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RESUMEN

En la bisqueda de prevenir y controlar enfermedades bacterianas que alectan a los
laboratorios de camarones pencidos, el presente estudio epidemioldgico se ha realizado
basado en la utilizacién de tres nuevas (¢enicas recientemente desarrolladas cn el

CENAIM.

Se colectaron 266 cepas bacterianas obtenidas de un laboratorio de produccién ubicado en
la zona de Ayangue (Provincia del Guayas). Los aislados bacterianos provenian de
muestras de larvas y de agua de 3 lanques de cullivo, correspondientes a 2 periodos de
cultivo consecutivos en los meses de mayo y junio de 1996. [.a caracterizacién
bioquimica, antigénica y genélica de cada cepa aislada fue realizada mediante un sistema
miniaturizado de prucbas bioquimicas, un immuno-dot-blot con el anticuerpo monoclonal
2C9 especifico de las cepas So y Eaa de Vibrio harveyi , y con la técnica de AP-PCR
utilizando un iniciador de 10 nucledtidos para determinar el perfil RAPD de cada bacteria,

respectivamente.

Las baclerias caracterizadas bioquimicamente como Vibrio tubiashii 'y Vibrio vulnificus,
fueron las cepas predominantes durante los muestreos.  Algunas de las cepas
caraclerizadas genélicamente presentaron ¢l perfil RAPD tipico de la bacteria S»
responsable del "Sindrome de bolitas". La mayor parte de estas bacterias con perfil
RAPD tipico de S», fueron -araclerizadas bioquimicamente como V. vulnificus.. El uso
de antibidticos (eritromicina y furazolidona) a diferentes concentraciones cuando se
presentaron problemas en los tanques de cultivo de larvas, modific6 ocasionalmente Ja
diversidad de la flora bacteriana y en particular redujo la poblacion de la cepa bacteriana
V. vulnificus con perfil tipico Sa. Casi ninguna bacteria fue reconocida por el anticuerpo

monoclonal 2C9.

Este trabajo muestra ¢l cardeter confiable de las tres téenicas para su aplicacion al

seguimiento bacterioldgico en laboratorios de camarén, permitiendo obtener muchas



informaciones precisas sobre la dindmica de poblaciones bacterianas asociadas a las

larvas o presentes en el agua.



INTRODUCCION

La creciente demanda en el Ecuador de post larvas del género Penaeus para cultivarlas en
cautiverio y la escasez de las mismas en el medio natural, hizo imperiosa la necesidad de
instalar laboratorios debidamente equipados para obtenerlas en medios controlados.
Inicialmente, el cultivo solo era de la especie P. vannamei, pero actualmente también se

cultiva el P. stylirostris.

Sin embargo, esta demanda de las post larvas de laboratorios estd relacionada con la
provision y precio de las larvas marinas, decreciendo en los periodos de abundancia de

éstas ultimas, lo cual acontece especialmente durante los eventos de El Nifio.

Ademds, los camaroneros prefieren generalmente adquirir las post larvas capturadas en el
medio natural aduciendo que se desarrollan y sobreviven mejor a problemas de manejo

(altas densidades) 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 epidemiolégicas disponibles indican que especies de vibrios son los
agentes bacterianos mds importantes conocidos y también, son parte de la microflora
normal de los peneidos. Algunos investigadores opinan que estos vibrios se convierten
en patégenos oportunistas cuando las condiciones de cultivo favorecen su crecimiento.
Tal es el caso de bacterias inocuas que pueden volverse dafiinas cuando las condiciones

del medio favorecen su propagacién de forma excesiva.

En los laboratorios comerciales de camarén la identificacién de los vibrios presentes en
las larvas se la realiza por la simple observacién de un color determinado de las colonias
bacterianas en agar TCBS (debido a la utilizacién de la sucrosa); a las colonias verdes se
las identifica como patdgenas y a las amarillas, no patégenas. Tambien se le da

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



patogenicidad. Sin embargo, caracteristicas propias de las bacterias como el color, que
estd vinculado con la produccién de ciertas enzimas metabdlicas, o la luminiscencia
involucrada con el gen que codifica para la produccién de luciferasa, no tienen relacién
directa con la patogenicidad, que depende de diferentes factores genéticos como la

presencia de genes que promuevan la produccién de toxinas.

Para la caracterizacion y deteccion de bacterias patdgenas y probidticas de interés en la
acuicultura, se ha tomado como referencia a la bacteriologia humana, las técnicas de
identificacién mediante criterios morfoldgicos, bioquimicos, genéticos y antigénicos,

servirdn para poder aplicar las medidas de control necesarias.

Por lo tanto, el objetivo de esta tesis es aplicar y evaluar las nuevas técnicas de
identificaciéon bioquimica, antigénica y genética de bacterias marinas asociadas al
camar6n, desarrolladas en el CENAIM, mediante un estudio epidemiolégico en un

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



1. ANTECEDENTES

1.1. LARVICULTURA DEL CAMARON EN EL ECUADOR

El Ecuador se ha convertido en el primer pais productor de camarén del hemisferio
occidental (75% de la produccion total), el quinto productor a nivel mundial y el segundo
mayor productor mundial de camarén en cautiverio. La principal especie cultivada es el
Penaeus vannamei , conocido como Camarén blanco del Pacifico. La tecnologia de
cultivo puede ser clasificada como semi-intensiva y semi-extensiva con un promedio
anual cosechado de 2.250 libras por hectdreas de camarones enteros (Cdmara Nacional de

Acuicultura, 1995).

La industria ecuatoriana del camarén estd orientada hacia la exportacion, la cual representa
el 35% de las ventas al exterior de productos primarios, siendo el segundo producto no
petrolero que mayores ingresos genera al pais superado sélo por el banano; en 1994 se
exportaron 504 millones de d6lares. Estados Unidos es el mercado mds importante para
las exportaciones ecuatorianas. El 65.4% de las ventas externas de camarén se dirigen a
ese pafs, siendo Ecuador su segundo proveedor. Las exportaciones ecuatorianas a los
paises de la Uni6n Europea se han incrementado y la demanda del producto cobra mayor

interés e importancia (Cdmara Nacional de Acuicultura, 1995).

Este desarrollo acelerado de la industria de la acuicultura le ha permitido al Ecuador tener
una de las infraestructuras mds grandes y mds altamente especializadas de laboratorios de
larvas y de industria de alimentos para especies acuicolas (Cidmara Nacional de

Acuicultura, 1995).

El desarrollo de los laboratorios de larvas en Ecuador lo inicié Semacua en 1979 con un
proyecto integrado de produccion de larvas de camar6n con tecnologia francesa (Barniol,

1995).

El afio de 1984 fue decisivo para el crecimiento de los laboratorios. El fénomeno

climdtico contrario de El Nifio, llamado La Nina, sumado a la enorme competencia por



encontrar larvas para las camaroneras hizo pensar 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 produccién de
larvas se ha evidenciado en todo el pais, en especial en la provincia del Guayas. Las
tltimas estadisticas disponibles (marzo 1995) reflejan 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 produccién, dada la capacidad de siembra de algunos,

podria superar esta participacion (Acuacultura del Ecuador 1996).

Sin embargo, muchos de los laboratorios de larvas actualmente estin en crisis debido, en
parte, a la aparicién de enfermedades, siendo las mds importantes las causadas por virus y
bacterias, y entre éstas dltimas, 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 etiolégicos causantes de
enfermedades en crusticeos marinos, 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
crusticeos, aunque también son importantes para los crusticeos 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 digestivo en crusticeos marinos son predominantemente miembros de la familia

Vibrionaceae, y principalmente del género Vibrio (Krantz and co-authors, 1969).



El V. parahaemolyticus es frecuentemente reportado como patégeno para ciertos
crustidceos marinos (Krantz and co-authors, 1969). Otras bacterias Vibrionaceae oxidasa
positiva, implicadas en enfermedades bacterianas del camarén son las Aeromonas spp.
(Lightner and Lewis, 1975; Lightner, 1977) y Photobacterium spp. (Austin, 1995).
Adicionalmente Pseudomonas spp. han sido encontradas como patégenos en ciertos

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

Entre las especies bacterianas pertenecientes al género Vibrio spp. implicadas como
agentes causantes de infecciones y enfermedades 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). Tendencias recientes han
mostrado la aparicién de muchos otros vibrios incluyendo: V. aestuarinus, V. pelagius,
V. campbellii, V. fischeri, V. nereis, V. tubiashii (Brian Austin, 1995), V. logei, V.
marinus, V. hollisae, V. fluvialis, V. furnissii (Lihgtner, 1995).

La vibriosis puede ocurrir tanto en animales cultivados como en capturados, en todas las
especies y estadios de crecimiento, pero particularmente en animales jovenes (larvas a
postlarvas) bajo ciertas circunstancias como la alta temperatura del agua, la mala calidad
de la misma, bajo recambio de agua y poco oxigeno disuelto, que pueden ser
considerados como factores estresantes (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).

Epidemiolégicamente, la vibriosis ocurre cuando el huésped marino es afectado y los
mecanismos de defensa no estdn capacitados para prevenir la entrada de las bacterias ni
para impedir la multiplicacién bacteriana una vez que los organismos han invadido al

hospedador.



Las infecciones bacterianas en camarones pueden tomar cuatro formas generales:
erosiones de la cuticula, de la superficie del cuerpo, agallas y apéndices (necrosis
bacterial y enfermedad del caparazén), 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
hiperactiva antes de gran inactividad, desorientacién en el nado, reclinacion sobre el lado
dorsal, ventral o lateral, flexién dorsal de la cola o una posicién baja de la cabeza,
movimiento lento y continuo de los pledpodos y periépodos. La muerte por septicemias
bacterianas es rdpida en peneidos infectados experimentalmente y ocurre entre 2 a 4 horas

después de iniciarse la presencia de los signos clinicos.

Varias enfermedades de tipo bacteriano han afectado la produccién de los laboratorios
ecuatorianos, especialmente a los de mayor tamafio, produciendo elevados porcentajes de

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

“Sindrome de bolitas”

Las primeras mortalidades atribuidas a esta enfermedad fueron observadas a finales del
afio 1987 por el equipo de bidlogos de INBIOSA (Morales 1., 1992). En Ecuador este
sindrome se ha desarrollado tanto en laboratorios de cultivo de Penaeus vannamei como

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

Al inicio, se pensd que la enfermedad se limitarfa a los laboratorios existentes en el drea
del Guayas pero algunos laboratorios de Manabi reportaron brotes epidémicos. Los
observadores consideraron que esta enfermedad estaba relacionada con cambios
experimentados en la calidad del agua, que a su vez afectan las algas, con altos recuentos
bacterianos, con bajas temperaturas y con nauplios débiles. Los operadores de
laboratorios reportaron que se logré un éxito creciente en el control de las "bolitas" con el
uso de grandes dosis de antibi6ticos y filtracién del agua (Depto. de Comercio de los

Estados Unidos, 1991).



No obstante, la constante presencia de niveles significativos de bacterias quitinofilicas en
la cuticula de los apéndices bucales, eséfago, estémago, hepatopédncreas e intestino, la
cficacia aparente de ciertos antibidticos y la filtracién 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 clinicos son anorexia y ausencia de alimento en el tracto intestinal.
Al microscopio Optico se observa descamacion de las células epiteliales del
hepatopdncreas e intestino, que se observan individualizadas dentro de la luz intestinal,
los tibulos hepatopancredticos generalmente contienen grandes cantidades de células
epiteliales desprendidas (Bell T. A. and Lightner D., 1991), dando el aspecto de bolitas,
lo que dio el nombre a la enfermedad. Por tltimo, los movimientos contréctiles del tubo
digestivo cesan y la muerte llega rdpidamente (Morales 1., 1992). Con microscopia
electrénica de transmisién se comprobé la ausencia de hongos, protozoos y agentes
virales en el tracto digestivo, sin embargo, se encontraron grandes cantidades de bacterias
(vibrios) cuando fueron tefidos frotis del intestino con naranja de acridina (Criado-

Fornelio et al., 1988).

La mayor incidencia del sindrome se observa durante los estadios de postlarva, pero las
mortalidades son mayores cuando se presenta en estadios mds jovenes como zoea y

mysis, pudiendo llegar a perderse el 90% de la poblacién en 24 horas (Morales 1., 1992).

Cuando macerados de larvas procedentes de tanques afectados eran cultivados en TCBS
las colonias encontradas a las 24 horas eran concéntricas, verdes y de aproximadamente 5
mm de didmetro. Estas colonias fueron identificadas bioquimicamente como V. harveyi ,
por lo que se considerd que este vibrio era el agente causal del sindrome de bolitas. En

muestras de cultivos sanos no se encuentra esta dominancia (Morales 1., 1992).



1.3. CARACTERISTICAS DE LOS PRINCIPALES AGENTES BACTERIANOS
QUE AFECTAN AL CAMARON

1.3.1. Familia Pseudomonaceae

Esta familia pertenece al grupo 4 (bacilos y cocos Gram negativos
aerébicos/microaeréfilos) de la clasificacién de bacterias segin el manual de Bergey's
(1994). Los miembros pertenecientes a esta familia son bacilos Gram negativos rectos o
ligeramente curvos, métiles por medio de flagelos polares, estrictamente aerébicos, estin
ampliamente distribuidos en la naturaleza, particularmente en ambientes acudticos

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

1.3.1.1. Descripcién y propiedades metabdlicas del género Pseudomonas

El género Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonaceae, posee aproximadamente

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

Las especies de Pseudomonas son nutricionalmente no exigentes y pueden ser aisladas
en medios generales, tales como BHI, TSA o NA, con temperaturas de incubacién de 20
a25°C. Una variedad de pigmentos pueden ser producidos, algunos con la presencia de
fluorescensia, un pigmento soluble amarillo-verdoso es importante para la

caracterizacion.

Los representantes del género Pseudomonas spp. son bacilos rectos o ligeramente curvos
de aproximadamente 0.5-1.0 X 1.5-5.0 pum de tamafio. Gram negativos. Métiles por
uno o varios flagelos polares sin envoltura. Quimioheterétrofos. Muchas especies
acumulan poli-B-hidroxibutirato como reserva de carb6n. Son estrictamente aerébicos,
dando una reaccion oxidativa en la prueba O-F glucosa. La mayoria de las especies son
oxidasa positiva, todas son catalasa positiva y producen arginina dihidrolasa. La mayoria
no puede crecer en condiciones dcidas (pH 4.5) y no requieren factores orgdnicos de

crecimiento.



Tabla 1 Caracteristicas de las familias Enterobacteriaceae, Vibrionaceae vy

Pseudomonaceae .

Caracteristicas Enterobacteria Vibrionaceae Pseudomona
ceae ceae

Didmetro celular,um  (.3-1.5 0.3-1.3 0.5-1.0

Forma celular:
Bacilos rectos +
Curvos -

Tincion de Gram -

+|' |0
o' |+ +

Acidez desde D- +
_glucosa

Productos de

fermentacion del

azucar:

Ethanol - -
Acido lactico - -
Acido acético - -

Colonias violetas - = N

Motilidad D 46 D

Presencia de flagelos:
Polar ~
Lateral +f
Ambos -

Oxidasa -

g o' +
v/ lw/

Catalasa +€

Reduccién de NO3 a 4e
NO2

+
(¢

Produccionde Indol D

W/

I

Cepas que corroen al -
agar

W/
O

Requerimiento de Na
_para crecimiento

Requerimieto de _e e
nitrégeno orgdnico

+=90% o mds de las especies son positivas

-=90% o mds de las especies son negativas

D= algunas especies son positivas, algunas negativas

e= Pueden darse pocas excepciones

f= Excepto Tatumella, que puede flagelos polares o subpolares



1.3.2. Familia Vibrionaceae

Esta familia pertenece al grupo 5 (bacilos Gram negativos anaerébicos facultativos) de la
clasificacion de bacterias segin el manual de Bergey's (1994). Estas bacterias son
bacilos rectos o curvos usualmente métiles por medio de un flagelo polar.
Quimioorganotréficos, con ambos tipos de metabolismo respiratorio y fermentativo,
posee tres géneros de interés: Vibrio, Aeromonas 'y Photobacterium..(Tabla 2). La
mayoria son microorganismos acudticos ampliamente distribuidos en agua dulce y de
mar. Juntas constituyen las mds frecuentemente encontradas en camarones (Frerichs N .

& Millar S., 1993).

Tabla 2. Caracteristicas de los miembros de la familiaVibrionaceae

Caracteristicas Vibrio Photobacte Aeromo
rium nas

Flagelo polar cubierto + - .

Motilidad + + (+)¢

Acumulacién de poly-B-
hydroxybutyrato con la

inhabilidad de utilizar B- - +

hydroxybutyrato

Requerimiento de Na para

crecimiento + + :
Lipasa (+)b D (+)
Utilizacién de D-manitol (+)C - (+)
Sensibilidad al compuesto

vibriostético (/129 + + 2
Mol% G+C de ADN 38-51 40-44 57-63

+= 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 negativos
c= V. nereis, V. anguillarum biovar Il, y V. marinus son negativos
d= Hay ciertas excepciones

¢= Excepto A. medio y A. salmonicida

1.3.2.1. Descripcién y propiedades metabélicas del género Vibrio




Son bacilos rectos o curvos, 0.5-0.8 pum de ancho y 1.4-2.6 pum de longitud. Gram
negativos. Modtiles por uno o mds flagelos polares, los cuales estdn encerrados en una
envoltura. No forman endosporas o microcistos.  Anaerébicos facultativos.
Quimioorganotréficos, con ambos tipos de metabolismo, respiratorio y fermentativo. No
denitrifican o fijan nitrégeno molecular. Los iones de sodio estimulan el crecimiento de
todas las especies y son necesarias para el crecimiento de la mayoria, la concentracién
minima necesaria para un crecimiento 6ptimo va de 5 a 700 mM. Muchas especies de

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

La mayoria de las especies crecen bien en medios que contengan agua de mar. D-glucosa
y otros carbohidratos son catabolizados con produccién de dcido, pero no de gas.
Oxidasa positiva. Reducen nitratos. Se las encuentran en ambientes acudticos con
amplios rangos de salinidades, sobre las superficies y en los contenidos intestinales de
los animales marinos, algunas especies también pueden crecer en agua dulce. Muchas

especies son patdgenas para vertebrados e invertebrados marinos.

Gran parte de las especies de vibrios no requieren factores de crecimiento orgédnicos.
Algunas cepas, sin embargo, pueden desarrollar requerimientos de aminoécidos,
particularmente después de almacenamientos prolongados y subcultivos (Lee et al.,

1978).

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

mayoria a 30°C.

Thiosulfate-citrate-bile salt-sucrosa agar (TCBS) (Kobayashi et al., 1963), que
originalmente fue formulado para el aislamiento del V. parahaemolyticus, es el agar

selectivo apropiado para el aislamiento de vibrios.



Muchas cepas de vibrios marinos son capaces de esparcirse en medios s6lidos. Esto
parece estar asociado con la formacién de células largas con muchos flagelos laterales y
cuando es afectada por ciertos pardmetros quimicos y fisicos, incluyendo concentracion
del agar, complejidad del medio y temperatura (Baumann and Baumann, 1977) Bergey's

p-520.

V. fischeri y V. logei producen un pigmento amarillo-naranja asociado a la célula, el
cual es evidente después de 3-4 dias de incubacién en medio s6lido 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 reaccion que lleva a la emision
de luz, catalizada por la enzima luciferasa, ha demostrado ser similar a la de todos los

procariotas.

1.3.2.2. Descripcién y propiedades metabdlicas del género Aeromonas

Son bacilos rectos con extremos redondeados acercdndose a una forma esférica, 0.3-1.0
um de didmetro y 1.0-3.5 um en longitud. Aparecen solas, en pares o cadenas cortas.
Gram negativos. Usualmente mdétiles por un flagelo polar simple. Anaerébicas
facultativas. Quimioorganotréficas, con ambos tipos de metabolismo, respiratorio y
fermentativo. Oxidasa y catalasa positivo. Usualmente son arginina dihidrolasa positiva

y ornitina decarboxilasa negativo. Reducen nitratos. Pueden crecer en agua dulce.

Las especies de Aeromonas pueden ser aisladas en NA o en TSA, el crecimiento de esta
bacteria es usualmente inhibida en agar TCBS. Cepas de A. salmonicida (no métil)
pueden ser aisladas en TSA, produciendo colonias pequefias y con pigmentacién café.

La temperatura 6ptima de crecimiento es de 22 a 28°C.

1.3.2.3. Descripcién y propiedades metabdlicas del género Photobacterium

Son bacilos rectos y delgados, 0.8-1.3 um de didmetro y 1.8-2.4 pum de longitud. Gram
negativos. Modtiles por 1-3 flagelos sin envoltura, algunas son no mdétiles. No forman

endosporas o microcistos. Anaer6bicas facultativas. Quimioorganotréficas, poseen



ambos tipos de metabolismo, respiratorio y fermentativo. No denitrifican. No fijan
nitrégeno molecular; iones de sodio son requeridos para su crecimiento (160-280 mM es

la concentracién éptima).

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

glucosa y NH4Cl. En adicion a la D-glucosa, todas utilizan D-manosa y glicerol.

La reaccion de oxidasa es variable. La mayoria de las cepas son lisina decarboxilasa y
arginina dihidrolasa positivo. Ornitina decarboxilasa negativo. Acumulan poli-f3-

hidroxibutirato bajo ciertas condiciones de cultivo.

Las colonias son caracteristicas, siendo convexas, lisas, con bordes enteros y coloracién
blanca cuando crecen en medios complejos o minerales, como agar marino. El color de
las colonias es de alguna forma mds blanco que otras muchas bacterias marinas Gram
negativas, probablemente debido al relativo bajo contenido de citocromos. La

temperatura 6ptima de crecimiento parece ser 18-25°C.

Cepas de las especies P. phosphoreum y P. leiognathi son capaces de emitir luz de color
azul-verdoso, una propiedad no encontrada en cepas de P angustum.. Cepas de P.
phosphoreum 'y P. leiognathi estin ampliamente distribuidas en ambientes marinos y
han sido aisladas de agua de mar, de la cuticula y contenidos intestinales de animales
marinos. No hay informacion disponible de la distribucién de P. angustum.. Todas las

cepas de esta especie han sido aisladas del océano abierto en el Archipiélago de Hawai.

1.4. TECNICAS EMPLEADAS EN EL CONTROL DE ENFERMEDADES
BACTERIANAS

1.4.1. Bacteriologia clasica

La metodologfa utilizada en microbiologfa para aislar microorganismos estd basada en el
uso de medios selectivos o enriquecidos, los cuales satisfacen las demandas fisiologicas
mas o menos especificas de un grupo de microorganismos considerados. Entre los

medios utilizados estan:



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

TSA, (Tryptic Soy Agar). Es un medio general que permite el crecimiento de distintas
especies bacterianas y es recomendado para el aislamiento y purificacién de bacterias

antes de realizar pruebas de identificacién bioquimica.

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

distintas especies.

El aislamiento de una colonia bacteriana correspondiente a un sélo tipo de bacteria
presente en una muestra se la realiza tomando una pequefia cantidad de la colonia deseada
con la punta de un asa de platino y sembrdndola en una caja Petri que contenga medio
s6lido. El rayado se efectda en forma de estrias y por agotamiento (Fig 1), de tal manera

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

= G

Figura 1.- Técnica de aislamiento por estrias. Se puede observar una caja petri con
agar, sembrada en estrias con una asa de inoculacién.

24 horas.

1.4.2. Técnicas de asepsia



Se ha podido comprobar que el éxito en la operacién de una nueva "corrida de
larvicultura" entre otras cosas es el adecuado proceso de limpieza y desinfeccién del

sistema, tanques y pisos.

El cloro debido a su costo, eficacia y confiabilidad es ampliamente usado en los
laboratorios comerciales de larvas de camarén y su poder desinfectante depende del
tiempo de contacto, la temperatura y el pH (Guias técnicas en el cultivo de larvas de

camarén. Mayo 1990).

El uso de ldmparas ultravioletas y/o de ozonificadores es necesario instalarlas una vez
realizada la filtracién fisica del agua, considerando el caudal a utilizarse y disefar asi el
equipo adecuado, con el objeto de reducir elementos o microorganismos patdgenos en el

sistema (Guias técnicas en el cultivo de larvas de camarén. Mayo 1990).

El carbén activado también es recomendable para la eliminacién de material orgénico.

1.4.3. Utilizacién de antibidticos

Muchos antibiéticos son utilizados comunmente en la rutina de los laboratorios de larvas
como medida preventiva en el control de enfermedades bacterianas. Esta medida puede
crear problemas de aparicion de resistencias bacterianas a dichos antibiéticos, 1o que
dificultaria el tratamiento, particularmente cuando se trata de bacterias patégenas. El uso
de bacterias probi6ticas puede constituir una alternativa a la utilizacién de antibiéticos,

aunque en algunas situaciones de enfermedad los probidticos pueden no ser suficientes.

En efecto los antibifticos usuales (furazolidona, oxitetraciclina, cloranfenicol vy
eritromicina) estdn siendo empleados a concentraciones subeficaces en la mayoria de los

laboratorios.



El estudio microbioldgico a través de los antibiogramas y controles minimos inhibitorios
son los que determinarian el tipo y dosis de antibiftico a usarse (Guias técnicas en el

cultivo de larvas de camardn, Mayo 1990).

1.5. NUEVAS TECNICAS DE IDENTIFICACION BACTERIANA

1.5.1. Técnicas de identificacion bioquimica

La identificacién bacteriana es un proceso por el cual los microorganismos de una colonia
aislada son caracterizados a fin de tener suficiente informacién para compararla con

aquella utilizada en la descripcion de referencia de una especie o0 una cepa.

El primer paso para identificar a nivel especifico una bacteria es obtener cultivos puros,
seguido por una seric de pruebas para determinar caracteristicas morfoldgicas,

fisiologicas y bioquimicas.

Los criterios bioquimicos a pesar de ser una técnica de identificacién ampliamente
utilizada, es un método muy costoso en tiempo y en reactivos; sin embargo, la
miniaturizacién de tales pruebas constituye una herramienta valiosa ya que permite
identificar bioquimicamente de forma fdcil, rdpida y barata un mayor ndmero de

muestras, en un menor tiempo que el método clésico.

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

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

Estas pruebas son: Forma celular, motilidad ,tincién de Gram, oxidasa, catalasa,
crecimiento 0% NaCl, OF (oxidativo y fermentativo), produccién 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).

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

importantes para la identificacién a nivel de los géneros seleccionados, pero no para la



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

caracteristicas (Solis A. 1996. Datos no publicados).

Para lograrlo se utilizan microplacas de titulacion, de esta forma al trabajar con volimenes
pequeiios, podremos ahorrar hasta 50 veces la cantidad de medios y reactivos empledos

en el método clasico.

1.5.2. Técnicas inmunolégicas

Se basan en la utilizacién de anticuerpos policlonales o monoclonales que identifican y
reaccionan en forma especifica con un epitope del antigeno contra el que fueron

elaborados, formdndose un complejo antigeno-anticuerpo.

El Dot-blot es una de estas técnicas que se utiliza para la deteccién especifica de bacterias
previamente aisladas. Consiste en disolver una colonia bacteriana en un tamp6n liquido y
luego colocar la suspension bacteriana en una membrana de nitrocelulosa, siendo esta

membrana la fase sélida donde se fija el antigeno.

La membrana es luego incubada con una solucion de una proteina como la caseina o
albimina para bloquear cualquier sitio libre sobre la nitrocelulosa en el cual se adhieran
proteinas e impedir reacciones inespecificas que podrian dar resultados falso-positivos.

De esta forma toda respuesta se deberd a la reaccién antigeno-anticuerpo.

A continuacién, se la incuba con el anticuerpo que puede estar previamente marcado con
una enzima (método directo); en el caso que este anticuerpo no esté marcado, es necesaria
la incubacién con un segundo anticuerpo marcado con una enzima, el cual va a reconocer
las regiones constantes del primer anticuerpo y por lo tanto va a reaccionar con él (método

indirecto).

Finalmente la presencia de la enzima es revelada mediante el desarrollo de una coloracion

al incubar la membrana con un sustrato.



Este método es facilmente aplicable al campo prictico ya que es un método sensible,
especifico y rdpido (nos permite obtener resultados 4-5 horas después que se coloca la
suspensién 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. Técnicas de biologia molecular (AP PCR)

Una de las técnicas mds importantes empleada para determinar variabilidad genética es: La
Reaccion en Cadena de la Polimerasa mediante el uso de Primers Aleatorios (AP PCR),
cuyo pro\c’l’hcto es conocido como Random Amplified Polymorphisms DNA (RAPD) o
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 técnica 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 nucledtidos que amplifican (copian) segmentos aleatorios del genoma
(Garcia et al., 1994). Esta técnica sirve para determinar marcadores moleculares

genéticos.

A su vez, la PCR es una de las técnicas mds ampliamente utilizadas en Biologia Molecular
y fue inventada por Kary Mullis en 1985. Es un método in vitro que permite la sintesis
enzimdtica de secuencias especificas de ADN y consta de una serie de ciclos que
involucran: la desnaturalizacién de la molécula de ADN utilizada como patrén
convirtiéndola en dos cadenas separadas, la hibridacién o unién de cada primer a la
cadena respectiva y la sintesis de nuevas cadenas a partir de los primers por accién de una
enzima termoestable (Taq ADN polimerasa). Como resultado se produce la acumulacién
exponencial de un fragmento especifico, limitado lateralmente por la ubicacién de cada
primer al hibridarse con su correspondiente cadena. Debido a que el producto sintetizado

del primer ciclo puede servir como patrén en el siguiente, el nimero de copias del ADN



estudiado se duplica en cada ciclo. Asi, 20 ciclos de PCR producen una amplificacién de

un mill6n de veces, aproximadamente (Erlich, 1989).

El método de AP PCR es una modificacién de la PCR ya que utiliza generalmente un solo
primer de secuencia aleatoria para generar los fragmentos polimérficos de ADN. En
algunos casos pueden utilizarse 2 primers (Micheli et al.,, 1993). Los fragmentos de
ADN son visualizados como bandas en un gel de agarosa y aquellos que son polimorficos
se emplean como marcadores moleculares especificos de poblaciones o especies (Hadrys

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

Por tanto, en el presente trabajo, para realizar la identificacion de bacterias provenientes de
aislamientos desconocidos a partir de muestras tomadas en un laboratorio comercial, se
utilizard AP PCR tratando de determinar marcadores moleculares a partir de fragmentos

polimoérficos.



2.- MATERIALES 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 ascitico). Que reconoce una cepa patogena de V. harveyi (Ep2).

2.1.3. Aislados bacterianos

Cepa bacteriana (Epp). Aislada de una muestra de larvas de camardén infectadas con
bolitas, en un laboratorio de la peninsula de Santa Elena e identificada bioquimicamente

como V. harveyi en 1994 por Jenny Arduz (tesis de grado).

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

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

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

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

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

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

bioquiminamente como V. harveyi.

Aislados bacterianos. Todos los aislados bacterianos obtenidos de agua de tanque de
cultivo y de macerado de larvas para realizar este estudio epidemiolégico correspondian a

organismos desconocidos.

2.2. METODOLOGIA



2.2.1. Descripcion del sistema de cultivo

Las muestras (aislados bacterianos), fueron obtenidas de un laboratorio comercial de
larvas de camar6n. Para lo cual se muestrearon tres tanques de cultivo, correspondientes

a dos corridas consecutivas.

Para hacer el primer muestreo 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 tom¢ 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 nimero de larvas que se cogia de los tanques para hacer los
macerados era variable. dependiendo del estadio larval en el cual se encontraba el animal,

siendo éstos los siguientes:

ESTADIO # DE ANIMALES
Nauplios 100

Zoeas 1-3 50

Mysis 1-3 20

Post larvas 1-n 10

2.2.3. Técnicas 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 marino.

Para realizar la siembra del agua de tanque de cultivo y el macerado de larvas se vertia
100 pl de éstas al medio sélido y con una varilla de vidrio estéril se la esparcia por sobre

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



horas de incubacion se hacian los conteos de las colonias, siendo éstas verdes, amarillas
y luminosas cuando crecfan en agar TCBS. Para las cajas con agar marino el conteo solo

era de bacterias totales y luminosas.

Los procedimientos de aislamiento consistian en obtener una colonia pura proveniente de
un solo microorganismo. El aislamiento de las bacterias se realizaba tomando una
pequeiia cantidad de la colonia deseada con la punta de un asa de platino estéril y
sembrandola en una caja Petri que contenia medio sélido, raydndola en forma de estrias.
Estas cajas eran incubadas a 28°C por 24 horas. La siembra en estrias se la realizaba por

agotamiento, de tal manera que se podian obtener colonias aisladas.

Una vez obtenidos los aislados bacterianos, éstos eran pasados a TSA (medio
recomendado para realizar pruebas bioquimicas), la siembra en este medio se la hacfa de

igual manera que en los aislados bacterianos.

Debido a que todos los dias se obtenfan aislados bacterianos, éstos eran congelados a -
80°C en tubos eppendorf de 1,5 ml que contenian una solucién al 15% de glicerol mds

TSB.

Una vez obtenidos todos los aislados bacterianos correspondientes a los estadios de
cultivo de la larva, éstos eran sembrados directamente en TSA y las placas incubadas a

28°C por 24 horas, para su posterior andlisis bioquimico y antigénico.

Siempre hay que tener presente que es indispensable el mantenimiento de condiciones
asépticas durante todos los pasos de esta operacidn, para lo cual es necesario trabajar en

una cdmara de flujo laminar ( Air Tech Japan,L.td. Mod. BCM-1002W ).

2.2.4. Técnicas de pruebas biogquimicas

La determinacién de la forma celular, motilidad, oxidasa y catalasa se las realizé de la

siguiente manera:



Motilidad y forma.

El movimiento caracteristico de una bacteria se debe a la presencia o ausencia de flagelos
y se puede observar usando una ldmina excavada de Koch mediante la técnica de la gota
pendiente, para lo cual se coloca una gota pequeia de la suspensién bacteriana en el
centro de una ldmina cubre-objeto con un asa de platino estéril en punta. En las esquinas
de la laminilla se debe colocar pequefios puntos de vaselina con el fin de que la
suspension bacteriana cuelgue libremente del cubre-objeto sin tocar los lados ni el fondo

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

Luego se coloca una gota de aceite inmersién directamente sobre la superficie del cubre-
objeto para examinar el cultivo al microscopio (100X). Observindose la motilidad, forma
y arreglo celular. Para realizar esta prueba es recomendable que el aislado bacteriano
tenga un periodo de incubacién de 12 horas, ésto es para detectar ficilmente la motilidad

de las bacterias.

Tincion de Gram.

Para determinar si una bacteria es Gram negativa o positiva se utilizé el Método de Ryus
que consiste en tomar un inéculo de bacteria con un asa de platino en punta y ponerlo en
contacto con hidréxido 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 tienen la capacidad de producir la reaccién de catdlisis del perdxido de
hidrégeno; y ésto se puede observar poniendo en contacto un inéculo bacteriano con una
gota de perdxido de hidrégeno (H20Op), si se producen burbujas que representan al
oxigeno y al agua liberados, la prueba es positiva, caso contrario es negativa. Esta
prueba se debe hacer con asa de nicrén-cromada o con palillos de madera estéril; el asa de

platino da una respuesta falsa positiva.



Oxidasa.

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

reducir el oxigeno, esta prueba se la realiz6 de la siguiente manera:

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

un minuto significa un resultado positivo.

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

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

Las suspensiones bacterianas fueron preparadas en tubos de ensayo, colocando una asada
de la colonia bacteriana en agua destilada estéril para la prueba de crecimiento al 0% de

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

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

cepas por cada microplaca.

Crecimiento, 0% NaCl.

A 200 pl del medio NB, se inocularon 20 pl de la suspensién bacteriana en agua
destilada. La formacion de turbidez en el medio indica un resultado positivo, mientras

que si permanece igual serfa negativo.

Tipo de metabolismo.

Se utilizaron dos pozos, en uno se determiné el metabolismo oxidativo, usando 200 ul de
medio y en el otro se determiné el metabolismo fermentativo, usando 150 pl. Se
inocularon 20 pl de suspension bacteriana a ambos pozos y al segundo se le aiadié 100

pl de aceite mineral estéril, para garantizar una condicién anaerobia.



La acidificacién del medio con un cambio del indicador de pH a amarillo solo en el pozo
abierto indica un resultado positivo para la utilizacién oxidativa de la glucosa, mientras
que la acidificacién del medio en el pozo cubierto indica un resultado positivo para la
utilizacion fermentativa de la glucosa, si el medio permanece igual serfa negativo para
ambos casos. Si no se produce acidificaciéon en ninguno de los pozos significa que la

bacteria no utiliza la glucosa de ninguna forma.

Produccion de indol.

A 200 pl de triptona al 1% se inocularon 20 pl de la suspensién bacteriana, después de 1-
3 dias de incubacién (cuando se note crecimiento) se adicionaron 20 pl del reactivo de
Kovac mezcldndolo directamente con la micropipeta. La aparicién de un halo de color

rosado o rojo en la superficie indica una respuesta positiva.

Voges Proskauer.

A 100 pl del medio MR-VP se adicionaron 20 pl de la suspension bacteriana, después de
1-3 dias de incubacién (cuando se note crecimiento) se adicionaron 60 pl de la solucion 1
(Alfa naptol al 5% de etanol absoluto) y 20 pl de la solucién 2 (Hidréxido de potasio al

40%), mezclando después de afiadir cada solucidn.

La aparicion de un color rojo indica que la prueba es positiva, ésto ocurre inmediatamente
0 después de 5 minutos de haber afiadido el segundo reactivo. Sin embargo, es
preferible leer los resultados después de 4 horas a fin de garantizar la veracidad de la

reaccion.

Citrato de Simmons.

A 200 pl del medio citrato de Simmons se afiadieron 20 pl de la suspensién bacteriana.
Una reaccion positiva debe ser indicada por el cambio de color del medio de verde a azul,

mientras que el resultado es negativo si no hay cambio de color.



Ornitina decarboxilasa.

A 150 pl del medio bacto decarboxylase base Moeller con el aminodcido ornitina, se
adicionaron 20 pl de suspensién bacteriana y 100 pl de aceite mineral estéril. El
desarrollo de una coloracién violeta fuerte o débil indica un resultado positivo, una

coloracién amarilla negativo.

Arginina dihidrolasa.

A 150 pl del medio bacto decarboxylase base Moeller con el aminodcido arginina, se
adicionaron 20 pl de la suspensién bacteriana y 100 pl de aceite mineral estéril. El
desarrollo de una coloracién violeta fuerte o débil indica un resultado positivo, una

coloracién amarilla negativo.

Asimilacion de carbohidratos.

A 200 pl del medio OF con el carbohidrato apropiado, se afadieron 20 pl de la supensién
bacteriana. Si el medio se torna amarillo la prueba es positiva, y negativa si permanece

verde o se vuelve azul.

Los medios con carbohidratos, al principio fueron preparados por separado,
obteniéndose ligeras diferencias en los tonos de las coloraciones debido al efecto de
errores en el pesaje del medio OF, debido a ésto se preparé un stock del medio OF para
luego repartirlos en tubos y afiadirles 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 temperaturas), sino por filtracién entre ellos arabinosa y
sucrosa, ademads se recomienda esterilizar el resto de los carbohidratos utilizados a 110°C

por 10 minutos.

Los carbohidratos que se utilizaron para la realizacién de la bioquimica miniaturizada

fueron:



L-Arabinosa.

Celobiosa.

D-Manosa.

D-Manitol.

Sucrosa.

D-Glucuronato.

D-Gluconato.

Galactosa.

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

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

La interpretacién de los resultados se la expresa con un porcentaje de concordancia con el

total de las pruebas realizadas.

La lectura de los resultados es posible hacerla usando tablas de diagndstico en conjunto
con computadoras. Por ejemplo, las tablas son incorporadas a la memoria del
computador y los resultados de aislados desconocidos son comparados con cada una de
las posibilidades, la correlaciébn mds alta es tomada para inferir una identificacion.
(Austin, B., 1988). El programa de STATISTICA para andlisis cluster es usado para

este propésito. (Austin, B., comunicacién personal).

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

distancia.



2.2.5. Técnicas de pruebas antigénicas
2.2.5.1. Técnica de Dot blot
Protocolo basico ( Protocolo segin Evelyne Bachere, 1992 )

1.- Depositar 1 6 2 microlitros de la suspension de bacterias (por ¢j: 1 colonia de bacteria
dentro de 200-500 pl de PBS-M) en una membrana de nitrocelulosa. Se puede también
usar un aparato de microfiltracién (Dot blot aparatus) para filtrar 500 pl de suspension

bacteriana.

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

3.- Saturar la membrana mediante incubacién con PBS-leche descremada 5%
(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.- Depositar el anticuerpo (fluido ascitico a la dilucién adecuada en PBS-Tween 0.1%-
leche 0.5% ¢ sobrenadante de cultivo sin diluir) e incubar por 60 min a temperatura

ambiente.

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

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

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

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

9.- Incubar con la solucién substrato recientemente preparada:

BCIP (25 mg de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolyl fosfato en 0.5 ml de dimethyl-formamida)
= 33 jul.

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



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

=10 mlL

Nota: Cuando las manchas alcanzan la intensidad deseada, la reaccién enzimdtica es
detenida lavando la membrana con EDTA 2 mM (100 pl. de EDTA 0.5 M diluido en 25
ml. de PBS).

2.2.6. Técnicas de biologia molecular (AP PCR)

2.2.6.1. Técnica para la extraccién de ADN de bacterias

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

durante 15 minutos.

2.- Eliminar el sobrenadante.

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

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

5.- Dejar enfriar los tubos en hielo.

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

7.- Extraccion final del sobrenadante (ADN).

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

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

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

3.- Agregar 40 pl. de mezcla.

La mezcla se compone de: H20........ccccvveeennnnn. 25.8 pl

Buffer 10X.....ooovn..... 5.0 pl.



ANTPS. oo 4.0 ul.

CIoME...coviiiiiiiiiiieenn 4.0 pl.
Primer L....ccooooviiniennns 1.0 pl.
j 1 R E— 0.2 ul

4.- Agregar 50 pl. de aceite mineral estéril para evitar que la muestra se evapore al
ponerla en el termociclador (Gene-Tech, Apparatus SPCR-1) para obtener la

amplificacién del ADN.

2.2.6.3. Elaboracién 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 solucién TAE 50X y homogenizar.

3.- Tomar en una fiola 350 ml. de la solucién tamp6n 1X.

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

5.- Calentar en bafio marfa por espacio de 1 hora la fiola que contiene el tampén 1X con

la agarosa para lograr que ésta se disuelva por completo.

6.- Cuando dicha solucidn esté algo fria agregar 17.5 pl. de Bromuro de Etidio (1 pl. de

bromuro por cada 20 ml de solucién) y depositar en el molde.

7.- Verter el volumen restante de la solucién TAE 1X en la cubeta de electroforesis

(Macicell. Mod. EC 360 M).

8.- Sumergir el gel en la cubeta que contiene la solucién TAE 1X.

2.2.6.4. Depésito de la muestra en el gel

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



RESULTADOS Y DISCUSION

La elaboracién reciente de 3 tipos nuevos de herramientas para la caracterizacion,
identificacién y diagndstico de bacterias asociadas a los camarones necesitd emprender su
evaluacién en situaciones reales de utilizacién, comparativamente al control bacteriolégico
como es practicado actualmente en algunos laboratorios de produccién. La proximidad al
CENAIM fue tomada en cuenta en la seleccion de laboratorios. El espiritu de cooperacién de
los biélogos fue el factor determinante para la eleccion final del laboratorio Macrobio

(Ayangue).

El trabajo fue concebido a medio tiempo (mafiana) en el laboratorio Macrobio, en estrecha
colaboracién con los responsables de la larvicultura y bacteriologfa. La otra mitad del tiempo

(tarde) con el equipo de epidemiologia del CENAIM.

Asi, las muestras preparadas en la mafana fueron transportadas diariamente al CENAIM
para operaciones inmediatas de aislamiento de colonias o para andlisis diferidos después de
haber congelado las cepas aisladas. Esta operacién de congelacién tenfa por objeto crear un
banco de bacterias de referencia, que permita repetir o profundizar los andlisis bacterianos y
eventualmente emprender los estudios in vivo e in vitro a fin de establecer la naturaleza de

la asociacién de una determinada bacteria con el camardn y con otras bacterias.

El plan de trabajo estd esquematizado en la figura 5. Este estudio epidemiol6gico fue
realizado 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).
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Figura 5. Plan de trabajo para el aislamiento, caracterizacion e identificacion de bacterias



Durante la segunda corrida apareci6 en el laboratorio un problema de mortalidad asociado a
los sintomas del "Sindrome de Zoea" lo que condujo a andlisis suplementarios que fueron

tomados en cuenta en los comentarios y en la presentacion de resultados.

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

individual y sintética.



ESTUDIO # 1

Seguimiento bacterioldgico del tanque # 20

Esta operacion fue iniciada al séptimo dia de cultivo cuando las larvas de P. stylirostris

estaban en el estadio de Zp-3. A causa de los problemas atribuidos al "Sindrome de Zoea" se

realizé un tratamiento con antibiéticos (1ppm E.+1 ppm F.) (Tabla 3).

De las 7 bacterias aisladas en este primer dia de estudio, una provenia del macerado de las
larvas y la otra del agua del tanque, las cuales fueron identificadas bioquimicamente como V.

vulnificus 'y tuvieron un perfil RAPD tipico de la bacteria Sy (Cod. 159-161).

El octavo dia cuando los antibidticos no fueron aplicados, las larvas presentaron el Sindrome
de bolitas que frecuentemente estd asociado al "Sindrome de Zoea"; una de las 3 bacterias
aisladas de los macerados de larvas (169) tuvo el perfil RAPD tipico de la S, sin embargo,
su identificacién bioquimica condujo a considerarla como V. parahaemolyticus. Es
conveniente anotar que esta especie difiere de V. vulnificus  solamente por el criterio 10

(celobiosa) de las pruebas de identificacién bioquimica.

El noveno y décimo dia, siempre en ausencia de antibiGticos 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 distingui6 del perfil de Sy por la presencia de una

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

Estos 2 tipos de perfiles de RAPD llamados Sy y ** estuvieron todavia presentes el
duodécimo difa, atin cuando los tratamiento con antibifticos fueron aumentados (2ppm
E.+2ppm F.). Dos de esas bacterias fueron identificadas como V. parahaemolyticus y V.
nereis, esta Gltima especie difiere de V. vulnificus por los siguientes criterios bioquimicos:

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



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

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

Después de este tratamiento las bacterias aisladas fueron bioquimicamente identificadas en su

mayoria como V. tubiashii

A partir del dia 20 y hasta el final del cultivo (Pl.12) las bacterias identificadas como V.
vulnificus 'y que tenian un perfil tipico Sy fueron las que predominaron. Cuando las larvas
(P1.12) son vendidas se puede considerar que en su mayoria estin 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 antibidticos muestran pocas diferencias

al compararlas. En lo que concierne a las bacterias V. vulnificus tipo Sy ellas parecen ser

m4s 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 funcién del tratamiento con antibiGtico aparece en el grifico de la figura 6.
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Figura 6. Resultados de los aislados bacterianos presentes en el tanque # 20. Realizados con

larvas de Penaeus stylirostris.



Tabla 3. Resultados de los aislados bacterianos del tanque # 20 en base a los criterios de

identificacién bioquimica, antigénica y genética

Observaciones- Mediode | Codigo | Especie de Dot
Dias | Estadio | % spv. Tratamiento. Muestra | Aislamiento | Bacteria | Bacteria |% C| blot | RAPD
7 Z3-2 92 1E+1F (ppm) |Larvas AM 156 |V. tub. 95 -
7 Z3-2 92 1E+1F (ppm) |Agua AM 157 |V. pel. 90 -
7 Z3-2 92 1E+1F (ppm) |Larvas TCBS 159 |V.vul 100 - So
7 Z3-2 92 1E+1F (ppm) |Larvas TCBS 160 |V. tub. 90 -
7 Z3-2 92 1E+1F (ppm) |Agua TCBS 161 |V.vul. 89 - S
7 Z3-2 92 1E+1F (ppm) |Agua TCBS 162 |V. tub. 95 -
7 Z3-2 92 1E+1F (ppm) |Agua TCBS 163  |V.spl.1 90 -
8 Z/M 95 Bolas en Z Agua AM 165 |V.log. 89 -
8 Z/M 95 Bolas en Z Agua AM 166  |Pseu. 100 -
8 Z/M 95 Bolas en Z Larvas TCBS 168 |V.spl. 1 95 -
8 ZIM 95 Bolas en Z Larvas TCBS 169 |V.par. 90 - S2
8 ZM 95 Bolas en Z Larvas AM 170  |Pseun. 83 -
9 Ml 106 Larvas TCBS 172 |V. tub. 95 -
9 M1 106 Larvas AM 173 |V. vul. 89 - *k
10 M1-2 106 Agua TCBS 177 |V. tub. 100 -
10 M1-2 106 Agua TCBS 178 |V. vul. 94 - ok
10 M1-2 106 Agua AM 179 |V. alg. 88 -
11 M2-3 101 1E+1F (ppm) |Larvas TCBS 180 |V. tub. 95 -
11 M?2-3 101 1E+1F (ppm) |Agua AM 181 |V. fur. 90 -
12 M/P 57 2E+2F (ppm) |Agua AM 184 |V. par. 90 - *ok
12 M/P 57 2E+2F (ppm) |Agua AM 185 |V. pel. 90 -
12 M/P 57 2E+2F (ppm) |Agua AM 189 |V. fis. 90 -
12 M/P 50 2E+2F (ppm) |Agua TCBS 190 |V.par 90 - S2
12 M/P 57 2E+2F (ppm) |Larvas AM 192  |V. ner. 86 - ¥k
14 P2 72 Sifoneo Larvas AM 195 |V. tub. 90 -
15 P3 63 Larvas TCBS 199 |V. tub. 100 -
15 P3 63 Larvas AM 201 |V. tub. 95 -
16 P4 56 Agua TCBS 202 |V. tub. 95 -
16 P4 56 Agua TCBS 205 |V. tub. 95 -
16 P4 56 Larvas TCBS 206 |V. vul. 94 - S2
17 P5 61 Larvas TCBS 213 | V. tub. 90 -
17 P5 61 Agua TCBS 214 |V. tub. 95 -
17 P5 61 Agua TCBS 215 |V. flu. 100 -
17 P5 61 Agua AM 218  |Aerom 95 -
18 P6 81 2E+2F (ppm) |Larvas TCBS 222 |V.ang 85 -
18 P6 81 2E+2F (ppm) |Larvas TCBS 223 |V.cho 79 -
18 P6 81 2E+2F (ppm) |Agua AM 225 |V.alg. 88 -
18 P6 81 2E+2F (ppm) |Agua AM 227 |V.spl.I 90 -
19 P7 69 Larvas AM 229 |V.cam 94 -
19 P7 69 Larvas TCBS 230 |V.vul. 89 -
19 P7 69 Larvas TCBS 231 |V.tub 100 -
19 P7 69 Agua AM 233 |V.tub 95 -
20 P8 50 Larvas TCBS 234 |V. vul 94 - *E




20 P8 50 Agua TCBS 236 |V. tub. 95 -
21 P9 51 Agua AM 239 |V. tub. 95 -
21 P9 51 Larvas TCBS 241 |V. par. 90 -
21 P9 51 Larvas TCBS 243 |V.vul 100 - S2
21 P9 51 Larvas AM 244 |V. tub. 95 -
22 P10 40 2F (ppm) Larvas TCBS 246 |V. ang. 90 -
22 P10 40 2F (ppm) Agua TCBS 248 |V.har 88 -
22 P10 40 2F (ppm) Agua AM 249 V. fis. 95 -
23 P11 19 Larvas TCBS 253 |V.vul 94 -
23 PLl 19 Larvas TCBS 256 |V.vul 89 - S2
23 P11 19 Agua TCBS 257 |V.vul 94 - S2
24 P12 25 Larvas TCBS 259 |V. tub. 90 -
24 P12 25 Agua TCBS 260 |V. vul 94 - S2
24 P12 25 Larvas TCBS 264 |V.cam. 88 -
24 P12 25 Larvas AM 265 | V.pel. 95 -
24 P12 25 Larvas AM 266 |V. vul. 94 - S2
% spv.= Porcentaje de supervivencia
% C= Porcentaje de concordancia de los criterios bioquimicos de los aislados bacterianos con los criterios

de referencia de la bioquimica miniaturizada
F.= furazolidona

E. = eritromicina




ESTUDIO #2

Seguimiento _bacteriolégico _del tanque # 21

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

ppm) (Tabla 4) y se revel6 que ellas estaban ya contaminadas por bacterias del perfil RAPD

** (123) y Sp (124), identificadas bioquimicamente como V. vulnificus y V. harveyi.

Durante los estadios de Z1 y Z1-2 y en ausencia de antibidticos la diversidad bacteriana fue
importante, una de 9 colonias identificadas tuvo la caracteristica V. vulnificus tipo Sp (130).
Durante todo el estadio Zj, al comienzo del cual fueron observadas mortalidades, la mayoria
de las bacterias correspondieron al perfil Sp o ** (136-138-144-145 y 141-142-143)
respectivamente, las identificaciones bioquimicas condujeron a otros diversos tipos de

bacterias ademds de V. vulnificus.

En el estadio Z3 y a pesar del tratamiento con antibifticos (0.6ppm E.+0.6ppm F para Z3,
dia 1 y Ippm E.+1ppm F para Z3, dia 2) los sintomas de bolitas fueron observados. En este
momento se observd una caida de la supervivencia, reduciéndose a un 60%, valor

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

Desde el dia 13 hasta el final de la produccion, las bacterias que tenfan el perfil tipico Sy y en
una menor proporcién el perfil RAPD **, estuvieron presentes en el cultivo més
frecuentemente fuera del periodo de tratamiento con antibidtico. Las identificaciones
bioquimicas correspondientes condujeron frecuentemente a las especies V. tubiashii 'y V.

vulnificus..



Del mismo modo que en el tanque # 20, la flora bacteriana es similar en presencia o no de
antibiticos, siendo las mismas bacterias las que predominan en presencia o ausencia de

estos productos (Fig. 7).

Las curvas de evaluacién de las principales especies bacterianas identificadas bioquimica o
genéticamente son relativamente diferentes de aquellas del tanque # 20 y pricticamente
ninguna bacteria del tipo Sy estuvo presente en las larvas P1 12 en el momento en que las

pots-larvas fueron vendidas a una camaronera (Fig. 7).
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Figura 7. Resultados de los aislados bacterianos presentes en el tanque # 21. Realizados con

larvas de Penaeus stylirostris.



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

identificacién bioquimica, antigénica y genética

. . Observaciones- Medio de Codigo | Especie de Dot
Lo | Esudia || Seapy. Tratamiento ¥ibesto Aislamiento Bacte%ia Blacteria e blot e

1 N5 100 0.2F (ppm) Larvas TCBS 121  |V.log. 95 -

1 NS5 100 0.2F (ppm) Larvas TCBS 122 |V. tub. 95 -

1 NS5 100 0.2F (ppm) Larvas TCBS 123 |V. vul. 95 - *k
2 N/Z 100 Deformidad 5% Larvas TCBS 124 |V. har. 88 - S2
2 N/Z 100 Deformidad 5% Larvas TCBS 125 |V. tub. 95 -

2 N/Z 100 Deformidad 5% Larvas TCBS 126 |V. tub. 90 -

3 Z1 100 Larvas TCBS 127 |V. tub. 90 -

3 Z1 100 Larvas TCBS 128 |V. tub. 95 -

3 Z1 100 Larvas TCBS 129 |V. har. 90 -

4 Z1-2 119 Agua TCBS 130 |V. vul. 94 - S2
4 Z1-2 119 Agua TCBS 131 V. vul 94 -

4 Z1-2 119 Larvas TCBS 132 |V. vul 94 -

4 Z1-2 119 Larvas TCBS 133 |V. har. 88 -

4 Z1-2 119 Larvas TCBS 134 |V.spl. 11 90 -

4 Z1-2 119 Larvas AM 135 |V. har. 94 -

5 Z2 116 Mortalidad 4% Agua TCBS 136 |V.log. 79 - S2
5 Z2 116 Mortalidad 4% Agua TCBS 137 |V. tub. 90 -

5 Z2 116 Mortalidad 4% Larvas TCBS 138 |V. vul 100 - S
5 Z2 116 Mortalidad 4% Larvas TCBS 139 |V. tub. 95 -

5 Z2 116 Mortalidad 4% Larvas TCBS 140 V. vul 89 -

6 Z2 113 0.4E (ppm) Larvas TCBS 141 |V. vul. 100 - *ox
6 Z2 113 0.4E (ppm) Larvas TCBS 142 |V. flu. 94 - *ok
6 72 113 0.4E (ppm) Larvas TCBS 143 |V. flu. 89 - *ok
6 Y 49) 113 0.4E (ppm) Larvas TCBS 144 |V. flu. 89 - S2
6 Z2 113 0.4E (ppm) Larvas AM 145 |V.vul 100 - S2
6 Z2 113 0.4E (ppm) Larvas TCBS 146 |V. tub. 95 -

7 Z3 102 |Bolas 0.6E+0.6F (ppm) |Agua TCBS 147 |V. tub. 95 -

7 73 102 |Bolas 0.6E+0.6F (ppm) |Larvas TCBS 148 |V. cam. 88 -

7 Z3 102 |Bolas 0.6E+0.6F (ppm) |Agua TCBS 149 |V. vul 100 - S2
7 Z3 102 |Bolas 0.6E+0.6F (ppm) |Larvas TCBS 150 V. vul 100 - S2
7 Z3 102 |Bolas 0.6E+0.6F (ppm) |Larvas TCBS 151 |V.har. 88 -

7 Z3 102 |Bolas 0.6E+0.6F (ppm) |Larvas AM 152 |V.ner. 91 -

8 73 135 Bolas 1E+1F (ppm) |Larvas AM 153 |V. pel. 95 -

8 73 135 Bolas 1E+1F (ppm) |Agua AM 154 |V.dam. 91 -

8 73 135 Bolas 1E+1F (ppm) |Agua AM 155 |V.ner. 86 -

8 Z3 135 Bolas 1E+1F (ppm) |Larvas AM 158 |V.ang. 85 -

8 73 135 Bolas 1E+1F (ppm) |[Larvas TCBS 164 |V. tub. 95 -

9 Z/M 59 Larvas AM 167 |V. tub. 90 -

9 ZIM 59 Larvas TCBS 171 |V. tub. 90 -




10 M1 67 Larvas AM 174 |V.har. 94
10 M1 67 Larvas TCBS 175 |V.har. 88
10 M1 67 Larvas TCBS 176 |V.spl. 1 95
12 M2-3 82 Larvas TCBS 182 |V.par. 90 *¥
12 M2-3 82 Agua AM 183 |V. tub. 95
13 M/P 107 1E+1F (ppm) Agua TCBS 186 |V. fis. 95
13 M/P 107 1E+1F (ppm) Larvas TCBS 187 |V.ang. 85
13 M/P 107 1E+1F (ppm) Agua TCBS 188 |V. tub. 90 S2
13 M/P 107 1E+1F (ppm) Larvas TCBS 191 V. par. 90
14 P1 i 2E+2F (ppm) Hay M | Agua TCBS 193 |V. tub. 90 S?
15 P2 79 Sifoneo Agua TCBS 194 |V. tub. 90 S
15 P2 79 Sifoneo Agua AM 196 |V.cam. 94
15 P2 79 Sifoneo Agua AM 197 | V. flu. 94 S2
16 P3 108 Larvas TCBS 198 | V. tub. 95
16 P3 108 Agua AM 200 | V. tub. 95
17 P4 56 Larvas TCBS 203 | V. tub. 90 )
17 P4 56 Larvas TCBS 204 |V.tub 90
17 P4 56 Larvas AM 207 | V. log. 94
17 P4 56 Agua AM 208 |V.pel 95
17 P4 56 Agua AM 209 | V. tub. 100
18 P5 51 Larvas TCBS 210 V. vul. 89 S2
18 PS5 51 Larvas TCBS 211 |V.vul 89
18 P5 51 Larvas TCBS 212 | V. tub. 90
18 P5 5, Agua AM 216 | V. tub. 90
18 P35 51 Agua AM 217 |V. ner. 86
19 P6 76 2E+2F (ppm) Agua TCBS 219  |V. vul. 90
19 P6 76 2E+2F (ppm) Larvas TCBS 220 |V.cam. 95
19 P6 76 2E+2F (ppm) Larvas TCBS 221 V. vul. 94
19 P6 76 2E+2F (ppm) Larvas AM 224 | V. tub. 90
19 P6 76 2E+2F (ppm) Agua AM 226 | V.cam. 88
20 P7 71 Larvas AM 228 | V.log. 95
20 Py 71 Agua AM 232 | V. tub. 95
21 P8 79 Larvas AM 235 |V.vul. 94 *%
21 P8 79 Agua AM 237 | V.cam. 88
21 P8 79 Larvas AM 238 |V.vul. 94
22 P9 18 Larvas AM 240 |V.cam. 88
22 P9 18 Larvas TCBS 242 | V. tub. 90
23 P10 85 2F (ppm) Agua AM 245 | V. ang. 85
23 P10 85 2F (ppm) Agua TCBS 247 | V. fis. 95
23 P10 85 2F (ppm) Larvas TCBS 250 |V. tub. 100
23 P10 85 2F (ppm) Larvas AM 251 |V.vul. 94
24 P11 17 Larvas TCBS 252 |V.vul. 94 S2
24 P11 17 Larvas AM 254 | V. tub. 90
24 P11 17 Larvas AM 255 |V. vul. 94
25 P12 23 Agua TCBS 258 | V. tub. 100
25 P12 23 Larvas TCBS 261 |V.cam. 88
25 P12 23 Agua AM 262 | V. vul 100
25 P12 23 Agua AM 263 | V. vul. 94

% spv.= Porcentaje de supervivencia




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

criterios de referencia de la bioquimica miniaturizada
Furazolidona

m
oo

Eritromicina



ESTUDIO #3

Seguimiento _bacteriolégico _del tanque # 18

Este estudio corresponde a la segunda corrida, efectuada después 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 dia 7, es decir,
pricticamente en el momento de la transicion de Z a Z3 hubo una buena diversidad de la

flora bacteriana tanto en el agua como en la larva.

Es interesante anotar que 4 aislados (13-24-26-35) identificados respectivamente como V.
harveyi, V. vulnificus, V. campbellii 'y V. pelagius, tuvieron una reaccién positiva con el
anticuerpo 2C9 especifico de Epp y Sp, sondas de referencia del "Sindrome de Bolitas" y
clasificadas como V. harveyi en base a criterios del sistema biolGgico y mds recientemente
como V. vulnificus utilizando los criterios de referencia del manual de Bergey's y las tablas

preparadas por Solis (1996) (Anexo V).

Durante toda la duracién del estadio Z3, entre los dias 7 y 9 se aplicé un tratamiento con
antibi6ticos pasando sucesivamente de 0.4 ppm de eritromicina + 0.4 ppm de furazolidona a
0.6 ppm de eritromicina + 0.6 ppm de furazolidona y finalmente a 1ppm de eritomicina + 1
ppm de furazolidona, la variedad bacteriana fue entonces relativamente importante y al octavo
dia apareci6 la primera colonia con el perfil RAPD tipico de S; (42), la identificacién
bioquimica condujo a V. tubiashii . Los dias 12 y 13 se aplica nuevamente una dosis de
antibiético (1 ppm E.+1 ppm F.), luego ésta es aumentada (2 ppm E.+2 ppm F.) el dia
14, las bacterias V. vulnificus con el perfil RAPD de S; y ** fueron més frecuentes; a partir
del dia 15 las bacterias de tipo S fueron predominantes y su identificacion bioquimica
condujo frecuentemente a considerarlas como V. vulnificus.. Ciertos aislados fueron
identificados bioquimicamente como V. tubiashii (78), V. harveyi (81-103-114-116) y V.
splendidus I (85).



Aligual que el tanque # 20 de la corrida precedente con P. stylirostris, las Pljg que salieron
del laboratorio fueron masivamente infectadas de bacterias de tipo S, lo que podria ser fatal

para el futuro de estos animales en 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 difieren escasamente

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

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

24, volviéndose la bacteria de tipo S predominante cuando el laboratorio sufrié mortalidades

masivas en los primeros tanques.

Entonces, los andlisis de RAPD fueron inmediatamente efectuados con las muestras
provenientes de los tanques con animales enfermos, de diferentes partes del laboratorio, y de
los cultivos de algas, donde fueron encontradas bacterias de tipo Sp. Sin embargo, el tanque
# 18 no fue tan afectado como otros en los cuales las larvas fueron totalmente eliminadas

presentando los sintomas del Sindrome de Zoea o de Bolitas.
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Figura 8. Resultados de los aislados bacterianos presentes en el tanque # 18.
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Tabla 5. Resultados de los aislados bacterianos del tanque # 18 en base a los criterios de

identificacién bioquimica, antigénica y genética

. Tr iento- Medi i speci
Dias | Estadio | % 5pv. | opicriciones | M2 | iamienco | Bacioa | Bacern | €| blot | AP
1 N5 100 0.2F (ppm) Larvas TCBS 1 V. vul. 100 -
1 N5 100 0.2F (ppm) Larvas TCBS 2 V. vul. 89 -
1 N5 100 0.2F (ppm) Agua AM 3 V. dam 91 -
1 NS5 100 0.2F (ppm) Larvas AM 4 V. cam 100 -
1 N5 100 0.2F (ppm) Larvas AM 5 V. pel. 84 -
2 N/Z 100 Larvas AM 6 V. pel. 89 -
2 N/Z 100 Agua TCBS 7 V. tub. 95 -
2 N/Z 100 Larvas TCBS 8 V. tub. 90 -
2 N/Z 100 Larvas AM 9 V. ner. 86 -
2 N/Z 100 Larvas TCBS 10 V. pel 90 -
3 Z1 87 Agua TCBS 11 V. tub. 95 -
3 Z1 87 Agua TCBS 12 |V.spl.1 95 -
3 Z1 87 Agua AM 13 |V. har. 100 +
3 Z1 87 Larvas AM 14 |V.spl 1 95 -
3 Z1 87 Larvas TCBS 15 |V.har. 88 -
3 Z1 87 Larvas TCBS 16 |V.tub. 90 -
3 Z1 87 Larvas TCBS 17 V. pel 90 -
4 Z1-2 88 Larvas AM 18 |V. tub. 95 -
4 Z1-2 88 Agua TCBS 19 |V.cam. 88 -
4 Z1-2 88 Larvas AM 20 |V. tub. 100 -
4 Z1-2 88 Larvas TCBS 21 |V. tub. 95 -
4 Z1-2 88 Larvas TCBS 22 |V. tub. 100 -
5 Z2 81 Agua TCBS 23 |V. wb. 95 -
5 Z2 81 Larvas TCBS 24 |V.vul. 89 +
5 zZ2 81 Larvas TCBS 25 |V. tub. 100 -
5 Z2 81 Larvas TCBS 26 |V.cam. 88 +
5 Z2 81 Agua TCBS 27 V. tub. 95 -
6 Z2 107 Agua AM 28 |V. tub. 95 -
6 Z2 107 Agua TCBS 29 |V. fur. 90 -
6 Z2 107 Larvas AM 30 |V.vul 95 -
6 Z2 107 Larvas TCBS 31 |V.tub. 95 -
6 72 107 Larvas AM 32 |V.tub. 100 -
6 Z2 107 Agua TCBS 33 |V. tub. 90 -
6 Z2 107 Larvas TCBS 34 |V.spl.1 90 -
6 Z2 107 Larvas TCBS 35 |V.pel 100 +
7 Z2-3 100 | 0.4E+0.4F (ppm) |Agua AM 36 |V.vul 95 -
N Z2-3 100 | 0.4E+0.4F (ppm) |Larvas AM 37 V. tub. 100 -
7 Z72-3 100 | 0.4E+0.4F (ppm) |Larvas TCBS 38 |V.fis. 90 -




7 Z2-3 100 | 0.4E+0.4F (ppm) |Larvas TCBS 39  |V.spl.1 95

8 Z3 100 | 0.6E+0.6F (ppm) |[Larvas TCBS 40 |V. fis. 95

8 73 100 | 0.6E+0.6F (ppm) |Agua AM 41 V. fis. 100

8 Z3 100 | 0.6E+0.6F (ppm) |Larvas TCBS 42 |V. tub. 100

8 Z3 100 | 0.6E+0.6F (ppm) [Agua TCBS 43 |V.splL II 90

8 Z3 100 | 0.6E+0.6F (ppm) |Larvas AM 44 |V.vul. 94

8 Z3 100 | 0.6E+0.6F (ppm) |Larvas AM 45 |V. pel. 95

9 Z3 100 1E+1F (ppm) |Agua AM 46 |V. tub. 90

9 Z3 100 1E+1F (ppm) |Larvas AM 47 |V.spl II 95

9 Z3 100 1E+1F (ppm) |Larvas TCBS 48 |V.vul 89

9 Z3 100 1E+1F (ppm) |Larvas TCBS 49  |V.tub. 100

9 Z3 100 1E+1F (ppm) |Agua TCBS 50 |V.ang. 95

12 M1-2 103 1E+1F (ppm) |Larvas TCBS 51 V. tub. 95

12 M1-2 103 1E+1F (ppm) |Larvas AM 52 |V.vul 95 *%
12 M1-2 103 1E+1F (ppm) |Larvas TCBS 53 |V. tub. 95

12 M1-2 103 1E+1F (ppm) |Agua AM 54 |V. tub. 100

12 M1-2 103 1E+1F (ppm) |Larvas AM 55 |V.tub. 100

12 M1-2 103 1E+1F (ppm) |Larvas TCBS 56 |V.ang. 95 -
13 M2-3 56 1E+1F (ppm) |Larvas AM 57 |V.vul 100 S2
13 M2-3 56 1E+1F (ppm) |Agua TCBS 58 |V.tub. 95

13 M2-3 56 1E+1F (ppm) |Agua TCBS 59 |V.cam. 88

13 M2-3 56 1E+1F (ppm) |Agua TCBS 60 |V.cam. 88

13 M2-3 56 1E+1F (ppm) |Larvas AM 61 V. alg. 82

13 M2-3 56 1E+1F (ppm) |Larvas TCBS 62 |V.spl 1l 95

14 M/P 51 2E+2F (ppm) |Agua TCBS 63 |V.spll 95

14 M/P 51 2E+2F (ppm) |Agua TCBS 64 |V.vul 89 i
14 M/P 51 2E+2F (ppm) |Larvas TCBS 65 |V.vul 94 *¥
14 M/P 51 2E+2F (ppm) |Larvas TCBS 66 |V.tub. 90

14 M/P 51 2E+2F (ppm) |Larvas AM 67 |V.tub. 95

15 P1 58 Larvas TCBS 68 |V.har. 88 S2
15 P1 58 Larvas TCBS 69 |V.vul 89

15 P1 58 Larvas AM 70 |V. tub. 95

15 Pl 58 Agua TCBS 71 V. dam. 91

15 P1 58 Agua TCBS 72 Aerom. 90

15 P1 58 Agua AM 73 |V.vul 89

16 P2 55 Larvas TCBS 74 |V.vul. 89 S2
16 P2 55 Larvas TCBS 75 |V. har. 94

16 P2 55 Agua TCBS 76 |V.vul 100 S2
16 P2 55 Agua TCBS 77  |V.spl.1 90
16 P2 55 Larvas AM 78 V. tub. 95 S2
16 P2 55 Agua AM 79 V. tub. 95

17 P3 58 Larvas TCBS 80 |V. tub. 100

17 P3 58 Larvas TCBS 81 |V.har. 94 S2
17 P3 58 Agua TCBS 82 |V. tub. 90
17 P3 58 Larvas AM 83 |V. tub. 100

17 P3 58 Agua AM 84 |V.alg. 77

18 P4 56 Larvas TCBS 85 |V.spl1 95 S2




18 P4 56 Larvas TCBS 86 |V. tub. 95

18 P4 56 Larvas AM 87 V. pel. 95

18 P4 56 Larvas AM 88 |V.spl.II 95

18 P4 56 Agua TCBS 89 |V.vul 100 S2
19 P5 54 Larvas TCBS 90 V. tub. 95
19 P5 54 Agua TCBS 91 |V. tub. 95

19 P5 54 Larvas TCBS 92 |V.vul 100 S2
19 P5 54 Agua TCBS 93 |V. tub. 95
19 P5 54 Larvas AM 94 |V.fis. 95
20 P6 58 Larvas TCBS 95 |V.vul 100 S2
20 P6 58 Larvas TCBS 96 |V.spl. 1 90
20 P6 58 Larvas AM 97 |V. tub. 100
20 P6 58 Larvas AM 98 |V.ang. 95
20 P6 58 Agua TCBS 99 |V. tub. 95
21 P7 54 Larvas TCBS 100 |V. tub. 100
21 P7 54 Larvas TCBS 101 V. vul 100 S2
21 P7 54 Agua TCBS 102 |V. tub. 90
21 P7 54 Agua TCBS 103 |V. har, 94 S2
22 P8 49 Agua TCBS 104 |V. vul. 100 S2
22 P8 49 Larvas TCBS 105 [V. vul. 100 S2
22 P8 49 Larvas TCBS 106 |V.ang. 85
22 P8 49 Agua AM 107 |V. hol. 79
23 P9 48 2F (ppm) Larvas TCBS 108 |V. tub. 90
23 P9 48 2F (ppm) Larvas TCBS 109 V. vul. 95 S2
23 P9 48 2F (ppm) Agua TCBS 110 V. tub. 100
23 P9 48 2F (ppm) Larvas AM 111 |V. cam. 94
23 P9 48 2F (ppm) Agua AM 112 |V. vul 84 So
23 P9 48 2F (ppm) Larvas AM 113 |V. vul. 100 S
24 P10 48 Agua TCBS 114 V. har. 94 S»
24 P10 48 Larvas TCBS 115 |V. ang. 95
24 P10 48 Larvas TCBS 116  |V. har. 94 S2
24 P10 48 Larvas AM 117 V. vul. 95 S2
24 P10 48 Agua AM 118 |V.vul 100 S2
24 P10 48 Larvas AM 119 V. cam. 94
24 P10 48 Agua TCBS 120 |V. ang. 90

% spv.= Porcentaje de supervivencia

%C =

Porcentaje de concordancia de los criterios bioquimicos de los aislados bacterianos con los criterios de

referencia de la bioquimica miniaturizada

Furazolidona

Eritromicina




CONCLUSIONES

Un aspecto primordial de estos estudios epidemioldgicos, fue evaluar en términos de

facilidad y confiabilidad las 3 técnicas recientemente desarrolladas en el CENAIM.

Es importante anotar que los aislamientos fueron efectuados sobre Agar Marino (AM) o
medio TCBS, siendo estos 2 agares cldsicamente utilizados en todos los laboratorios. El
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 idénticas en base a criterios bioquimicos pero
de hecho son diferentes desde el punto de vista de su capacidad de utilizacién del medio

TCBS.

Estas consideraciones son importantes porque es 16gico suponer que, bacterias patdgenas ¢
hiperespecializadas para una vida parasitaria en los organismos del sistema digestivo del
camarén, pueden haber perdido la capacidad de desarrollarse en cultivo. Este fenémeno 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 identificacién bioquimica, el sistema miniaturizado desarrollado
por Solis, A. (comunicacién personal) fue realmente 1til, ya que las 266 identificaciones se

realizaron ficilmente al igual que la lectura de sus resultados.

Con una automatizacién simple, por ejemplo la utilizacion de una bomba peristdltica
multicanal para repartir los medios en los hoyos de las microplacas, o con la utilizacién de un

sistema de distribucién del tipo pipeta de repeticién Eppenforf, parece totalmente realista



emprender amplias encuestas epidemioldgicas a la escala de asociacion entre productores y/o

centros de investigacién como el CENAIM.

A nivel de empresa privada es absolutamente necesario reemplazar la utilizaciéon de los
sistemas existentes, tipo galeria API 20E, que conducen a identificaciones imprecisas a causa
de la ausencia de criterios bioquimicos esenciales. El sistema miniaturizado con 21 criterios
bioquimicos es mucho mds preciso, considerando que el nombre de especie para una bacteria
tiene solamente un valor indicativo, debido a la variabilidad genética de ese tipo de
microorganismos. Este concepto de variabilidad genética puede ser muy bien explorado,

gracias al estudio de perfiles de RAPD.

Se revel6 que la técnica de AP PCR (Aleatory-Primed Polimerase Chain Reaction), en su
version simplificada y optimizada (Betancourt y Motte, comunicacién personal), fue
perfectamente confiable, ya que los controles negativos fueron correctos y los controles

positivos fueron perfectamente reproducibles (Sp-Epp-ILI-158).

Estos resultados muestran que la AP-PCR puede perfectamente entrar en la gama de
herramientas de caracterizacién, identificacién y diagndstico de bacterias asociadas al

camarén y de manera mds general de agentes patégenos 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
permite analizar en paralelo fenotipos bioquimicos y genotipos. Asi, se puede considerar que
los marcadores genéticos podrian estar mejor adaptados a los andlisis epidemiolégicos. En
efecto, la gran mayoria de cepas de tipo Sy y ** en RAPD fueron identificadas como V.
vulnificus, otras consideradas como V. parahaemolyticus y V. harveyi . En tanto que V.
vulnificus 'y V. parahaemolyticus son proximos desde el punto de vista taxonémico en

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



mds alejado filogenéticamente. Los criterios bioquimicos para distinguir V. harveyi y V.

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

Aunque es necesario ser prudente, es interesante anotar que los genotipos Sy y ** de
bacterias aisladas en 1996, en aparente asociacién con el "Sindrome de Zoea", son similares
a los de las bacterias aisladas en 1992, en asociacion con el "Sindrome de bolitas". Por
supuesto, es conveniente utilizar otros iniciadores para acumular mds informacién sobre los
perfiles de RAPD de diferentes cepas de Sp. Ademds, serd indispensable emprender
infecciones experimentales segtin el protocolo desarrollado por San Miguel, L. (1996) y
optimizado por Serrano, J. (1996), a fin de determinar si las cepas Sy y **, son

efectivamente patogenas y capaces de inducir los sintomas tipicos del "Sindrome de Zoea".

Es necesario sefialar que luego de este estudio, se iniciaron experiencias en este laboratorio
(Macrobio) para limitar el desarrollo de bacterias de tipo Sp utilizando una cepa de V.
alginolyticus  que tiene un cierto efecto probidtico contra bacterias de tipo Sy y Ep2 (San

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

En el caso de que las cepas de tipo Sy y ** sean efectivamente patdgenas, serd urgente
identificar una banda correspondiente a un producto de amplificacién por PCR especifico de
estas cepas. Este producto de amplificacién podria ser marcado con la digoxigenina para ser
utilizado como sonda especifica. La ventaja de este tipo de ensayo es permitir analizar
simultineamente miles de colonias bacterianas transferidas sobre una membrana de
nitrocelulosa e identificar en algunas horas aquellas que son reconocidas por esta sonda.
Este tipo de ensayo colony-blot puede ser utilizado en rutina para controlar la aparicién de

bacterias patdgenas.

En lo que concierne a los ensayos de inmuno-dot-blot, ellos fueron simples de efectuar, pero
las bacterias actualmente presentes en las crias larvarias no poseen el antigeno de membrana

reconocido especificamente por el anticuerpo 2C9. Estos resultados indican el riesgo de la



utilizacién de anticuerpos monoclonales en los cuales la capacidad de reconocimiento
concierne a algunos aminodcidos. Asfi, las cepas de tipo V. vulnificus S; han mutado
probablemente a nivel de este epitope, quizds en relacibn con un aumento de la
patogenicidad, siendo el "Sindrome de Zoea" mds dréstico que el "Sindrome de las Bolitas".
En consecuencia, las colonias Sy y ** deberdn ser analizadas en dot-blot con la coleccién de
19 anticuerpos monoclonales especificos de Sy y E22, asociados al "Sindrome de Bolitas".
Desde el punto de vista de diagnéstico y deteccién precoz de bacterias Sp, podria ser eficaz

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

$k

En conclusion, este estudio totalmente original a la escala de cultivo de camarones peneidos,
muestra que este tipo de andlisis epidemioldgico, podria desde ahora ser realizado segiin
normas estandarizadas y confiables, con la finalidad de prevenir enfermedades de camardn,

tal 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 aparicién

de bacterias patdgenas que son nefastas, en particular con la ayuda de cepas probidticas.



RECOMENDA CIONES

1.- Completar la caracterizacion de cepas Sp y ** por otros andlisis de RAPD con diferentes
iniciadores, por inmuno-dot-blot con otros anticuerpos y por patologia experimental para

determinar si estas bacterias estan efectivamente asociadas al "Sindrome de Zoea".

2.- Confirmar el efecto probidtico in vitro e in vivo de cepas tipo ILI en contra de cepas

tipo Sy,

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 interaccién con otras bacterias.

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

5.- Emprender en laboratorios otros estudios epidemioldgicos segin el esquema seguido en

este trabajo.

6.- Segin la misma base epidemioldgica estudiar las mortalidades en camaroneras

practicando a la vez andlisis histolégicos, bioquimicos y genéticos.

7.- Estudiar, segin el mismo esquema, las mortalidades de los reproductores desde su

introduccion en los laboratorios.

8.- Una vez estandarizadas las tres nuevas técnicas (bioquimica 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 Sp asociadas a los camarones con aquellas
responsables de patologias en el hombre a fin de estar en capacidad de prevenir los riesgos

de epidemias relacionadas a la actividad acuicola.
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ANEXO 1

Tablas de control diario de los tanques muestreados.
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ANEXO 11

Siembra de agua de tanque y de macerado de larvas en
agar TCBS y AM.
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ANEXO III

Caracteristicas morfolégicas y luminiscencia en agar
TCBS y AM de los aislados bacterianos.
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ANEXO IV

Resultados de los andlisis bioquimicos realizados a los
aislados bacterianos.
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ANEXO V

Criterios utilizados para la identificacién bioquimica.
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ANEXO VI

Criterios bioquimicos que permiten la diferenciacién c
géneros y especies bacterianas.



Acromonas P’hotobacterium Vibrlo
Pseu. 3 1.3 1.3
Aero. 1 |
Photo. TR11.12
V. alginolitycus V. anguillarum V. campbell V. cholera V. damscla V. fisherd
V. ang. 6.R9.10
V. cam. 1315 1RO 1318
V. cho. 16,15 L7RYO1018 1471316
V.dam. R 12,1315 46910121318 R 16 L46TRI213
V. fis. 5101315 45R911,15 16 1471013 SR10.12
V. lu. 5.6R9 L R9.13.15.16 178915 569121318 RY.1115
V. fur. 1.56,89 1,510 1.B9.13.1516 7R9.15 1.569,12,13,15 1LR9 101315
V. har. 10,14 6814 414,15 L6710, 14,15 4R I1012, 14,15 41418
V. hol. 59,12,13 56R.10,12,13 49.16 16791213 4.5R9 49 10,12
V. log. 510,13 568913 1516 1.67.10,13.15 SR10.12,15 15
V. mar. 512,13 4568910111213 15,16 1467121315 SRS 10.11,12.15
V. ner. 56812 4.59,10,11.12 R13,15 1478121516 5611131516 RIOAL 12131516
V. par. 513 56,78,10,13 47,1516 16,1315 457R 12,15 47,1015
V. pel 5.6 458,910 15,16 14715 5681215 10,15
V. pen. 5101213 5R9.12,13 lisina 1.7,10,12,1316 R.10. 16 1216
V.sple. 1 5.68.10.14 59,14 481416 1781014 156101214 AR 1
V.sple. Il 56,1315 R9. 11,1315 4 1,7,13,16 A56R 111216 41016
V. tub. 56,10 59 13,1516 17,1015 5.6.10,12,13,15 13,15
V. vol. 5.10,13,14 SR9.13 14 4141516 110131415 45R 101415 41418
V. Mluvialis V. furnissi V. harveyl V. hollisae V. logel V. marinus
V. fur. |
V. har. 68 1L6R 10,14
V. hol. 68,1213 1681213 10,12
V. log. 68913 1.6.8.9.10.13 14 910,12
V. mar. 689.11,12,13 16891213 41001,12,14 4911 1012
V. ner. 2111216 19,1216 46R 10111214 4689111316 6R 10121316 6R 116
V. par. 67R13 16,7813 7.10 7.12 7.10 4710112
V. pel. R.Y9 1.R9 4.6,10,14 46912 610 612
V. pen. R9. 12,1316 1LB9.10,12,13,16 12,14 29.10.16 12,16 10116
V. sple. [ 9 1,910, 14 68 689.10,12 GR 14 A6R 10111214
Viosple. 1T B9 11,13,15,16 1LR9.13.15.16 6111415 69.11,12,16 61516 4610121516
V. tub. 9 1,9.10 6.14 6,9.10,12,13 6.13 610.1112.13
V. sul. R9,13 1.8.9.10.13,14 mot 2.10 14 4100014
V. nerels V. parahaemolitycus V. pelagleus V. penackida V. splendidus [ V. splendidus [I
V. par. 467811,12,13,16 s
V. pel. 812,16 46,7
V. pen. B10,11,13 7.10,12,16 10,12.16
V.sple. [ 4,10,11,12. 14,16 67810 4.8.10,14 B 12,1416
V.sple. Il 4812,13.15 6,7.11,1516 41516 1,12 R 1416
V. tub. 10,11,12,16 6,7,10.13 10 12,1316 (B} LI 1506
V. vul. 48.10,11,13,14,16 10 410,14 14,16 R LIS 10

V. vul.

V. tubiashi
13,14




ANEXO VII

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



Gel de electroloresis # |

__lotol

A.- Lo
B.- lli.
C.- 158
D.- S»
1.- V. vul. 100%
; 2.- V. vul. 89%
| 3.- V. dam. 91%
4.- V. cam. 1007
5.- V. pel. 84%

l'oto 2

6.- V. pel. 89%

7.- V. tub. 95%

8.- V. tub. 90%

9.- V. ner. 86%

10.- V. pel. 90%
11.- V. tub. 95%
12.- V. spl. I 95%
[3.- V. har. 100%
14.- V. spl. 1 100%
15.- V. har. 88%




Gel de electroloresis # 1

16.- V. tub. Q0%
17.- V. pel. 907%
I18.- V. tub. 95%
19.- V. cam. 88%
20.- V. b, 1007
21.- V. b, 957%
V. tub. 100%
V. by, 957%
2-4- V. vul. 89%
V. b, 1007%

l'oto -

26.- V., cam. 88%
27.- V. b, 93%
28.- V. b, 95%
29.- V. fur. 90%
30.- V. vul. 95%
31.- V. b, 95%
. tub, 1007%
b, 90%

) -

|55 B S

3 '
-~

—
—
| s (R ]
.4
R




Gel de electrotoresis # 2

l‘oto |

71.- No salio.

Era.

1i.

S2

158 (I"atron)

1120

39.- V. spl. I 95%
40.- V. fis. 957%
41.- V. [is. 1009
42.- V. b, 100% (8»))
43.- Vospl 1T 90%

l'oto 2

44.- V. vul, 94%
45.- V. pel. 95%
46.- V. tb. 90%
47.- V.ospl. 1T 95%
48.- V. vul. 89%
49.- V. tub. 1007
50.- V. ang. 95%
V. tub. 95%
V. vul. 95%
53.- V. tub. 957%
V. b, 1009




Gel de electrotoresis # 2

l'oto 3

55.- V.o wb. 1009%

S56.- V. ang. 95%

57.- V. vul. 100% (S»)
58.- No salio

59.- V. cam. 88%

60.- V. cam. 887%

OG- V. alg, 82%

62.- V. spl. 1T 95%
63.- V. spl. 1 95%
O4.- V. vul. 89% (**)

['oto -}

65.- V. vul. 94% (**)
66.- V. tub. 90%

67.- V. tub. 95%

68.- V. har. 88% (8»))
069.- V.- vul. 89%
70.- V. tb. 95%
M.PNL




Gel de electrotoresis # 3

l'oto |

72.- Aerom. 90%

73.- V. vul. 89%

74.: V.. vl 89% (S2)
75.- V. har. 94%

76.- V. vul. 100% (S2)
77.- V. spl. 1 90%
78.- V. tub. 95% (S2)
79.- V. tub. 95%

80.- V. tub. 100%
R1.- V. har. 94% ($>)
82.- V' tub. 907%

l'oto 2

NLP.ANL

3.- V. tub. 100%

84.- V. alg. 77%

85.- V.spl. I 95% (52)
86.- V. tub. 95%

87.- V. pel 95%

88.- V. spl. 11 95%
89.- V. vul. 100% (S3)
90.- V. tub. 95%

91.- V. tub. 95%
92.-\". vul. 100% (S»>)



V.spl.il

Gel de electroloresis # 3

l'oto 3

3- Voospl 190%
V. opel. 100%
V. vul. 95%

37.- V. tub. 100%
V. 11s. 90%
V. b, 95%
\

7. fis. V5%

l'oto <

95.- V. vul. 100% (8>)
96.- V. spl. I 90%

97.- V. tub. 100%

98.- V. ang. 95%

99.- V. tub. 95%

100.- V. tub. 1007




Gel de electroloresis # 4

l‘oto |

l'oto 2

103.- No salio.
104.- No salio.

105.- V.
106.- V.
107.- V.
108.- V.
109.- V.
110.- V.,
IS,
M.INL

112.- V.
113.- V.
114.- V.
115.- V.
116.- V.

vul. 100% ($»)
ang. 85%
hol. 79%
tub. 90%
vul. 95% (S»)
tub. 1007%

cam. 91%

vul. 84% (S2)
vul. 1007% (SH)
har. 94% (S»)
ang. 95%

har, 94% (8»)

117.-V. vul. 95% (S»2)

118.- V.
119.- V.
120.- V.
{212V,

vul. 100% (8»)
cam. 94%
ang. 907%

log. 957



Gel de electroforesis # 4

l'oto 3

122.- V. tub. 95%
123.- V. vul. 95% (**)
12-0.- V. har. 887 (5»)
125.- No salio

126.-V. tub. 90%

127.- V. tub. 90%

128.- V. tub. 95%
129.- No salio

130.- V. vul. 94% (S»)
131.- V. vul. 94

" ovul. 94%

\
133.- V. har. 88%

L22/023 124|125 [L26 |12 [128] 129 (130 L3) |12 |133

Gel de electroforesis # & ‘%})

/"
l'oto | é“{r/ f\]
gt \&Los

s SuTe
175, V.. s g - oo

198.- V. tub. ‘)S"E:, -
M.P.NL

203.- V. tub. 90% (8»)
20-L- V. b, 90%

206.- V. vul. 94% (S)
209.- V. tub. 100%
210.- V., vul. 89% (S1)
211.- V. vul. 89%

212.- V. tub. 90%

213.- V. tub. 90%

M

135 |198/|MPr(| 203 (204 | 206 | 209 | 210 20 (212|213



Gel de electrotoresis # 6

l'oto |

L2

S2

158.- Patron

153.- V. pel. 957%

154.- V. dam. 91%
155.- V. ner. 86%

156.- V. tub. 95%

159.- V. vul. 1007 (S»H)
160.- V. tub. 20%

l'oto 2

161.- V. vul 89% (S»)
162.- V. tub. 957%
163.- V. V. spl. I 907%
164.- V. tub. 95%
165.- V. log. 89%
166.- Pseud. 1007%
167.- V. tub. 907%
168.- V. spl. T 957%
169.- V. par. 90% (8»)




%16 "1du

%88 "Iy

) %001 ‘M4
2%,88 "W
086 g
086 qny

) %001 N4

A =TS

A IS
) %0071 ‘[na -

A0S

A C6F 1
A B
A LY

SR o |

A Y

WJI'IN

) W6
%001 “Ina -
%68 ‘INA
%86 qm
2,001
%06 “qn1 *
) 6L RO]

o6 ey -

AT
VAl § 4

A OF

A 6l
A T8¢
A ="LEl
A ="9g]
AN ~GE]

t 0)0,]

¢ 0)0,]

O # SISOI0JOIID dp |0r)




Gel de electroloresis # 7

l‘oto |

['oto 2

103.- V. har. 94% (8»)
104.- V. vul. 100% (82)
134.- V. spl. I 90%
143.- V.[Tu. 89% (**)
I4H.- V. flu. 89% (SH)
157.- V. pel. 90%

158.- V. ang. 857

170.- Pseud. 837
MNLP.D.

171.- V. tub. 907

172.- V. tub. 95%
173.- V. vul. 89% (**)
174.- V. har. 94%
175.- No salio

176.- V. spl. I 95%
177.- V. tub. 100%
178.- V. vul. 94% (**)
179.- V. alg. 88%

180.- V. tub. 95%
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Gel de electroloresis # 8

l'oto 1

l'oto 2

187.-
199.-

V. ang. 85%
V. tub. 100%

200.- V. tub. 95%
201.- V. tub. 95%
202.- V. tub. 95%

205.- V. tub. 95%

207,
208.

- V. log. 94%
- V. pel. 95%

M.P.NL

214,
215,

- No salio
- V. (Tu, 100%

216.- V. tub. 90%

217
218.

- V. ner. 836%

- Acrom. 95%

219.- V. vul. 90%

220.
~ Vovul, 94%
-~ V. ang. 88%

- V. cam. 95%



Gel de electroforesis # 8

L2)

S2

158.- Patron

226 V. b, 907%
225.- V. alg. 88%
226.- No salio
227.- V. spl. 1 90%
228.- V. log. 95%
229.- No salio
230.- V.- vul. 89%
231.- V. tub. 100%

232.- V. tub. 95%

['oto <4

232.- V. tub. 95%
233.- V. wb. 95%
23<h- 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%

232)233|234 | 235 [23¢|233 238|239 | 24|24



Gel de electroloresis # 9

l'oto |

l'oto 2

185.- \

214.-V
223.- 'V
226.- 'V

229.- \

242.-V
243.-V
244\

245.- V.
M.I.NL
246.- \

247.-V
248.- V
249.- V
250.- \

251.-V
252.-

. pel. 907%

. tub. 95%

. cho. 79%

. cam. 88%

/. cam. 94%

. tub. 90%

vul, 100% (SH)

Fo Tl 955

aneg. 85%

"L ang. 90%

. [is. 95%

’. har. 88%

. [is. 95%

", tub. 100%

. vul. 94%
vul. 94% (S9)
. vul. 94%

". tub. 90%

vl 94%



Gel de electroforesis # 9

l'oto 3

l'oto <

250.- V. vul. 897% (82)
257.- V. vul. 94% (S»)
258.- No salio

259.- No salio

260.- V. vul. 90% (S)2)
261.- No salio

262.- No salio

263.- V. vul. 94%

20-4.- V. cam. 88%

71.- V. dam. 91%
52.- V. vul 95% (**)
56.- V. ang. 95% (**)
58.- No salio

72.- Acrom. 90%

79.- V. tub. 95%

101.- No salio

102.- V. tub. 90%
[16.- No salio

125.- No salio.



Gel de electroforesis # 10

l'oto |

147.- V. wb. 95%
258.- V. tub. 100%
M.P.M.

259.- V. tub. 90%
261.- V. cam. 8%
262.- V. vul. 100%
265.- V. pel. 95%
200.- V. vul. 94% (81)

R

l'oto 2

14.- Vospl. 1 95%

58.- V. tub. 95%

101.- V. vul. 100% (S»)
135.- V. har. 94%

125.- V. tub. 95%

129.- V. har. 90%




Gel de electroloresis # 6

I'oto 3

135 136|139 (138 139 140 (141 | 142 [Men

l'oto 4

135.- ¥,
136.- V.
1572V,
138.- V.
139.- V.
[40.- V.
141.- V,
[42.- V.
M.P.M.

[45.- V.
146.- V.
147.- V.
148.- V.
149.- V.,
150.- V.,
I51.- V.
152.- V.

har.

log.

tub.

vul.
tub.
vul.

vul.

94%%
79% ($2)
90%
100% (Sn)
95%

89%
100% (**)

fTu. 94% (*¥*)

vul.

100% (Sa)

tub. 95%

tub.

95%

cam. 88%

vul.

vul.

100% (S»)
100% (S»)

har. 88%

ner. 91%



Gel de ectroloresis # 7

l'oto 3

22

S2

158.- Patron

181.- V. fur. 90%

182.- V. par. 90% (**)
183.- V. tub. 95%
184 V. par. 90% (**)
186.- V. fis. 95%

l'oto -1

188.- V. tub. 90 (S2)
189.- V. [is. 90%

190.- V. par. 90% (S>)
191.- V. par. 90%

192.- V. ner. 86% (**)
193.- V. tub. 90% ($1)
194.- V. b, 90% (8»>)
195.- V. tub. 90%

196.- V. cam. 94%
197.- V. flu. 94% (S2)
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