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RESUMEN 

A partir de una revisi6n sobre las bactcrias que se I~an clcsc~.ito co~uo ;~soci;~tl;~x 

al camar6n se seleccion6 un grupo de criterios bioquiniicos que pertnitan su 

identificaci6n de forma especifica. Para esto se miniaturizci la tecnica cllisica tlc 

identificaciiin bioquimica utilizando microplacas, lo que permitirri u n  ahorro de tiempo 

(facilidad en la manipulaci6n) y de dinero (menores voldmenes de medios de cultivo). 

Se escogieron un total de 2 1 pruebas, las cuales son las necesarias y suficientes 

para caracterizar e identificar Pseudonronas spp., Aeroinonns spp., Pl~otobncter.irtiir 

spp. y Vihrio spp. (estos dltimos a nivel de especie), estas pruebas son: forma C C I L I I ~ W ,  

motilidad, reacci6n de Gram, oxidasa, catalasa, crecimiento al 0% de NaCI, t i p  tic 

metabolismo (oxidativo y fermentativo), producci6n de indol, reacci6n tlc 

Voges - Proskauer, ornitina descarboxilasa, arginina dihidrolasa, asimilacicin de L- 

arabinosa, celobiosa, D-manitol, D-manosa, sucrosa, D-gluduronato, D-gluconato y 

D-galactosa. 

Se realizaron las pruebas bioquimicas de bacterias conocidas vtilizantlo 1;1 

tknica clilsica conjuntamente con la t6cnica miniaturizada. Se ohtuvo u n  IOO% 

similitud en 10s resultados obtenidos utilizando ambas tknicas. Posrerionnente p;u.a !;I 

aplicacih de la nueva herramienta se identificaron un total tlc 36 aislados hac~cri;lnos. 



INTRODUCCION 

El cultivo comercial del camardn (Penaeus vannamei ) en Ecuador constituye una 

de las principales actividades generadoras de divisas para el pais, superada solo por el 

petr6leo 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 10s mayores las enfermedades. 

Las principales enfermedades, econ6micamente importantes, que afectan a esta 

especie son de origen viral y bacteriano. Entre 10s virus que comdnmente afectan a1 

camar6n, 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 aliment0 natural y artificial, uso de tanques y 

piscinas en sistemas cerrados (con poco o sin recambio de agua), uso indiscriminado de 

antibidticos, entre otras, ocasionan la proliferaci6n de bacterias y la aparici6n de cepas 

resistentes. 

Es 16gico considerar que 10s camarones se encuentran naturalmdnte asociados a 

bacterias no patbgenas, a bacterias realmente pat6genas asi como a bacterias referidas 

como pat6genas oportunistas, lo que significaria que en funci6n de las condiciones de 

cultivo ylo de la fisiologia del camardn, la presencia de bacterias podria corresponder a 

una enfermedad. 



El conocimiento de la naturaleza de las interacciones existentes entre las b;tc~c~ i ; t ~  y 

el camarcin constituye una prioridad para rnejorar su cultivo, siendo u n  punlo i rnpo~h~~lc  ;I 

consideror las interacciones entre bacterias con el fin de cxplorar cl conccpto tic p o l i i o ~ i ~ ~  

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

Con este concept0 de cultivo de camar6n y dc control tlc ~ > I ~ ~ I ~ I ~ ~ I I I : I ' ~  

bacteriolcigicos, existe un punto de bloqueo que debe inicialmente ser consiclcixl~~ y 

resuelto, que es el desarrollo de herramientas de identificacibn bioquimica especi;~l~i~c.li~c. 

concebidas para bacterias asociadas a1 camar6n y para ser empleadas en enc11'\1;\\ 

epiderniol6gicas de gran amplitud, ya que hasta ahora las mctoclologias de icicntilic.;lc.iti~t 

de estas bacterias son realmente inadecuadas. 

Rutinariarnente, el procedimiento utilizado para la catacterizaci6n e identific.:lc.iti~i 

de cepas bacterianas se basa en la observaci6n del color de las colonias en :~g:t~cs 

selectivos para vibrios, como el TCBS, tomando a las colonias verdes como patcigerias y 

a las amarillas como no patdgenas, este criterio no es aplicado adecuadamente, ya clue el 

simple hecho de que una especie bacteriana pueda asimilar un carbohidrdto en u n  nietlio 

especifico no puede decir de que bacteria se trata y menos si es pat6gena o no. 

Ocasionalmente, la caracterizacih e identificacicin de bacterias es hecha pol. ~iictlio 

de pruebas bioquimicas, para lo cud se puede realizar la tdcnica clrlsica de idenlii'icxiti~i 

bioquimica o utilizar "Kits" comerciales de diagn6stic0, como el conocido API. A11il)os 

mitodos tienen desventajas para la camaronicultura, ya que en el primero se re ;1 1'. 11;111 1111 

gran nri~nero de pruebas que se llevan a cabo en tubos tie ensayo usando 5 rnl tlc ~iictlio 

para cada prueba por lo que resultan tediosas y costosas. El segunclo m6tcxlo fuc diwiixlo 

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



El objetivo de esta tesis ha sido el de desarrollar una herrarnienta que posea un 

grupo de criterios bioquimicos que permitan identificar bacterias marinas, y m8s 

concretamente bacterias que han demostrado estar asociadas a1 camar6n. Esta herramienta 

fue concebida como un sistema miniaturizado que permite un ahorro de tiempo (facilidad 

en la manipulaci6n) permitiendo identificar un gran nlimero de muestras por dia y de 

dinero (a1 usar menor vol6men 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 l a  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 tambi6n han sido mostradas como 

responsables de epidemias en camarones cultivados (Fisher, 1977 a,b,c, Lightner, 1977, 

Lightner, 1988). 

Algunas de estas bacteria filarnentosas y formadoras de cadena son Thiothri. sp., 

Flexibacter sp., Citofaga sp., Flavobacterium sp, siendo Leucothrix mucor el agente 

epibionte filamentoso mbs importante en crustbceos marinos (Lightner, 1988). 

Infestaciones por bacterias filamentosas pueden ser faicilmente detectadas con un 

microscopio compuesto (100 X o mbs) especialmente en setas de ur6podos, ple6podos, 

peri6podos, anthulas y laminillas branquiales. 

Bacterias Gram-positivas pueden ser ocasionalmente encontradas en camarones 

peneidos, sin que su naturaleza sea claramente identificada (Vanderzant et al. ,197 1, 

Christopher et a1. ,1978) 
r 

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 gCnero 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 pate, bacteria 

del gCnero Pseudomonas (familia Pseudomonaceae) tambiCn han sido asociadas con 

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

Entre las especies del gCnero 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. 

jischeri, V. nereis, V. tubiashii (Austin, 1995), V. logei, V. marinus, V, hollisae, V. 

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

Los camarones peneidos pueden ser infectados en cualquier estadio, per0 

particularmente las larvas y post-larvas. En cultivo, parece que las vibriosis se presentan 

en circunstancias de sobrepoblaci6n, bajas concentraciones de oxigeno disuelto y otras 

caracteristicas 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 nfimero de vibrios se presentan en la microflora de 

camarones sanos y enfermos, se ha considerado que algunas especies de ellos pueden ser 

pat6genos oportunistas, es decir que una cepa pueda ser pat6gena o no en funci6n del 



contexto. Sin embargo, otra interpretacidn est6 ligada a1 hecho de que la identificaci6n de 

cepas bacterianas de camarones es muy imprecisa. Asi, el concept0 de pat6geno 

oportunista podria ser sometida a cuestionarniento en cierto ndmero de casos, siendo dos 

cepas confundidas segdn 10s criterios taxon6micos utilizados mientras que corresponden 

a una cepa pat6gena y a una no pat6gena. 

A pesar de esta posible conducta oportunista de vibrios de camarones peneidos, 

algunos sindromes recientes de camarones peneidos han sido causados por Vibrio spp., 

10s cuales se comportan mris como patdgenos reales que como patdgenos oportunistas 

(Lightner, 1993). 

1.2. FAMILIA PSEUDOMONADACEAE 

I '  

Esta familia pertenece a1 grupo 4 (bacilos y cocos Gram-negativos 

aerobios/microaer6filos) de la clasificacicin de bacterias seg6n el manual de Bergey 

(1994). Los miembros pertenecientes a esta farnilia son bacilos Gram-negativos rectos o 

ligeramente curvos, m6tiles por medio de flagelos polares, estrictamente aerobios, est5n 

ampliamente distribuidos en la naturaleza, particularmente en ambientes acusiticos 

(Frerichs & Millar , 1993). 



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

Caracterlsticas Entero Vibrionaceae Yseudomona 
bacteriaceae daceae 

Dihetro celular, pm 0.3- 1.5 0.3-1.3 0.5-1.0 

Forma celular: 

Bacilos rectos + D + 
Curvos - D + 
Tinci6n de Gram - - - 
Acidez desde D-glucosa + + D 

Productos de 

fermentaci6n del azlicar: 

Ethanol - - 
Acido 1Actico - - 
Acido acCtico - - 

Presencia de flagelos: 

Polar - + + 
Lateral + - - 
Ambos - D 

Oxidasa - D D 

Catalasa +e D D 

Producci6n de Indol D D - 
Requerirniento de Na+ 
para crecimiento - D D 

Requerimiento de 

+= 90% o mis de las especies son positivas 
- = 90% o mis de las especies son negativas 
D= algunas especies son positivas, algunas negativas 
e= Pueden darse pocas excepciones 



1.2.1. Descripci6n v ~ropiedades metabblicas del ~Cnero Pseudoinortas 

El gCnero Pseudomonas (familia Pseudomonadaceae), posee aproximadamente 27 

especies reconocidas (Sanders & Fryer, 1991). Las especies de Pseudorttontrs son 

nutricionalmente no exigentes y pueden ser aisladas en medios generales, tales cotno 

BHI, TSA o NA, con temperaturas de incubacidn de 20 a 250C Pueden protlucir 

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

Los representantes del gtnero Pseudomonas spp. son bacilos rectos o ligera~ncnk 

curvos de aproximadamente 0.5- 1.0 X 1 S-5.0 pm de tamaiio; Gram-negativos; mtililes 

por uno o varios flagelos polares sin envoltura; quimioheter6trofos; mucllas eslwxics 

acumulan poli-ll-hidroxibutirato como reserva de carb6n; son estrictamenk aen hi c w .  

dando una reacci6n oxidativa en la prueba 0-F; la mayoria de las especies son oxitl;~w 

positivos; todas son catalasa positivos y producen arginina dihidrolasa; In rn;~yolia tie 

pueden crecer en condiciones Acidas (pH 4.5) y no requieren factores orgrinicos clc 

crecirniento. 

1 .3. FAMILIA VIBRIONACEAE 

Esta farnilia pertenece a1 grupo 5 (bacilos Gram-negativos anaerobios facult;~~i\ws) 

de la clasificacidn de bacterias segljn el manual de Bergey ( 1994). Estas bacterias son 

bacilos rectos o curvos usualmente m6tiles por medio de un flagelo polar; quimio- 

organotr6ficos, con ambos tipos de metabolismo respiratorio y fermentativo. Esta fatnilia 

posee tres gkneros de interts, Vibrio, Aeromonas y Photobacterium.. La mayoria de estos 

rnicroorganismos son acu&ticos, ampliamente distribuidos en agua duke y el mar. 

Constituyen 10s mds 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 + + (+Ie 

Acumulaci6n de poly-6- 

hidroxibutirato con la 

inhabilidad de utilizar 6- - + 
hidroxibutirato 

Requerimiento de Na+ para 

crecimiento + + - 

Lipasa (+lb D (+I 

Sensibilidad a1 compuesto 

Mol% G+C de ADN 38-5 1 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 11, y V. costicola son negativos 
C= V. nereis, V. anguillarum biovar 11, y V. marinus son negativos 
e= Excepto A. medio y A. salmonicida 



1 -3.1. pescri~ci6n v ~ropiedades metab6licas del ~Cnero Aerortiortas 

Las especies de este gtnero pueden ser aisladas en NA o en TSA, sienclo SII 

crecimiento usualmente inhibido en agar TCBS. Cepas de Acroinonas strlit~onickltr i i o  

son m6tiles y pueden ser aisladas en TSA, produciendo colonias pequeiias y coil 

pigmentaci6n caft. Cepas de A. hydrophila, A. caviae y A. sobria son mciti les. 1 a 

temperatura 6ptima de crecimiento es de 22 a 280C. 

Son bacilos rectos con extremos redondeados casi esfkricos (0.3-1.0 pm tle 

dilmetro y 1 .O-3.5 pm en longitud); aparecen solos, en pares o en cadenas cortas: Gram- 

negativas; usualmente m6tiles por un flagelo polar simple; son bacterias anaerohius 

fslcultativas; quimio-organotr6ficas, con arnbos tipos de metabolismo, respiratorio y 

fermentative; oxidasa y catalasa positivo; usualmente arginina dihidrolasa positivos y 

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

Las colonias de Photobacteriuin spp. no son caracteristicas, siendo convexas y 

has .  Su coloraci6n es m6s blanca que otras bacterias marinas Gram-nepliv;~\; 

probablemente debido a su contenido relativamente bajo de citocromos. La ~ C I I ~ ~ C S ; I I I I I ; I  

6ptima de crecimiento parece ser 18-250C. 

Cepas de las especies Photobacterium pltosphoreuin y P. leiogmlhi csr;i~~ 

arnpliamente distribuidas en ambientes marinos y han sido aisladas del agua de mar, clc la 

cutfcula y de contenidos intestinales de animales marinos; son capaces de elnitir l u ~  tlc 

color azul-verdoso, una propiedad no encontrada en cepas de P. mtgust~rnt ; no Iray 

informaci6n disponible de la distribucih de P. angustum, todas las cepaq de esta eslxxic 

han sido aisladas del ocCano abierto en el ArchipiClago de Hawai. 



Son bacilos rectos y delgados (0.8-1.3 pm de diimetro y 1.8-2.4 pm de 

longitud); Gram-negativos; m6tiles por 1-3 flagelos sin envoltura, algunos no son 

m6tiles; no forman endosporas o microcistos. Son bacterias anaerobias facultativas; 

quirnio-organotr6ficas, poseen arnbos tipos de matabolismo, respiratorio y fermentativo; 

no desnitrifican; no fijan nitr6geno molecular; requieren iones de sodio para su 

crecimiento (1 60-280 m M  es la concentraci6n 6ptima). 

La mayoria de las cepas crecen en medios minerales que contengan agua de mar, 

D-glucosa y NH4C1. Adem& todas utilizan D-manosa y glicerol. La reacci6n de oxidasa 

es variable; la mayoria de las cepas son lisina descarboxilasa y arginina dihidrola 

positivo, ornitina descarboxilasa negativo; acumulan poli-13-hidroxibutirato bajo cie 

condiciones de cultivo. 

B I B L I O ~  
1.3.3. Descripci6n v propiedades metab6licas del ~dnero Vibrio 

C E N T a  

La mayoria de las especies de vibrios no requieren factores de crecimiento 

orginicos. Algunas cepas, sin embargo, pueden desarrollar requerimientos de 

aminoicidos, particularmente despuCs de almacenamientos prolongados y subcultivos 

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

Los vibrios crecen en una variedad de medios. La mayoria de las especies 

formarin colonias convexas, lisas, blancas-cremosas con bordes enteros. En algunas 

especies pueden darse algunas variantes en la morfologia de las colonias partidularmente 

despuCs de repetidos cultivos y almacenamientos en medios mis complejos. La 

temperatura dptima de crecimiento varia considerablemente, todas crecen a 20°C y la 

mayoria a 300C. 



El medio TCBS, originalmente fue formulado para el aislamiento del V. 

parahaemolyticus. (Kobayashi et al., 1963 fide Holt & Krieg, 1984). Este medio 

selectivo es clbicarnente utilizado en salud humana y fue adoptado en acuicultura. Sin 
I 

embargo, m6s y mis frecuentemente ciertas cepas de importancia mCdica no pueden ser 

aisladas con este medio debido a una especializaci6n parasitaria, siendo las cepas miis 

patdgenas no cultivables in vitro , como el V. cholerae serotipo 01 (Colwell et al., 1995). 

Podria ser que cepas de vibrios, patdgenas del camar6n e hiperespecializadas en este 

proceso de parasitismo, Sean tarnbiCn dificiles de cultivar y aislar en medio TCBS. En 

este orden de ideas conviene recalcar que el ntimero de vibrios aislados en gelosa no 

selectiva de tipo agar marino es generalmente superior al ndmero de colonias, obtenidas a 

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

Muchas cepas de vibrios marinos Lon capaces de esparcirse en medios sdlidos, 

estando este fen6meno relacionado con la formaci6n de cClulas largas con muchos 

flagelos laterales y con parhetros fisico-quimicos, tales como la concentraci6n del agar, 

la complejidad del medio o la temperatura (Baumann & Baumann, 1977fide 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 presencia de la 

enzima luciferasa (Holt & Krieg, 1984). 

Los miembros de este gCnero son bacilos rectos o curvos (0.5-0.8 plh de dihetro . 

y 1.4-2.6 pm de longitud); Gram-negativos; m6tiles por uno o mis flagelos polares 

encerrados en una envoltura; no forman endosporas o microcistos; son bacterias 

anaerobias facultativas; quimio-organotr6ficas, con ambos tipos de metabolismo, 

respiratorio y fermentativo; no desnitrifican o fijan nitr6geno molecular; 10s iones de 

sodio estimulan su crecimiento y son necesarios para el crecimiento de la mayoria, la 



concentraci6n minima necesaria para un crecimiento 6ptimo va de 5 a 700 rnM; muchas 

especies de vibrios toleran condiciones alcalinas moderadas creciendo a pH de 9; la 

mayoria de las especies crecen bien en medios que contengan agua de mar. D-glucosa y 

otros carbohidratos son catabolizados con producci6n de Acido, per0 no de gas; oxidasa 

Se 10s encuentra en ambientes acuiiticos con amplios rangos de salinidades, 

pudiendo algunas especies tambiCn crecer en agua dulce. Muchas especies son pat6genas 

para vertebrados y para invertebrados marinos. 

1.4. PRINCIPIOS DE LA IDENTIFICACION B ACTERIANA 

La identificacidn de bacterias, previamente aisladas, consist? cliisicamente en 

determinar una serie de caracteristicas morfol6gicas y metab6licas cuya integracih 

permite determinar su posicibn, por referencia a la taxonomia en curso. Es primordial 

considerar lo que representa la taxonomia bacteriana como sistema de clasificaci6n 

arbitrario, simplista y est6tico frente a la extrema complejidad y variabilidad de estos 

microorganismos en perpetua y rApida evoluci6n genCtica y consecuentemente fenotipica. 

En efecto, conviene recordar que hay una diversidad de procesos de modificaci6n 

genCtica en bacterias, pudiendo todos estos fen6menos ser primordiales desde el punto de 

vista de la patogenicidad, que es el carkter esencial de la bacteriologia en el h t i v o  de 

camar6n. Asi, la identificaci6n morfol6gica y bioquimica aparece como la primera etapa 

necesaria para todo estudio de bacterias de camarbn, per0 ciertamente no suficiente. Otros 

criterios, antigCnicos y genCticos deben en etapas posteriores ser investigados mediante 

inmunotecnologias y tCcnicas de biologia molecular (Mialhe et al., 1992). 



1.4.1. Aislamiento de bacterias 

Las metodologias utilizadas en bacteriologia para el aislarniento es th  basadas en el 

uso de medios que satisfacen las necesidades fisiol6gicas mds o menos especificas de un 

grupo de microorganismos considerados. Entre 10s medios cldsicamente utilizados en 

bacteriologia del camar6n es th  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 a1 multiplicarse 

produzcan una colonia que corresponds a una sola bacteria. 

Una tCcnica de aislamiento "streak plating" consiste en tomar una pequeiia 

cantidad de la muestra con la punta de un asa de platino y sembrarla en una caja de Petri 

que contenga medio sblido, raydndola en forma de estrias de tal manera que se puedan 

obtener colonias aisladas (Fig.1). Otra tCcnica "pour plating" consiste en verter una gota o 

0.1 ml de la muestra en la superficie del medio d i d o  y luego esparcirla por la superficie 

entera del medio con un varilla de vidrio estCril. Las placas inoculadas son incubadas a 

280C por 24 horas (Fig.2). 



Figura 1 .- Aislamiento de bacterias por rayado en estrias 

Figura 2.- Aislamiento de bacterias por esparcimiento. 

1.4.2 Caracteristicas fenoti~icas usadas en identificacibn bacteriana 

La extensa variedad bacteriana ha hecho necesario el uso de muchos criterios, 

esencialmente de tip0 fenotipico, a fin de caracterizar e identificar cepas aisladas. Estos . 

criterios corresponden a 10s diferentes grupos citados a continuaci6n: 

1. Morfologia de la colonia 

2. Morfologia y dimensi6n celular 

3. Citologia celular (inclusiones de glic6geno y grasas). 



4. Motilidad y distribuci6n de flagelos 

5. Presencia de esporas 

6. Ctipsulas 

7. Tinci6n de Gram 

8. Crecimiento en caldo 

9. Crecimiento en agar 

10. Formaci6n de pigmentos 

1 1. Crecimiento en gelatina 

12. Crecimiento en leche 

13. Crecimiento en medios selectivos 

14. Requerimientos de oxigeno 

15. Requerimientos de temperatura 

16. Formacidn de productos de intercambio (sulfur0 de hidrdgeno, amoniaco, indol) 

17. Reducci6n de nitratos y nitritos 

18. Descomposici6n de grasas 

19. Descomposici6n de almidones 

20. Utilizaci6n de carbohidratos 

2 1. Fuentes de nitr6geno 

22. Vitaminas, antibi6ticos, etc. 

En lo que concierne a bacterias asociadas a1 camar6n pertenecientes a 10s gCneros 

Pseudomonas, Aeromonas, Photobacterium y Vibrio 10s criterios cllsicamente 
4.' 

utilizados son descritos en detalle a continuaci6n: 

Morfologia de la co1onia.- La forma y estructura de las colonias son caracteristicas 

poco titiles para identificar especies debido a que bacterias de una rnisma especie pueden 

tener colonias distintas morfol6gicamente en funci6n del estadio de crecimiento de la 

colonia, de las condiciones de incubacih e incluso de las diferentes densidades de 



inoculaci6n. A1 contrario bacterias muy diferentes desde el punto de vista taxon6mico 

pueden tener colonias morfol6gicarnente similares. 

En funci6n de las especies las colonias pueden ser grandes ( m6s de 4- 5 mm), 

medianas (2-4 mm) o pequeiias (1-2 mm), con distintas formas, elevaciones y mtirgenes 

(Fig. 3). 

Puntiforme Circular Filarnentosa Irregular Rizoide Huso 

- 
ELEVACION - - A  

Plana Levantada Convexa Hinchada Umbonada 

Entera Ondulada Lobulada Filamentosa Erosionada Sinuosa 

Figura 3.- Morfologia de las colonias bacterianas 

Morfologia bacteriana.- Las caracteristicas morfol6gicas usualmente consideradas 

corresponden a la forma de las cClulas (cocos, bacilos rectos y curvos, espirales), sus 

extremos (extremos redondeados, de forma cuadrada, agudizados, cbncavos) su 

dimensibn, el arreglo celular (cClulas simples, pares, en cadena, filamentosas, pequeiios 

paquetes) y a las caracteristicas de 10s flagelos (niimero y disposici6n). Debido a que el 

secado puede causar deformaciones de la bacteria, es preferible examinarlas vivas a1 

microscopio. 



Motilidad. La motilidad est6 relacionada con la presencia de flagelos y puede ser 

estudiada por la tCcnica de la gota pendiente, usando la limina excavada de Koch. El 

in6culo puede ser estudiado a1 microscopio compuesto en un cultivo bacteriano o una 

suspensi6n preparada extemporheamente a partir de una colonia bacteriana. 

Tinci6n de Gram. La diferencia entre bacterias negativas y positivas para la reacci6n 

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

Espacio PeriplAsmi 

Figura 4.- Pared celular de una bacteria Gram positiva 
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Figura 5.- Pared celular de una bacteria Gram negativa 

SegCln esta prueba, las bacterias primer0 son tePdas con cristal violeta y luego 

tratadas con yodo para promover la retencidn del tinte. Una bacteria Gram-positiva 

(Fig.4) priicticamente no es decoldrada con etanol debido a que dste disminuye el 

dihetro de 10s poros de la capa de peptidoglicano. Consecuentemente el complejo cristal 

violeta-yodo es retenido, lo que hace que la bacteria conserve su coloracidn pdrpura sin 

carnbio luego de la coloracidn con la safrhina. 

Por el contrario, la capa de peptidoglicano de las bacterias Gram-negativas (Fig.5) 

es muy fina y tiene poros miis grandes por lo que el alcohol remueve miis riipidarnente el 

complejo cristal violeta-yodo permitiindoles ser telidas posteriormente por la safranina. 



Catalasa.- Ciertas bacterias contienen la enzima catalasa que interviene en la catiilisis clcl 

per6xido de hidr6geno. Esta actividad es puesta Cn evidencia cuando se mezcla un ini~rtlo 

bacteriano con una gota de per6xido de hidr6geno (H202)  y la protluccih sr~l~sccucti~c tlc 

burbujas de oxigeno liberado. 

0xidasa.- Con esta prueba se detecta la presencia de la enzima citocromo c oxitlasa y 

puede ser fzlcilmente realizada mediante el uso de un product0 comercial que correspontlc 

a un papel impregnado con el reactivo tetrametil-p-fenil diamina HCL a1 1% en soluci6n 

acuosa. La prueba consiste en frotar el asa con el in6culo sobre el papel, la formacicin (lc 

un color violeta fuerte al instarite debido a la oxidaci6n del reactivo indica un resultatlo 

positivo, donde 10s electrones son transferidos desde el reactivo al citocromo c ,y pos lo 

tanto via citocromo c oxidasa al oxigeno molecular. Se recomienda el uso dcl asn clc 

platino debido a que la de nicr6n-cromada puede dar un resultado falso positivo. 

Requerimiento y tolerancia de NaC1.- Esta prueba se la realiza en caldo nutritivo, 

conveniente para 10s microorganismos que no tienen requerimientos nutricionalcs 

especlficos, suplementado o no con cloruro de sodio permitiendo deterrninar lor 

requerimientos y tolerancias de sal de las bacterias. 

Tipo de Metabo1ismo.- Los microorganismos Gram-negativos pueden scs 

diferenciados en base de su metabolismo oxidativo ylo fermentativo de carbohidr;~ros. 

Para realizar esta prueba se necesitan dos tubos, uno cubierto de aceite mineral a fin dc 

crear una condici6n anaerobia (fermentacih) y el otro sin aceite, correspondiente a la 

condici6n aer6bica (oxidaci6n). Los rnicroorganismos estrictamente oxidativos cl-cccn y 

producen solarnente en el medio sin aceite mineral una acidificacih que ocasio11;t u n  

cambio del indicador de pH. Los microorganismos oxido-fermentativos prodi~c.ilfili 



acidificaci6n en ambas condiciones. Si el carbohidrato no puede ser utilizado por In 

bacteria, no hay acidificaci6n bajo ninguna condici6n. 

Produccih de indo1.- La capacidad de una bacteria de producir indol es examinada 

utilizando el caldo de triptona. La triptona es el producto de la digesti6n pancreiitica de la 

caseina y es usada como fuente de nitr6gen0, en particular el tript6fano estii presente en cl 

medio en alta concentracibn. La utilizacibn de triptbfano por ciertos microorganisrnos 

conduce a la producci6n de indol puesto en evidencia por la adici6n del reactivo de Kovac 

(Fig. 6). 

iptofanasa \ 
L-TRIPTOFAN 0 INDOL 

Figura 6.- Producci6n de indol por microorganismos a partir del tript6Sano 

ReaccMn de Voges-Proskauer.- Esta reacci6n corresponde a la capacidad cic cic.tr;t\ 

bacteria de producir un producto final neutro de la fermentaci6n de la dextrosa. la 

acetoina (acetilmetilcarbinol). La acetoina es oxidada en presencia de oxigeno y dca l i  

(hidr6xido de potasio) para producir diacetil (dimetilglioxal), el cual reacciona con el allit- 

naftol para producir un color rojo o rosado en el medio MR-VP (Methil red-Vogw 

Proskauer). Esta es una reacci6n VP positiva. 

Citrato de Simmons.- Los microorganismos, capaces de utilizar fosfato dihidrogcno 

de amonio y citrato de sodio como fuentes tlnicas de nitrbgeno y carb6n respectivarncnte. 

pueden crecer en el medio Citrato de Simmons provocando su alcalinizaci6n y 

subsecuentemente un cambio de color del indicador de pH, el azul de bromotimol, de 

verde (neutro) a azul (alcalino). 



Ornitina descarboxilasa y Arginina dihidro1asa.- El mcdio "decarhoxylase IXIW 

Miieller" es usado para probar la producci6n de arginina dihidrolasa y orniri~~a 

descarboxilasa. Este medio contiene peptona y extract0 de cane para provccr los 

nutrientes nitrogenados, piridoxal como co-factor enzimiitico para la enzima especifica dcl 

amino6cid0, dextrosa como carbohidrato fermentable y finalmente ptirpura de bro~no 

cresol y rojo cresol como indicadores de pH. Los aminoicidos, arginina u ornitina, so11 

agregados en este medio para detectar la actividad de las enzimas especificas de 1i1q 

bacterias para estos substratos. Se deposita aceite mineral en 10s tubos para garantizar la 

fermentacidn. 

La capacidad de una bacteria de fermentar dextrosa con aciditicacidn del medio se 

traduce por un carnbio de color de ptirpura a amarillo. Esta acidificaci6n estirnula la 

descarboxilasa bacteriana, si esth presente. La descarboxilaci6n del aminoricido conducc a 

la producci6n de una amina con alcalinizaci6n del medio que cambia de amarillo a pli11~~1ri1 

o violeta. 

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

la ornitina es descarboxilada para formar putrescina (Fig.8). 
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Figura 7.- Hidrolizaci6n de la arginina 

coo- 
+ I 

H 3 N - c  -H 
I Ornitina 

Ornitina Putrescina 

Figura 8.- Descarboxilaci6n de la ornitina 

Asimilacih de carbohidratos.- La asimilaci6n oxidativa de c arbohidratos e 

muy utilizada como criterio de identificacidn bacteriana, esta prueba esti basada en la 

utilizaci6n de un medio de cultivo complementado con un solo carbohidrato como fuente 

de carbono. Los carbohidratos son agregados a1 medio (1 %) ya sea en polvo si el azdcar 

no se degrada con el autoclave o sea en solucidn previamente esterilizada por filtraci6n. 

La oxidaci6n del carbohidrato se traduce en la acidificaci6n con cambio de color del 

indicador de pH. 



1.5. SISTEMAS DE IDENTIFICACION BIOOUIMICA 

ClAsicamente la identificaci6n bioqufmica requiere utilizar series de tubos con 

diferentes medios, lo que causa problemas en tCrminos de preparacicin de medios y de 

manipulaci6n de tubos para realizar las diferentes pruebas. En bacteriologia mCdica una 

soluci6n a estos problemas ha consistido en el desarrollo de "Kits" listos para usar y que 

tienen 10s criterios bioquimicos necesarios y suficientes para identificar bacterias 

pat6genas al hombre. 

Existen "kits" que se diferencian por el tip0 de soporte de 10s medios, estos 

pueden ser impregnados en papel filtro o repartidos desecados en sistemas de micropozos 

plhticos. Sin importar el tip0 de soporte, la rehidratacidn del medio es hecha por adici6n 

de la suspensi6n bacteriana. Cada caracteristica bioquimica ser6 determinada luego de uno 

o dos dias de cultivo, generalmente en base a1 carnbio de coloraci6n, ya sea directamente 

o luego de la adici6n de reactivos. 

Entre 10s "kits" de identificaci6n mls conocidos por su utilizaci6n en bacteriologia 

mkdica, el sistema API 20E (APIB Laboratory Products) merece ser citado porque es 

utilizado para identificaciones de bacterias asociadas a camarones. Este fue diseiiado 

originalmente para la identificaci6n de bacterias humanas de la farnilia Enterobacteriaceae. 

y permite realizar 20 pruebas bioquimicas: B-galactosidasa, arginina dihidrolasa, lisina 

descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, utilizaci6n de citrato, produci6n de sulfur0 de 
I 

hidrbgeno, producci6n de ureasa, tript6fano deaminasa, producci6n de indol, reacci6n . 

de Voges-Proskauer, hidr6lisis de la gelatina, fermentaci6n de glucosa, asimilaci6n de 

manitol, inositol, sorbitol, rhamnosa, sucrosa, melobiosa, amigdalina y arabinosa. La 

prueba de oxidasa es hecha aparte. DespuCs de 24 a 48 horas de cultivo, 10s resultados 

son determinados como positivos o negativos en base a1 carnbio de coloraci6n. Las 

reacciones son codificadas a fin de determinar un nlimero de c6digo de 7 digitos que 



permite deterrninar la especie bacteriana esto por referencia a una lista de n6meros de 

c6digos. 

Otro "kit" que ha sido utilizado en bacteriologia de camar6n es el sistema 

miniaturizado TTE-AS (Flow Laboratories) que fue evaluado por Kampfer et al. (1987) 

para la identificaci6n de 10s miembros de la familia Vibrionaceae de importankia m6dica 

(10 especies de Vibrio, Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides ). Este "kit" 

permite realizar 24 pruebas que son: triptdfano dearninasa, produccidn de H2S, hidr6lisis 

de esculin, produccidn de indol, lisina descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, arginina 

dihidrolasa, utilizaci6n de citrato y malonato, Voges-Proskauer, ureasa, fermentaci6n de 
I I 

glucosa, sucrosa, rhamnosa, inositol, sorbitol, adonitol, xilosa y producci6n de B- 

galactosidasa, B-glucuronidasa y B-xilosidasa. 



2. MATERIALES Y METODOS 

2.1. MATERIAL BIOLOGIC0 

Cepas bacterianas 

E22 

ILI 

158 

B668B 

B743Hm 

B732Bt 

B754T 

B707HL1 

B747D 

B778C 

V. fluvialis 

(Vibrio haweyi ) 

(Vibrio alginolyticus ) 

(Vibrio alginolyticus ) 

( Pseudomonas sp.) 

(Vibrio alginolyticus ) 

(Vibrio haweyi ) 

(Vibrio anguillarum ) 

(Vibrio parahaemolyticus ) 

(Vibrio damsela ) 

(Vibrio splendidus 11 ) 

(Vibrio fluvialis ) 

La cepa E22 fue aislada en un laboratorio de larvas de camar6n en la peninsula de 

Santa Elena e identificada bioquimicamente como V. haweyi en CENAIM por Jenny 

Arauz en 1994. 

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

camar6n EBISA de una muestra de agua de mar y fue identificada como V .  alginolyticus . 

La cepa 158 fue aislada de tanques de producci6n de larvas de camar6n del 

laboratorio EBISA en 1995, y asi mismo fue identificada bioquimicamente como V. 

alginolitycus. 



Las cepas B668B, B743Hm, B732Bt, B754T, B707HL1, V. fluvialis, B 747D y 

B778C fueron aisladas e identificadas bioquimicamente en CENAIM. 

2.2. AISLAMIENTO 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 11  en agar marino y TCBS esparcitndolos con 

una varilla de vidrio estiril. Una vez obtenidas colonias aisladas son transferidas a TSA 

(medio recomendado para realizar pruebas bioquimicas) tomando una pequeiia cantidad de 

la colonia deseada con la punta de un asa de platino y luego 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 10s casos las placas son incubadas a 28OC por 24 horas. 

Siempre hay que tener presente que es indispensable el mantenimiento de 

condiciones asipticas durante todos 10s pasos de esta operacih, para lo cual es necesario 
I 

trabajar en una c h a r a  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 estiriles. 



Agar Marino (DIFCOB). Es un medio especifico para bacterias marinas, en el 

cud pueden crecer distintas especies. Este agar tiene la caracteristica de no ser muy duro 

a1 solidificarse, por lo que es necesario agregar 0.5 a 0.85% de bacto - agar. 

TSA (ACUMEDIATM). Es un medio general que permite el crecimiento de 

distintas especies bacterianas y es recornendado para el aislamiento y purificaci6n de 

bacterias antes de realizar pruebas de identificaci6n bioquimica. 

2.3. TECNICA CLASICA DE IDENTIFICACION BIOOUIMICA 

2.3.1. Siembra de bacterias Dara identificacibn bioauimica 

La forma de sembrar las bacterias en 10s diferentes medios para una bioquimica 

dependera del tip0 de medio. Para la inoculaci6n en medios liquidos primer0 se hace una 

suspensi6n bacteriana en agua destilada para la prueba de crecimiento a1 0% de NaCl y en 

soluci6n salina est6ril 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 diluy6ndola. La colonia bacteriana preferiblemente debe haber sido 

sembrada en un agar general ( TSA, 'BHI, NA ). El uso de agares selectivos, que 

contienen carbohidratos o 10s que son elaborados con agua de mar causan falsas 

reacciones en algunas de las pruebas bioquimicas, haciendo dificil la identificaci6n del 

organismo. 
/ I  

Una vez realizada la suspensi6n bacteriana tomar 0.5 ml de la misma e inocularla 

en cada uno de 10s medios a usarse, para el medio citrato de Simmons (s6lido) la 

inoculaci6n se la hace tomando una pequeiia cantidad de la colonia bacteriana con un asa 

de platino en forma de aguja y sembrhdola sobre la superficie del medio, haciendo una 

linea recta y luego sobre la misma un estriado. 



2.3.2. Pruebas morfol6~icas 

Motilidad y forma 

Se coloca una gota pequeiia de la suspensi6n bacteriana en la centro de una IAtnin:~ 

cubreobjeto con un asa en punta. Previamente se prepara una l h i n a  excavada de Kocli. 

poniendo una capa de vaselina alrededor de la concavidad. Luego se coI(~'a 

cuidadosarnente la l m n a  cubreobjeto sobre la concavidad, de tal forma que la gota 

cuelgue libremente del cubreobjeto sin tocar 10s lados ni el fondo de la Iilmina de Koch, 

presionando ligeramente el cubre-objeto sobre la limina. 

Se coloca una gota de aceite de inmnersi6n directamente sobre la super-licic tlcl 

cubre-objeto para examinar el cultivo a1 microscopio (100X) con el objetivo de i n r ~ i ~ t  \ic'w. 

Observ6ndose la motilidad y forma. El inciculo debe ser tornado de cult ivos liqr~h lo\ 

j6venes. 

Tinci6n de Gram 

Tomar un inkulo de bacteria y colocarlo en una placa portaobjeto que co~itciig;~ 

una gota de agua destilada o agua de mar estbril, segOn el origen de la hacleria. 

mezclindolo bien y dejjfldolo secar a1 aire libre, pasar despuCs la placa sobre uria f1;uiia 

hasta que la muestra quede fijada. Cada exposici6n a la flama no debe ser mayor a 2 

segu ndos. 

Una vez fijada la muestra, cubrir el frotis con "Gram Cristal Violeta" (BACTom)) 

por un minuto, enjuagar con chorro fino de agua, cubrir el frotis con "Gram iodine 

mordant" (BACTO@) por un rninuto y enjuagarlo con chorro fino de agua. El siguicr~k 



coloraci6n azul, enjuagar suavemente y cubrir el frotis con "Gram safranina" (BACTO@) 

por dos rninutos, enjuagar y dejar secar. Observar a1 microscopio usando aceite de 

inmersidn y con el objetivo de 100 X. La coloracidn azul o violeta indica que la bacteria es 

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

Mtftodo de Ryus : Es otra tCcnica para determinar si una bacteria es Gram- 

negativa o Gram-positiva, consiste en tomar un in6culo de bacteria con un asa de platino 

en punta y ponerlo en contacto con hidr6xido de potasio (KOH) a1 3%. Si se forma un 

hilo a1 levantar el asa, la bacteria es Gram-negativa, caso contrario es Gram-positiva 

(Finegold, 1989). 

2.3.3. Pruebas bioauimicas 

Catalasa 

Con un asa de nicr6n-cromada se toma un in6culo bacteriano y se lo pone en 

contacto con una gota de per6xido de hidr6geno (H202), si se producen burbujas la 

prueba es positiva. 

Oxidasa 

Con un asa de platino se toma un in6culo bacteriano y se lo frota: en papel 

impregnado con el reactivo (cytochrome-oxidase reagent "Nissiui", Yaku Code 05 180), 

previamente humedecido con agua destilada. El desarrollo de un color violeta a1 instante o 

dentro de un rninuto significa un resultado positivo. 



Crecimiento a1 0% NaCl 

Inocular un tubo conteniendo 5 ml del medio NB (BACTO~) con la suspensi6n 

bacteriana, incubarlo a 280C 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 0 -F  (BACTOm) suplementado con 

1% del carbohidrato D(+) Glucosa (SIGMA@) para probar cada organismo. Cubrir uno 

de 10s tubos con 1 ml de aceite mineral (~ab~ua rd@) .  

Colocarlos en la incubadora (Sibata Scientific Technology Ltd. Modelo SI-450) a 

280C por 24 horas o mAs. La formaci6n de Acido (amarillo) solo en el tubo abierto indica 

utilizaci6n oxidativa de la glucosa. La formaci6n de k id0  en ambos tubos indica una 

reacci6n fermentativa. Si no se produce ninguna reacci6n iicida, significa que la bacteria 



no utiliza la glucosa por ninglin mCtodo (Foto 2). 

. - - .- - - - - -- 

Foto 2. Prueba para determinar el tipo de metabolismo 

Producci6n de indol 

Inocular un tub0 con 5 rnl de triptona (BACTOB) al 1 % esttril con la bncteri:~. 

incubarlo a 280C por 24 horas o m6s, hasta observar crecimiento. Adicionar 0.5 1111 &I 

reactivo de Kovac, agitBndoIo suavemente. Si se desarrolla un color rojo fucrte cn la c q ; I  

de la superficie inmediatarnente o despuCs de unos pocos niinutos, el result:ltlo c.; 

positivo. 

Reactivo de Kovac: Disolver 5 g de P.-dimetilaminobenzaldehido en 75 1111 (I( .  

alcohol arnflico, agregar lentamente 25 ml de 6cido clorhidrico concentrado (Foto 3). 



Foto 3. Prueba de producci6n de indol 

Reaccih de Voges-Proskauer 

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

identificar, incubarlo a 280C por 24 horas o mds, hasta observar crecirniento. 

A 1 ml del medio incubado adicionar 0.6 ml de la soluci6n 1 ( alfa naftol al5% en 

etanol absoluto) y 0.2 ml de la soluci6n 2 ( soluci6n de hidr6xido de potasio a1 40%), 

agitar bien despuCs de haber aiiadido cada soluci6n. El desarrollo de un color rojo indica 

que la prueba es positiva. Reacciones positivas ocurren inmediatamente o despuCs de 5 

rninutos de haber aiiadido el segundo reactivo, es preferible leer 10s resultados despuCs de 

4 horas (Foto 4). 



Foto 4. Prueba de Voges-Proskauer 

Citrato de Simmons 

Sembrar la bacteria en un tubo con 5 ml del medio citrato de Simmons (BAcTOB) 

en la superficie del agar inclinado con un asa en punta, incubar a 280C por 24 a 48 horas 

o hasta 4 dias en condiciones aerobias. Una reacci6n positiva es indicada por el desarrollo 

con un color azul intenso. Reacci6n 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" (BAcTOB) suplementado . 

con el 1% del aminoiicido correspondiente : L - Arginine monohydrochloride, L- 

Ornithine hydrochloride ( WAC0 PURE CHEMICAL INDUSTRIES Ltd.). Cubrir 10s 

tubos con 1 ml de aceite mineral esteril e incubarlos a 28 OC por 24 a 96 horas. La 

reacci6n resultante producirii alcalinizaci6n (pdrpura o violeta) para las bacterias que 

producen descarboxilasa y un pH iicido (amarillo) para las bacterias que no producen 



descarboxilasa. El color de 10s tubos positivos pueden variar en tonos fuertes y suaves 

debido a una destrucci6n parcial del indicador por parte de algunas bacterias. Los tubos 

negativos siempre tendrh un amarillo definido (Foto 5). 

Foto 5. Prueba para la detecci6n de enzimas especificas a aminoticidos 

Asimilacih de carbohidratos. 

Preparar tubos que contengan individualmente 5 rnl del medio basal 0-F con 10s 

diferentes tipos de carbohidratos a utilizarse a1 1%: L(+) Arabinose (SIGMA@), D(+) 

Cellobiose (SIGMA@), D(+) Mannose (OR@ Mallinckrodt), Mannit01 (J.T. ~ake r@) ,  

Sucrose (J.T. Baker@), D-Glucuronic acid lactone (SIGMA@), D-Gluconic acid lactone 

(SIGMAB), D(+) Galactose (SIGMA@). 

Inocular 10s tubos con la suspensi6n bacteriana y luego incubarlos a 280C hasta 4 

dias. Observar la reacci6n diariamente, si se produce un carnbio de color a arnarillo indica 

que la bacteria ha oxidado el carbohidrato que contiene el medio (Foto 6). 



Foto 6. Prueba de asirnilacidn de carbohidratos 

N0TA.- A todos 10s medios se les debe ajustar la concentraci6n de NaCl a1 2%. 

2.4. LECTURA DE LOS RESULTADOS 

Es posible usar tablas de diagn6stico en forma conjunta con computadoras. Las 

tablas son incorporadas a la memoria de la computadora y 10s resultados de aislados 

desconocidos son comparados con cada una de las posibilidades, la correlaci6n mais alta 

es tomada para inferir una identificacih (Austin, 1988). El anailisis "cluster" del paquete 

STATISTICA es usado para este prop6sito (Austin, comunicaci6n personal). 

En el aniilisis "cluster" se calculan 10s indices de similitudes entre la informaci6n 

de referencia y el aislado desconocido. Dentro de este aniilisis se utiliza la opci6n de 

joining (tree clustering), el cud une objetos en grandes racimos, usando alguna medida de 

similitud o distancia. 



3. RESULTADOS Y DISCUSION 

3.1. BACTERIAS SELECCIONADAS ASOCIADAS A CAMARON 

De todas las especies bacterianas conocidas como asociadas a1 camarh, se 

escogieron las que segdn la bibliografia eran las predominantes y ademis implicadas 

como patbgenas para distintas especies de carnarones 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. fumissii 

V. harveyi 

V. hollisae 

V. logei 

V. marinus 

V. nereis 

V.  parahaemolyticus 



V. pelagius 

V. penaeicida 

V. splendidus I .  

V. splendidus 11. 

V. tubiashii 

V. vulnificus 

3.2. PRUEBAS ESCOGIDAS 

Basado en un andlisis bibliogrdfico exhaustivo se escogieron un total de 21 

pruebas entre morfol6gicas 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, reacci6n de Gram, oxidasa, 

catalasa, crecimiento 0% NaCl, 0 - F  (oxidativo y fermentativo), producci6n de indol, 

reacci6n de Voges-Proskauer, citrato de Simmons, ornitina descarboxilasa, arginina 

dihidrolasa, asimilaci6n de L-arabinosa, celobiosa, D-manosa, D-manitol, sucrosa, D- 

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

Las pruebas de forma celular, motilidad, reacci6n de Gram, oxidasa y catalasa son 

importantes para la identificaci6n a nivel de 10s generos seleccionados, mas no para la 

diferenciacibn de las bacterias escogidas, ya que todas ellas poseen las mismas , 

caracteristicas: Bacilos mbtiles, Gram negativos, oxidasa y catalasa positive. 

La prueba de crecimiento a1 0% de NaCl es importante para diferenciar 

Pseudomonas spp. y Aeromonas spp. de las otras, except0 deb'. cholerae y V. furnissii 

(Tabla 4) .  





1 Tabla 4.- Pruebas que diferencian 10s g6neros de Pseudomonas. Aeromonas. Photobacterium y Vibrios. y especies de Vibrios 

Aeromonas Photobacterium Vibrio 

Pseu. 3 1.3 1.3 

Aero. 1 I 

Photo. 7,8,11,12 

v. ang. 

V. cam. 

V. cho. 

V. dam. 

v. fis. 
v. flu. 

V. fur. 

V. har. 

V. hol. 

v. log. 

V. mar. 

V. ner. 

v. par. 

v. pel. 

V. pen. 

V. sple. I 

V. sple. II 
V. tub. 

v. MIL 

V. fur. 

V. har. 

V. hol. 

v. log. 

V. mar. 

V. ner. 

V. par. 

v. pel. 

V. pen. 

V. sple. I 

V. sple. 11 

V. tub. 

v. vul. 

V. par. 

v. pel. 

V. pen. 

V. sple. I 
V. sple. 11 

V. tub. 

v. vul. 

v. vul. 

V. fluvialis 

1 

6 3  
6,8,12,13 

6.8.9.1 3 

6.8,9,11,12.13 

9,11.12,16 

6.7.8.13 

8.9 
8.9, 12.13.16 

9 

8.9,11,13.15.16 

9 

8,9.13 

V. nereis 

4,6.7,8,11,12,13,16 

8.12.16 

8,10,11,13 

4,10,l l , l2,l4,~6 

4.8.l2,l3.l5 

10.11,12,16 

4,8,10,11,13,14,16 

V. parahaemolitycus 

V. campbell 

1,4.7,13,16 

8.16 

16 

8.9,13.15,16 

1,8,9,13,15.16 

4.14.15 

4,9, I6 

15.16 

15.16 

8.13,15 

4,7,15.16 

15.16 

lisina 

4.8.14.16 

4 

13,15,16 

4.14.15.16 

V. harveyl 

10.12 

14 

4,10,11.12,14 

4,6.8,10.11,12.14 

7.10 

4,6,10,14 

12.14 

6.8 

6.1 1.14.15 

6.14 

mot 

V. pelagicus 

10,12,16 

4.8.19.14 

4,15,16 

10 

4.10.14 

V. cholera V. damsela V. risheri 

V. logei V. marinus 

V. penaeicida V. splendidus I V. ~plendidus I1 



La prueba del t i p  de metabolismo bacterial (0-F) sirve para diferenciar 

Pseudorrzottns spp. de las otras, except0 deV. hollisae (Tabla 4). 

Las pruebas ornitina descarboxilasa, arginina dihidrolasa, D-manosa, D-manitol y 

D-galactosa son importantes para diferenciar Photobacteriunz spp. de todas las especics dc 

vibrios (Tabla 4). 

Todas las pruebas sirven para diferenciar las distintas espccies del gbneroVi1~1 io 

3.3.51;LABORACION DE PRUEBAS BIOOUIh$&4S CON EL SISTEMA M INjA I 1- 

JUZADo TOMANDO COMO REFBENCIA A LA TECNICA CLASICA. 

Las bases de el mttodo miniaturizado (Foto 7) son las mismas que las de la t6c:nicir 

clrisica de identificaci6n bioquimica (Foto 8). La diferencia sadica en 10s matcrinlcs v (4 

volumen de 10s medios y reactivos usados. 

La determinaci6n de la forma celular, motilidad, oxidasa y catalasa se las sealizti 

de igual forma que en el m6todo cl6sico. Para conocer si las bacterias eran Gram negutivo 

o Gram positivo se utiliz6 el mttodo de Ryus (descrito en materiales y mttodos), por scr 

miis riipido que la tinci6n de Gram, aunque no tan confiable. 

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

(Coming. Cell WellsTM). 

Las suspensiones bacterianas fueron preparadas en tubos de ensayo, coloca~~clo 

una asada de la colonia bacteriana en agua destilada estCril para la prueba de crecimiento a1 

0% de NaCl y en soluci6n salina a1 0.85% de NaCl para el resto de las pruebas. 



Foto 7. TCcnica miniaturizada de identificaci6n bioquimica 

Foto 8. TCcnica clkica de identificaciAon bioquimica 



Una vez sembradas las microplacas, estas fueron incubadas a 280C, 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 10s rnismos resultados tanto en la tCcnica clisica como en la 

miniaturizada para arnbas 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 10s casos se obtuvieron 10s mismos resultados con la metodologia 

clhica y con la miniaturizada. Los resultados son mostrados en la tabla 5. 

Crecimiento a1 0% NaCl 

A 200 PI del medio NB, se inocularon 20 p l  de la suspensi6n 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 idCnticos a las pruebas realizadas en 10s tubos de 

ensayo. 



Tipo de metabolismo 

Se utilizaron dos pozos, en uno se determin6 el metabolismo oxidativo, usando 

200 p.1 del medio 0-F suplementado con glucosa y en el otro se deterrnin6 el metabolismo 

fermentativo usando 150 jl.1 del mismo medio. Se inocularon 20 p.1 de suspensi6n 

bacteriana a ambos pozos y a1 segundo se le aiiadi6 100 PI de aceite mineral estCril, para 

garantizar una condici6n anaerobia. 

La acidificaci6n del medio con viraje del indicador de pH de verde a arnarillo solo 

en el pozo abierto indicaba un resultado positivo para la utilizaci6n oxidativa de la 

glucosa, mientras que la acidificaci6n del medio en ambos pozos indicaba un resultado 

positivo para la utilizaci6n oxido-fermentativa de la glucosa. Si no se produce 

acidificacidn en ninguno de 10s pozos significa que la bacteria no utiliza la 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 trabaj6 con la cepa B743Hm. Los resultados obtenidos en la 

microplaca fueron idknticos a las pruebas realizadas en 10s tubos de ensayo. 
! 

Producci6n de indol 

A 200 p.1 de triptona a1 1% se inocularon 20 PI de la suspensi6n bacteriana, 

despuCs de 1-3 dias de incubaci6n (cuando se notaba crecimiento) se adicionaron 20 p.1 

del reactivo de Kovac mezclindolo directamente con la micropipeta. La aparici6n de un 

halo de color rosado o rojo en la superficie indicaba una respuesta positiva. 



Se probaron las cepas B754T (positiva) y B668B (negativa). Los rcsull;~tlos 

obtenidos en la microplaca fueron idCnticos a las pruebas realizadas en los tuhos tlc 

ensayo. 

Rerrcci6n de Voges - Proskauer 

A 100 PI del medio MR-VP se adicionaron 20 p1 de la suspensi6n bacteriona. 

DespuCs de 1-3 dias de incubaci6n (cuando se notaba crecimiento) se adicionaron 60 PI dc 

la soluci6n 1 y 20 p1 de la soluci6n 2, mezclando con la micropipeta despuCs de iil"l;ldir 

cada solucibn. 

La aparici6n de un color rojo indicaba que la prueba era positiva, esto ocurrc 

inmediatamente o despuks de 5 rninutos de haber aiiadido el segundo reactivo. 

Inicialmente se probaron las cepas B743Hm (positiva) y 13707H1,I (rieg;~ti\,i~). 

pero no hub0 reacci6n positiva en ninguna. Luego se probaron las cepas B7S4T ( p i 1  i I ;I ) 

y B732Bt (negativa), pero ambas dieron reacci6n positiva. Esto puede ser explicrido it cp~c 

pueden existir cepas mutantes de dicha especie, ya que el 10% de las cepas de u11;1 cspcv.it- 

bacteriana no poseen las caracteristicas de el restcl para determinadas pruebas. Finair I 1r.111t. 

se usaron las cepas B754T (positiva) y B707HLl (negativa). Los resultados obtenidos cr1 

la microplaca fueron idknticos a las pruebas realizadas en 10s tubos de ensayo. 



Citrato de Simmons 

A 200 p1 del medio cikato de Simmons se aiiadieron 20 pl de la suspensirin 

bacteriana. Una reacci6n positiva era indicada por el carnbio de color del medio de verde a 

azul. 

A1 principio se probaron las cepas B754T (positiva) y B743Hm (negntiva). pcro 

ambas dieron reacci6n positiva debido a Ia existencia de cepas mutantes, cotno lile 

explicado anteriorrnente. Posteriormente se usaron las cepas B754T (positiva) y Mi6813 

(negativa). Los resultados obtenidos en la microplaca fueron idknticos a las prrtehas 

realizadas en 10s tubos de ensayo. 

Ornitina descarboxilasa 

A 150 p1 del medio "bacto decarboxylase base Mt~ller" con el atnir~o;ic.i(lo 

ornitina, se adicionaron 20 PI de suspensi6n bacteriana y 100 PI de aceite ~ninel-nl c t k r  it. 

El desarrollo de una coloraci6n violeta fuerte o debil indicaba un  resultado positive. r r w  

coloraciGt~ amarilla negativo. 

Inicialmente se probaron las cepas B707HLl (positiva) y B754T (negativa). pcro 

ambas dieron una reacci6n negativa, por la misma raz6n mencionada antcriortnentc. par lo 

que posteriormente se usaron las cepas B732Bt (positiva) y B754T (negativa). 1 , o ~  

resultados obtenidos en la microplaca fueron idtnticos a las pruebas realizadas c ~ i  los 

tubos de ensayo. 

Arginina dihidrolasa 

A 150 del medio bacto decarboxylase base Moeller con el arninolicido argininn, 

se adicionarod 20 k1 de la suspensi6n bacteriana y 100 p1 de aceite mineral estkril. El 



desarrollo de una coloraci6n violeta fuerte o dCbil indicaba un resultado positivo, una 

coloraci6n arnarilla negativo. 

Se probaron las cepas B754T (positiva) y B732Bt (negativa). Los resultados 

obtenidos en la microplaca fueron idCnticos a las pruebas realizadas en 10s tubos de 

ensayo. 

Asimilacih de carbohidratos 

A 200 p1 del medio 0-F con el carbohidrato apropiado, se afiadieron 20 p l  de la 

suspensi6n bacteriana. Si el medio se tornaba amarillo la prueba era positiva, y negativa si 

permanecia verde o se volvia azul. 

i 

Los medios con carbohidratos, a1 principio fueron preparados por separado, 

obtenihdose ligeras diferencias en 10s tonos de las coloraciones debido a1 efecto de 

errores en el pesaje del medio 0-F, debido a esto se prepar6 un stock del medio 0-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 
I 

autoclave (se desdoblan a esas temperaturas), sin0 por filtracih, entre ellos arabinosa , 

celobiosa y sucrosa, ademis se recomienda esterilizar el resto de 10s carbohidratos 

utilizados a 1 1 OOC por 10 rninutos. 

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

en 10s tubos de ensayo, para todos 10s carbohidratos utilizados. 



L-Arabinosa. Se probaron las cepas B754T (positiva) y B743Hm (negativa), pero no 

hub0 reacci6n positiva en ninguna debido a que el carbohidrato se degrad6 a1 ser 

autoclavado y por lo tanto no pudo ser asimilado. Luego se probaron las cepas V. fluvialis 

(positiva) y B743Bt (negativa), obteniendose 10s resultados esperados. 

Celobiosa. Se probaron las cepas B754T (positiva) y B743Hm (negativa), pero ntnhns 

dieron reacci6n positiva ya sea por contaminaci6n o la presencia de cepas mutanks. 

Entonces se usaron las cepas B754T (positivas) y B668B (negativas), obteniCndosc los 

resultados esperados. 

D-Manosa. No se usaron cepas negativas debido a que no se contaban con aislarlos ilc 

las mismas, se prob6 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 

preparaci6n de este medio se utiliz6 Acido D-glucur6nico-Lactona, por lo que al prcparnr cl 

medio este se tornaba iicido (amarillo), entonces se tuvo que ajustnr el pH final a 7.2 con 

NaOH 1N y se lo estabiliz6 con hepes (5.2 grl It). 

D-Gluconato. Se probaron las cepas B743kIm (positiva) y B668B (negativa). Para la 

preparaci6n de este medio se utiliz6 iicido D-gluc6nico-Lactona, por lo que a1 preparar el 

medio este se tornaba iicido (amarillo), entonces se tuvo que ajustar el pH final a 7.2 con 

NaOH 1N y se lo estabiliz6 con hepes (5.2 grl It). 

Galactosa. Se'probaron las cepas B747D (positiva) y B778C (negativa). 



3.4. EVALUACION DEL SISTEMA MINIATURIZADO PARA LA IDENTIFICA- 

CION BIOOUIMICA TOMANDO COMO REFERENCIA A LA METODOLOGIA 

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 cada una de esta cepas varias 

veces, tanto con la metodologia cliisica como con la miniaturizada como lo indica la tabla 

6, obtenibndose 10s mismos resultados tanto con la tCcnica cliisica como con la 

miniaturizada. La cepa E22 correspondi6 a una bacteria de tipovibrio vulnijkus (loo%), 

la B668b a Pseudomonas sp. (loo%), la ILI aVibriofluvialis (90%) y la 158 a Vibrio 

fluvialis (94%). 

3.5. giPLICACION DEL SISTEMA MINIATURIZADO PARA LA IDENTIFICACI 

BE BACTERTAS DESCONOCIDAS. 

Utilizando la microplaca como fue descrito previamente se probaron un total de 36611 
CI 

aislados: Las cepas de la 1 a la 9, fueron aisladas de un laboratorio de larvas ubicado en 

Playas (las muestras provenian de macerados de larvas de dos tanques de cultivo), de la 

10 a la 13, fueron aisladas de un laboratorio de larvas de camar6n en Cuba, de la 14 a la 

34, fueron aisladas de un laboratorio ubicado en Ayangue (las muestras de la 14 a la 19 

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 a la 32 del filtro y de la 

33 a la 34 de macerado de larvas con sindrome 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 10s resultados de estas pruebas. 



Tabla 5.- Comparaci6n de 10s resultados obtenidos en la dcnica clhica y la miniaturizada 

Pruebas bioquimicas Cepas positivas Cepas negativas C. positivas C. negativas C. positivas C. negativas 

NB, O%CWa 
OF- oxidativo 
OF-fermentative 
Producci6n de indol 
VP 
Citrato de Simmons 
Ornitina descarboxilasa 
Arginina dihidrolasa 
L- Arabinosa 
Celobiosa 
D-Manosa 
D-Manitol 
Sucrosa 
D-Glucuronato 
D-Gluconato 
Galactosa 

TECNICA CLASICA 

NB, O%CWa 
OF- oxidativo 
OF-fermentative 
hoducci6n de indol 
VP 
Citrato de Simmons 
Omitina descarboxilasa 
Arginina dihidrolasa 
L-Arabinosa 
Celobiosa 
D-Manosa 
D-Manitol 
Sucrosa 
D-Glucuronato 
D-Gluconato 
Galactosa 

NB, O%ClNa 
OF- oxidativo 
OF-fermentative 
hoducci6n de indol 
VP 
Citrato de Simmons 
Omitina descarboxilasa 
Arginina dihidrolasa 
L-Arabinosa 
Celobiosa 
D-Manosa 
D-Manitol 
Sucrosa 
D-Glucuronato 
D-Gluconato 
Galactosa 



OF: OricLivO 
OF- fcrmcnrauvo 
llndol 
VP 
Ciuato 
Ornirina 
Arginina 
L-hnbinosa 
Celobiosa 
D-Mmosa 
D-Manit01 
Sucmsa 
D- Glucuronato 

I L I  

ILI 
ILI 
1L1 
ILI 
ILI 
ILI 
ILI .. - 
ILI 
ILI 
ILI 
IL1 
ILI 
ILI 

tL1 
IL1 
IL1 
IL1 
ILI 
ILI 
IL1 
ILI 
ILI 
ILI 
IL1 
1L1 
ILI 
ILI 

- 
IL1 
IL1 
ILI 
ILI 
ILI 
ILI 
IL1 
ILI 
ILI 
ILI 
ILI 
ILI 
ILI 
ILI 

DGluconato 
Gdactosa 

OF- oxidative 
OF-fcrmentativo 
Indol 
VP 
Citnto 
Dmitina 
Arginina 
L-Arabinosa 
Cclobiosa 
D-Mmosa 
D-Manitol 
Sucrosa 
3-Glucuronato 
>Gluconato 
)-Gdacrosa 

TECNICA CWSICA 
NB. 09ClNa I + I + I + 1 + 

E22 B668b 
E X  B668b 

+ + 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ + 
+ + 

+ 
+ 
+ 
+ + 

ES2 B668b ILI 
E27 B668b ILI 

T.MINUTURIZADA 

+ + + 
+ + 
+ + 

+ + 
+ 
+ + 
+ + + 

+ + 
+ + + 
+ + + 

+ + 
+ + 
+ + 
+ + + 

€22 B668b ILI 158 
E21 B668b ILI 158 

+ 
+ + + + 
+ + + 
+ + 

+ + 
+ + + 
+ + + 

+ + + 
+ + 

+ + + + 
+ + + + 
+ + + + 
+ + + + 
+ + + 
+ 4 + 
+ + + + 

qB. ORClNa 
IF- oxidative 
IF-fcrmentativo 
ndol 
JP 
:ia;iro 
hnitina 
irginina 
.-Arabinosa 
klobiosa 
)-Manosa 
)-Manit01 
ucmsa 
)-Glucuronato 
)-Gluconato 
~-Gdacrosa 

E22 B668b ILI 158 
E22 B668b ILI 158 

+ + + + 
+ + + 
+ + 

+ + 
+ + + 
+ + + 

+ + + 
+ 

+ + + 
+ + + + 
+ + + + 

+ + + 
+ + + 
+ + + 
+ + + + 

+ + + + 
+ + + 
+ + 

+ + 
+ + + 
+ + + 

+ + + 
+ + 

+ + + + 
+ + + + 
+ + + + 
+ + + + 
+ + + 
+ + + 
+ + + + 

+ 
+ + 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ + 
+ + 

+ 
+ 
+ 
+ + 

+ 
+ + 4 

+ + 
+ + 

+ + 
+ 
+ + 
+ + + 

+ + 
+ + + 
+ + + 

+ + 
+ + 
+ + 
+ + + 

+ 
+ + + + 
+ + + 
+ + 

+ + 
+ + + 
+ + + 

+ + + 
+ 

+ + + 
+ + + + 
+ + + + 

+ + + 
+ + + 
+ + + 
+ + + + 



Los resultados se 10s expresa como un porcentaje de concordancia de las psuctm 

rcalizadas entre el aislado desconocido y la especie bacteriana a la que mls se parece. Por- 

ejemplo, en la cepa 1 un 94% de las pruebas realizadas coinciden eon el patrh de Utl i l  

bacteria de tipo V. vulnificus . La variaci6n en 10s porcentajes indica que un mayor o 

menor nfimero de pruebas no coincidieron con 10s datos patr6n de dichas bacterias. 1~~ 

utilizaci6n del programa de computadora mencionado en materiales y metodos solanlctltc 

ayuda a encontrar a que especie bacteriana mayormente se asemeja el aid;~(Io 

desconocido, para despuCs determinar manualmente dicho porccntqic de concorcl;~rlcia. 

La interpretaci6n de 10s resultados de todos 10s aislados probados son: 

Cepa 1 

Cepa 2 

Cepa 3 

Cepa 4 

Cepa 5 

Cepa 6 

Cepa 7 

Cepa 8 

Cepa 9 

Cepa 10 

Cepa 11 

Cepa 12 

Cepa 13 

Cepa 14 

Cepa 15 

Cepa 16 

Cepa 17 

V. vulnificus (94%) 

V. parahaernolyticus (90%) 

V. vuln@cus (94%) 

V. harveyi (88%) 

V. harveyi (88%) 

V. harveyi (88%) 

V. vulnificus (100%) 

V. vulnificus (100%) 

V. vulnificus ( 100%) 

V. vulnificus (94%) 

V. fischeri (100%) 

V. vulnificus (94%) 

V. fischeri ( 100%) 

V. alginolyticus (88%) 

V. harveyi (88%) 

V. harveyi (82%) 

V. harveyi (82%) 



Cepa 18 

Cepa 19 

Cepa 20 

Cepa 2 1 

Cepa 22 

Cepa 23 

Cepa 24 

Cepa 25 

Cepa 26 

Cepa 27 

Cepa 28 

Cepa 29 

Cepa 30 

Cepa 3 1 

Cepa 32 

Cepa 33 

Cepa 34 

Cepa 35 

Cepa 36 

V. anguillarum (95%) 

V. anguillarum (95%) 

V. trttguillarut~t (95%) 

V. parahaetnolyticus (84%) 

V. anguillarum (95%) 

V. harveyi (88%) 

V. harveyi (88%) 

V. fluvialis (83%) 

V. fluvialis (83%) 

V. harveyi (94%) 

V. fischeri (95%) 

V. hnrveyi (88%) 

V .  pelagius (95%) 

V. fisckeri (95%) 

V. campbellii (94%) 

V. cantpbellii (94%) 

V. seplendidus 1 (84%) 

V. harveyi (88%) 

V. anguillarum (95%) 



Tabla 7.- Resultados de las pruebas bioquimicas de cepas desconocidas 

cepal 
cepri2 
cepa3 
cepa4 
cepa5 
cepa6 
cepa7 
cepa8 
cepa9 
cepalO 
cepall 
cepal2 
cepal3 
cepal4 
cepal5 
cepal6 
cepal7 
cepal8 
cepal9 
cepa20 
cepa21 
cepa22 
cepa.23 
cepa24 
cepa25 
cepa26 
=Pa27 
cepa28 
cepa29 
cepa30 
cepa31 
cepa32 
cepa33 
=pa34 
cepa35 
cepa36 

TCBS 
colonia amarilla plana 
colonia amarilla plana 
colonia amarilla plana 
colonia amarilla cdncava 
colonia amarilla c6ncava 
colonia amarilla c6ncava 
colonia verde 
colonia verde 
colonia verde 
colonia verde 
colonia verde mediana 
colonia verde mediana 
colonia verde pequeiia 
colonia amarilla mediana 
colonia amarilla mediana 
colonia amarilla mediana 
colonia amarilla mediana 
c. amarilla-verde mediana 
colonia verde pequeiia 
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 pequeiia 
c. verde,bordes traslticidos 
N.C. 
colonia amarilla 
colonia amarilla 
colonia amarilla pequeiia 
colonia amarilla pequeiia 

c. 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 rnediana 
colonia blanca mediana 
colonia blanca mediana 
colonia blanca mediana 
colonia blanca mediana 
colonia blanca mediana 
spreader blanco trasl6cido(TSA) 

c. cremosa mediana(TSA) 
c. cremosa mediana (TSA) 
c. planas traslficidas (TSA) 
c.blanca mediana rizoidea(TSA) 
spreader, trasldcidas(TSA) 

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 





CONCLUSIONES 

La bacteriologia se sitda en 10s campos prioritarios de la investigacidn para la 

acuicultura de camarones, esto en tkrminos de sustentabilidad econ6mica y ecol6gica. En 

efecto, las bacteriosis ocasionan mortalidad con caricter de epidemia ylo endemia en 10s 

laboratorios y en las camaroneras. El impact0 econ6mico real de estas enfermedades es 

largamente subestimado ya que la etiologia de las enfermedades de camar6n es solo 

relativamente determinada por falta de herramientas y de tCcnicas de diagn6stico 

adaptadas. 

Desde el punto de vista ecolcigico, existe un problema mayor que corresponde a 

10s desechos y residuos de antibiciticos que son utilizados masivamente sin considerar 10s 
I 

riesgos de resistencia de cepas pat6genas de camarones o del hombre. 

La estrategia iinicamente reconocida para prevenir y controlar las bacteriosis se 
j 

basa en primer lugar en la caracterizacicin y la identificacicin de cepas asociadas a1 

camarbn, tratando de determinar su naturaleza netamente pat6gena o probi6tica, esto en 
I 

base a infecciones experimentales y a anilisis epidemiol6gicos. En segundo lugar la 

prevenci6n de bacteriosis depende por una parte de la disponibilidad de herrarnientas de 

diagn6stico de cepas pat6genas netarnente basadas en la utilizacicin de sondas moleculares 

y por otra parte de la utilizacidn de cepas probi6ticas capaces de interferir con el desarrollo 

de cepas pat6genas. 

La identificacidn bacteriana parece por lo tanto como el elemento clave de esta 

estrategia. Por referencia con la bacteriologia mCdica, la identificaci6n bacteriana necesita 

integrar caracteres morfol6gicos, bioquirnicos, antigCnicos y gen&icos, lo que significa la 

puesta en marcha de una gran diversidad de tdcnicas. Sin embargo, conviene analizar 10s 

campos de aplicacidn de cada uno de 10s tipos de caracteres. La identificacidn bioquirnica 



correspondiente principalmente a la determinaci6n taxondmica de una bacteria a la escala 

especifica, 10s otros criterios son mis utilizados a 10s niveles subespecificos y para el 

diagn6stico riipido de una cepa dada con la ayuda de sondas nucleicas muy especificas. 

Desde el punto de vista de trabajos bdsicos de bacteriologia netamente en la fase 

descriptiva de bacterias asociadas a1 camarbn, la identificacibn bioqufmica se presenta 

como primordial y prioritaria. 

Los conocimientos sobre las bacterias del camar6n son en la actualidad 

extremadamente linlitadas esencialmente en raz6n de lo inadecuado de las tecnicas clhicas 

de identificaciones bioquimicas que son dificiles de poner en marcha, lo que limita 

fuertemente el n6mero de anaisis que pueden ser realizados y que vuelven casi imposible 

10s estudios epidemiol6gicos que necesitan identificar numerosos aislados. 

En bacteriologfa y epidemiologia humana, este problema tkcnico fue superado por 

el desarrollo de sistemas miniaturizados mucho mds simples y ripidos de manipular que 

el conjunto de tubos con medios de cultivo, 10s cuales permiten realizar las pruebas 

necesarias y suficientes para un grupo de bacterias dadas, por ejemplo las Enterobacterias 

humanas. 

En la 6ptica de abrir la via a este tip0 de herramientas para la bacteriologia de 

camarones, la elecci6n se orient6 inicialmente en el grupo de 10s Vibrios spp., 

Pseudomonas spp., Aeromonas spp. y Photobacterium spp. en raz6n de sd importancia 

mayor en camaronicultura. 

Un andlisis exhaustivo permiti6 establecer la lista de especies que deben ser 

consideradas y seguidamente 10s criterios bioquimicos necesarios y suficientes para 

reconocer y distinguir de la mejor manera todas estas especies. Simult6nearnente 10s 



,~ctihilicl:ul t k  protocolos de cada prueba fueron analizados desde el punto de vista de su 1; 

ser realizadas en condiciones miniaturizadas. Asi se escogieron 2 1 criterios morfdtigicos 

y bioqulrnicos, siendo posible miniaturizar 16 de ellos. 

El sistema miniaturizado que fue escogido corresponde a microplacas d ispon ildcs 

bajo la forma de placas de 96 pozos (12 colurnnas de 8 pozos) y tambien colutnnas tlc H o 

16 pozos respectivamente. Estos dispositivos e s th  disponibles en el mercado y so11 

relativamente baratos. Teniendo en cuenta que cada identificacibn necesita de 16 pozos, 

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

El desarrollo del sistema miniaturizado, teniendo como objetivo la obtencicin de 

un "kit" de identificacih fue relativamente simple. Para cada prueba se escogieron 

bacterias que debian dar una respuesta positiva y negativa respectivamente y estas fueron 

utilizadas en paralelo seglin la metodologia clbica y el metodo miniaturi7atlo. 

Sucesivamente, el protocolo operativo fue establecido y optitnizado para cada prueba en cl 

sistema miniaturizado. 

Se probaron bacterias segrin la tdcnica clhica en series de tubos de ensayo y 

segiin la tdcnica miniaturizada en microplacas, 10s resultados estuvieron en pcrfcctn 

concordancia. 

El sistema miniaturizado fue posteriormente utilizado en grandes serics tlc 

identificacih de bacterias de diversos orlgenes. poniendo en evidencia las ventqj;tc ell 

t6rminos de rapidez y simplicidad. 

Dentro de esta concepcitjn actual, donde es necesario poner 10s diferentes tnctlios 

en 10s pozos de la placa con la ayuda de una micropipeta simple, se mostrtj que nlrecledor 

de 30 aisladok pueden ser analizados cada dia por un tCcnico. Este ntimero potlrli scr 



aumentado utilizando algunas herramientas como multipipetas que permiten distribuir 

simultinearnente 8 medios diferentes en las microplacas y de micropipetas de repetici6n 

que permiten distribuir muy riipidarnente un volumen similar de suspensi6n bacteriana en 

una serie de pozos de cultivo. 

Dentro de una perspectiva de utilizacidn a gran escala de este sistema 

miniaturizado, sera posible utilizar una bomba peristiiltica con 16 salidas permitiendo 

distribuir simultineamente 10s 16 medios, esto tiene un gran ritmo. Entonces convendrii 

reflexionar en la industrializaci6n de este product0 considerando como socio a un grupo 

especializado en la tecnologia de micropruebas pudiendo 10s medios ser liofilizados o 

desecados en las microplacas, esta segunda posibilidad corresponde a una tecnologia miis 

simple de poner en marcha que la liofilizaci6n. 
b k  

A corto plazo, la distribucidn comercial de este primer sistema de identificacih 

especificamente aplicable a bacterias asociadas a1 camarbn, podria consistir en la venta de 

un lote de 50 unidades de 16 pozos acompafiado de 16 tubos conteniendo cada uno 5 rnl 

de cada uno de 10s medios, permitiendo este "kit" realizar 50 identificaciones 

bioquimicas. 

Teniendo en cuenta la simplicidad de utilizaci6n es de hecho proyectable de 

difundir este sistema en 10s laboratorios y camaroneras a fin de que 10s acuicultores 

puedan determinar la flora bacteriana del medio ambiente especifico y tambitn detectar 

situaciones anormales, por ejemplo, la presencia masiva de ciertos vibrios~considerados 

como pat6genos para el camar6n. 

La identificaci6n puede ser hecha con la ayuda de un prograrna simple que deberii 

ser transmitido a todas las empresas a fin de que puedan manejar su informaci6n y de 

facilitar su trabajo. 



Este sistema puesto a punto en CENAIM, abre la via a la miniaturizaci6n de 

ttcnicas bacteriol6gicas en carnaronicultura, por ejemplo para 10s antibiograrnas, El txito 

de estas nuevas herramientas dependerd grandemente de la comunicaci6n entre 10s 

cientificos y 10s productores quienes deberh ser convencidos de las ventajas que tendrh 

a1 modernizar sus unidades de microbiologia donde deberan tambitn poder utilizar las 

pruebas de diagndstico basadas en sondas moleculares. Para las empresas pequefias todas 

estas nuevas metodologias de diagn6stico podrdn ser accesibles a nivel deI centro de 

diagn6stico. 



RECOMENDACIONES 

Tratar de poner a disposici6n de 10s productores este sistema rniniaturizado bajo la 

forma de "Kits" relativamente simples, por ejemplo 10s lotes de 50 unidades y 16 medios 

de cultivo. 

Organizar la transferencia tecnol6gica a1 centro de diagn6stico y a 10s 

bacteri6logos 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 industrides para elaborar sistemas listos a usar con 10s 

medios ya presentes en 10s pozos, las tecnologias de secado podrin ser m6s ficiles de 
I 

aplicar. 

Emprender la puesta a punto de sistemas similares para estos grupos de bacteria 

importantes para el cultivo del camar6n y para otros campos de aplicaci6n, por ejemplo 

10s antibiogramas. 
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ANEXOS 



PRUEBAS BIOQUIMICAS USADAS EN LA 
TECNICA MINIATURIZADA 

1. Reacci6n de Gram 
2. Forma 
3. Motilidad 
4. Oxidasa 
5. Catalasa 

'6. Crecimiento O%NaCl 
I 7. Tipo de metabolismo (Oxidativo) 
8. Tipo de metabolismo (Fermentativo) 
9. Producci6n de indol 
10. Reacci6n de Voges-Proskauer 
1 1. 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 

-2 1. Galactosa 



PROTOCOL0 DE LA TECNICA MINIATURIZADA 

1 2 

A NB (200 pl) Arabinosa (200 p1) 1 2 

B OF-oxi (200 pl) 

C OF-fer (150 p1) 

D Triptona (200 p1) 

E VP(100pl) 

F Citrato (200 p1) 

G Ornitina (150 p1) 

Arginina 

Celobiosa (200 p1) 

Manosa (200 p1) 

Manitol(200 p1) 

Sucrosa (200 p1) 

Glucuronato (200 p1) 

Gluconato (200 p1) 

50 pl) Galactosa (200 p1) 

1 2 

0 0 
0 0 \\ 
0 o \  
0 0 \\ 

______) 0 o \  

Suspensi6n bacteriana 
20 p1 a cada pozo 

C Aceite mineral (100 pl) 

D Kovac (20 11) a las 24 h 

E Sol- 1 (60 ~ 1 )  a la, 24 h 
Sol. 2 (20 p1) 

G Aceite mineral (100 p1) 

H Aceite mineral (100 p1) 
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