma un inéculo bacteriano y se lo pone en
contacto con una gota de peréxido de hidrégeno (H203), si se producen burbujas la

prueba es positiva.

Oxidasa

Con un asa de platino se toma un inéculo bacteriano y se lo frota en papel
impregnado con el reactivo (cytochrome-oxidase reagent "Nissiui", Yaku Code 05180),
previamente humedecido con agua destilada. El desarrollo de un color violeta al instante o

dentro de un minuto significa un resultado positivo.
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Crecimiento al 0% NaCl

Inocular un tubo conteniendo 5 ml del medio NB (BACTO®) con la suspensién
bacteriana, incubarlo a 28°C hasta 4 dfas, si el medio se torna turbio la prueba es positiva,

si permanece igual es negativa (Foto 1).

Foto 1. Prueba de crecimiento al 0% de NaCl

Tipo de metabolismo

Inocular dos tubos con 5 ml del medio Basal O-F (BACTO®) suplementado con
1% del carbohidrato D(+) Glucosa (SIGMA®) para probar cada organismo. Cubrir uno

de los tubos con 1 ml de aceite mineral (LabGuard®).

Colocarlos en la incubadora (Sibata Scientific Technology Ltd. Modelo SI-450) a
280C por 24 horas o mds. La formacién de 4cido (amarillo) solo en el tubo abierto indica
utilizacién oxidativa de la glucosa. La formacién de dcido en ambos tubos indica una

reaccion fermentativa. Si no se produce ninguna reaccién é4cida, significa que la bacteria



no utiliza la glucosa por ningiin método (Foto 2).
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Foto 2. Prueba para determinar el tipo de metabolismo

Produccion de indol

Inocular un tubo con 5 ml de triptona (BACTO®) al 1% estéril con la bacteria.
incubarlo a 28°C por 24 horas o mis, hasta observar crecimiento. Adicionar 0.5 ml del
reactivo de Kovac, agitdndolo suavemente. Si se desarrolla un color rojo fuerte en la capa
de la superficie inmediatamente o después de unos pocos minutos, el resultado es

positivo.

Reactivo de Kovac: Disolver 5 g de P-dimetilaminobenzaldehido en 75 ml de

alcohol amilico, agregar lentamente 25 ml de 4cido clorhidrico concentrado (Foto 3).



33

Foto 3. Prueba de produccién de indol

Reaccion de Voges-Proskauer

Inocular un tubo con 5 ml del caldo MR-VP (BACTO®) , con la bacteria a

identificar, incubarlo a 289C por 24 horas o mas, hasta observar crecimiento.

A 1 ml del medio incubado adicionar 0.6 ml de la solucién 1 ( alfa naftol al 5% en
etanol absoluto) y 0.2 ml de la solucién 2 ( solucién de hidréxido de potasio al 40%),
agitar bien después de haber afiadido cada solucién. El desarrollo de un color rojo indica
que la prueba es positiva. Reacciones positivas ocurren inmediatamente o después de 5
minutos de haber afiadido el segundo reactivo, es preferible leer los resultados después de

4 horas (Foto 4).
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Foto 4. Prueba de Voges-Proskauer

Citrato de Simmons

Sembrar la bacteria en un tubo con 5 ml del medio citrato de Simmons (BACTO®)
en la superficie del agar inclinado con un asa en punta, incubar a 28°C por 24 a 48 horas
o hasta 4 dfas en condiciones aerobias. Una reaccidn positiva es indicada por el desarrollo
con un color azul intenso. Reaccién negativa si no hay cambio de color ( el medio

permanece verde oscuro).
Ornitina descarboxilasa y Arginina dihidrolasa

Inocular 5 ml del medio "Decarboxilase base Moeller" (BACTO®) suplementado
con el 1% del aminoédcido correspondiente : L - Arginine monohydrpchloride, L-
Ornithine hydrochloride ( WACO PURE CHEMICAL INDUSTRIES Ltd.). Cubrir los
tubos con 1 ml de aceite mineral estéril e incubarlos a 28 9C por 24 a 96 horas. La
reaccién resultante producird alcalinizaci6n (purpura o violeta) para las bacterias que

producen descarboxilasa y un pH 4cido (amarillo) para las bacterias que no producen
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descarboxilasa. El color de los tubos positivos pueden variar en tonos fuertes y suaves
debido a'una destruccién parcial del indicador por parte de algunas bacterias. Los tubos

negativos siempre tendran un amarillo definido (Foto 5).
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Foto 5. Prueba para la deteccién de enzimas especificas a amino4cidos
Asimilacion de carbohidratos.

Preparar tubos que contengan individualmente 5 ml del medio basal O-F con los
diferentes tipos de carbohidratos a utilizarse al 1%: L(+) Arabinose (SIGMA®), D(+)
Cellobiose (SIGMA®), D(+) Mannose (OR® Mallinckrodt), Mannitol (J.T. Baker®),
Sucrose (J.T. Baker®), D-Glucuronic acid lactone (SIGMA®)» D-Gluconic acid lactone

(SIGMA®), D(+) Galactose (SIGMA®).

Inocular los tubos con la suspensién bacteriana y luego incubarlos a 289C hasta 4
dias. Observar la reaccién diariamente, si se produce un cambio de color a amarillo indica

que la bacteria ha oxidado el carbohidrato que contiene el medio (Foto 6).
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Foto 6. Prueba de asimilacién de carbohidratos

NOTA.- A todos los medios se les debe ajustar la concentracién de NaCl al 2%.

2.4. LECTURA DE L.OS RESULTADOS

Es posible usar tablas de diagnéstico en forma conjunta con computadoras. Las
tablas son incorporadas a la memoria de la computadora y los resultados de aislados
desconocidos son comparados con cada una de las posibilidades, la correlacién més alta
es tomada para inferir una identificacién (Austin, 1988). El anilisis "cluster" del paquete

STATISTICA es usado para este propésito (Austin, comunicacién personal).

En el andlisis "cluster” se calculan los indices de similitudes entre la informacion
de referencia y el aislado desconocido. Dentro de este andlisis se utiliza la opcién de
joining (tree clustering), el cual une objetos en grandes racimos, usando alguna medida de

similitud o distancia.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. BACTERIAS SELECCIONADAS ASOCIADAS A A

De todas las especies bacterianas conocidas como asociadas al camarén, se
escogieron las que segun la bibliografia eran las predominantes y ademds implicadas

como patégenas para distintas especies de camarones peneidos:

Pseudomonadaceae
Pseudomonas spp.
Vibrionaceae
Aeromonas spp.
Photobacterium spp.
Vibrios spp:

V. alginolyticus

V. anguillarum

V. campbelli

V. cholerae

V. damsela

V. fischeri

V. fluvialis

V. furnissii

V. harveyi

V. hollisae

V. logei

V. marinus

V. nereis

V. parahaemolyticus



38

V. pelagius

V. penaeicida

V. splendidus 1.
V. splendidus 11.
V. tubiashii

V. vulnificus

3.2. PRUEBAS ESCOGIDAS

Basado en un andlisis bibliogrifico exhaustivo se escogieron un total de 21
pruebas entre morfoldgicas y bioquimicas, las cuales fueron seleccionadas por ser las
necesarias y suficientes para poder identificar y diferenciar las bacterias seleccionadas

(Tablas 3 y 4).

Estas pruebas son: Forma celular, motilidad, reaccién de Gram, oxidasa,
catalasa, crecimiento 0% NaCl, O-F (oxidativo y fermentativo), produccién de indol,
reacciéon de Voges-Proskauer, citrato de Simmons, ornitina descarboxilasa, arginina
dihidrolasa, asimilacién de L-arabinosa, celobiosa, D-manosa, D-manitol, sucrosa, D-

glucuronato, D-gluconato, D-galactosa (Tabla 3).

Las pruebas de forma celular, motilidad, reaccién de Gram, oxidasa y catalasa son
importantes para la identificacién a nivel de los géneros seleccionados, mas no para la
diferenciacién de las bacterias escogidas, ya que todas ellas poseen las mismas

caracteristicas: Bacilos métiles, Gram negativos, oxidasa y catalasa positivo.

La prueba de crecimiento al 0% de NaCl es importante para diferenciar

Pseudomonas spp. y Aeromonas spp. de las otras, excepto deV. cholerae 'y V. furnissii

(Tabla 4).
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!, Tabla 4.- Pruebas que diferencian los géneros de Pseudomonas, Aeromonas, Photobacterium y Vibrios, y especies de Vibrios

Aeromonas Photobacterium Vibrio
Pseu. 3 1.3 1.3
Aero. 1 1
Photo, 7.8.11.12
V. alginolitycus V. anguillarum V. campbeli V. cholera V. damsela V. fisheri
V.ang. 6,8,9,10
V. cam. 13,15 4,8,9,13,15
V. cho. 1,6,15 1,7,8,9,10,15 1,4,7,13,16
V.dam. 8,12,13,15 4,6,9,10,12,13,15 8,16 1,4,6,7,8,12,13
V.fis. 5.10,13,15 45,8,9,13,15 16 1,4,7,10,13 5.8,10,12
V. flu. 56,89 5 8,9,13,15,16 1,7.89.15 5.6,9,12,13,15 8,9,13,15
V. fur. 1,5,6.8,9 15,10 1,8,9,13,15,16 789,15 1,5,69,12,13,15  1,8,9,10,13,15
V. har, 10,14 68,14 4,14,15 1,6,7,10,14,15 48,10,12,14,15  4,14,15
V. hol. 59.12,13 5.6.8,10,12,13 49,16 1,6,7,9,12,13 4589 49, 10,12
V.log. 5,10,13 5,6,8.9,13 15,16 1,6,7,10,13,i5 5.8.10,12,15 15
V. mar. 5,12,13 45,6,89,10,11,12,13 15,16 14,6,7,12,13,15 58,11,15 10,11,12,15
V. ner. 56,812 4,5,9,10,11,12 8,13,15 1,4,78,12,1516  56,11,13,15,16  8,10,11,12,13,15,16
V. par. 513 5.,6,7.8,10,13 4,7,15,16 1,6,13,15 4,5,7.8,12,15 4,7,10,15
V. pel. 56 45,89,10 15,16 1.4,7,15 5,6,8.12,15 10,.5
V. pen. 5,10,12,13 5.8,9,12,13 lisina 1,7,10,12,13,16 8,10,16 12,16
V.sple.1  56,8,10,14 59,14 4.8,14,16 1,7.8,10,14 45,6,10,12,14 438,14
V.sple. I 5,6,13,15 8,9,11,13,15 4 1,7.13.16 4568,11,12,16 4,116
V. tub. 56,10 59 13,15,16 1,7,10,15 5.6,10,12,13,15 13,15
V. vul. 5,10,13,14 5.8,9,13,14 4,14,15,16 1,10,13,14,15 4,5,8,10,14,15 4,14,15
V. fluvialis V. furnissi V. harveyi V. hollisae V. loget V. marinus
V. fur. 1
V. har. 6,8 1,6,8,10,14
V. hol. 6,8,12,13 1,6,8,12,13 10,12
V. log. 6.8,9,13 1,6.8,9,10,13 14 9,10,12
V. mar. 6.8,9,11,12,13 1,6,8.9,12,13 4,10,11,12,14 49,11 10,12
V. ner. 9,11,12,16 1,9,12,16 4638,10,11,12,14 46.8911,13,16 6,8,10,12,13,16 638,13,16
V. par. 6,7,8,13 1,6,7,8,13 7.10 7.12 7,10 47,11,12
V. pel. 8,9 1,8,9 4,6,10,14 4,6,9,12 6.10 6.12
V. pen. 89,12,13,16 1,8,9,10,12,13,16 12,14 2.9,10,16 12,16 10,11,16
V.spleeI 9 1,9,10,14 6.8 6,8,9,10,12 6.8,14 4,6.8,10,11,12,14
V.sple. Il 8,9,11,13,15,16 1,8,9,13,15,16 6,11,14,15 6.9,11,12,16 6,15,16 4,6,10,12,15,16
V. tub. 9 1,9.10 6,14 6.9,10,12,13 6,13 6,10,11,12,13
V. vul. 89,13 1,8,9,10,13,14 mot 9,10 14 4,10,11,14
V. nereis V. parahaemolitycus V. pelagicus V. penaeicida V.splendidusI V. splendidus I1
V. par. 4,6,7,8,11,12,13,16 '
V. pel. 8,12,16 46,7
V. pen. 8,10,11,13 7,10,12,16 10,12,16
V.sple.1  4,10,11,12,14,16 6,7,8,10 48.i0,14 8,12,14,16
V.sple. I 4,8,12,13,15 6,7,11,15,16 4,15,16 11,12 8,11,14,16
V. tub. 10,11,12,16 6,7,10,13 10 12,13,16 14 11,13,15,16
V. vul. 48,10,11,13,14,16 10 4,10,14 14,16 8 11,14,15,16
V. tubiashi
V. vul. 13,14
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La prueba del tipo de metabolismo bacterial (O-F) sirve para diferenciar

Pseudomonas spp. de las otras, excepto deV. hollisae (Tabla 4).

Las pruebas omitina descarboxilasa, arginina dihidrolasa, D-manosa, D-manitol y
D-galactosa son importantes para diferenciar Photobacterium spp. de todas las especics de

vibrios (Tabla 4).
Todas las pruebas sirven para diferenciar las distintas especies del géneroVibrio.

3.3. ELABORACION DE PRUEBAS BIOQUIMICAS CON EL SISTEMA MINIATLI-
10 MO REF A ALA TECNICA CLASICA.

Las bases de el método miniaturizado (Foto 7) son las mismas que las de la técnica
clasica de identificacién bioquimica (Foto 8). La diferencia radica en los materiales y cl

volumen de los medios y reactivos usados.

La determinacién de la forma celular, motilidad, oxidasa y catalasa se las realizo
de igual forma que en el método cldsico. Para conocer si las bacterias eran Gram negativo
o Gram positivo se utilizé el método de Ryus (descrito en materiales y métodos), por ser

mds répido que la tincién de Gram, aunque no tan confiable.

El resto de las pruebas seleccionadas (16) se las hizo en microplacas de 96 pozos

(Corning. Cell Wells™),

Las suspensiones bacterianas fueron preparadas en tubos de ensayo, colocando
una asada de la colonia bacteriana en agua destilada estéril para la prueba de crecimiento al

0% de NaCl y en solucion salina al 0.85% de NaCl para el resto de las pruebas.



Foto 7. Técnica miniaturizada de identificacion bioquimica

Foto 8. Técnica clasica de identificacidon bioquimica

42
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Una vez sembradas las microplacas, estas fueron incubadas a 28°C, haciendo las

lecturas a las 24, 48 y 72 horas de cultivo.

Para cada prueba se utilizaron dos cepas bacterianas, una en la que se esperaba
obtener un resultado positivo y en otra un resultado negativo, para de esta forma
comprobar que se obtenian los mismos resultados tanto en la técnica cldsica como en la

miniaturizada para ambas posibilidades.

Los medios fueron colocados en la microplaca de tal forma que son utilizadas dos
columnas de esta para identificar a una cepa, por lo tanto se pueden analizar hasta seis
i
cepas por cada microplaca.

En el 100% de los casos se obtuvieron los mismos resultados con la metodologfa

clasica y con la miniaturizada. Los resultados son mostrados en la tabla 5.
Crecimiento al 0% NaCl

A 200 Jul del medio NB, se inocularon 20 L1 de la suspension bacteriana en agua

destilada. La formaci6n de turbidez en el medio indicaba un resultado positivo.

Se probaron las cepas B668B (positiva) y B743Hm (negativa). Los resultados
obtenidos en la microplaca fueron idénticos a las pruebas realizadas en los tubos de

ensayo.



Tipo de metabolismo

Se utilizaron dos pozos, en uno se determiné el metabolismo oxidativo, usando
200 p del medio O-F suplementado con glucosa y en el otro se determiné el metabolismo
fermentativo usando 150 1l del mismo medio. Se inocularon 20 [l de suspensién
bacteriana a ambos pozos y al segundo se le afiadi6é 100 [l de aceite mineral estéril, para

garantizar una condicién anaerobia.

- La acidificacién del medio con viraje del indicador de pH de verde a amarillo solo
en el pozo abierto indicaba un resultado positivo para la utilizacién oxidativa de la
glucosa, mientras que la acidificacién del medio en ambos pozos indicaba un resultado
positivo para la utilizacién oxido-fermentativa de la glucosa. Si no se produce
acidificacién en ninguno de los pozbs significa que la bacteria no utiliza lay glucosa de

ninguna forma.

Se probaron las cepas B743Hm (positiva) y B668B (negativa) para la prueba
fermentativa. Debido a que todas las cepas escogidas poseen metabolismo oxidativo, para
esta prueba solo se trabajé con la cepa B743Hm. Los resultados obtenidos en la

microplaca fueron idénticos a las pruebas realizadas en los tubos de ensayo.
Produccion de indol

A 200 L1 de triptona al 1% se inocularon 20 [l de la suspensién bacteriana,
después de 1-3 dias de incubacién (cuando se notaba crecimiento) se adicionaron 20 Ll
del reactivo de Kovac mezcldndolo directamente con la micropipeta. La aparicién de un

halo de color rosado o rojo en la superficie indicaba una respuesta positiva.
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Se probaron las cepas B754T (positiva) y B668B (negativa). Los resultados
obtenidos en la microplaca fueron idénticos a las pruebas realizadas en los tubos de

ensayo.

Reaccion de Voges - Proskauer

A 100 [l del medio MR-VP se adicionaron 20 |l de la suspension bacteriana.
Después de 1-3 dias de incubacién (cuando se notaba crecimiento) se adicionaron 60 Ui de
la solucién 1 y 20 [ de la solucién 2, mezclando con la micropipeta después de aiiadir

cada solucion.

La aparicién de un color rojo indicaba que la prueba era positiva, esto ocurre

inmediatamente o después de 5 minutos de haber afiadido el segundo reactivo.

Inicialmente se probaron las cepas B743Hm (positiva) y B707THL1 (negativa),
pero no hubo reaccién positiva en ninguna. Luego se probaron las cepas B754T (positiva)
y B732Bt (negativa), pero ambas dieron reaccién positiva. Esto puede ser explicado a que
pueden existir cepas mutantes de dicha especie, ya que el 10% de las cepas de una especic
bacteriana no poseen las caracteristicas de el restc para determinadas pruebas. Finalmente
se usaron las cepas B754T (positiva) y B707HL1 (negativa). Los resultados obtenidos cn

la microplaca fueron idénticos a las pruebas realizadas en los tubos de ensayo.
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Citrato de Simmons

A 200 I del medio citrato de Simmons se afiadieron 20 [l de la suspensién
bacteriana. Una reaccidn positiva era indicada por el cambio de color del medio de verde a
azul.

Al principio se probaron las cepas B754T (positiva) y B743Hm (negativa). pero
ambas dieron reaccién positiva debido a Ia existencia de cepas mutantes, como fue
explicado anteriormente. Posteriormente se usaron las cepas B754T (positiva) y B668B
(negativa). Los resultados obtenidos en la microplaca fuecron idénticos a las pruchas

realizadas en los tubos de ensayo.
Ornitina descarboxilasa

A 150 [ del medio "bacto decarboxylase base Moeller” con el aminoicido
ornitina, se adicionaron 20 Jil de suspension bacteriana y 100 [ de aceite mineral estéril.
El desarrollo de una coloracidén violeta fuerte o débil indicaba un resultado positivo. una

coloraciéon amarilla negativo.

Inicialmente se probaron las cepas B7TO7HL1 (positiva) y B754T (negativa), pero
ambas dieron una reaccién negativa, por la misma razén mencionada anteriormente, por lo
que posteriormente se usaron las cepas B732Bt (positiva) y B754T (negativa). [.os
resultados obtenidos en la microplaca fueron idénticos a las pruebas realizadas en los

tubos de ensayo.
Arginina dihidrolasa

A 150 Ul del medio bacto decarboxylase base Moeller con el aminodcido arginina,

se adicionaront 20 [ de la suspensiéh bacteriana y 100 [l de aceite mineral estéril. Fl
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desarrollo de una coloracién violeta fuerte o débil indicaba un resultado positivo, una

coloracién amarilla negativo.

Se probaron las cepas B754T (positiva) y B732Bt (negativa). Los resultados
obtenidos en la microplaca fueron idénticos a las pruebas realizadas en los tubos de

ensayo.
Asimilacion de carbohidratos

A 200 pl det medio O-F con el carbohidrato apropiado, se afiadieron 20 LUl de la
suspension bacteriana. Si el medio se tornaba amarillo la prueba era positiva, y ﬁegativa si
permanecia verde o se volvia azul.

l

Los medios con carbohidratos, al principio fueron preparados por separado,
obteniéndose ligeras diferencias en los tonos de las coloraciones debido al efecto de
errores en el pesaje del medio O-F, debido a esto se preparé un stock del medio O-F para
luego repartirlos en tubos y afiadirles el carbohidrato correspondiente quedando todas del

mismo tono.

Es importante recalcar que ciertos carbohidratos no pueden ser esterilizados en el
autoclave (se desdoblan a esas temperaturas), sino por filtracion, entre ellos arabinosa ,
celobiosa y sucrosa, ademds se recomienda esterilizar el resto de los carbohidratos

utilizados a 110°C por 10 minutos.

Los resultados obtenidos en la microplaca fueron idénticos a las pruebas realizadas

en los tubos de ensayo, para todos los carbohidratos utilizados.
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L-Arabinosa. Se probaron las cepas B754T (positiva) y B743Hm (negativa), pero no
hubo reaccién positiva en ninguna debido a que el carbohidrato se degrad6 al ser
autoclavado y por lo tanto no pudo ser asimilado. Luego se probaron las cepas V. fluvialis

(positiva) y B743Bt (negativa), obteniéndose los resultados esperados.

Celobiosa. Se probaron las cepas B754T (positiva) y B743Hm (negativa), pero ambas
dieron reaccién positiva ya sea por contaminacién o la presencia de cepas mutantes.
Entonces se usaron las cepas B754T (positivas) y B668B (negativas), obteniéndosc los

resultados esperados.

D-Manosa. No se usaron cepas negativas debido a que no se contaban con aislados de

las mismas, se probé la cepa B754T (positiva).
D-Manitol. Se probaron las cepas B754T (positiva) y B747D (negativa).
Sucrosa. Se probaron las cepas B754T (positiva) y B747D (negativa).

D-Glucuronato. Se probaron las cepas B732Bt (positiva) y B754T (negativa). Para la
preparacion de este medio se utiliz6 dcido D-glucurdnico-Lactona, por lo que al preparar cl
medio este se tornaba dcido (amarillo), entonces se tuvo que ajustar el pH final a 7.2 con

NaOH IN y se lo estabiliz6 con hepes (5.2 gr/ 1t).

D-Gluconato. Se probaron las cepas B743Hm (positiva) y B668B (negativa). Para Ia
preparacién de este medio se utiliz6 4cido D-glucénico-Lactona, por lo que al preparar el
medio este se tornaba dcido (amarillo), entonces se tuvo que ajustar el pH final a 7.2 con

NaOH IN y se lo estabilizé con hepes (5.2 gr/ It).

Galactosa. Se probaron las cepas B747D (positiva) y B778C (negativa).
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3.4. EVALUACION DEL SISTEMA MINIATURIZADO PARA LA IDENTIFICA-
I IMICA TOMANDO O REFERENCIA A LA

CLASICA

Para la validaci6n de esta nueva metodologia, se probaron las cepas E22, B668B,

ILI y 158. Es decir, se hizo la bioquimica completa para cgda una de esta cepas varias

veces, tanto con la metodologia cldsica como con la miniaturizada como lo indica la tabla
6, obteniéndose los mismos resultados tanto con la técnica cldsica como con la
miniaturizada. La cepa E22 correspondié a una bacteria de tipoVibrio vulnificus (100%),
la B668b a Pseudomonas sp. (100%), la ILI aVibrio fluvialis (90%) y la158 a Vibrio
fluvialis (94%). o

VEL

3.5. APLICACION DEL SISTEMA MINIATURIZADO PARA LA IDEETLE!QAQL@"

DE BACTERIAS DESCONOCIDAS.

225

' POLITECK!
Utilizando la microplaca como fue descrito previamente se probaron un total de 36ei

aislados: Las cepas de la 1 ala 9, fueron aisladas de un laboratorio de larvas ubicado en °
Playas (las muestras provenfan de macerados de larvas de dos tanques de cultivo), de la
10 a la 13, fueron aisladas de un laboratorio de larvas de camarén en Cuba, de la 14 a la
34, fueron aisladas de un laboratorio ubicado en Ayangue (las muestras delal4alal9
provenian de macerados de larvas de dos tanques de cultivo, de la 20 a la 26 de tanques
de algas, de la 27 a la 29 de la arena de la toma de agua, de la 30 ala 32 dql filtroy de la
33 a la 34 de macerado de larvas con sfndrome de bolitas) y las cepas 35 y 36 fueron
aisladas de un laboratorio ubicado en San Pablo (las muestras provenian de macerado de

larvas). La tabla 7 muestra los resultados de estas pruebas.



Tabla 5.- Comparacién de los resultados obtenidos en la técnica cl4sica y la miniaturizada

x'

EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTO 2 EXPERIMENTO 3
Pruebas bioquimicas Cepas positivas Cepas negativas C. positivas C. negativas  C. positivas . C. negativas
NB, 0%CINa B668B B743Hm B668B B743Hm B668B B743Hm
OF- oxidativo B743Hm B743Hm B743Hm
OF-fermentativo B743Hm B668B B743Hm B668B B743Hm B668B
Produccién de indol B754T B6638B B754T B668B B754T B668B
vP B743Hm B707HL1 B754T B732Bt B754T B707HLI1
Citrato de Simmons B754T B743Hm B754T B743Hm B754T B668B
Onmnitina descarboxilasa B707HLI1 B754T B732Bt B754T B732Bt B754T
Arginina dihidrolasa B754T B732Bt B754T B732Bt B754T B732Bt
L-Arabinosa B754T B743Hm B754T B743Hm V. fluvialis B743Hm
Celobiosa B754T B743Hm B754T B743Hm B754T B668B
D-Manosa B754T B754T B754T
D-Manitol B754T B747D B754T B747D B754T B747D
Sucrosa B754T B747D B754T B747D B754T B747D
D-Glucutonato B732Bt B754T B732Bt B754T B732Bt B754T
D-Gluconato B743Hm B6638B B743Hm B668B B743Hm B668B
Galactosa B747D B778C B747D B778C B747D B778C
TECNICA CLASICA
NB, 0%CINa + - + - + -
OF- oxidativo + + +
OF-fermentativo + - + - + -
Produccién de indol + - + - + -
VP - - + + + -
Citrato de Simmons + + + + + -
Ornitina descarboxilasa - - + - + -
Arginina dihidrolasa + - + - + -
L-Arabinosa - - - - + -
Celobiosa + + + + + -
D-Manosa + + +
D-Manitol + - o+ - + -
Sucrosa + - + - + -
D-Glucuronato + - + - + -
D-Gluconato + - + - + -
Galactosa + - + - + -
T. MINIATURIZADA
NB, 0%CINa + - + - + -
OF- oxidativo + + +
OF-fermentativo + - + - + -
Produccié6n de indol + - + - + -
VP - - + + + -
Citrato de Simmons + + + + + -
Omitina descarboxilasa - - + - + -
Arginina dihidrolasa + - + - + -
L-Arabinosa - - - - + -
Celobiosa + + + + + -
D-Manosa + + +
D-Manitol + - + - + -
Sucrosa + - + - + -
D-Glucuronato + - + - + -
D-Gluconato + - + - + -
Galactosa + - + - + -




oo ——— wouuv e BDuUvoU iLd | W BoOSh iLl 158 E22 B668b iLl 158
OF- oxidativo E22 B668b E22 B668b IL1 E22 B668b Ll 158 E22 B668b iLI 158
'OF-fermentativo E22 B668b E22 B668b ILI E22 B668b Ll 158 E22 B668b IL1 158
Indol E22 B668H E22 B668h LI EX2 B668b ILI 158 E22 B668b ILI 158
VP E22 B668b E22 B668b ILI E22 B668b ILl 158 E22 B668b ILI 158
Citrato E22 B668b E22 B668b ILI E22 B668b ILI 158 E22 B668b ILI 158
Ormitina EX B668b E22 B668b ILI E22 B668b ILI 158 E22 B668b LI 158
Arginina E22 B668b E22 ..B668b AL Lo E22. B668b-.. - ILI. 158 E22 B668b ILI 158
L-Arabinosa E22 B668b E22 B668b L] E22 B668b IL! 158 E22 B668b LI 158
Celobiosa E22 B668b E22 B668b ILI E22 B668b ILI 158 E2 B668b ILI 158
D-Manosa E22 B668b E22 B668b ILI E22 B668b IL] 158 E22 B668b ILI 158
D-Manitol E22 B668b E22 B668b ILI E22 B668b LI 158 ER2 B668b L1 158
Sucrosa E22 B668b E22 B668b LI E22 B668b ILI 158 E22 B668b ILI 158
D- Glucuronato E22 B668b E2 B668b ILI E22 B668b ILI 158 E22 B668b ILI 158
D-Gluconato E22 B668b E22 B668b ILI E22 B668b LI 158 E22 B668b ILI 158
Galactosa EX2 B668b E22 B668b ILI E22 B668b ILI 158 E22 B668b ILI 158
TECNICA CLASICA
NB. 0%CiNa - + - + - - + - - - + - -
OF- oxidativo + + + + + + + + + + + + +
OF-fermentativo + - + - + + - + + + - + +
Indol + - + - + + - + - + - + -
VP - + - + + - + + - - + + -
Citrawo + - + - - + - + + + - + “+
Omitina + - + - + + - + + + - + +
Arginina - + + + + - + + - + + +
L-Arabinosa - - - - R - . . + - + - +
Celobiosa + - + - -+ + - - + + + + +
D-Manosa + + + + + + + + + + + + +
D-Manitol + -+ + + + + + + + + + + +
Sucrosa - + - + + - + + + + + + +
J-Glucuronato + - + - + + . + + + - + +
J-Gluconato + - + - + + . + + + - + +
J-Galactosa + + + + + + + + + +
[.MINIATURIZADA
\NB. 0%CINa - + - + - - + - - - + - -
JF- oxidativo + + + + + + + + + + + + +
JF-fermentativo + - + - + + - + + + . + +
ndol + - + - + + - + + - + -
P - + - + + - + + - - + + -
“itrato + - + - - + - + + + - + +
Jrnitina + - + - + + - + + + - + +
\rginina - + + + - + + + - + + +
.~Arabinosa - - - - . - . - + - + - +
‘elobiosa + - + - + + - + + + + + +
)>-Manosa + + + + + + + + + + + + +
>-Manitol + + + + + + + + + + + + +
‘ucrosa - + - -+ + - + + + + + + +
)-Glucuronato + - + - + + - + + + - + +
»-Gluconato + - + - + + - + + + - -+ +
)»-Galactosa + + + + + + + + + + + +
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Los resultados se los expresa como un porcentaje de concordancia de las pruchas
realizadas entre el aislado desconocido y la especie bacteriana a la que mds se parece. Por
ejemplo, en la cepa |1 un 94% de las pruebas realizadas coinciden con el patrén de una
bacteria de tipo V. vulnificus . La variacién en los porcentajes indica que un mayor o
menor nimero de pruebas no coincidieron con los datos patrén de dichas bacterias. La
utilizacién del programa de computadora mencionado en materiales y métodos solaniente
ayuda a encontrar a que especie bacteriana mayormente se asemeja el aislado

desconocido, para después determinar manualmente dicho porcentaje de concordancia.

La interpretacién de los resultados de todos los aislados probados son:

Cepa 1 V. vulnificus (94%)
Cepa 2 V. parahaemolyticus (90%)
Cepa3 V. vulnificus (94%)
Cepa 4 V. harveyi (88%)
Cepa 5 V. harveyi (88%)
Cepa 6 V. harveyi (88%)
Cepa’ V. vulnificus (100%)
Cepa 8 V. vulnificus (100%)
Cepa 9 V. vulnificus (100%)
Cepa 10 V. vulnificus (94%)
Cepa 11 V. fischeri (100%)
Cepa 12 V. vulnificus (94%)
Cepa 13 V. fischeri (100%)
Cepa 14 V. alginolyticus (88%)
Cepa 15 V. harveyi (88%)
Cepa 16 | V. harveyi (82%)

Cepa 17 ’ V. harveyi (82%)



Cepa 18

Cepa 19
Cepa 20
Cepa 21
Cepa 22
Cepa 23
Cepa 24
Cepa 25
Cepa 26
Cepa 27
Cepa 28
Cepa 29
Cepa 30
Cepa 31
Cepa 32
Cepa 33
Cepa 34
Cepa 35
Cepa 36

V. anguillarum (95%)
V. anguillarum (95%)
V. anguillarum (95%)
V. parahaemolyticus (84%)
V. anguillarum (95%)
V. harveyi (88%)

V. harveyi (88%)

V. fluvialis (83%)

V. fluvialis (83%)

V. harveyi (94%)

V. fischeri (95%)

V. harveyi (88%)

V. pelagius (95%)

V. fischeri (95%)

V. campbellii (94%)

V. campbellii (94%)

V. seplendidus 1(84%)
V. harveyi (88%)

V. anguillarum (95%)
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Tabla 7.- Resultados de las pruebas bioquimicas de cepas desconocidas

cepal

cepa2

cepa3

cepad

cepas

cepab

cepa7

cepa8

cepa9

cepall
cepall
cepal2
cepal3
cepald
cepal5
cepal6
cepal7
cepal8
cepal9
cepa2(
cepa2l
cepa22
cepa23
cepa24
cepa2s
cepa26
cepa27
cepa28
cepa29
cepa3l
cepa3l
cepa32
cepa33
cepa34
cepa35s
cepa36

TCBS

~ colonia amarilla plana

colonia amarilla plana
colonia amarilla plana
colonia amarilla céncava
colonia amarilla céncava
colonia amarilla céncava
colonia verde

colonia verde

colonia verde

colonia verde

colonia verde mediana
colonia verde mediana
colonia verde pequefia
colonia arnarilla mediana
colonia amarilla mediana
colonia amarilla mediana
colonia amarilla mediana
¢. amarilla-verde mediana
colonia verde pequefia
colonia amarilla grande
colonia verde mediana
colonia amarilla grande
colonia verde mediana
colonia grande amarilla
colonia mediana amarilla
colonia grande amarilla
colonia verde mediana
colonia amarilla grande
c. amarilla-verde brillante
colonia amarilla pequefia
¢. verde,bordes trashicidos
N.C.

colonia amarilla

colonia amarilia

colonia amarilla pequefia
colonia amarilla pequefia

Agar marino

¢. cremosa mediana (TSA)

c. transparente (TSA)

N.C.

c. pequeiia transparente (TSA)
colonia naranja mediana
colonia blanca mediana
colonia blanca mediana
colonia blanca mediana
colonia blanca mediana
colonia amarilla mediana
colonia blanca mediana
colonia blanca mediana
colonia blanca mediana
colonia blanca mediana
colonia blanca mediana
colonia blanca mediana
spreader blanco traslicido(TSA)

¢. cremosa mediana(TSA)

¢. cremosa mediana (TSA)

c. planas trashicidas (TSA)
c.blanca mediana rizoidea(TSA)
spreader, traslhicidas(TSA)

Forma

Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos

Motilidad Gram Oxidasa Catalasa
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CONCLUSIONES

La bacteriologia se sitia en los campos prioritarios de la investigacién para la
acuicultura de camarones, esto en términos de sustentabilidad econ6mica y ecolégica. En
efecto, las bacteriosis ocasionan mortalidad con carécter de epidemia y/o endemia en los
laboratorios y en las camaroneras. El impacto econémico real de estas enfermedades es
largamente subestimado ya que la etiologia de las enfermedades de camarén es solo
relativamente determinada por falta de herramientas y de técnicas de diagndstico

adaptadas.

Desde el punto de vista ecoldgico, existe un problema mayor que corresponde a
los desechos y residuos de antibiéticos que son utilizados masivamente sin considerar los
i

riesgos de resistencia de cepas patégenas de camarones o del hombre.

La estrategia tinicamente reconocida para prevenir y controlar las bacteriosis se
basa en primer lugar en la caracterizacién y la identificacién de cepas asociadas al
camaroén, tratando de determinar su naturaleza netamente patégena o probiétig(;a, esto en
base a infecciones experimentales y a andlisis epidemiolégicos. En segundb lugar la
prevencion de bacteriosis depende por una parte de la disponibilidad de herramientas de
diagnéstico de cepas patégenas netamente basadas en la utilizacién de sondas moleculares

y por otra parte de la utilizacion de cepas probidticas capaces de interferir con el desarrollo

de cepas patégénas.

La identificacién bacteriana parece por lo tanto como el elemento clave de esta
estrategia. Por referencia con la bacteriologia médica, la identificacién bacteriana necesita
integrar caracteres morfol6gicos, bioquimicos, antigénicos y genéticos, lo que sjgniﬁca la
puesta en marcha de una gran diversidad de técnicas. Sin embargo, conviene a§ializar los

campos de aplicacién de cada uno de los tipos de caracteres. La identificacién bioquimica
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correspondiente principalmente a la determinacién taxon6mica de una bacteria a la escala
especffica, los otros criterios son mds utilizados a los niveles subespecificos y para el

diagnéstico réapido de una cepa dada con la ayuda de sondas nucleicas muy especificas.

Desde el punto de vista de trabajos basicos de bacteriologia netamente en la fase
descriptiva de bacterias asociadas al camardn, la identificacién bioquimica se presenta

como primordial y prioritaria.

‘Los conocimientos sobre las bacterias del camarén son en la actualidad
extremadamente limitadas esencialmente en razén de lo inadecuado de las técnicas clésicas
de identificaciones bioquimicas que son dificiles de poner en marcha, lo que limita
fuertemente el nimero de andlisis que pueden ser realizados y que vuelven casi imposible

los estudios epidemiolégicos que necesitan identificar numerosos aislados.

En bacteriologfa y epidemiologié humana, este problema técnico fue superado por
el desarrollo de sistemas miniaturizados mucho mas simples y rdpidos de manipular que
el conjunto de tubos con medios de cultivo, los cuales permiten realizar las pruebas
necesarias y suficientes para un grupo de bacterias dadas, por ejemplo las Enterpbacterias

humanas.

En la éptica de abrir la via a este tipo de herramientas para la bacteriologia de
camarones, la eleccién se orient6 inicialmente en el grupo de los Vibrios spp.,
Pseudomonas spp., Aeromonas spp. y Photobacterium spp. en razén de su importancia
mayor en camaronicultura.

. P

Un andlisis exhaustivo permitié establecer la lista de especies que deben ser

consideradas y seguidamente los critgrios bioquimicos necesarios y suficientes para

reconocer y distinguir de la mejor manera todas estas especies. Simultineamente los



protocolos de cada prueba fueron analizados desde el punto de vista de su factibilidad de
ser realizadas en condiciones miniaturizadas. Asf se escogieron 21 criterios morfolégicos

y bioquimicos, siendo posible miniaturizar 16 de ellos.

El sistema miniaturizado que fue escogido corresponde a microplacas disponibles
bajo la forma de placas de 96 pozos (12 columnas de 8 pozos) y también columnas dec 8 o
16 pozos respectivamente. Estos dispositivos estdn disponibles en el mercado y son
relativamente baratos. Teniendo en cuenta que cada identificacion necesita de 16 pozos,

una microplaca de 96 pozos permite por lo tanto realizar 6 identificaciones.

El desarrollo del sistema miniaturizado, teniendo como objetivo la obtencion de
un "kit" de identificacién fue relativamente simple. Para cada prueba se escogicron
bacterias que debfan dar una respuesta positiva y negativa respectivamente y estas fueron
utilizadas en paralelo segin la metodologia cldsica y el método miniaturizado.
Sucesivamente, el protocolo operativo fue establecido y optirhizado para cada prueba en el

sisterna miniaturizado.

Se probaron bacterias segtn la técnica cldsica en series de tubos de ensayo y
segtin la técnica miniaturizada en microplacas, los resultados estuvieron en perfecta

concordancia.

El sistema miniaturizado fue posteriormente utilizado en grandes serics dc
identificacién de bacterias de diversos orfgenes, poniendo en evidencia las ventajas cn

términos de rapidez y simplicidad.

Dentro de esta concepcion actual, donde es necesario poner los diferentes medios
en los pozos de la placa con la ayuda de una micropipeta simple, se mostrd que alrededor

de 30 aislados pueden ser analizados cada dia por un técnico. Este nimero podrd ser
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aumentado utilizando algunas herramientas como multipipetas que permiten distribuir
simultdneamente 8 medios diferentes en las microplacas y de micropipetas de repeticién
que permiten distribuir muy rédpidamente un volumen similar de suspensién bacteriana en

una serie de pozos de cultivo.

Dentro de una perspectiva de utilizacién a gran escala de este sistema
miniaturizado, serd posible utilizar una bomba peristéltica con 16 salidas permitiendo
distribuir simultdneamente los 16 medios, esto tiene un gran ritmo. Entonces convendrd
reflexionar en la industrializacién de este producto considerando como socio a un grupo
especializado en la tecnologfa de micropruebas pudiendo los medios ser liofilizados o
desecados en las microplacas, esta segunda posibilidad corresponde a una tecnologia mds

simple de poner en marcha que la liofilizacion.

A corto plazo, la distribucién comercial de este primer sistema de identificacion
especificamente aplicable a bacterias asociadas al camarén, podria consistir enila venta de
un lote de 50 unidades de 16 pozos acompaiiado de 16 tubos conteniendo cada uno 5 ml
de cada uno de los medios, permitiendo este "kit" realizar 50 identificaciones

bioquimicas.

Teniendo en cuenta la simplicidad de utilizacién es de hecho proyéctable de
difundir este sistema en los laboratorios y camaroneras a fin de que los acuicultores
puedan determinar la flora bacteriana del medio ambiente especifico y también detectar
situaciones anormales, por ejemplo, la presencia masiva de ciertos vibrios"copsiderados

como patdgenos para el camarén.

La identificacién puede ser hecha con la ayuda de un programa simple que deberé
ser transmitido a todas las empresas a fin de que puedan manejar su informacién y de

facilitar su trabajo.
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Este sistema puesto a punto en CENAIM, abre la via a la miniaturizacién de
técnicas bacteriolégicas en camaronicultura, por ejemplo para los antibiogramas, El éxito
de estas nuevas herramientas dependerd grandemente de la comunicacién entre los
cientificos y los productores quienes deberén ser convencidos de las ventajas que tendran
al modernizar sus unidades de microbiologia donde deberdn también poder utilizar las
pruebas de diagnéstico basadas en sondas moleculares. Para las empresas pequefias todas
estas nuevas metodologias de diagndstico podrin ser accesibles a nivel del centro de

diagndstico.



RECOMENDACIONES

Tratar de poner a disposicién de los productores este sistema miniaturizado bajo la
forma de "Kits" relativamente simples, por ejemplo los lotes de 50 unidades y 16 medios

de cultivo.

Organizar la transferencia tecnoldgica al centro de diagndstico y a los
bacteriélogos de las empresas por medio de entrenamientos cortos organizados por la
CAMARA NACIONAL DE ACUICULTURA y el CSA (Centro de Servicios a la

Acuicultura).

Establecer contactos con industriales para elaborar sistemas listos a usar con los
medios ya presentes en los pozos, las tecnologias de secado podrdn ser mds féciles de

aplicar.

Emprender la puesta a punto de sistemas similares para estos grupos de bacterias
)
importantes para el cultivo del camarén y para otros campos de aplicacion, por ejemplo

los antibiogramas.
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ANEXOS



MICROPLACA

PRUEBAS BIOQUIMICAS USADAS EN LA
TECNICA MINIATURIZADA

1. Reaccién de Gram
2. Forma
3. Motilidad
4, Oxidasa
5. Catalasa
[ 6. Crecimiento 0%NaCl
7. Tipo de metabolismo (Oxidativo)
8. Tipo de metabolismo (Fermentativo)
9. Produccién de indol
10. Reaccién de Voges-Proskauer
11. Citrato, Simmons
12. Ornitina descarboxilasa
13. Arginina dihidrolasa
14. L-Arabinosa
15. Celobiosa
16. D-Manosa
17. D-Manitol
18. Sucrosa
19. D-Glucuronato
20. D-Gluconato

21, Galactosa




= Qe = >

PROTOCOLO DE LA TECNICA MINIATURIZADA

1 2

NB (200 1) Arabinosa (200 pl)
OF-o0xi (200 pI)  Celobiosa (200 pl)

OF-fer (150 ul)  Manosa (200 pl)

Triptona (200 pl) Manitol (200 pl) —_—
VP (100 pl) Sucrosa (200 pul)

Citrato (200 ul)  Glucuronato (200 pl)

Ornitina (150 pl) Gluconato (200 i)

Arginina (150 pul) Galactosa (200 pl)

-

— >

N — 1

—
Suspension bacteriana

20 pl a cada pozo

Aceite mineral (100 ul)
Kovac (20 ul) alas 24 h

Sol. 2 (20 ul)

Aceite mineral (100 pul)

A
B
C
D
E Sol. 1(60pD) , s oa
F
G
H

Aceite mineral (100 pl)
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