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RESUMEN

respcclivameulc.

muestrcos.

■

i

sc

modified ocasionalmcnte la 

y en particular redujo la poblacion de la cepa bacteriana 

con perfil tfpico S2. Casi ninguna bacteria fuc reconocida por el anticuerpo 

monoclonal 2C9.

El uso

Eslc trabajo muestra cl caraclcr confiablc de las 

seguimiento bacleriologi

un sistcina 

con el anlicncrpo monoclonal 

^'yi , y con la tecnica de AP-PCR 

miclcotidos para determiuarcl perfil RAI’I> tie cada bacteria.

Ires tccnicas para su aplicacidn al

ICO en laboratories de camardn, permitiendo obtener nuichas

Se colectaron 266 cepas bacterianas obtenidas de un laboratorio de produccion ubicado en 

la zona de Ayangue (Provincia del Guayas). Los aislados bacterianos provenfan de 

muestras de larvas y de agua de 3 ta,up.es de cultivo, correspondientes a 2 periodos de 

cultivo consecutivos en los nteses de ntayo y junio de 1996. La caracterizacion 

bioqufmica, antigenica y gcnetica de cada cepa aislada fuc realizada ntcdianle 

ntiniaturizado de pruebas biorpu'.nicas, un immuno-dot-blot 

2C9 especffico de las cepas S2 y E22 de Vibrio han 

ulilizando un iniciadorde 10

En la busqueda de prevenir y controlar cnfennedadcs bacterianas que afectan a los 

laboratorios de can.arones peneidos. cl presente estudio cpidentiologico se ha realizado 

basado en la utilizacion de tres nuevas tccnicas recientctnenle desarrolladas en cl 

CENA IM.

Us bacterias caracterizadas bioqufn.icanicnte co.no Vibrio iabiashii y Vibrio vulmjicn. 

fueron las cepas predo.ninantcs durante los muestreos. Algunas de las cepas 

caracterizadas gcnetican.ente presentaro., cl perfil RAPD tfpico de la bacteria S, 

responsable del "Sfndronte de bolitas". La mayor parte de estas bacterias con perfil 

RAPD tfpico de S2, fueron caracterizadas bioqufmicamentecomo V. vub^cn.. 

de antibidticos (critromicina y furazolidona) a diferentes concentracioues cuando 

presentaron problemas en los tanques de cultivo de larvas, 

diversidad de la flora bacteriana

V. vulnificus



,xii

informacioncs prccisas sobrc la dinamica de poblacioncs bacterianas asociadas a las 

larvas o presentcs en cl agua.



INTRODUCCION

La creciente demanda en el Ecuador de post larvas del genero Penaeus para cultivarlas on

cautiverio y la escasez de las mismas en el medio natural, hizo imperiosa la necesidad de

instalar laboratorios debidamcnte cquipados para obtenerlas en medios controlados.

Inicialmente, el cultivo solo era de la especie P. vannamei, pero actualmente tambien se

cultiva el P. stylirostris.

Sin embargo, esta demanda de las post larvas de laboratorios esta relacionada con la

provision y prccio de las larvas marinas, decreciendo en los pcriodos de abundancia de

estas ultimas, lo cual acontece especialmente durante los eventos de El Nino.

Ademas, los camaroneros prefieren generalmcntc adquirir las post larvas capturadas en el

medio natural aduciendo que se desarrollan y sobreviven mejor a problemas de manejo

(alias dcnsidades) y de enfermedades (virus y bacterias).

Diferentes grupos de bacterias han sido implicadas como causantes de enfermedades y

mortalidad en peneidos cultivados, especialmente en estadios larvales, post larvas y

juveniles.

Las referencias epidemiologicas disponibles indican quo espccics de vibrios son los

agentes baclerianos mas importantes conocidos y tambien, son parte de la microflora

normal de los peneidos. Algunos investigadores opinan que estos vibrios se convicrtcn

Tai es el caso de bacterias inocuas que pueden volvcrsc daninas cuando las condiciones

del medio favorecen su propagacion de forma excesiva.

las larvas se la realiza por la simple observacion de un color dcterminado de las colonias

las idcntifica como patogenas y a las amarillas, no patogenas. Tambien se le da

importancia a la prescncia de luminiscencia en las bacterias para determinar su

en patogcnos oportunistas cuando las condiciones de cultivo favorecen su crecimicnto.

En los laboratorios comerciales de camaron la identificacion de los vibrios presentcs on

bacterianas en agar TCBS (dcbido a la utilizacidn de la sucrosa); a las colonias verdes sc



patogenicidad. Sin embargo, caracteristicas propias de las bacterias como el color, que

esta vinculado con la produccion de ciertas enzimas metabolicas, o la luminiscencia

involucrada con el gen que codifica para la produccion de luciferasa, no tienen relation

directa con la patogenicidad, quo dcpende de diferentes factores geneticos como la

presencia de genes que promuevan la produccion de toxinas.

Para la caracterizacion y deteccion de bacterias patogenas y probioticas de interes en la

acuicultura, se ha tornado como referencia a la bactcriologia hum ana, las tecnicas de

identification mediante criterios morfoldgicos, bioquimicos, geneticos y antigenicos,

serviran para poder aplicar las medidas de control nccesarias.

Por lo tanto, el objetivo de esta tesis es aplicar y evaluar las nuevas tecnicas de

identificacicSn bioquimica, antigenica y genetica de bacterias marinas asociadas al

laboratorio comercial de larvas de camaron, ubicado en la zona de Ayangue.

camaron, desarrolladas en el CENAIM, mediante un estudio epidemiologico en un



1. ANTECEDENTES

1.1. LARVICULTURA DEL CAMARQN EN EL ECUADOR

El Ecuador se ha convertido en el primer pais productor de camaron del hemisferio

occidental (75% de la produccion total), el quinto productor a nivel mundial y el segundo

mayor productor mundial de camaron en cautiverio. La principal espccie cultivada es el

cultivo puede ser clasificada como semi-intensiva y semi-extensiva con un promedio

anual cosechado de 2.250 libras por hectareas de camarones enteros (Camara Nacional de

Acuicultura, 1995).

La industria ecuatoriana del camaron esta orientada hacia la exportacion, la cual rcpresenta

el 35% de las ventas al exterior de productos primarios, siendo el segundo producto no

petrolero que mayores ingresos genera al pais superado solo por el banano; en 1994 se

exportaron 504 millones de dolares. Estados Unidos es el mercado mas importante para

las exportaciones ecuatorianas. El 65.4% de las ventas externas de camaron se dirigen a

ese pais, siendo Ecuador su segundo proveedor. Las exportaciones ecuatorianas a los

pafses de la Union Europea se han incrementado y la demanda del producto cobra mayor

interes e importancia (Camara Nacional de Acuicultura, 1995).

Este desarrollo acelerado de la industria de la acuicultura le ha pennitido al Ecuador tener

una de las infraestructuras mas grandes y mas altamente especializadas de laboratorios de

larvas y de industria de alimentos para especies acufcolas (Camara Nacional de

Acuicultura, 1995).

El desarrollo de los laboratorios de larvas en Ecuador lo inicio Semacua en 1979 con un

proyeclo integrado de produccion de larvas de camaron con tecnologia francesa (Barniol,

1995).

chmatico contrario de El Nino, llamado La Nina, sumado a la enorme competcncia por

Penaeus vannamei , conocido como Camaron bianco del Pacifico. La tecnologia de

El ano de 1984 fue decisive para el crecimiento de los laboratorios. El fcnomeno



encontrar larvas para las camaroneras hizo pcnsar al sector en la necesidad de contar con

instalaciones de produccion de larvas (Barniol, 1995).

Como respuesta a esta necesidad el crecimiento de la infraestructura de produccion de

ultimas estadisticas disponibles (marzo 1995) rellejan la existencia de 205 laboratorios, de

los cuales 117 se encuentran en Guayas, representando el 57% de la infraestructura total;

sin embargo, su potencial de produccion, dada la capacidad de siembra de algunos,

podna superar esta participacidn (Acuacullura del Ecuador 1996).

Sin embargo, muchos de los laboratories de larvas actualmente estan en crisis debido, en

parte, a la aparicion de enfermedades, siendo las mas importantes las causadas por virus y

bacterias, y entre estas ultimas, las vibriosis parecen ser las principales responsables de

altas mortalidades.

1.2. ENFERMEDADES BACTERIANAS ASOCIADAS A LA LARVICULTURA DEL

CAMARON

Las bacterias marinas se encuentran entre los principales agentes etiologicos causantes de

enfermedades en crustaceos marines, capturados del medio natural o cultivados. Las

bacterias Gram negativas son predominantes en los ambientes marinos (Brisou and co­

authors, 1965) y usualmente constituyen la mayor parte de la flora intestinal de

crustaceos, aunque tambien son importantes para los crustaceos marinos las bacterias

Gram positivas.

Varios tipos de bacterias han sido implicadas como causantes de enfermedad y mortalidad

en peneidos cultivados, especialmente en los estadios de larva, postlarva y juvenil

(Johnson, 1978; Lightner, 1983).

Las especies bacterianas Gram negativas que causan septicemias o enfermedades del

sistema digestive en crustaceos marinos son predominantemente miembros de la familia

Vibrionaccae, y principalmente del genero Vibrio (Krantz and co-authors, 1969).

larvas se ha evidenciado en todo el pais, en especial en la provincia del Guayas. Las



El V. parahaemolyticus es frecuentemente reportado como patdgeno para ciertos

crustaceos marinos (Krantz and co-authors, 1969). Otras bacterias Vibrionaceae oxidasa

(Lightner and Lewis, 1975; Lightner, 1977) y Photobacterium spp. (Austin, 1995).

Adicionalmcnte Pseudomonas spp. han sido encontradas como patcSgenos en cicrtos

camarones peneidos (Barkate, 1972; Lihgtner, 1983, 1985).

agentes causantes de infecciones y enfennedades en camarones peneidos, encontramos;

V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. damsela, V. splendidus, V. harveyi, V.

vulnificus (Lightner, 1993) ,V. anguillarum (Lewis, 1973; Lihgtner y Lewis, 1975;

Rosemark y Fisher, 1988),V. cholerae (Guoxing,1986). Tendcncias recientes han

mostrado la aparicion de muchos otros vibrios incluycndo: V. aestuarinus, V. pelagius,

V. campbellii, V. fischeri, V. nereis, V. tubiashii (Brian Austin, 1995), V. logei, V.

marinus, V. hollisae, V. fluvi a I is, V.furnissii (Lihgtner, 1995).

La vibriosis puede ocurrir tanto en animales cultivados como en capturados, en todas las

postlarvas) bajo ciertas circunstancias como la alia temperatura del agua, la mala calidad

de la misma, bajo recambio de agua y poco oxfgeno disuelto, que pueden ser

considerados como factores cstresantes (Barkate, 1972; Vanderzant and co-authors,

1970; Lewis, 1973; Lightner and Lewis, 1975; Lightner, 1977, 1983, 1985, 1988;

Leong and Fontaine, 1979; Tareen, 1982; Takahashi and co-authors, 1985; Sunaryanto,

1986; Baticados, 1988).

Epidemiologicamente, la vibriosis ocurrc cuando el huesped marino os afectado y los

mecanismos de defensa no estan capacitados para prevenir la entrada de las bacterias ni

para impedir la multiplicacion bacteriana una vez que los organismos han invadido al

hospedador.

especies y estadios de crecimiento, pero particularmente en animales jovenes (larvas a

Entre las especies bacterianas pertenecicntes al genero Vibrio spp. implicadas como

positiva, implicadas en enfennedades bacterianas del camaron son las Aeromonas spp.



Las infecciones bacterianas en camarones pueden tomar cuatro formas generales:

erosiones de la cutfcula, de la superficie del cuerpo, agallas y apendices (necrosis

bacterial y enfermedad del caparazon), lesiones localizadas dentro del cuerpo, septicemias

generalizadas y evacuaciones significativas de heces (Lightner, 1985).

Los signos y las lesiones que se presentan incluyen letargia y debilidad, conducta

hipcractiva antes de gran inactividad, desorientacion en el nado, reclinacion sobre el lado

dorsal, ventral o lateral, flexion dorsal de la cola o una posicion baja de la cabeza,

movimiento lento y continue de los pledpodos y peridpodos. La muerte por septicemias

bacterianas es rapida en peneidos infectados experimentalmente y ocurre entre 2 a 4 boras

despues de iniciarse la presencia de los signos clmicos.

Varias enfermedades de tipo bacteriano han afectado la produccion de los laboratorios

ecuatorianos, especialmente a los de mayor tamaiio, produciendo elevados porcentajes de

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

“Smdrome de bolitas”

Las primeras mortalidades atribuidas a esta enfermedad fueron observadas a finales del

ano 1987 por el equipo de bidlogos de INBIOSA (Morales I., 1992). En Ecuador este

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

Al inicio, se penso quo la enfermedad se limitarfa a los laboratorios existentes en el area

observadores consideraron que esta enfermedad estaba relacionada con cambios

experimentados en la calidad del agua, que a su vez afectan las algas, con altos rccuentos

bactcrianos, con bajas temperaturas y con nauplios debiles. Los operadorcs de

laboratories reportaron que se logrd un exito creciente en el control de las "bolitas" con cl

uso de grandcs dosis de antibidticos y filtracidn del agua (Depto. de Comercio de los

Estados Unidos, 1991).

smdrome sc ha desarrollado tanto en laboratorios de cultivo de Penaeus vannamei como

del Guayas pero algunos laboratorios de Manabi reportaron brotes epidemicos. Los



la cutfcula de los apendices bucales, esofago, estomago, hepatopancreas e intestine, la

cficacia aparente de cicrtos antibioticos y la filtracion del agua en el control de las

mortalidades en las fases tempranas de la enfermedad hicieron pensar que la enfermedad

era de etiologia bacteriana (Bell T. A. and Lightner D., 1991).

Los primeros signos clmicos son anorexia y ausencia de alimento en el tracto intestinal.

hepatopancreas e intestine, quo se observan individualizadas dentro de la luz intestinal,

los tubules hepatopancrcaticos generalmentc contienen grandes cantidades de celulas

epiteliales desprendidas (Bell T. A. and Lightner D., 1991), dando el aspecto de bolitas,

lo que die el nombre a la enfermedad. Per ultimo, los movimientos contractiles del tube

digestive cesan y la muerte llega rdpidamente (Morales I., 1992). Con microscopfa

electronica de transmision se comprobd la ausencia de hongos, protozoos y agentes

virales en el tracto digestivo, sin embargo, se encontraron grandes cantidades de bacterias

(vibrios) cuando fueron tenidos frotis del intestine con naranja de acridina (Criado-

Fornelio et al., 1988).

La mayor incidencia del smdrome se observa durante los estadios de postlarva, pcro las

mortalidades son mayores cuando se presenta en estadios mas jovenes como zoea y

mysis, pudiendo Hegar a perderse el 90% de la poblacion en 24 horas (Morales I., 1992).

Cuando macerados de larvas proccdcntes de tanques afectados eran cultivados en TCBS

las colonias encontradas a las 24 horas eran conccntricas, verdes y de aproximadamente 5

por lo que se considero que este vibrio era el agentc causal del smdrome de bolitas. En

muestras de cultivos sanos no sc cncucntra esta dominancia (Morales I., 1992).

mm de diametro. Estas colonias fueron identificadas bioqufmicamente como V. harveyi ,

No obstante, la constante presencia de niveles significativos de bacterias quitinofflicas en

Al microscopio optico se observa descamacion de las celulas epiteliales del



1.3. CARACTERISTICAS DE LOS PRINCIPALES AGENTES BACTERIANOS

QUE AFECTAN AL CAMARON

1.3.1. Familia Pseudomonaceae

alEsta familia 4 (bacilos Gram negativospertenece grupo y cocos

aerobicos/microaerofilos) de la clasificacion de bacterias segun el manual de Bergey's

ligeramente curvos, motiles por medio de flagelos polares, estriclamcnte aerobicos, estan

ampliamente distribuidos en la naturaleza, particularmcnte en ambientes acuaticos

(Frerichs N. and Millar S., 1993) (Tabla 1).

El genero Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonaceae, posee aproximadamente

27 especies reconocidas (Sanders J. and Fryer J., 1986).

Las especies de Pseudomonas son nutricionalmcnte no exigentes y pueden ser aisladas

en medios generales, tales como BHI, TSA o NA, con temperaturas de incubacion de 20

importante lapara

caracterizacion.

de aproximadamente 0.5-1.0 X 1.5-5.0 pm de tamano. Gram negativos. Motiles por

oxidasa positiva, todas son catalasa positiva y producen arginina dihidrolasa. La mayorfa

no puede crecer en condiciones acidas (pH 4.5) y no requieren factores organicos de

crecimiento.

Los representantes del genero Pseudomonas spp. son bacilos rectos o ligeramente curvos

dando una reaccion oxidativa en la prueba O-F glucosa. La mayorfa de las especies son

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

a 25°C. Una variedad de pigmentos pueden ser producidos, algunos con la presencia de

acumulan poli-B-hidroxibutirato como reserva de carbon. Son estrictamentc aerobicos,

1.3.1.1. Description y propiedadcs metabolicas del genero Pseudomonas

fluorescensia, un pigmento soluble amarillo-verdoso es

uno o varios flagelos polares sin envoltura. Quimiohcterotrofos. Muchas espeties



Tabla 1 Caractensticas de las familias Enterohacteriaceae, Vihrionaceae y
Pseudomonaceae.

Caractensticas Vibrionaceae

0.3-1.3

+

D- + D+

D D+e

+ +

+e

D D

D D

_e _e

+
+

+= 90% o mas de las especies son positivas
-= 90% o mas de las especies son negativas
D= algunas especies son positivas, algunas negativas
e= Pueden darse pocas excepciones
f= Excepto Tatumella, que puedc flagelos polares o subpolarcs

de 
del

D
D

D
D
D

D
D

Enterobacteria
ceae

0.3-1.5

Pseudomona 
ceae

0.5-1.0

+f

Diametro celular,p-m 
Forma celular: 
Bacilos rectos 
Curves_______
Tincion de Gram 
Acidez desde 
glucosa_______
Productos 
fermentacion 
azucar: 
Ethanol 
Acido laclico 
Acido acetico 
Colonias violetas 
Motilidad
Presencia de flagelos: 
Polar 
Lateral 
Ambos
Oxidasa__________
Catalas a +e
Rcduccic5n de NO3 a +e 
NO2_____________
Produccion de Indol 
Cepas quo corroen al 
agar______________
Requerimiento de Na 
para crecimiento  
Requerimieto de 
nitrogeno organico



bacilos rectos

posee tres generos de interes: Vibrio, Aeromonas y Photobacterium..(Tabla 2). La

& Millar S„ 1993).

Tabla 2. Caractensticas de los miembros de la t'cimilvdVibrionaceae

Caracterfsticas Vibrio

Flagelo polar cubierto +

+ (+)e

+

57-63

1.3.2.1. Descripcion y propiedades metabolicas del gcnero Vibrio

+
D

mayoria son microorganismos acuaticos ampliamente distribuidos en agua dulce y de 

mar. Juntas constituyen las mas frecucntemente encontradas en camarones (Frerichs N.

Photobacte 
rium

Aeromo 
nas

Esta familia pcrtenece al grupo 5 (bacilos Gram negatives anaerobicos facultativos) de la 

clasificacidn de bacterias segun el manual de Bergey's (1994).

+ 
40-44

(+)
(+)

+__
(+)b
(+)c

Estas bacterias son

+= todas las especies son positivas
(+)= muchas 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 negatives 
c= V. nereis, V. anguillarum biovar II, y V. marinus son negativos 
d= Hay ciertas excepciones
e= Excepto A. medio y A. salmonicida

Motilidad +
Acumulacion de poly-B- 
hydroxybutyrato con la 
inhabilidad de utilizar B- - 
hydroxybutyrato___________
Requerimiento de Na para 
crecimiento_____________
Lipasa
Utilizacion de D-manitol
Sensibilidad al compuesto 
vibriostatico 0/129 +
Mol% G+C de ADN 38-51

un flagelo polar.

Quimioorganotroficos, con ambos tipos de metabolismo respiratorio y fermentativo,

o curves usualmente mtitiles por medio de

1.3.2. Familia Vibrionaceae



No forman endosporasenvoltura. Anaerobicos facultativos.

Quimioorganotroficos, con ambos tipos de metabolismo, respiratorio y fermcntativo. No

denitrifican o fijan nitrogeno molecular. Los iones de sodio estimulan el crecimiento de

todas las especies y son necesarias para el crecimiento de la mayoria, la concentracion

minima necesaria para un crecimiento optimo va de 5 a 700 mM. Muchas especies de

vibrios toleran condiciones moderadamente alcalinas, creciendo a pH de 9.

La mayorfa de las especies crecen bien en medios que contcngan agua de mar. D-glucosa

y otros carbohidratos son catabolizados con produccidn de acido, pero no de gas.

Oxidasa positiva. Reducen nitratos. Se las encucntran en ambientes acuaticos con

amplios ranges de salinidadcs, sobre las superficies y en los contenidos intestinales de

especies son patdgenas para vertebrados e invertebrados marines.

Gran parte de las especies de vibrios no requieren factorcs de crecimiento organicos.

Algunas cepas, sin embargo, pueden desarrollar requerimientos de aminoacidos,

particularmente despues de almacenamientos prolongados y subcultivos (Lee et al.,

1978).

colonias convexas, lisas, blancas-cremosas con hordes enteros, algunas variantes en la

morfologia de las colonias puede darse en determinadas especies, particularmente

despues de repetidos cultivos y almacenamientos en medios mas complejos. Lt

temperatura (iptima de crecimiento varfa considerablemente, todas crecen a 20°C y la

mayorfa a 30°C.

Thiosulfate-citrate-bile salt-sucrosa agar (TCBS) (Kobayashi et al., 1963), quo

originalmente fue formulado para el aislamiento del V. parahaemolyticus, es el agar

selective apropiado para el aislamiento de vibrios.

negatives. Motiles por uno o mas flagelos polares, los cuales estan cncerrados en una

o microcistos.

Son bacilos rectos o curves, 0.5-0.8 pm de ancho y 1.4-2.6 pm de longitud. Gram

los animales marines, algunas especies tambien pueden crecer en agua dulce. Muchas

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



parece estar asociado con la formacidn de celulas largas con muchos flagelos laterales y

cuando es afectada por ciertos parametros qufmicos y ffsicos, incluycndo concentration

del agar, complejidad del medio y tcmperatura (Baumann and Baumann, 1977) Bergey's

p-520.

V. fischeri y V. logei producen un pigmento amarillo-naranja asociado a la celula, el

cual es evidentc despues de 3-4 dias de incubation en medio sdlido complejo (Bang et

al.,1978a). Algunas cepas de V. cholerae, V. harveyi, V. splendidus, V. fischeri y V.

logei son capaces de emitir luz de color azul-verdoso. La reaction quo llcva a la emision

de luz, catalizada por la enzima luciferasa, ha demostrado ser similar a la de todos los

procariotas.

1.3.2.2. Description y propicdadcs metabolicas del genero Aeromonas

Son bacilos rectos con extremes redondeados acercandose a una forma esferica, 0.3-1.0

pm de diametro y 1.0-3.5 pm en longitud. Aparecen solas, en pares o cadenas cortas.

Usualmente motiles por un flagelo polar simple. AnaerobicasGram negatives.

fcrmentativo. Oxidasa y catalasa positive. Usualmente son arginina dihidrolasa positiva

y omitina decarboxilasa negativo. Reducen nitratos. Pueden crccer en agua dulce.

Las espccies de Aerornonas pueden ser aisladas en NA o en TSA, el crecimiento de esta

bacteria es usualmente inhibida en agar TCBS. Cepas de A. salmonicida (no motil)

pueden ser aisladas en TSA, produciendo colonias pcquenas y con pigmentation cafe.

La tcmperatura optima de crecimiento es de 22 a 28°C.

1.3.2.3. Description y propiedades metabolicas del genero Photobacterium

Son bacilos rectos y delgados, 0.8-1.3 pm de diametro y 1.8-2.4 pm de longitud. Gram

negatives. Mc5tiles por 1-3 flagelos sin envoltura, algunas son no motiles. No fonnan

Quimioorganotroficas, poseen

Muchas cepas de vibrios marinos son capaces de esparcirse en medios solidos. Esto

facultativas. Quimioorganotroficas, con ambos tipos de metabolismo, respiratorio y

endosporas o microcistos. Anaerobicas facultativas.



nitrdgeno molecular; iones de sodio son rcqucridos para su crecimiento (160-280 mM es

la concentracion optima).

arginina dihidrolasa positive. Acumulan poli-P-

hidroxibutirato bajo ciertas condiciones de cultivo.

Las colonias son caractensticas, siendo convexas, lisas, con hordes entcros y coloration

blanca cuando crecen en medios complejos o mincrales, como agar marine. El color de

las colonias es de alguna forma mas bianco que otras muchas bacterias marinas Gram

negativas, probablemente debido al relative bajo contcnido de citocromos. La

temperatura optima de crecimiento parece ser 18-25 °C.

Ccpas de las especies P. phosphoreum y P. leiognathi son capaces de emitir luz de color

azul-verdoso, una propiedad no encontrada on cepas de P. angustum.. Cepas de P.

phosphoreum y P. leiognathi estan ampliamente distribufdas en ambientes marinos y

han sido aisladas de agua de mar, de la cutfcula y contenidos intestinales de animales

marinos. No hay informacion disponible de la distribution de P. angustum.. Todas las

cepas de esta especie han sido aisladas del oceano abierto en el Archipielago de Hawai.

TECNICAS EMPLEADAS EN EL CONTROL DE ENFERMEDADES1.4.

BACTERIANAS

1.4.1. Bacteriologia clasica

La metodologfa utilizada en microbiologia para aislar microorganism os esta basada en cl

uso de medios selectivos o enriquecidos, los cuales satisfacen las demandas fisiologicas

mas o menos especificas de un grupo de microorganismos considerados. Entrc los

medios utilizados estan:

La mayona de las cepas crecen en medios mincrales que contengan agua de mar, D- 

glucosa y NHqCl. En adicion a la D-glucosa, todas utilizan D-manosa y glicerol.

La reaction de oxidasa es variable. La mayona de las cepas son lisina decarboxilasa y 

Omitina decarboxilasa negative.

ambos tipos de metabolismo, respiratorio y fermentativo. No denitrifican. No fijan



TCBS, (Thiosulfate Citrate Bile Salts Agar). Que es un medio selectivo para vibrios.

TSA, (Tryptic Soy Agar). Es un medio general que pennite el crecimiento de distintas

especies bacterianas y es recomendado para el aislamiento y purificacion de bacterias

antes de realizar pruebas de idcntificacion bioqufmica.

Agar Marino. Es un medio especifico para bacterias marinas, en el cual pueden crccer

distintas cspecies.

El aislamiento de una colonia bacteriana correspondiente a un solo tipo de bacteria

presente en una muestra se la realiza tomando una pequena cantidad de la colonia deseada

con la punta de un asa de platino y sembrandola en una caja Petri que contenga medio

sdlido. El rayado se efectua en forma de estnas y por agotamiento (Fig 1), de tai manera

que se puedan obtener colonias aisladas. Las placas inoculadas son incubadas a 28“C por

24 boras.

1.4.2. Tecnicas de asepsia

Figura 1.- Tecnica de aislamiento por estnas. Se puede observar una caja petri con 
agar, sembrada en estrfas con una asa de inoculation.



Se ha podido comprobar que el exito en la operacion de una nucva "corrida de

larvicultura" entrc otras cosas es cl adecuado proceso de limpieza y desinfeccion del

sistema, tanques y pisos.

El cloro debido a su costo, eficacia y confiabilidad es ampliamente usado en los

laboratorios comerciales de larvas de camaron y su poder desinfectante depende del

tiempo de contacto, la temperatura y el pH (Gufas tecnicas en el cultivo de larvas de

camaron. Mayo 1990).

El uso de lamparas ultravioletas y/o de ozonificadores es necesario instalarlas una vez

realizada la filtration fisica del agua, considerando el caudal a utilizarse y diseiiar as! el

equipo adecuado, con el objeto de rcducir elementos o microorganismos patogenos en el

sistema (Gufas tecnicas en cl cultivo de larvas de camaron. Mayo 1990).

El carbon activado tambien es recomendable para la elimination de material organico.

1.4.3. Utilizacion de antibioticos

Muchos antibioticos son utilizados comunmente en la rutina de los laboratorios de larvas

como medida preventiva en el control de enfermedades bacterianas. Esta medida puede

dificultana el tratamicnto, particularmente cuando se trata de bacterias patogenas. El uso

de bacterias probidticas puede constituir una altemativa a la utilizacion de antibioticos,

aunquc en algunas situaciones de enfermedad los probioticos pueden no ser suficientes.

En efecto los antibioticos usuales (furazolidona, oxitetraciclina, cloranfenicol y

eritromicina) cstan siendo empleados a concentraciones subeficaces en la mayoria de los

laboratories.

crear problemas de aparicion de rcsistencias bacterianas a dichos antibioticos, lo que



El esludio microbiologico a traves de los antibiogramas y controles mfnimos inhibitorios

son los quo detenninarian el tipo y dosis de antibiotico a usarse (Gufas tecnicas en el

cultivo de larvas de camardn, Mayo 1990).

1.5. NUEVAS TECNICAS DE IDENTIFICACIQN BACTERIANA

1.5.1. Tecnicas de identificacion bioqmniica

La identificacion bacteriana es un proceso por el cual los microorganismos de una colonia

aquella utilizada en la descripcion de referencia de una especie o una cepa.

El primer paso para identificar a nivel especifico una bacteria es obtener cultivos puros,

seguido por una serie de pruebas para determinar caractensticas morfologicas,

fisiologicas y bioquimicas.

Los criterios bioquimicos a pcsar de ser una tecnica de identificacion ampliamente

utilizada, es un mctodo muy costoso en tiempo y en reactivos; sin embargo, la

miniaturizacion de tales pruebas constituye una hcrramienta valiosa ya que permitc

identificar bioqufmicamcnte de forma facil, rapida y barata un mayor numcro de

muestras, en un menor tiempo que el metodo clasico.

Un total de 21 pruebas entre morfologicas y bioquimicas, fueron seleccionadas por ser

necesarias y suficientes para poder identificar y diferenciar las bacterias aisladas.

Estas pruebas son: Forma celular, motilidad ,tincion de Gram, oxidasa, catalasa,

crecimiento 0% NaCl, OF (oxidativo y fermentativo), produccion de indol, Voges-

Proskauer, citrato de Simmons, ornitina decarboxilasa, arginina dihidrolasa, L-arabinosa,

celobiosa, D-manosa, D-manitol, sucrosa, D-glucuronato, D-gluconato, D- galactosa

(Solis A. 1996. Datos no publicados).

importantes para la identificacion a nivel de los generos seleccionados, pero no para la

aislada son caracterizados a fin de tener suficiente informacion para compararla con

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



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

caractensticas (Soils A. 1996. Datos no publicados).

Para lograrlo se utilizan microplacas de titulacion, de esta forma al trabajar con volumenes

pequenos, podremos ahorrar hasta 50 voces la cantidad de medios y reactivos empledos

en el metodo clasico.

1.5.2. Tecnicas inmunologicas

Se basan en la utilizacion de anticucrpos policlonales o monoclonales quo identifican y

reaccionan en forma especlfica con un epitope del antfgeno contra el que fueron

elaborados, formandose un complejo antlgeno-anticuerpo.

El Dot-blot es una de estas tecnicas que se utiliza para la deteccion especlfica de bacterias

previamente aisladas. Consiste en disolver una colonia bacteriana en un tampon liquido y

luego colocar la suspension bacteriana en una mcmbrana de nitrocelulosa, siendo esta

membrana la fase solida donde se fija el antigeno.

La membrana es luego incubada con una solucion de una protefna como la cascina o

albumina para bloqucar cualquier sitio libre sobre la nitrocelulosa en el cual se adhicran

protelnas e impedir reacciones inespeclficas que podrlan dar resultados falso-positivos.

De esta forma toda respuesta se debera a la reaccion antlgeno-anticuerpo.

una enzima (metodo directo); en el caso que este anticuerpo no este marcado, es necesaria

las regiones constantes del primer anticuerpo y por lo tanto va a reaccionar con el (metodo

indirecto).

Finalmente la presencia de la enzima es revelada mediante cl desarrollo de una coloration

al incubar la membrana con un sustrato.

A continuacion, se la incuba con el anticuerpo que puede estar previamente marcado con

la incubacion con un segundo anticuerpo marcado con una enzima, el cual va a reconocer



Este metodo es facilmente aplicable al campo practico ya que es un metodo sensible,

especffico y rapido (nos permite obtener resultados 4-5 boras despues que se coloca la

suspension bacteriana sobre la membrana y la visualizacion directa sin necesidad de

equipo especial para la toma de los resultados) (Donoso E. 1995. Datos no publicados).

1.5.3. Tecnicas de biologia molecular (AP PCR)

Una de las tecnicas mas importantes empleada para detcrminar variabilidad genetica es: La

Patrones de polimorfismos aleatorios de ADN, los cuales son interpretados por

comparaciones entre diferentes perfiles de productos amplificados obtenidos a partir de

diferentes individuos.

La AP PCR es una tecnica relativamente nueva (Williams et al., 1990), basada en la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que involucra el uso de iniciadores (primers )

arbitrarios de 10 nucleotides quo amplifican (copian) segmentos aleatorios del genoma

(Garcia et al., 1994). Esta tecnica sirve para determinar marcadores moleculares

genetic os.

A su vez, la PCR es una de las tecnicas mas ampliamente utilizadas en Biologia Molecular

y fue inventada por Kary Mullis en 1985. Es un metodo in vitro quo permite la sintesis

enzimatica de secuencias especfficas de ADN y consta de una serie de ciclos que

involucran: la desnaturalizacion de la molccula de ADN utilizada como patron

enzima termoestable (Taq ADN polimerasa). Como resultado se produce la acumulacion

exponencial de un fragmento especffico, limitado lateralmente por la ubicacion de cada

primer al hibridarse con su correspondiente cadena. Debido a que el producto sintetizado

del primer ciclo puede servir como patron en el siguiente, el numero de copias del ADN

cadena respectiva y la sintesis de nuevas cadenas a partir de los primers por accion de una

Reaccion en Cadena de la Polimerasa mediante el uso de Primers Aleatorios (AP PCR), 

cuyo producto es conocido como Random Amplified Polymorphisms DNA (RAPD) o

convirtiendola en dos cadenas separadas, la hibridacion o union de cada primer a la



estudiado se duplica en cada ciclo. Asf, 20 ciclos de PCR producen una amplificacion de

un milion de voces, aproximadamente (Erlich, 1989).

El metodo de AP PCR es una modificacion de la PCR ya quo utiliza generalmente un solo

algunos casos pueden utilizarse 2 primers (Micheli ct al., 1993). Los fragmentos de

ADN son visualizados como bandas en un gel de agarosa y aqucllos que son polimorficos

se emplean como marcadores moleculares especificos de poblaciones o especics (Hadrys

et al., 1992; Williams et al., 1990, 1993).

Por tan to, en el presente trabajo, para realizar la identificacion de bacterias provcnientes de

aislamientos desconocidos a partir de muestras tomadas en un laboratorio comercial, se

utilizara AP PCR tratando de detcrminar marcadores moleculares a partir de fragmentos

polimcSrficos.

primer de secuencia aleatoria para generar los fragmentos polimorficos de ADN. En



2.- MATER1ALES Y METODOS

2.1. MATERIAL BIOLOGICO

2.1.1. Animales

Los animales utilizados para realizar los macerados correspondian a todos los estadios de:

nauplio, zoea, mysis y post-larvas; de las especies P.vannamei y P. stylirostris.

2.1.2. Anticuerpos

El anticuerpo monoclonal utilizado fue.

2C9 (liquido ascftico). Que reconoce una cepa patogena de V. harveyi (E22).

2.1.3. Aislados bacterianos

Cepa bacteriana (£22)- Aislada de una muestra de larvas de camaron infecladas con

bolitas, en un laboratorio de la peninsula de Santa Elena e identificada bioqufmicamente

como V. harveyi on 1994 por Jenny Arauz (tesis de grado).

Cepa bacteriana de V. alginolyticus (ILI). Aislada por Ileana Morales en 1994 en cl

laboratorio de larvas de camaron EBISA de una muestra de agua de mar.

Cepa bacteriana codificada como 158. Aislada de tanques de produccion de larvas del

laboratorio EBISA en 1995 e identificada bioqufmicamente como V. alginolyticus.

Cepa bacteriana S2. Aislada por Ileana Morales en 1992 del laboratorio de larvas de

camaron EBISA, de una muestra de larvas infectadas con bolitas e identificada

bioquiminamcntc como V. harveyi.

Aislados bacterianos. Todos los aislados bacterianos obtenidos de agua de tanque de

organismos desconocidos.

2.2. METQDQLOGIA

cultivo y de macerado de larvas para realizar este estudio epidemiologico correspondian a



Las muestras (aislados bacterianos), fueron obtenidas de un laboratorio comercial de

larvas de camaron. Para lo cual se muestrearon tres tanques de cultivo, correspondientes

a dos corridas consecutivas.

Para hacer el primer mucstreo se tomaron dos tanques (20 y 21) de 14 Tn. cada uno,

sembrados con nauplios salvajes de P. stylirostris, provenientes de Esmeraldas y para el

segundo muestreo se tomo un tanque (18) de 14 Tn. sembrado con nauplios salvajes de

P. vannamei, provenientes de Esmeraldas.

2.2.2. Muestreos diarios

Los muestreos eran a diario, para lo cual se tomaban muestras de larvas y de agua de

dichos tanques de cultivo. El numcro de larvas que se cogfa de los tanques para hacer los

macerados era variable, dependiendo del estadio larval en el cual se encontraba el animal,

siendo estos los siguientes:

# DE ANIMALESESTADIO

100Nauplios

50Zoeas 1-3

20Mysis 1-3

10Post larvas 1-n

2.2.3. Tecnicas de bacteriologia

La bacteriologia empleada en el laboratorio consistia en macerar las muestras de las

larvas, hacer las diluciones necesarias, sembrarlas en agar TCBS y en agar marine.

Para realizar la siembra del agua de tanque de cultivo y el macerado de larvas se vertia

100 |il de estas al medio solido y con una varilla de vidrio esteril sc la esparcia por sobre

todo el medio. Luego estas cajas eran puestas en la incubadora a 28°C y despues de 24

2.2.1. Descripcion del sistema de cultivo



boras de incubacion se hacian los conteos de las colonias, sicndo estas verdes, amarillas

y luminosas cuando crecian en agar TCBS. Para las cajas con agar marino cl contco solo

era de bacterias totales y luminosas.

Los procedimientos de aislamiento consistfan en obtener una colonia pura proveniente de

pequena cantidad de la colonia dcseada con la punta de un asa de platino esteril y

sembrandola en una caja Petri quo contenia medio solido, rayandola en forma de estrfas.

Estas cajas eran incubadas a 28°C por 24 boras. La siembra en estrfas se la rcabzaba por

agotamiento, de tai manera que se podfan obtener colonias aisladas.

Una vez obtenidos los aislados bacterianos, estos eran pasados a TSA (medio

recomendado para realizar pruebas bioquimicas), la siembra en este medio se la hacia de

igual manera que en los aislados bacterianos.

Dcbido a que todos los dfas se obtenian aislados bacterianos, estos eran congclados a -

80°C en tubos eppendorf de 1,5 ml que contenian una solucion al 15% de glicerol mas

TSB.

Una vez obtenidos todos los aislados bacterianos correspondientes a los cstadios de

cultivo de la larva, estos eran sembrados directamente en TSA y las placas incubadas a

28°C por 24 boras, para su posterior analisis bioqufmico y antigenico.

Siemprc hay que tener presentc que es indispensable el mantenimiento de condiciones

asepticas durante todos los pasos de esta operacion, para lo cual es necesario trabajar en

una camara de flujo laminar ( Air Tech Japan,Ltd. Mod. BCM-1002W ).

2.2.4. Tecnicas de pruebas bioquimicas

La determinacion de la forma celular, motilidad, oxidasa y catalasa se las realizb de la

siguiente manera:

un solo microorganismo. El aislamiento de las bacterias se realizaba tomando una



Motilidad y forma.

El movimiento caractenstico de una bacteria se debe a la presencia o ausencia de flagelos

y se puede observar usando una lamina excavada de Koch mediante la tecnica de la gota

pendiente, para lo cual se coloca una gota pequena de la suspension bacteriana en cl

ccntro de una lamina cubre-objeto con un asa de platino esteril en punta. En las esquinas

de la laminilla se debe colocar pequenos puntos de vaselina con el fin de que la

suspension bacteriana cuelguc libremente del cubre-objeto sin tocar los lados ni el fondo

de la lamina de Koch, cuando se presiona suavementc el cubre-objeto sobre la lamina.

Luego se coloca una gota de accite inmersidn dircctamente sobre la superficie del cubre-

objeto para examinar el cultivo al microscopio (100X). Observandose la motilidad, forma

recomendable que el aislado bacteriano

tenga un periodo de incubacion de 12 horas, esto es para detectar facilmente la motilidad

de las bacterias.

Tincion de Gram.

Para determinar si una bacteria es Gram negativa o positiva se utilize) el Metodo de Ryus

que consiste en tomar un inoculo de bacteria con un asa de platino en punta y ponerlo en

contacto con hidroxido de sodio (NaOH) al 3%. Si se forma un hilo al levantar el asa, la

bacteria es Gram negativa, caso contrario es Gram positiva.

Catalasa.

Ciertas bacterias tiencn la capacidad de producir la reaccion de catalisis del peroxido de

gota de peroxido de hidrogeno (H2O2), si se producen burbujas que representan al

prueba se debe hacer con asa de nicron-cromada 0 con palillos de madera esteril; el asa de

platino da una rcspuesta falsa positiva.

y arrcglo celular. Para realizar esta prueba es

hidrogeno; y esto se puede observar poniendo en contacto un inoculo bacteriano con una

oxfgeno y al agua libcrados, la prueba es positiva, caso contrario es negativa. Esta



Oxidasa.

Con esta prueba se detecta la presencia de la enzima citocromo-oxidasa, que es capaz de

reducir el oxfgeno, esta prueba se la realizo de la siguiente manera:

Con tin asa de platino se tomo un inoculo bacteriano y froto en el papel impregnado con

el reactivo (cytochrome-oxidase reagent "Nissiui", Yaku Code 05180), previamente

humedecido con agua destilada. El desarrollo de un color violcta al instante o dentro de

un minuto significa un resultado positivo.

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

Las suspensiones bacterianas fueron preparadas en tubos de ensayo, colocando una asada

de la colonia bacteriana en agua destilada esteril para la prueba de crecimiento al 0% de

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

Los medios fueron colocados en la microplaca de tai forma que son utilizadas dos

columnas de esta para identificar a una cepa, por lo tanto se pueden analizar hasta seis

cepas por cada microplaca.

Crecimiento, 0% NaCl.

A 200 |11 del medio NB, se inocularon 20 pl de la suspension bacteriana en agua

destilada. La formacion de turbidez en el medio indica un resultado positivo, mientras

que si pcrmanece igual sena negativo.

Tipo de metabolismo.

Se utilizaron dos pozos, en uno se determino el metabolismo oxidativo, usando 200 pl de

medio y en el otro se determine) el metabolismo fermentativo, usando 150 pl. Se

inocularon 20 pl de suspension bacteriana a ambos pozos y al segundo se le anadio 100

pl de aceite mineral esteril, para garantizar una condicion anaerobia.

pozos, incubadas a 28°C, haciendo las lecturas a las 24, 48 y 72 boras de cultivo.



La acidification del medio con un cambio del indicador de pH a amarillo solo en el pozo

abierto indica un resultado positive para la utilizacion oxidativa de la glucosa, mientras

que la acidification del medio en el pozo cubierto indica un resultado positivo para la

utilizacion fermentativa de la glucosa, si el medio permanece igual serfa negative para

bacteria no utiliza la glucosa de ninguna forma.

Produccion de indol.

A 200 |il de triptona al 1% se inocularon 20 ql de la suspension bacteriana, despues de 1-

3 dias de incubation (cuando se note crecimiento) se adicionaron 20 pl del rcactivo de

Kovac mezclandolo directamente con la micropipeta. La aparicion de un halo de color

rosado o rojo en la superficie indica una respucsta positiva.

Voges Proskauer.

A 100 |il del medio MR-VP se adicionaron 20 ql de la suspension bacteriana, despues de

1-3 dias de incubacion (cuando se note crecimiento) se adicionaron 60 pl de la solution 1

(Alfanaptol al 5% de etanol absoluto) y 20 ql de la solution 2 (Hidroxido de potasio al

40%), mezclando despues de anadir cada solution.

La aparicion de un color rojo indica que la prueba es positiva, esto ocurre inmediatamente

o despues de 5 minutos de haber anadido el segundo reactivo. Sin embargo, es

preferible leer los resultados despues de 4 boras a fin de garantizar la veracidad de la

reaccion.

Citrato de Simmons.

A 200 p.1 del medio citrato de Simmons se anadieron 20 pl de la suspension bacteriana.

Una reaccion positiva debe ser indicada por el cambio de color del medio de verde a azul,

mientras que el resultado es negative si no hay cam bio de color.

ambos cases. Si no se produce acidification en ninguno de los pozos significa que la



Ornitina decarboxilasa.

A 150 pl del medio bacto decarboxylase base Moeller con el aminoacido ornitina, sc

adicionaron 20 |11 de suspension bacteriana y 100 p.1 de aceite mineral esteril. El

dcsarrollo de una coloration violeta fuerte o debil indica un resultado positive, una

coloration amarilla negativo.

Arginina dihidrolasa.

adicionaron 20 |11 de la suspension bacteriana y 100 pl de aceite mineral esteril. El

desarrollo de una coloration violeta fuerte o debil indica un resultado positive, una

coloration amarilla negativo.

Asimilacion de carbohidratos.

A 200 pl del medio OF con el carbohidrato apropiado, se anadieron 20 pl de la supension

bacteriana. Si el medio se toma amarillo la prueba es positiva, y negativa si permanece

verde o se vuelve azul.

obteniendose ligeras diferencias en los tonos de las coloraciones debido al efecto de

errores en el pesaje del medio OF, debido a esto se prepare) un stock del medio OF para

luego repartirlos en tubes y anadirles el carbohidrato correspondiente quedando todas del

mismo color verde.

Es importante recalcar que ciertos carbohidratos no pueden ser esterilizados en el

autoclave (se desdoblan a esas tempcraturas), sino por filtration entre ellos arabinosa y

sucrosa, ademas se recomienda esterilizar el resto de los carbohidratos utilizados a 110°C

por 10 minutos.

Los carbohidratos que sc utilizaron para la realizacion de la bioqufmica miniaturizada

fueron:

A 150 pl del medio bacto decarboxylase base Moeller con el aminoacido arginina, se

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



L-Arabinosa.

Celobiosa.

D-Manosa.

D-Manitol.

Sucrosa.

D-Glucuronato.

D-Gluconato.

Galactosa.

Nota: A todos los medios se les debe ajustar la concentracion de NaCl a un 2%, excepto

al medio NB que sirve para detenninar si los aislados bacterianos crecen al 0% de NaCl.

La intcrpretacion de los resultados se la exprcsa con un porcentaje de concordancia con el

total de las pruebas rcalizadas.

La lectura de los resultados es posible hacerla usando tablas de diagnostico en conjunto

For ejemplo, las tablas son incorporadas a la memoria delcon computadoras.

computador y los resultados de aislados desconocidos son comparados con cada una de

las posibilidades, la correlacion mas alta es tomada para inferir una idcntificacion.

(Austin, B., 1988). El programa de STATISTICA para analisis cluster es usado para

este proposito. (Austin, B., comunicacion personal).

En el analisis cluster se calculan los indices de similitudes entre la informacion de

referencia y cl aislado desconocido. Dentro de este analisis se utiliza el joining (tree

clustering), el cual une objetos en grandes racimos, usando alguna medida de similitud o

distancia.



2.2.5. Tecnicas de pruebas antigenicas

Protocolo basico ( Protocolo segun Evelyne Bachere, 1992 )

1.- Dcpositar 1 6 2 microlitros de la suspension de bacterias (por cj: 1 colonia de bacteria

dentro de 200-500 p.l de PBS-M) en una membrana de nilrocelulosa. Se puede tambien

bacteriana.

2.- Dcjar secar la membrana a la temperatura ambiente por 30 min.

(peso/volumen) en una caja Petri agitando suavemente por 60 min a temperatura

ambiente.

4.- Realizar 3 lavados de 3 min c/u con PBS-Tween 20 (0.1%).

5.- Depositarel anticuerpo (flufdo ascitico a la dilucidn adccuada en PBS-Tween 0.1%-

leche 0.5% 6 sobrenadante de cultivo sin diluir) e incubar por 60 min a temperatura

ambiente.

6.- Realizar 3 lavados de 3 min c/u con PBS-Tween 20 (0.1%).

7.- Depositar el anticuerpo conjugado (a la fosfatasa alcalina) e incubar por 45 min.;

dilucidn empleada del anticuerpo 1/10000 en PBS-Tween 0.1%-Leche 0.5 %.

8.- Realizar 3 lavados de 3 min c/u con PBS-Tween 20 (0.1%).

9.- Incubar con la solucion substrato recientemente preparada:

BCIP (25 mg de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolyl fosfato en 0.5 ml de dimcthyl-formamida)

= 33 pl.

NBT (25 mg de Nitro Blue Tetrazolium en 1 ml de agua deionizada)= 66 pl.

usar un aparato de microfiltracion (Dot blot aparatus) para filtrar 500 pl de suspension

3.- Saturar la membrana mediante incubacion con PBS-leche descremada 5%

2.2.5.1. Tecnica de Dot blot



Tampon Fosfatasa Alcalina (NaCl 5.84g/l, MgC12 0.5 g/1, Tris base 12.11 g/1, pH 9.5)

= 10 ml.

Nota: Cuando las manchas alcanzan la intensidad deseada, la reaccion enzimatica es

detenida lavando la mcmbrana con EDTA 2 mM (100 pl. de EDTA 0.5 M dilufdo en 25

ml. de PBS).

2.2.6. Tecnicas de biologia molecular (AP PCR)

2.2.6.1. Tecnica para la extraccion de ADN de bacterias

1.- Centrifugar los tubes que contienen las bacterias (TSB+glicerol) a 13000 RPM

durante 15 minutos.

2.- Eliminar el sobrenadante.

3.- Agregar 300 pl. de TE a los tubes.

4.- Calentar por 10 min. a 100°C para romper la pared celular de las bacterias.

5.- Dejar enfriar los tubes en hielo.

6.- Centrifugar por 10 min. a 13000 RPM.

7.- Extraccion final del sobrenadante (ADN).

2.2.6.2. Protocolo para la amplification de ADN por medio de una AP PCR

1.- Coger 5 pl. de ADN y ponerlo en un tubo eppendorf pequeno (0.5 ml.).

2.- Agregar 5 pl. de agua destilada esteril.

3.- Agregar 40 pl. de mezcla.

La mezcla se compone de: H2O 25.8 pl.

Buffer 10X. 5.0 pl.



dNTPs 4.0 |11.

C12Mg 4.0 gil.

Primer 1 1.0 |11.

0.2 ^1.Taq.  

4.- Agrcgar 50 |11. de aceite mineral esteril para evitar que la muestra se evapore al

ponerla en el termociclador (Gene-Tech, Apparatus SPCR-1) para obtener la

amplificacidn del ADN.

2.2.6.3. Elaboration de un gel de electroforesis al 1.5% de agarosa

1.- Coger una probeta y poner 1960 ml. de agua destilada.

2.- Agregar 40 ml. de solucion TAE 50X y homogenizar.

3.- Tomar en una fiola 350 ml. de la solution tampon IX.

4.- Pesar 5.25 g. de agarosa y agregarsela a la fiola.

5.- Calentar en bano maria por espacio de 1 bora la fiola que contiene cl tampon IX con

la agarosa para lograr quo esta se disuelva por complcto.

6.- Cuando dicha solucion este algo fria agregar 17.5 pl. de Bromuro de Etidio (1 pl. de

bromuro por cada 20 ml de solucion) y depositar on el molde.

7.- Verter el volumen restante de la solucion TAE IX en la cubeta de electroforesis

(Macicell. Mod. EC 360 M).

8.- Sumergir el gel en la cubeta que contiene la solution TAE IX.

2.2.6.4. Dcposito de la muestra en el gel

1.- Coger 20 pl. de ADN amplificado y colocarlo en un tubo eppendorf pequeno (0.5

ml).



RESULTADOS ¥ DISCUSION

La elaboration reciente de 3 tipos nuevos de herramientas para la caractcrizacion,

los biologos fue el factor detenninante para la election final del laboratorio Macrobio

(Ayangue).

El trabajo fue concebido a medio tiempo (manana) en el laboratorio Macrobio, on estrecha

colaboracion con los responsables de la larvicultura y bacteriologia. La otra mitad del tiempo

(tarde) con el equipo de epidemiologia del CENAIM.

Asi, las muestras preparadas en la manana fueron transportadas diariamente al CENAIM

para operaciones inmediatas de aislamiento de colonias o para analisis difcridos despues de

habcr congelado las cepas aisladas. Esta operacion de congelation tenia por objeto crear un

banco de bacterias de referenda, que pcrmita rcpetir o profundizar los analisis bacterianos y

eventualmente cmprender los estudios in vivo e in vitro a fin de establecer la naturaleza de

la asociacion de una determinada bacteria con el camaron y con otras bacterias.

El plan de trabajo esta esquematizado en la figura 5. Este estudio epidemiologico fue

rcalizado en los meses de Mayo y Junio de 1996, con nauplios salvajes provenientes de la

provincia de Esmeraldas.

Durante la primera corrida 2 tanques de cultivo de P. stylirostris (20 y 21) fueron analizados

y en la corrida siguiente un tanque de P. vannamei (18).

identification y diagnostico de bacterias asociadas a los camarones necesito emprender su 

evaluation en situaciones reales de utilization, comparativamente al control bacteriologico

como es practicado actualmente en algunos laboratories de produccion. La proximidad al 

CENAIM fue tomada en cuenta en la selection de laboratorios. El espiritu de cooperation de
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Figura 5. Plan de trabajo para el aislamiento, caractcrizacion e identificacion de bactcrias

Dot blot



los sintomas del "Smdrome de Zoea" lo que condujo a analisis suplementarios que fueron

tornados en cuenta en los comentarios y en la presentation de resultados.

Estos resultados son presentados tanque por tanque, siendo el analisis realizado en forma

individual y sintetica.

Durante la segunda corrida aparecio en el laboratorio un problema de mortalidad asociado a



ESTUDIO # 1

Seguimiento bacteriologico del tanque #20

Esta operacion fue iniciada al septimo dfa de cultivo cuando las larvas de P. stylirostris

estaban en el estadio de Z2-3. A causa de los problemas atribufdos al "Smdrome de Zoea" sc

realizo un tratamiento con antibioticos (Ippm E.+l ppm F.) (Tabla 3).

De las 7 bacterias aisladas en este primer dfa de estudio, una provenfa del macerado de las

larvas y la otra del agua del tanque, las cuales fueron identificadas bioqufmicamente como V.

vulnificus y tuvieron un perfil RAPD tfpico de la bacteria S2 (Cod. 159-161).

El octavo dfa cuando los antibioticos no fueron aplicados, las larvas presentaron el Smdrome

de bolitas que frccuentemente esta asociado al "Smdrome de Zoea"; una de las 3 bacterias

aisladas de los macerados de larvas (169) tuvo el perfil RAPD tfpico de la S2, sin embargo,

Es

conveniente anotar que esta especie difiere de V. vulnificus solamente por el criterio 10

(celobiosa) de las pruebas de identificacion bioqufmica.

El noveno y decimo dfa, siempre en ausencia de antibioticos se aislaron bacterias V.

vulnificus (173-178) de muestras provenientes de macerados de larvas y de agua de tanque

respectivamente. Su perfil de RAPD se distinguio del perfil de S2 por la presencia de una

banda suplementaria. (Anexo VII. Foto 1 y 2).

Estos 2 tipos de perfiles de RAPD llamados S2 y

duodecimo dfa, aun cuando los tratamiento con antibioticos fueron aumentados (2ppm

E.+2ppm F.). Dos de esas bacterias fueron identificadas como V. parahaemvlyticus y V.

nereis, esta ultima especie difiere de V. vulnificus por los siguientes criterios bioqufmicos:

4-8-10-11-13-14-16 (Voges-Proskauer, Arginina dihidrolasa, Celobiosa, D-Manosa,

su identificacion bioqufmica condujo a considerarla como V. parahaemolyticus.

** estuvieron todavfa presentes el



Sucrosa, D-Glucoronato y D-Galactosa), y del V. parahaemolyticus por los criterios

bioqufmicos: 4-6-7-8-11-12-13-16 (Anexo VI).

Despues de este tratamiento las bacterias aisladas 1'ueron bioqufmicamente identificadas en su

mayoria como V tubiashii

A partir del dfa 20 y hasta cl final del cultivo (Pl. 12) las bacterias identificadas como V.

vulnificus y que tenfan un perfil tfpico S2 fueron las que predominaron. Cuando las larvas

(Pl. 12) son vendidas se puede considerar que en su mayoria estan asociadas a ese tipo de

bacteria.

Estos resultados indican que las muestras de larvas y de agua tienen flora bacteriana

similares, compuestas predominantemente de V vulnificus y V. tubiashii ( Fig. 6).

Las floras bacterianas en presencia y en ausencia de antibioticos muestran pocas diferencias

al compararlas. En lo que conciemc a las bacterias V. vulnificus tipo S2 ellas parecen ser

mas sensibles al tratamiento que V. tubiasii, que se convierte en la predominante (Fig.6).

La evolucion de poblaciones bacterianas, especie por especie a lo largo del cultivo larvario y

en funcion del tratamiento con antibiotico aparece en el grafico de la figura 6.
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Tabla 3. Resultados de los aislados bactcrianos del tanque # 20 en base a los criterios de 

identificacion bioqufmica, antigenica y genetica
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7
7
7
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Z/M 
Ml 
Ml

Ml-2 
Ml-2 
Ml-2 
M2-3 
M2-3 
M/P 
M/P 
M/P 
M/P 
M/P 
P2 
P3 
P3 
P4 
P4 
P4
P5
P5
P5
P5
P6
P6
P6
P6
P7
P7
P7
P7
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92 
92 
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95 
95 
95 
95 
95 
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101 
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57 
57 
57 
57
57
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63
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50

Observaciones- 
Tratamiento. 
1E+1F (ppm) 
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1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
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1E+1F (ppm) 

Bolas en Z 
Bolas on Z 
Bolas en Z 
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2E+2F (ppm)
2E+2F (ppm)
2E+2F (ppm)
2E+2F (ppm)

Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua 
Agua 
Larvas 
Agua 
Agua 
Agua 
Agua 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
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Agua
Larvas
Larvas 
Agua 
Agua 
Agua 
Larvas 
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Agua 
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Larvas 
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Agua 
Agua 
Agua 
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Larvas
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179
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234
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94 
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95 
90 
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86 
90 
100 
95
95 
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85 
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Sifoneo

S2 
**

Estadio 
Z3-2 
Z3-2 
Z3-2 
Z3-2 
Z3-2
Z3-2 
Z3-2 
Z/M 
Z/M 
Z/M 
Z/M

Medio de 
Aislamiento

AM 
AM 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS
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AM
AM 
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AM 
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AM 
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AM 
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AM 
AM 
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AM 
AM 
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AM 
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TCBS
AM
AM 
AM 
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Cddigo 
Bacteria
156
157
159
160
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Especie de 
Bacteria

V. tub.
V. pel.
V. vul.

Dias
7
7
7

% spy.
92
92
92

%C
95
90
100

V. tub.
V. vul.
V. tub.
V. spl. 1
V. log.
Pseu.
V. spl. I
V.par.
Pseu.
V. tub.
V. vul.
V. tub.
V. vul.
V. alg.
V. tub.
V. fur,
V. par.
V. pel.
V. fis.
V. par.
V. ner,
V. tub.
V. tub.
V. tub.
V. tub.
V. tub, 
V. vul.
V. tub.
V. tub.
V. flu. 
Aerom.
V. ang.
V. cho.
V- alg.
V. spl. I
V. cam. 
V.vul.
V. tub.
V. tub.
V. vul.



S2

S2

S2

% spv.= Porcentaje de supervivencia

Porcentaje de concordancia de los criterios bioqufmicos de los aislados bacterianos con los%C= criterios

de referencia de la bioqumiica miniaturizada

furazolidonaF.=

E. = eritromicina

S2
S2

20
21
21
21
21
22
22
22
23
23
23
24
24
24
24
24

P8 
P9 
P9 
P9
P9 
PIO 
PIO 
PIO 
Pll 
Pll

P12 
P12 
P12 
P12 
P12

50
51
51
51
51
40
40
40
19
19 
T? 
25 
25
25
25
25

2F (ppm)
2F (ppm)
2F (ppm)

Agua 
Agua
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Agua 
Larvas
Larvas 
Larvas

TCBS 
AM
TCBS 
TCBS 
AM
TCBS
TCBS
AM
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS
TCBS
TCBS 
AM 
AM

236
239
241
243
244
246
248
249
253
256
257
259
260
264
265
266

95
95
90
100
95
90
88
95
94
89
94
90
94
88
95
94

V. tub.
V. tub.
V. par.
V. vul.
V. tub.
V, ang.
V. bar.
V. fis.
V, vul.
V. vul.
V. vul.
V. tub,
V. vul.
V. cam,
V.pel.
V. vul.



ESTUDIO # 2

Seguimiento bacteriologico del tanque # 21

ppm) (Tabla 4) y se rcvelo que ellas estaban ya contaminadas por bacterias del perfil RAPD

Durante los estadios de Zi y Zi-2 y en ausencia de antibioticos la diversidad bacteriana fue

importante, una de 9 colonias identificadas luvo la caractenstica V. vulnificus tipo S2 (130).

Durante todo el estadio Z2, al comienzo del cual fueron observadas mortalidades, la mayorfa

de las bacterias corrcspondieron al perfil S2 0

respectivamente, las identificaciones bioqufmicas condujeron a otros diversos lipos de

bacterias ademas de V. vulnificus.

En cl estadio Z3 y a pesar del tratamiento con antibioticos (0.6ppm E.+0.6ppm F para Z3,

dia 1 y Ippm E.+ lppm F para Z3, dia 2) los smtomas de bolitas fueron observados. En este

momento se observe una caida de la supervivencia, reduciendose a un 60%, valor

sobreestimado que se revelo al final del ciclo ya quc la supervivencia final fue de 51.6%.

Desde el dfa 13 hasta el final de la production, las bacterias que tenian el perfil tfpico S2 y en

frecuentemente fuera del periodo de tratamiento con antibiotico. Las identificaciones

bioqufmicas correspondientes condujeron frecuentemente a las especies V. tubiashii

vulnificus..

**, estuvieron presentes en el cultivo masuna menor proportion el perfil RAPD

** (136-138-144-145 y 141-142-143)

** (123) y S2 (124), identificadas bioqufmicamente como V. vulnificus y V. harveyi.

y v.

Apenas llegaron al laboratorio las larvas en N5 fueron tratadas con furazolidona (0.2



Del mismo modo que en el tanque # 20, la flora bacteriana es similar en presencia o no de

antibioticos, siendo las mismas bacterias las que predominan en presencia o ausencia de

estos productos (Fig. 7).

geneticamente son relativamente diferentes de aquellas del tanque # 20 y practicamente

ninguna bacteria del tipo S2 estuvo presente en las larvas Pl 12 en el momento en que las

pots-larvas fueron vendidas a una camaronera (Fig. 7).

Las curvas de evaluacion de las principales especies bacterianas identificadas bioqufmica 0
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Muestra% spv. %C RAPDDias Estadio

**

82

82

82

82

**
**
**

V. vul.

Tabla 4. Resultados de los aislados bacterianos del tanquc # 21 en base a los criterios de 

identificacion bioquimica, antigeniea y genetica

Dot 
blot

82
82

82
82

2.
2.222222222
5

222
2

22222
6
6
6£
2222
7
22222222
9

N5 
N5 
N5 
N/Z 
N/Z 
N/Z 
Z1 
Z1 
Z1 
Zl-2 
Zl-2 
Zl-2 
Zl-2 
Zl-2 
Zl-2
Z2

Z3
Z3
Z3
Z3
Z3
Z3
Z3
Z/M
Z/M

Z2
Z2
Z2
Z2
Z2
Z2
Z2
Z2
Z2
Z2
Z3
Z3
Z3
Z3

100
100
100
100
100
100
100
100
100
119
119
119
119
119
119
116
116
116
116
116
113
113
113
113
113
113
102
102
102
102
7O2
102
135
135
135
135
135 
59 
59

Mortalidad 4%
Mortalidad 4% 
Mortalidad 4% 
Mortalidad 4% 
Mortalidad 4% 

_____0.4E (ppm)_____ 
_____0.4E (ppm)_____ 

0.4E (ppm) 
0.4E (ppm) 
0.4E (ppm)

_____0.4E (ppm)_____ 
Bolas 0.6E+0.6F (ppm) 
Bolas 0.6E+0.6F (ppm) 
Bolas 0.6E+0.6F (ppm) 
Bolas 0.6E+0.6F (ppm) 
Bolas 0.6E+0.6F (ppm) 
Bolas 0.6E+0.6F (ppm) 

Bolas 1E+1F (ppm) 
Bolas 1E+1F (ppm) 
Bolas 1E+1F (ppm) 
Bolas 1E+1F (ppm) 
Bolas 1E+1F (ppm)

Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas

Larvas
Larvas
Larvas
Larvas

Larvas
Larvas
Agua 
Larvas 
Agua
Larvas
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua 
Larvas 
Larvas
Larvas 
Larvas

TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
AM
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS

AM
TCBS
TCBS
TCBS
TCBS
TCBS
TCBS

AM
AM
AM
AM
AM

TCBS
AM 

TCBS

125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
158
164
167
171

V. tub.
V. tub.
V. cam.
V. vul.
V. vul.

90
100
95
89
100
94
89
89
100
95
95
88
100
100

95
90
90
95
90
94
94
94
88
90
94
79

95
95
95
88

88
91
95
91
86
85
95
90
90

Observaciones- 
Tratamiento 
0.2F (ppm) 
0.2F (ppm) 
0.2F (ppm)

Deformidad 5% 
Deformidad 5% 
Deformidad 5%

Medio de 
Aislamiento
TCBS
TCBS
TCBS
TCBS

Codigo 
Bacteria 

121 
122 
123 
124

V. tub.
V. tub.
V. tub.
V. tub.
V. bar.
V. vul.
V. vul.
V. vul.
V. bar,
V. spl. II
V. bar.
V. log.
V. tub.
V. vul.
V. tub.
V. vul.
V. vul.
V. flu.
V. flu.
V. flu.

Especie de 
Bacteria

V. log ■
V. tub.
V. vul.
V. bar.

V. bar,
V. ner,
V. pel.
V. dam.
V. ner.
V. ang.
V. tub.
V. tub.
V. tub.



**

S2

S2

S2

S2

**

S2

% spv.= Porccntaje de supervivencia

S2
S2

10
10
10
12
12
13
13
13

13
14
IT
15
15
16
16
17
17
17
17
17
18
18
18
18
18
19
19
19
19
19
20
20
21
21
21
22
22
23
23
23
23
24

24
25
25
25
25

67
_ 67

67
82
82
107
107
107

107
77
79
79
79
108
108
56
56
56
56
56
51__
51
51
51
51_
76
76
76_
76_
76
71
71_
79
79
79
18
18
85
85
85
85
17
17
17
23
23
23
23

____ 1E+1F (ppm)
____ 1E+1F (ppm)

1E+1F (ppm)
1E+1F (ppm) 

2E+2F (ppm) Hay M 
Sifoneo

_____ Sifoneo_____
Sifoneo

2E+2F (ppm)
2E+2F (ppm)
2E+2F (ppm)
2E+2F (ppm)
2E+2F (ppm)

2F (ppm)
2F (ppm)
2F (ppm)
2F (ppm)

_ Larvas 
_ Larvas 
_ Larvas 
__ Larvas 
_ Agua 
_ Agua 
_ Larvas

Agua 
Larvas 
Agua 
Agua 
Agua 
Agua 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Agua 
Agua

AM
TCBS
TCBS
TCBS

AM
TCBS
TCBS
TCBS

TCBS
TCBS
TCBS

AM
AM

TCBS
AM

TCBS
TCBS

AM
AM
AM

TCBS
TCBS
TCBS

AM
AM

TCBS
TCBS
TCBS

AM
AM
AM
AM
AM
AM
AM
AM

TCBS
AM

TCBS
TCBS

AM
TCBS

AM
AM

TCBS
TCBS

AM
AM

__ 174
175

__ 176
182
183
186
187
188

191
193
194
196
197
198
200
203
204
207
208
209
210
211
212
216
217
219
220
221
224
226
228
232
235
237
238
240
242
245
247
250
251
252
254
255
258
261
262
263

94
88
95
90
95
95
85
90

90
90
~~

94
94
95
95
90
90
94
95
100 '
89
89
90
90
86
90
95
94
90
88
95
95
94
88
94
88
90
85
95
100 ~
94
94
90
94
100 '
88
100 '
94

Ml 
Ml 
Ml

M2-3 
M2-3 
M/P 
M/P 
M/P 

M/P 
Pl__
P2
P2 
P2 
P3 
P3 
P4
P4 
P4 
P4 
P4 
P5
P5 
P5 
P5 
P5 
P6 
P6 
P6 
P6 
P6 
P7
P7 
P8
P8__
P8__
P9 
P9 
P10 
P10 
P10 
P10 
PH
Pll 
Pll 
P12 
P12 
P12 
P12

_ V. har. 
_ V. har,

V. spl, I 
_ V. par,

V. tub. 
V, fis.

_ V. ang. 
|v. tub.

V. par. 
V. tub.
V. tub. 
V. cam. 
V. flu.
V. tub. 
V. tub. 
V. tub. 
V.tub 
V. log. 
V. pel. 
V. tub. 
V. vul.
V. vul 
V. tub. 
V. tub. 
V. ner. 
V. vul. 
V. cam. 
V. vul. 
V. tub.
V. cam. 
V. log. 
V. tub. 
V. vul.
V. cam. 
V. vul.
V. cam. 
V. tub. 
V. ang.
V. fis. 
V. tub. 
V. vul. 
V. vul.
V. tub. 
V. vul. 
V. tub. 
V.cam. 
V. vul. 
V. vul.
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ESTUDIO # 3

Seguimiento bacterioldgico del tanque #18

flora bacteriana tanto cn el agua como en la larva.

Es interesante anotar que 4 aislados (13-24-26-35) idcntificados respectivainente como V.

clasificadas como V. harveyi

preparadas por Solis (1996) (Anexo V).

0.6 ppm de critromicina + 0.6 ppm de furazolidona y finalmentc a Ippm de eritomicina + 1

bioqufmica condujo a V. tubiashii. Los dfas 12 y 13 se aplica nuevamente una dosis de

antibiotico (1 ppm E.+l ppm F.),

condujo frecuentemente a considerarlas como V. vulnificus.. Ciertos aislados fueron

ppm de furazolidona, la variedad bacteriana fue entonces relativamentc importante y al octavo 

dfa aparecio la primera colonia con el perfil RAPD tipico de S2 (42), la identificacion

fueron mas frecuentes; a partir 

del dfa 15 las bacterias de tipo S2 fueron predominantes y su identificacion bioqufmica

Este estudio corresponde a la segunda corrida, efectuada dcspues de los 2 estudios 

precedentes y fue realizado con larvas de P. vannamei. Como rutina del laboratorio, los N5

fueron cultivados en presencia de furazolidona (0.2ppm) (Tabla 5). Hasta el dfa 7, es decir, 

practicamente en el momento de la transicidn de Z2 a Z3 bubo una bucna diversidad de la

harveyi, V. vulnificus, V. campbellii y V. pelagius, tuvieron una reaccion positiva con el 

anticuerpo 2C9 especffico de E22 y S2, sondas de rcfcrencia del "Sfndrome de Bolitas" y

antibioticos pasando sucesivamente de 0.4 ppm de eritromicina + 0.4 ppm de furazolidona a

como V. vulnificus utilizando los criterios de referenda del manual de Bergey's y las tablas

en base a criterios del sistema biologico y mas rccicntcmcntc

idcntificados bioqufmicamente como V. tubiashii (78), V. harveyi (81-103-114-116) 

splendidus I (85).

Durante toda la duracion del estadio Z3, entre los dfas 7 y 9 se aplicd un tratamicnto con

luego esta es aumentada (2 ppm E.+2 ppm F.) el dfa

14, las bacterias V. vulnificus con el perfil RAPD de S2 y **

y v.



Al igual que cl tanque # 20 de la corrida precedente con P. stylirostris, las Pl j o quc salieron

del laboratorio fueron masivamente infectadas de bacterias de tipo S2, lo que podrfa ser fatal

para el future de estos animates cn la piscina.

Desde el punto de vista de la flora bacteriana aparecieron los mismos tipos de bacterias

observados en P. stylirostris, aunque las fluctuaciones de las mismas difleren escasamente

en presencia y en ausencia de antibioticos (Fig. 8).

Es interesante anotar que la diversidad bacteriana inicial se redujo a partir del 16 hasta el dfa

24, volviendose la bacteria de tipo S2 predominante cuando cl laboratorio sufrid mortalidades

masivas en los primeros tanques.

Entonces, los analisis de RAPD fueron inmediatamente efectuados con las muestras

provenientes de los tanques con animates enfermos, de diferentes partes del laboratorio, y de

los cultivos de algas, donde fueron encontradas bacterias de tipo S2. Sin embargo, cl tanque

# 18 no fue tan afectado como otros en los cuales las larvas fueron totalmente eliminadas

presentando los smtomas del Sfndrome de Zoea 0 de Bolitas.
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Figura 8. Resultados de los aislados bacterianos presentes en el tanque # 18. Realizados con

larvas de Penaeus vannamei.
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Muestra %C% spv. RAPDDias Estadio

+

+

Tabla 5. Resultados de los aislados bacterianos del tanque # 18 en base a los criterios de 

idcntificacidn bioqufmica, antigenica y genetica

Doi 
blot

N5 
N5 
N5 
N5 
N5 
N/Z 
N/Z 
N/Z 
N/Z 
N/Z 
Z1 
Z1 
Z1 
Z1 
Z1 
Z1 
Z1
Zl-2 
Zl-2 
Zl-2 
Zl-2 
Zl-2 
Z2 
Z2 
Z2 
Z2 
Z2 
Z2 
Z2 
Z2 
Z2 
Z2 
Z2 
Z2 
Z2
Z2-3 
Z2-3 
Z2-3

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
87
87
87
87
87
87
87
88
88
88
88
88
81
81
81
81
81
107
107
107
107
107
107
107
107
100
100
100

0.4E+0.4F (ppm)
0.4E+0.4F (ppm)
0.4E+0.4F (ppm)

Tratamiento- 
Observaciones 
0.2F (ppm) 
0.2F (ppm) 
0.2F (ppm) 
0.2F (ppm) 
0.2F (ppm)

Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas

100
89
91
100
84
89
95
90
86
90
95
95
100
95
88
90
90
95
88
100
95
100
95
89
100
88
95
95
90
95
95
100
90
90
100
95
100
90

2_ 
2

2_ 
2_ 
3_ 
3_ 
3_ 
3_ 
3_ 
3_ 
3_ 
4_ 
£ 
_4 
4_ 
4_ 

_5 
5_ 
5_ 
5. 

_5 
6_ 
6_ 
£ 
£ 
6_ 
6_ 
£ 
6_ 
£
2 
7

Medio de 
Aislamiento

TCBS 
TCBS 

AM 
AM 
AM
AM

TCBS
TCBS

AM
TCBS 
TCBS 
TCBS
AM
AM
TCBS
TCBS 
TCBS
AM 
TCBS
AM
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS
TCBS 
TCBS 
TCBS
AM
TCBS
AM
TCBS
AM
TCBS
TCBS 
TCBS 
AM 
AM
TCBS

Cbdigo 
Bacteria

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

Especie de 
Bacteria

V. vul.
V. vul.
V. dam.
V. cam.
V. pel.
V. pel.
V. tub.
V. tub.
V. ner.
V. pel.
V. tub.
V. spl, I
V. bar.
V. spl. I
V. bar.
V. tub.
V. pel.
V. tub.
V. cam.
V. tub.
V. tub.
V. tub.
V. tub.
V. vul.
V. tub,
V. cam.
V. tub.
V. tub.
V. fur,
V. vul.
V. tub.
V. tub.
V. tub.
V. spl. 1
V. pel.
V. vul.
V. tub.
V. fis.



S2

**

**
S2

**
**

S2

S2

S2

S2

S2

S2

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
103
103
103
103
103
103
56
56
56
56
56
56
51
51
51
51
51
58
58
58
58
58
58
55
55
55
55
55
55
58
58
58
58
58
56

0.4E+0.4F (ppm) 
0.6E+0.6F (ppm) 
0.6E+0.6F (ppm) 
0.6E+0.6F (ppm) 
0.6E+0.6F (ppm) 
0.6E+0.6F (ppm) 
0.6E+0.6F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
1E+1F (ppm) 
2E+2F (ppm) 
2E+2F (ppm) 
2E+2F (ppm) 
2E+2F (ppm) 
2E+2F (ppm)

Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Agua 
Larvas

TCBS 
TCBS 
AM
TCBS 
TCBS 
AM 
AM 
AM 
AM
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
AM

TCBS
AM 
AM

TCBS 
AM

TCBS 
TCBS 
TCBS 

AM
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
AM

TCBS 
TCBS 

AM
TCBS 
TCBS 

AM
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 

AM 
AM

TCBS 
TCBS 
TCBS 

AM 
AM

TCBS

39
40
41
42
4?
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

95
95
100
100
90
94
95
90
95
89
100
95
95
95
95
100
100
95
100
95
88
88
82
95
95
89
94
90
95
88
89
95
91
90
89
89
94
100

~90~
95
95
100
94
90
1(K)
77
95

7
8
8
8
8
8
8
9
9
9
9
9

12
12
12
12
12
12
13
13
13
13
13
13
14
14
14
14
14
15
15
15
15
15
15
16
16
16
16
16
16
17
17
17
17
17
18

Z2-3 
Z3 
Z3 
Z3 
Z3 
Z3 
Z3 
Z3 
Z3 
Z3 
Z3 
Z3

Ml-2 
Ml-2 
Ml-2 
Ml-2 
Ml-2 
Ml-2 
M2-3 
M2-3 
M2-3 
M2-3 
M2-3 
M2-3 
M/P 
M/P 
M/P 
M/P 
M/P
Pl 
Pl 
Pl 
Pl 
Pl 
Pl 
P2 
P2 
P2 
P2 
P2
P2 
P3 
P3 
P3 
P3 
P3 
P4

V. spl. I 
V. fis.
V. fis.
V. tub.
V. spl. II
V. vul.
V. pel.
V. tub.
V. spl. II
V. vul.
V. tub.
V. ang, 
V. tub.
V, vul.
V. tub.
V. tub.
V. tub.
V. ang.
V. vul.
V. tub.
V. cam.
V. cam.
V. alg,
V. spl. II
V. spl. I 
V. vul.
V. vul.
V. tub.
V. tub.
V. bar.
V. vul.
V. tub.
V. dam. 
Aerom.
V. vul.
V. vul.
V. bar, 
V. vul.
V. spl. I
V. tub.
V. tub.
V. tub.
V. bar.
V. tub.
V. tub.
V. alg.
V. spl. I



S2

S2

S2

S2

S2

% spv.= Porcentaje de supervivencia

Porcentaje de concordancia de los criterios bioqufmicos de los aislados bacterianos con I os criterios de%C =

referenda de la bioqufmica miniaturizada

F.= Furazolidona

E.= Eritromicina

18
18
18
18
19
19
19
19
19
20
20
20
20
20
21
21
21
21
22”
22
22
22
23
23
23
23
23
23
24
24
24
24
24
24
24

P5 
P5 
P5 
P5 
P5
P6 
P6 
P6 
P6 
P6
P7 
P7 
P7 
P7 
~P8~
P8 
P8 
P8 
P9 
P9
P9 
P9 
P9 
P9 
P10
P10 
P10 
P10 
PIO 
PW
PIO

P4
P4
P4
P4

56
56
56
56
54
54
54
54
54
58
58
58
58
58
54
54
54
54
49
49
49
49
48
48
48
48
48
48
48
48
48
484£
48
48

2F (ppm)
2F (ppm)
2F (ppm)
2F (ppm)
2F (ppm)
2F (ppm)

_ Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 

Larvas 
Agua 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Agua 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Larvas 
Larvas 
Agua 
Larvas 
Agua

TCBS 
AM 
AM
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS
AM 
TCBS 
TCBS
AM 
AM
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
TCBS 
AM
TCBS 
TCBS 
TCBS
AM 
AM 
AM
TCBS 
TCBS 
TCBS

AM 
AM 
AM

TCBS

86
87
88
89

90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104

106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120

95
95
95
100
95
95
100
95
95
100
90
100
95
95
100
100
90
94
100
100
85
79
90
95
100
94
84
100
94
95
94
95
100
94
90

S2
S2
S2

S2
S2
82

82
82
82V. vul.

V. cam.
V. ang.

V. tub.
V. pel.
V. spl. II
V. vul.

V. tub.
V. tub.
V. vul.
V. tub.
V. fis.
V. vul.
V. spl. I
V. tub.
V. ang,
V. tub.
V. tub.
V. vul.
V. tub.
V. bar,
V. vul.
V. vul.
V. ang.
V. hoi.
V. tub.
V. vul.
V. tub.
V. cam.
V. vul.
V. vul.
V. bar.
V. ang.
V. bar.
V. vul.



CONCLUSIONES

Un aspecto primordial de estos estudios epidemiologicos, fue evaluar en termin os de

facilidad y confiabilidad las 3 tecnicas rccientemente desarrolladas en el CENAIM.

Es importante anotar que los aislamientos fueron efectuados sobre Agar Marino (AM) o

hecho de haber aislado con los 2 medios los mismos tipos de vibrios, pero siempre en

cantidad menor sobre TCBS, sugiere que este medio ejerce un efecto selectivo al seno de un

mismo grupo de bacterias, las cuales parecen identicas en base a criterios bioqufmicos pero

de hecho son diferentes desde el punto de vista de su capacidad de utilizacidn del medio

TCBS.

Estas consideraciones son importantes porque es logico suponer que, bacterias patogenas e

hiperespecializadas para una vida parasitaria en los organismos del sistema digestive del

camaron, pueden haber perdido la capacidad de desarrollarse en cultivo. Este fenomeno es

particularmente bien conocido en salud humana, en el caso del V. cholerae del cual existen

cepas hipervirulentas que no pueden ser aisladas porque no son cultivables. (Colwell; et.al,

1995).

Desde el punto de vista de la identificacidn bioqufmica, el sistema miniaturizado desarrollado

realizaron facilmente al igual que la lectura de sus resultados.

Con una automatizacidn simple, por ejemplo la utilizacidn de una bomba peristaltica

multicanal para repartir los medios en los hoyos de las microplacas, o con la utilizacidn de un

sistema de distribution del tipo pipeta de repeticidn Eppenforf, parece totalmcnte realista

por Solis, A. (comunicacidn personal) fue realmente util, ya que las 266 identificaciones se

medio TCBS, siendo estos 2 agares clasicamentc utilizados en todos los laboratories. El



emprender amplias encuestas epidemiologicas a la cscala de asociacidn entre productores y/o

centros de investigacion como el CENAIM.

A nivel de empresa privada es absolutamente necesario reemplazar la utilizacion de los

sistemas existentes, tipo galena API 20E, que conducen a identificaciones imprecisas a causa

de la auscncia de criterios bioqufmicos esenciales. El sistema miniaturizado con 21 criterios

bioqufmicos es mucho mas prcciso, considcrando que el nombre de especie para una bacteria

tiene solamente un valor indicativo, debido a la variabilidad genetica de ese tipo de

microorganismos. Este concepto de variabilidad genetica puede scr muy bien explorado,

gracias al estudio de perfiles de RAPD.

Se revclo que la tecnica de AP PCR (Aleatory-Primed Polimerase Chain Reaction), en su

version simplificada y optimizada (Betancourt y Motte, comunicacion personal), fue

perfectamente confiable, ya que los controles negatives fueron con’cctos y los controles

positives fueron perfectamente reproducibles (S2-E22-ILI-I58).

la gama de

herramientas de caracterizacion, identificacion y diagnostico de bacterias asociadas al

camaron y de manera mas general de agentes patogenos de camaron.

Desde el punto de vista de informaciones bacterioldgicas aportadas por el RAPD, estos

resultados son realmente interesantes, considerando que es el primer estudio global que

penuite analizar en paralelo fenotipos bioqufmicos y genotipos. Asf, se puede considcrar que

los marcadores geneticos podnan estar mejor adaptados a los analisis epidemiologicos. En

en RAPD fueron identificadas como V.

vulnificus, otras consideradas como V. parahaemolyticus y V. harveyi. En tanto que V.

vulnificus y V. parahaemolyticus son prdximos desde el punto de vista taxonomico en

referenda a los genes de ADN ribosc5micos (Martinez-Picado; et al 1994), V. harveyi esta

Estos resultados muestran que la AP-PCR puede perfectamente entrar en

efecto, la gran mayona de cepas de tipo S2 y **



mas alejado filogeneticamente. Los criterios bioqufmicos para distinguir V. harveyi y V.

vulnificus podnan ser insuficientes para evitar confusiones entre los dos grupos.

de

bacterias aisladas en 1996, en aparente asociacion con el "Slndrome de Zoea", son similares

supuesto, es conveniente utilizar otros iniciadores para acumular mas informacion sobre los

perfiles de RAPD de difercntes cepas de S2. Adcmas, sera indispensable emprender

infecciones experimentales segun el protocolo desarrollado por San Miguel, L. (1996) y

optimizado por Serrano, J. (1996), a fin de determinar si las cepas S2 y ** son

efectivamente patogenas y capaces de inducir los smtomas tfpicos del "Slndrome de Zoea".

Es necesario scnalar que luego de este estudio, se iniciaron experiencias en este laboratorio

(Macrobio) para limitar el desarrollo de bacterias de tipo S2 utilizando una cepa de V.

alginolyticus que tiene un cierto efecto probiotico contra bacterias de tipo S2 y E22 (San

Miguel, L. 1996; Serrano, J. 1996).

sean efectivamente patogenas, sera urgente

identificar una banda correspondiente a un producto de amplificacion por PCR especlfico de

estas cepas. Este producto de amplificacion podna ser marcado con la digoxigcnina para ser

utilizado como sonda especifica. La ventaja de este tipo de ensayo es permitir analizar

simultaneamente miles de colonias bacterianas transferidas sobre una membrana de

nitrocelulosa e identificar en algunas boras aquellas que son reconocidas por esta sonda.

Este tipo de ensayo colony-blot puede ser utilizado en rutina para controlar la aparicion de

bacterias patcigenas.

En lo que concierne a los ensayos de inmuno-dot-blot, ellos fueron simples de efectuar, pero

las bacterias actualmente presentes en las crlas larvarias no poseen el antfgeno de membrana

reconocido especlficamente por el anticucrpo 2C9. Estos resultados indican cl riesgo de la

a los de las bacterias aisladas en 1992, en asociacion con el "Slndrome de bolitas". Por

En el caso de que las cepas de tipo S2 y **

Aunque es necesario ser prudente, es interesante anotar que los genotipos S2 y **



utilizacion de anticuerpos monoclonales en los cuales la capacidad de reconocimiento

concieme a algunos aminoacidos. Asf, las cepas de tipo V. vulnificus S2 han mutado

aumento de la

patogenicidad, siendo el "Smdrome de Zoea" mas drastico que el "Smdrome de las Bolitas".

En consecuencia, las colonias S2 y ** deberan ser analizadas en dot-blot con la coleccion de

19 anticuerpos monoclonales especfficos de S2 y E22, asociados al "Smdrome de Bolitas".

Desde cl punto de vista de diagnostico y deteccion precoz de bacterias S2, podna ser eficaz

mezclar todos los anticuerpos monoclonales que reaccionan con las cepas actuales de S2 y

**

En conclusion, este estudio totalmente original a la escala de cultivo de camarones peneidos.

muestra que este tipo de analisis epidemiologico, podna desde ahora ser realizado segun

norm as estandarizadas y confiables, con la finalidad de prevenir enfermedades de camardn,

tai como es practicado en medicina humana y veterinaria.

Sin embargo, se trata solamente de una primera etapa que abre camino hacia un mejor

conocimiento de las bacterias asociadas a los camarones, siendo el objetivo domesticar y

explotar aquellas que son beneficiosas y por otra parte, limitar en todo lo posible la aparicion

de bacterias patogenas que son nefastas, en particular con la ayuda de cepas probioticas.

probablemente a nivel de este epitope, quizas en relacion con un



RECOMENDAC1ONES

1Completar la caracterizacion de cepas S2 y

iniciadores, por inmuno-dot-blot con otros anticuerpos y por patologfa experimental para

dcterminar si estas bactcrias estan efectivamente asociadas al "Smdrome de Zoea".

2.- Confirmar el efecto probidtico in vitro

tipo S2.

3.- Caracterizar y estudiar las cepas de V. tubiashii a fin de determinar la naturaleza de su

asociacion con las larvas de P. vannamei y su interaccion con otras bacterias.

4.- Estudiar el futuro en las camaroneras de las post-larvas infectadas por S2 y **.

5.- Emprender en laboratorios otros estudios epidemiologicos segun el esquema seguido en

este trabajo.

practicando a la vez analisis histologicos, bioquimicos y geneticos.

7.- Estudiar, segun el mismo esquema, las morlalidades de los reproductores desde su

introduccion en los laboratorios.

8.- Una vez estandarizadas las tres nuevas tecnicas (bioqufmica miniaturizada, AP-PCR y

dot-blot), organizar la transferencia de las mismas para utilizarlas al servicio de los

productores.

9.- Comparar las bacterias V. vulnificus S2 asociadas a los camarones con aquellas

responsables de patologias en el hombre a fin de estar on capacidad de prevenir los riesgos

de epidemias relacionadas a la actividad acufcola.

e in vivo de cepas tipo ILI en contra de cepas

** por otros analisis de RAPD con diferentes

en camaroneras6.- Segun la misma base cpidemiologica estudiar las morlalidades
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ANEXO I

Tablas de control diario de los tanques muestreados.
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Caractensticas morfologicas y luminiscencia en agar 
TCBS y AM de los aislados bacterianos.
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ANEXO IV

Resultados de los analisis bioqufmicos realizados a los 
aislados bacterianos.
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ANEXO V

Criterios utilizados para la identificacion bioqufmica.
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ANEXO VI

Criterios bioqufmicos que permiten la diferenciacion d 
generos y especies bacterianas.
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1.4.7.13.16
R.I6

9.10.12
4.9.11

4.6 8.9.1 1.13.16

7 12

1.4.6.7 8.12.13 
1.4,7.10.1 3 

1.7.8.9.15 
7.8.9.15

1.4.7.15
1.7.10.12.13.16
I.7.R.I0.I4

1.7.13,16
1.7,10.15
1.10.13.14.15

1.6.7.10.14.15

1.6.7.9.12.13

12.16
6.8.14
6.15 16

6.8.10.12.13.16
7.10

1.5.6. |0.12.1 I
4.5.6. R.H.I2.I6

5.6.10.12.13.15

4.R. 10 12,14,15
4.5.R.9

5.6 9.12.13.15

1.5.6.9.12.13,15

6.10.11.12.13

4.10.11 .14

V. par.
V. pel.

V. pen.

V. spk. I

V'. splr. II
V. inb.

V. par.
V. pet
5’. pen.
V. spk. I
V. spk. II
V. (uh.

V. par.
V. pel
V. pen.
V. sple. I

V. sple. II
V. Inb.

5.9.12.13
5.10.13
5.12.13

5.6,8.12
5,1.3

4.6.7

7.10.12.16
6.7.8.10

6.8.1 I
5.6.8.10.12.1 3

5.6.8.9.13
4,5.6,8.9.10.11.12.13
4.5.9,10.11.12
5.6,7.8.10.13
4.5.8.9.10
5.8.9.12.13
5.9.14

15,16
R.I3.I5
4.7.15.16
15,16 
lisina

1.6,7.10.13.15
1.4.6.7.12.13.15
I.4.7.R.I2.I5.I6
1.6.13.15

5.8 10.12,15
5.R.II.I5
5.6.11.13.15.16
4.5.7 R. 12.15
5.6.8.12.15 
R.I0 16

6.8. |l. |6

4.7.1 1.12

6.8.9.13
6.8.9.11,12,13
9.11.12,16

6,7.8 13
8.9

8.9. 12.13.16
9

5.10.12.13
5.6.8.10.14
5.6,1.3.15
5,6.10
5.10,13,14

4.6.9.12
2.9.10.16
6.8.9.10.12
6.9.11,12.16
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ANEXO VII

Patrones geneticos obtenidos a partir de los aislados 
bacterianos utilizando la AP-PCR.



1'oto 2

6. - V. pel. 89%
7. - V. tub. 95%
8. - V. tub. 90%
9. - V. nei. 86%
10. - V. pel. 90%
11. - V. tub. 95%
12. - V. spl. I 95%
13. - V. bar. 100%
14. - V. spl. I 100%
15. - V. bar. 88%

A. - E22
B. - Hi.
C. - 158 
IX- S2
1. - V. vul. 100%
2. - V. vul. 89%
3. - V. dam. 91%
4. - V. cam. 100%
5. - V. pel. 84%



del de electro!’uresis // 1
7

Polo 3

16.- V. mb. 90%

19.- V. cam. 88%
20.- V. mb. 100%
21.- V. mb. 95'i-
22.- V. mb. 100%
23.- V. mb. 95%
24.- V. nil. 89%
25.- V. mb. 100%

Holo 4

26.- V. cam. 88%
27.- V. mb. 95%
28.- V. hib. 95%
29.- V. fur. 90%
30.- V. vul. 95%
31.- V. mb. 95%
32.- V. mb. 100%
33.- V. mb. 90%
M.P.M.

1123 J28 |29 |3O ,31 |32 133

17. - V. pel. 90%
18. - V. mb. 95%

I

■ 

........................

________ ___ ___

v.. >■ ,i. 1

K 13 18 h9 20 21 22|23 24 25



71.- No salio.

HxO 39 Nopl 42 43

49 |5O44 45 46 4} 46 62 53 545/

158 
PM

158(Palron)
1120
39. - V. spl. I 95%
40. - V. lis. 95%

50. - V. ang. 95'c
51. - V. tub. 95%



62 63

M.P.M.

45 66 6? 68 61 ?0 HPi

56. - V. ang. 95%
57. - V. vul. 100% (S2)
58. - No salio
59. - V. cam. 88%

68. - V. liar. 88% (S2)
69. - V.- vul. 89%

60. - V. cam. 88%
61. - V. alg. 82%
(>2.- V. spl. II 95%
63. - V. spl. 1 95%
64. - V. vul. 89% (**)

65. - V. vul. 94% (*♦)
66. - V. lub. 90%



1 olo I

8212 P3

l olo 2

Wn 83 84 8 5 0^ 04 «6 8*1 Ho |qi

M.P.M.
83. - V. lub. 100%
84. - V. alg. 77%
85. - V. spl. I 95% (S2)
86. - V. mb. 95rb
87. - V. pel 95%
88. -V.spl.il 95%
89. - V. vul. 100% (S2)
90. - V. mb. 95%
91. - V. mb. 95%
92. - V. vul. 100% (S2)

72. - /\eroin. 90%
73. - V. vul. 89%
74. - V. vul. 89% (S2)
75. - V. bar. 94%
76. - V. vul. 100% (S2)

77. - V. spl. 1 90%
i 78.- V. mb. 95% (S2)

79. - V. mb. 95%
80. - V. mb. 100%
81. - V. bar. 94% (S2)
82. - V. mb. 90%

V.spl.il


35 36 3i 36 p3

95 96 99 98 m p00

34. - V. spl I 90%
35. - V. pel. 100%
36. - V. vul. 95%
37. - V. lub. 100%
38. - V. Us. 90%
93. - V. tub. 95ri'
94. - V. I is. 95%

95. - V. vul. 100% (S2)
96. - V. spl. I 90%
97. - V. tub. 100%
98. - V. ang. 95%
99. - V. tub. 95%
100. - V. tub. 100%

3



103 UW 105 106 10^1 108 103 HO | Hl

1 oto 2

112 H3 11 <1 n5 116 114 118 113 120 121

I 12.- V. ml. 84% (8?) 
113.- V. ml. 100% (S2) 
I 14.- V. liar. 94% (S2)
115. - V. ang. 95%
116. - V. liar. 94% (S2)

117. -V. ml. 95% (S2)
I 18.- V. ml. 100% (S2) 
I 19.- V. cam. 94%
120. - V. ang. 90%
121. - V. log. 95%

103. - No salio.
104. - No salio.
105. - V. ml. 100% (S2)
106. - V. ang. 85%
107. - V. hoi. 79%
108. - V. tub. 90%
109. - V. ml. 95% (S2)
110. - V. tub. 100% 
I I I.- V. cam. 94% 
M.P.M.



129.- No salio

1'oto 1

;:ca

M.P.M.

145 11^8. MPn|2«!>3|'»0<(|2p6 12/0 2// 112 2/3

210. - V. vul. 89% (S2)
211. - V. vul. 89%

130. - V. vul. 9-1% (S2)
131. - V. vul. 94%

206.- V. vul. 94% (S2)
209.- V. tub. 100%

203. - V. tub. 90% (S2)
204. - V. lub. 90%

175.- V. bar. *
198.- V. lub. 95*’?

123. - V. vul. 95% (**)
124. - V. bar. 88% (S2) 
I 25.- No salio



153 19< 155 15615^ UO

161. - V. vul 89% (S2)
162. - V. tub. 95%
163. - V. V. spl. I 90%
164. - V. tub. 95%
165. - V. log. 89%
166. - Pseud. 100%
167. - V. tub. 90%
168. - V. spl. 1 95%
169. - V. par. 90% (S2)

^21

H22 
s?
158. - Patron
153.- V. pel. 95%
15-1.- V. dam. 91%
155. - V. ner. 86%
156. - V. tub. 95%
159. - V. vul. 100% (S2)
160. - V. tub. 90%

SJ158
* |PbTU



u-iH| r*>T11>>t|Obi |t| e£T| t-fyl 9£tI str

K$rp5T ogTliobTlgbil thThblk^T

%I6 -i™ ’A - ZS'I 
%88 -Ji-q A - IS I 

(^s) %001 IHA - A --OS I 
(3S) %OOI ’[nA -a

%88 UIV3 - a --Sf I 
%S6 qni a -'Z.M 
ja>S6 qiH a - Oi l 

(ZS) -LOOI |ha -a --Sri

■pTdlN
(**) %t'6 hlj a -71-1

(*♦) %()OI ini a - ltd
%68 Iha ’a -‘Otl
%S6 qni a -'6£|

("S) -bOOl Iha a -•8£l
‘b()6 M'H a -7.1'1

(CS) <>6Z. "<)| ‘A -■9£l
%t6 '’n| a -'SL'I



Hi nj ndns ns iw Hdj+i no

103 10H 13^ 1^3 i-^^l 15^ | kS8| 1^o|hph| (11

103. - V. bar. 94% (S?)
104. - V. vul. 100% (S?) 

134.- V. spl. II 90%
143. -V.llu. 89% (**)
144. - V. Ilu. 89% (S2)
157. - V. pci. 90%
158. - V. ang. 85%
170. - Pseud. 83% 
M.P.I).
171. - V. lub. 90%

172. - V. mb. 95%
173. - V. vul. 89% (**)
174. - V. bar. 94%
175. - No salio
176. - V. spl. 1 95%
177. - V. mb. 100%
178. - V. vul. 94% (**)
179. - V. alg. 88%
180. - V. tub. 95%



M

K'KM

£ °io.i

// sisdjo jo J pa ap p*)

‘bS'6 SU A -’9HI 
) *b06 --nui a - PSI 

■hS’G M"1 A -■£«!
) 'b()6 A -7X1

‘b06 "\l A -‘1X1 
iio.iiiij --gs i

-•I

m|sbT|btTkbr|Tu|iu loGTk0T|ml

(*♦

(* »

("S) ‘bt-6 •I'll W -761
%t6 in™ A - ‘)6I
■b()6 •qi'l A -•£61 

(^s) ‘b06 qiu A - t-6i 
(US) l>06 <)") A -•£61 

) %9X J™ ’A -761
b06 n'd A -’TGI 

(^S) %()6 -Jwd A -*06l 
%06 sij 'A -‘6X1 

(vS) 06 <l"l A - XXI

(» ♦

"W' rite
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® ■ '■

' <■-

JBB
_______________
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; <>-r.
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M.P.M.
214.- No salio

218.- Aciom. 95%

207. - V. log. 94%
208. - V. pel. 95%

187.- V. ang. 85%
199.- V. lub. 100%



1 ;oto 3

221 22? 22g 22^ 23 231 232

227. - V. spl. 1 90%
228. - V. log. 95%
229. - No salio
230. - V.- vul. 89%

224. - V. tub. 90%
225. - V. alg. 88'i-
226. - No salio

1 '.22
S2
158.- Palron

232. - V. tub. 95%
233. - V. mb. 95%
234. - V. vul. 94% (**)
235. - V. vul. 94% (**)
236. - V. tub. 95%
237. - V. cam. 88%
238. - V. vul. 94%
239. - V. tub. 95%
240. - V. cam. 88%
241. - V. par. 90%



l otu I

226.- V. cam. 88^
229.- V. cam. 94%

223 22C U5 2*»Z 2MJ 2«<<< 2<<$ MPi

1 ’oto 2

248.- V. liar. 88%

185.- V. pel. 90%
214.- V. tub. 95%

246. - V. ang. 90%
247. - V. (is. 95%

243. - V. vul. 100% (S2)
244. - V. tub. 95%
245.- V. ang. 85% 
M.P.M.



(Jel de electroloresis H 9

l;ok) 3

I'olo 4

pi I 5z|56 |S8 |^2|^ |loi|(oi|u6 |i2S|

256. - V. vul. 89% (S2)
257. - V. vul. 94% (S2)
258. - No salio
259. - No salio
260. - V. vul. 90% (82)
261. - No salio
262. - No salio
263. - V. vul. 94%
2(>4.- V. cam. 88%

■

- _

71. - V. dam. 91%
52.- V. vul 95% (**) 
56.- V. ang. 95% (**) 
58.- No salio
72. - ,\croin. 90% 
79.- V. tub. 95%
101. - No salio
102. - V. tub. 90% 
116.- No salio
125.- No salio.

-

",

3. ■

256 25^ 2S8 25^ 26o 26( 26 2 263 26<f



14.- V. spl. I 95%
58.- V. (ub. 95%
101.- V. vul. 100% (S2)
135.- V. bar. 94%
125.- V. mb. 95%
129.-V. liar. 90%

147.- V. mb. 95%
258. - V. mb. 100% 
M.P.M.
259. - V. mb. 90%
261. - V. cam. 88%
262. - V. vul. 100%
265. - V. pel. 95%
266. - V. vul. 94% (S2) 

1722

1262 265 2A6 £2:



u-iH| r*>T11>>t|Obi |t| e£T| t-fyl 9£tI str

K$rp5T ogTliobTlgbil thThblk^T

%I6 -i™ ’A - ZS'I 
%88 -Ji-q A - IS I 

(^s) %001 IHA - A --OS I 
(3S) %OOI ’[nA -a

%88 UIV3 - a --Sf I 
%S6 qni a -'Z.M 
ja>S6 qiH a - Oi l 

(ZS) -LOOI |ha -a --Sri

■pTdlN
(**) %t'6 hlj a -71-1

(*♦) %()OI ini a - ltd
%68 Iha ’a -‘Otl
%S6 qni a -'6£|

("S) -bOOl Iha a -•8£l
‘b()6 M'H a -7.1'1

(CS) <>6Z. "<)| ‘A -■9£l
%t6 '’n| a -'SL'I
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%06 sij 'A -‘6X1 

(vS) 06 <l"l A - XXI

(» ♦

"W' rite.

® ■ '■

' <■-

JBB
_______________

..
.....

....

\ ■?.’A’'•
; <>-r.

98T p8T £8r h»T 181
U9i| 
9ST


	D-81067 SLAVICHAY CORNEJO.pdf
	D-81067 SLAVICHAY CORNEJO.pdf

